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Actualmente, la industria debe velar por proveer a la poblacion con productos saludables,
econdémicamente accesibles y provenientes de fuentes sostenibles. En este contexto, los
residuos lignoceluldsicos son prometedores al ser una fuente de xilano. La hidrdlisis de
este polimero da lugar a los prebi6ticos xilo-oligosacaridos, los que benefician la salud
gastrointestinal, cardiometabdlica, mental y 6sea, entre otros.

Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar la hidrélisis de xilano de haya por
Cellic HTec2. En primer lugar, mediante el método DNS para la cuantificacion de
azucares reductores, se implemento el diagrama de Lineweaver-Burk para determinar los
pardmetros cinéticos de la fase liquida, se estudié el potencial efecto inhibidor de la xilosa,
se construy6 la isoterma de Langmuir para estimar los pardmetros de equilibrio de
adsorcion y se establecié la curva de progreso de hidrélisis enzimética. Ademas, a través
de la técnica HPLC se cuantifico la produccién de xilosa y xilobiosa. Posteriormente, se
implementé un modelo que simulara la hidrdlisis enzimatica en dos fases, suponiendo
que la reaccion obedece a la cinética de Michaelis-Menten y que existen 250 xilo—
oligbmeros distribuidos entre ambas fases. Mediante un ajuste parametros se obtuvieron
las constantes cinéticas de la fase solida, las constantes de adsorcion y desorcion y la
accesibilidad del sustrato al atague enzimatico. Asimismo, se establecio la dinamica
temporal la adsorcién enzimatica y de la generacién de producto en fase liquida y sélida.

Las constantes cinéticas de la fase liquida y sdlida son 93,6 [uM] y 1.204,7 [uM]. Las
constantes cataliticas de la fase liquida y solida son 179,9 [1/s] y 2.653,5 [1/s]. Ademas,
se obtuvo una constante de equilibrio de adsorcién de 0,739 [1/uM], una adsorcién
maxima de 17,4 [uUM celiic HTec2/MM sustrato], UNa constante de adsorcion de 23,9 [1/uM-min]
y una constante de desorcion de 32,4 [1/min]. Ademas, se concluyo que la xilosa no actia
como inhibidor para las concentraciones de sustrato y enzima utilizadas. Las curvas de
progreso indicaron un rendimiento de azucares reductores del 17,6% a los 150 [min] y
rendimientos de xilosa del 0,3% y de xilobiosa del 10,5% a los 180 [min] de reaccién. La
baja generacion de xilosa permite concluir que Cellic HTec2 posee potencialidades para
la produccién de xilo—oligosacaridos.

Finalmente, se concluye que el modelo cinético caracteriza satisfactoriamente la hidrolisis
enzimatica de xilano, determinando los parametros desconocidos del sistema y
simulando la dinamica temporal de la adsorcion de Cellic HTec2 sobre el xilano insoluble
y de la generacion de producto en fase liquida y soélida. Asi, este estudio entrega
antecedentes significativos para la estandarizacion de la produccion industrial de
prebidticos xilo-oligosacaridos. No obstante, ya que no se cuenta con datos teoricos y/o
experimentales para cada uno de los productos de reaccion, el modelo no permite simular
fidedignamente cada una de las dinamicas temporales. Se sugiere para investigaciones
futuras cuantificar mediante HPLC o HPAEC-PAD la produccion de un mayor numero
xilo-oligosacaridos en vista de una simulacion para todos los productos de la hidrélisis.
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1. Antecedentes

1.1.1.Alimentos funcionales

Actualmente, la poblacion se encuentra en un proceso de concientizacion sobre como la
alimentacion repercute en la salud. Por este motivo, las preferencias alimentarias se han
desplazado hacia opciones mas saludables. En este contexto, el mercado ofrece distintas
alternativas, tales como los alimentos funcionales, los cuales ademas de cumplir un rol
nutricional poseen beneficios para la salud humana [1].

Entre los alimentos funcionales méas reconocidos se encuentran los prebidticos. Segun la
definicion entregada la ISAPP en 2017 (International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics), estos corresponden a sustratos que pueden ser utilizados selectivamente
por los microorganismos hospederos, aportando beneficios a la salud gastrointestinal,
inhibiendo la proliferacion de microorganismos patdégenos y estimulando el sistema
inmunoldgico, y a la salud cardiometabdlica, mental y 6sea [2]. Ademas, pueden ser
utilizados como reemplazo de azlcar y/o grasa y, para saborizar y/o texturizar alimentos

[1], [3].

En relacién a la potencialidad de estos productos en el mercado, su valor se avalu6 en
USD 4.070 millones en 2017 y se espera un aumento hasta USD 7.370 millones para
2023, registrando asi una Tasa de Crecimiento Anual Compuesto (CAGR) del 10,4% [1].

Dentro de los prebidticos con mayor potencial comercial se encuentran los xilo-
oligosacaridos (XOS), pues son estables frente un amplio rango de pH y temperatura,
poseen propiedades organolépticas y efectos benéficos para la salud humana y animal
[4]-[6]. Se espera que el mercado de los xilo-oligosacaridos crezca a una Tasa de
Crecimiento Anual Compuesto del 5,3%, incrementando asi su valor en USD 37 millones
desde 2017 al 2023 [1].

1.1.2.Residuos lignoceluldsicos

Adicionalmente, la industria alimentaria y/o farmacéutica ha centrado sus objetivos en el
disefio de nuevos procesos que promuevan el uso de materias primas provenientes de
fuentes sostenibles y la aplicacion de tecnologias ambientalmente amigables. En este
sentido, los residuos lignocelulésicos representan una gran oportunidad, ya que
actualmente corresponden al residuo organico mas abundante del planeta. Por
consiguiente, su reutilizacion les otorga un importante valor agregado que promueve el
desarrollo de una economia circular.



Los residuos lignoceluldsicos son una fuente significativa de hemicelulosa, cuyo principal
compuesto es un heteropolisacarido denominado xilano. La hidrélisis de esta molécula
da lugar a los xilo-oligosacaridos [7].

En este contexto, Chile genera aproximadamente 4 millones de toneladas de residuos
lignoceluldsicos anuales, los que podrian ser utilizados como materia prima para la
produccion de prebidticos xilo-oligosacaridos. De esta forma, Chile podria convertirse en
un potencial de productor de este alimento funcional [8]. La Figura 1 presenta la
produccion anual de residuos lignocelulésicos, para los principales cultivos compatibles
con la elaboracion de XOS.
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Figura 1: Produccion anual de paja de caracter agroindustrial en Chile (elaboracion propia).

1.2. Motivacion

En base a lo mencionado anteriormente, surge la necesidad por parte de la industria de
evaluar y estandarizar la produccion de los prebiéticos xilo-oligosacéridos, considerando
las distintas etapas del proceso y las variables que afectan a cada una de ellas.

Este Trabajo de Memoria de Titulo se centra en la caractizacion de la hidrdlisis de xilano
de origen lignocelulésico mediante enzimas con actividad endo—1,4—p—xilanasas. De esta
forma, se pretenden determinar los parametros cinéticos que rigen el sistema y la
dinamica de produccion de xilo-oligosacéaridos, en el marco de una potencial
implementacion de una planta productora de este tipo de prebidticos en Chile.



1.3. Objetivos

1.3.1.0Dbjetivo general

Caracterizar la reaccion de hidrolisis enzimatica de xilano de haya por Cellic HTec2
mediante herramientas experimentales y modelacion.

1.3.2.0bjetivos especificos

1. Determinar los parametros cinéticos de la hidrolisis enzimatica de xilano en fase
liquida por Cellic HTec2 mediante el modelo cinético de Michaelis-Menten.

2. Investigar la existencia de potenciales fenédmenos de inhibicion por xilosa dentro
del proceso de hidrdlisis enzimética de xilano por Cellic HTec2.

3. Cuantificar los parametros de equilibrio de adsorcion de Cellic HTec2 sobre xilano
en fase sdlida por medio de la isoterma de Langmuir.

4. Determinar a través de herramientas de modelacion los parametros cinéticos de
la hidrdlisis enzimatica de xilano en fase sélida por Cellic HTec2, las constantes
de adsorcién y desorcion y el rendimiento y, la concentracién de xilano accesible
al ataque enzimatico

5. Establecer por medio de modelamiento matematico, la dinamica temporal del
proceso de adsorcion enzimatica sobre el sustrato en fase sélida y de la
generacion de producto en fase liquida y sdlida.



Capitulo 2

2. Marco teodrico

2.1. Biomasa lignoceluldsica

2.1.1.Industria y revalorizacion de residuos

Actualmente, la industria alimentaria y/o farmacéutica enfrenta grandes desafios,
debiendo velar por proveer a la poblacion productos saludables y econémicamente
accesibles. Ademas, la crisis medioambiental existente ha obligado a la industria a
impulsar la investigacion y desarrollo de nuevas tecnologias medioambientalmente
amigables y la utilizacion de fuentes sostenibles para la elaboracion de los productos [7].

Bajo este contexto, los residuos agroindustriales, tales como las biomasas
lignoceluldsicas, se destacan notablemente debido a su alta disponibilidad, siendo el
residuo organico mas abundante del planeta. En la actualidad, estas son
mayoritariamente descartadas, desperdiciandose billones de toneladas, y con ellas, la
oportunidad de revalorizarlas [7]. A pesar de su potencialidad, se debe tener en
consideracion que, el uso de residuos lignocelulésicos implica multiples desafios, los
cuales incluyen variabilidad en su composicién, estacionalidad y riesgo de deterioro
durante el periodo de almacenamiento, por lo que es necesario desarrollar tecnologias
gque permitan combatir este tipo de dificultades [1].

2.1.2.Estructura quimica

La biomasa lignocelulésica se encuentra principalmente constituida por 3
macromoléculas: celulosa, hemicelulosa y lignina. La distribucion de estos polimeros
varia de acuerdo al tipo de biomasa, sin embargo, se ha establecido que los rangos
fluctian entre un 30 — 50% p/p de celulosa, 20 — 40% p/p de hemicelulosa y 15 — 25%
p/p de lignina [9], [10].

La hemicelulosa, correspondiente al segundo polisacarido mas abundante del planeta,
desempefia un rol fundamental en la mantencion de la integridad estructural de la pared
celular de las plantas [11]. Esta posee una estructura altamente ramificada y se compone
mayoritariamente de pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas (manosa, fructosa, glucosa
y galactosa) y azucares acidos [9].

Se estima que la hemicelulosa se compone entre un 60 — 90% p/p de xilano,
heteropolisacarido que varia su estructura en funcion de la fuente. No obstante, las
moléculas que preponderan en la estructura del xilano son moléculas de D-xilosas, las
cuales se encuentran unidas principalmente mediante enlaces —(1—4) [3], [10], [12].
Asimismo, el xilano presenta un grado de polimerizacion entre 75y 250 [13].



Los polimeros de xilano se clasifican segun los tipos de grupos sustituyentes y/o cadenas
laterales presentes en su estructura [10], [14], [15]. A continuacion, se ensefan las
diferentes subclases establecidas:

1.

Homoxilanos: son polisacaridos de estructura lineal, compuestos por residuos de
D-xilanopiranosil (XylP) unidos por enlaces p—(1—3), enlaces B—(1—4) y una
mezcla de enlaces —(1—3,1—4).

Glucuronoxilanos (GX): son polisacaridos de xilano con cadenas laterales de acido
a—D—glucurénico (GA) y/o su derivado 4—O—metil (MeGA) unidas a XylP en su
posicion 2. Las maderas duras, como el abedul o la haya, se encuentran
principalmente constituidas por 4—O—metil-glucuronoxilano (MGX).

Arabinoxilanos (AX): son polisacaridos de xilano con residuos a-L—
arabinofuranosil (a—Araf) unidos a XylP en su posicion 2 y/o 3 (mono o
disustitucion). Ademas, pueden poseer acidos fendlicos, principalmente &cido
ferdlico y &cido p-cumarico, esterificados a a—Araf. Los AX se encuentran
tipicamente en cereales, tales como trigo, maiz, arroz, entre otros.

Arabino—glucuronoxilanos (AGX): son polisacaridos GX altamente sustituidos por
MeGA, que ademas cuentan con residuos a—Araf unidos a XylP en su posicién 3.

Glucorono-arabinoxilanos (GAX): son polisacaridos AX altamente sustituidos por
a—Araf, que ademas cuentan con residuos MeGA unidos a Xylp en su posicion 2.

Heteroxilanos (HX): son polisacaridos altamente sustituidos por diferentes tipos de
monosacaridos y oligosacaridos.

La Figura 2 presenta la estructura de las biomasas lignocelulésicas, haciendo énfasis en
el xilano y sus principales grupos sustituyentes [10].
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Figura 2: Estructura de biomasa lignocelul6sica, xilano y sus principales grupos sustituyentes: a) acetil; b) 4-O-metil-
a-D-glucuronopiranosil; ¢) a-L- arabinofuranosil; d) a-L-arabinocumaroil; e) a-L-arabinosil. Adaptado de Santibafiez et

al. (2021).
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2.2. Prebioticos xilo—oligosacaridos

Los prebioticos, segun la ultima actualizacion entregada por la ISAPP (International
Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) en 2017, corresponden a “sustratos
que son utilizados selectivamente por microorganismos hospedadores otorgando un
beneficio para la salud”, entendiendo que el huésped puede ser un humano o un animal
[1], [2]. Los beneficios de los prebidticos sobre la salud aun se encuentran en estudio, sin
embargo, a la fecha, ya se han demostrado efectos positivos para el tracto
gastrointestinal, salud cardiometabdlica, mental y 6sea, entre otros [2].

Debido al gran nimero de estudios que validan su status prebi6tico, los oligosacéaridos
mas utilizados son la inulina, los fructo-oligosacéridos (FOS) y los galacto-oligosacéridos
(GOS). No obstante, en la actualidad se investigan nuevas moléculas con potencial
prebidtico, como por ejemplo, los xilo-oligosacaridos (XOS) [1].

Los xilo-oligosacéridos, si bien son considerados candidatos prebioticos por la ISAPP
(2017), cuentan con multiples potencialidades [10]. En general, los prebidticos son
hidrolizables en condiciones de pH &cido y temperaturas altas, o pierden sus propiedades
al ser almacenados por periodos prolongados en condiciones ambientales, sin embargo,
los xilo—oligosacaridos son resistentes a rangos de pH entre 2,5y 8, ademas de soportar
temperaturas superiores a los 100 [°C] [1].

Por otra parte, este tipo de prebidtico requiere de una dosis diaria de aproximadamente
2,8 [g], mientras que, para sus competidores directos, es decir, fructo-oligosacéaridos y
galacto-oligosacaridos, se recomienda el consumo de dosis superiores a los 10 [g] diarios
[1], [16]. La Figura 3, expone lo mencionado anteriormente y ademas, permite evidenciar
gue los xilo-oligosacaridos se encuentran dentro de los prebidticos mas competitivos del
mercado en relacion a su razon precio/dosis.
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Figura 3: Relacion precio/dosis de los principales prebidticos. FOS: fructo-oligosacaridos, XOS: xilo-oligosacaridos,
GOS: galacto-oligosacéridos, 10S: iso-oligosacaridos. Adaptado de Amorim et al. (2019) [1].



2.2.1.Estructura quimica de los xilo—oligosacaridos

Como se mencion6 anteriormente, los xilo-oligosacaridos son oligdmeros compuestos
por moléculas de D-xilosa mediante enlaces B—(1—4)-glicosidicos. Se encuentran
naturalmente en alimentos como frutas y vegetales, mientras que industrialmente se
producen por medio de la hidrdlisis de xilano de origen lignocelulésico [4], [11]. La Figura
4 presenta un esquema de la estructura de la xilosa y los xilo—oligosacaridos, sin
embargo, se debe considerar que debido a la variedad de xilanos presentes en la
naturaleza, es probable que estos contengan grupos sustituyentes y/o cadenas laterales
[71[10].
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Figura 4: Esquema de la estructura de la xilosa y los xilo-oligosacéridos. Adaptado de Azevedo Carvalho et al.
(2013).
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Debido a que los xilo-oligosacéaridos se producen a partir de la hidrélisis de xilano, se ha
generado interés por determinar la biomasa lignoceluldsica idénea para la produccion de
este tipo de prebidticos, considerando factores como la cantidad y tipo de xilano que se
encuentra presente en la materia prima. Debido a sus altos niveles de xilano y/o
disponibilidad, las especies mas relevantes para la produccion de xilo—oligosacéridos
son: paja de trigo, bagazo de cafia de azlcar, mazorca de maiz, xilano de haya y xilano
de abedul [10].

Se ha identificado que los xilo-oligosacéaridos con grado de polimerizacion entre 2y 6 son
los que generan un mayor numero de efectos beneficiosos para la salud [17]. Ademas,
se ha observado que el tipo y grado de sustitucion que estos poseen influyen en su efecto
prebidtico, indicAndose que los xilo-oligosacaridos no sustituidos y los arabino-xilo-
oligosacaridos, son aguellos que fermentan mas rapido, comparados con estructuras mas
complejas como xilo-oligosacéaridos acetilados y los xilo-oligosacaridos con grupos acido
4—0O—metil—-glucurdnico [17][18].



2.2.2.Beneficios para la salud humana

En relacion a los beneficios del consumo de xilo-oligosacéaridos, estos estimulan
selectivamente el crecimiento y/o actividad de bacterias beneficiosas pertenecientes a la
microbiota intestinal, tales como Bifidobacterium y Lactobacillus, promoviendo asi, una
mejora en la salud humana [7], [11], [19], [20]. Ademas, el aumento de la poblacion de
bacterias beneficiosas conduce a la generacion de acidos grasos de cadena corta, los
cuales protegen contra enfermedades cardiovasculares y reducen el riesgo de desarrollar
osteoporosis y cancer de colon [3], [7]. Por otro lado, la proliferacion de bacterias del
género Bifidobacterium suprime la actividad de bacterias enteroputrefactivas, reduce la
proliferacion de bacterias patégenas y promueve la digestibn, mejorando la salud
gastrointestinal [4].

Por otra parte, su consumo promueve una mejora del sistema inmunoldgico. Ademas,
reduce el riesgo de generar enfermedades cardiovasculares, al disminuir los niveles de
triglicéridos y colesterol [3], [7], [20]. También, mejora los sintomas de la diabetes mellitus
tipo 11, al regular el nivel de azucar en la sangre. Asimismo, posee actividad antioxidante,
antinflamatoria y antialérgica. Igualmente, mejora la absorcion de Calcio (aumentando su
biodisponibilidad) y previene la formacién de la caries dental [3], [6], [7], [21]. Por ultimo,
los xilo-oligosacéaridos poseen efecto citotoxico sobre las células leucémicas [10].

2.2.3.Compalfiias productoras y certificacion

Actualmente, dentro del mercado de los prebioticos xilo-oligosacaridos, se identifican dos
compafias con certificacion GRAS (Generally Recognized As Safe). La compafiia China
Shangdong Longlive Biotechnology, recibio en 2013 la certificacion para la produccién de
XOS a partir de la mazorca de maiz. Por otro lado, Prenexus Health de Estados Unidos,
recientemente ha conseguido la certificacién para la produccion de XOS mediante cafa
de azdcar [22].

2.3. Produccion de xilo—oligosacaridos

Con el objetivo de establecer un proceso de producciéon que maximice el rendimiento de
los xilo-oligosacaridos con los largos de cadena deseados, se han realizado una variedad
de estudios, considerando distintas estrategias de produccion y purificacion. Usualmente
la produccién de prebidticos xilo-oligosacaridos desde biomasas lignocelulésicas se
realiza por medio de dos estrategias principales.

La Figura 5 presenta un diagrama de las metodologias mas utilizadas para la produccion
de prebioticos xilo-oligosacaridos. En esta se visualiza un proceso de una etapa,
denominado autohidrodlisis y un proceso de dos etapas, que combina una etapa de
pretratamiento de la materia prima y una etapa de hidrélisis enzimatica.
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Figura 5: Esquema de las estrategias mas utilizadas para la produccién de xilo-oligosacéridos. 2: moléculas con
grado de polimerizacion < 6; °: moléculas con grado de polimerizacion > 6. Adaptado de Santibafiez et al. (2021).

2.3.1.Produccién en una etapa: autohidrolisis

La autohidrdlisis es una metodologia de tratamiento térmico con vapor o agua liquida
caliente a altas presiones [23]. Bajo estas condiciones de operacion, el agua se autoioniza
generando iones hidronio, los cuales promueven la despolimerizacion de la hemicelulosa,
dando lugar a los xilo—oligosacaridos [24]. La implementacion de este método requiere
de condiciones de operacion de intensidad media para maximizar la generacion de
producto [19].

Dentro de las ventajas de la autohidrdlisis, se encuentra su bajo o nulo requerimiento de
reactivos corrosivos, sin embargo, debido a que esta presenta altos requerimientos
energéticos por la aplicacién de elevadas temperaturas y presion, la fuente de energia
empleada indicara si el proceso serd medioambientalmente amigable [9], [10] .

La principal desventaja de este proceso es la generacion de subproductos no deseados,
tales como monosacéridos, furfural, hidroximetilfurfural (HMF), compuestos fendlicos,
entre otros [5], [10]. La presencia de estos compuestos conduce a graves dificultades de
purificacion, y por consiguiente, un aumento de los costos de produccién, por lo que no
se recomienda para la produccién de prebioticos [4].

Otra desventaja de utilizar esta tecnologia es que, dado que se emplean altas
temperaturas y presiones, se requiere de equipos especializados, generalmente
reactores del tipo Parr [3], [5], [10].

2.3.2.Produccién en dos etapas

La segunda metodologia corresponde a un proceso en dos etapas, combinando
generalmente procesos térmicos y/o quimicos con reacciones enzimaticas. La primera



etapa es un pretratamiento, donde se extrae el xilano desde la biomasa lignocelulosica
y, la segunda etapa es la hidrolisis enzimatica de xilano a xilo—oligosacaridos [10].

2.3.2.1. Pretratamientos

Dentro de la biomasa lignocelulésica, la hemicelulosa interactda con la celulosa y lignina
formando redes complejas, las cuales son resistentes a ataques enzimaticos y
microbianos [25][26]. Bajo este contexto, se recomienda previo al proceso de hidrolisis
enzimatica, la implementacién de una etapa de pretratamiento de la materia prima, que
permita separar la hemicelulosa de los otros compuestos [27].

Si bien hasta la fecha se continta trabajando en el disefio de un pretratamiento eficiente,
econdmicamente rentable y medioambientalmente amigable, ya se han evaluado
extensamente diversas técnicas, las que se detallan en las siguientes secciones [28].

Pretratamiento por autohidrélisis

Este método, al igual que el tratamiento térmico de un solo paso, utiliza vapor o agua
caliente a altas presiones, lo que genera un aumento en la acidez del medio, liberando la
hemicelulosa de los otros compuestos. Sin embargo, la autohidrdlisis como
pretratamiento, se diferencia de la metodologia de una etapa, ya que esta aplica
condiciones de operacidon mas suaves, lo que minimiza la generacién de compuestos
indeseados y ademas, se implementa generalmente en equipos de autoclave [9], [10],
[21], [22].

Pretratamiento acido

Este tipo de pretratamiento se basa en la utilizaciébn de acidos para recuperacion de la
hemicelulosa. Entre de los acidos inorganicos mas utilizados se encuentran el acido
sulfurico, nitrico, fosférico y clorhidrico, mientras que dentro de los &cidos organicos se
encuentran el &cido acético, férmico y propionico.

Este tipo de pretratamiento posee la ventaja de ser rapido y sencillo, sin embargo, su
aplicacion genera la produccion de grandes cantidades de xilosa y compuestos
indeseados, lo que dificulta e incrementa las etapas de purificacién posteriores. Ademas,
la utilizacién de acidos fuertes promueve la corrosion de los equipos. No obstante, la
generacion de compuestos indeseados y el fenomeno de corrosion puede minimizarse
utilizando bajas concentraciones de acido. Bajo este contexto, se ha recomendado aplicar
concentraciones de acido menores al 10 % v/v, en un rango de temperatura entre 135 —
140 [°C] por 30 [min] [10], [28].

Pretratamiento basico

Los métodos alcalinos se han reconocido como uno de los mejores dentro de los multiples
pretratamientos estudiados [29]. Los compuestos alcalinos escinden los puentes de
hidrégeno existentes entre la hemicelulosa y la celulosa, asi como también los enlaces
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éster que unen la hemicelulosa y la lignina, permitiendo asi la solubilizacion de la
hemicelulosa [30]. Posteriormente, esta Ultima puede ser recuperada mediante
precipitacion con alcoholes [31]. El pretratamiento alcalino generalmente se realiza por
medio de Hidréxido de Sodio o Hidroxido de Potasio [10], [28], [29].

Se han evaluado distintas condiciones para este proceso, variando desde soluciones con
baja y alta concentracion de alcali y con o sin la aplicacion de alta temperatura. Los
resultados indican que para la recuperacion de la hemicelulosa, el uso de altos niveles
de reactivos alcalinos y la aplicaciéon de vapor conducen a un mayor rendimiento del
proceso [10], [31].

Este método posee la capacidad de aumentar la porosidad y el area superficial de la
hemicelulosa, lo que promueve un aumento en el rendimiento de la reaccion enzimatica.
Sin embargo, la aplicacidn de reactivos basicos tiene desventajas, como la corrosion de
los equipos y la contaminacion de efluentes de aguas. Por otro lado, la utilizacion de
elevadas temperaturas provoca la generacion de compuestos indeseados, aumentando
y encareciendo las etapas de purificacion [10].

Por ultimo, es importante sefialar que los grupos acetil posiblemente presentes en la
estructura de la hemicelulosa, también son liberados por este tipo de pretratamiento. Lo
anterior, reduce el uso de enzimas auxiliares dentro del proceso de hidrolisis enzimatica,
sin embargo, la pérdida de estos grupos disminuye la solubilidad de la hemicelulosa,
reduciendo el rendimiento de recuperacion de xilano en el pretratamiento [10], [15].

2.3.2.2. Hidrolisis enziméatica

El proceso de hidrélisis enzimética consiste en la catalisis de los enlaces p—(1—4)—
glicosidicos del xilano mediante enzimas con actividad endo-1,4——xilanasa (E.C.
3.2.1.8). En primera instancia, la reaccidon genera Xxilo—oligosacaridos de alto peso
molecular y, posteriormente, produce moléculas pequefias, tales como xilosa, xilobiosa y
xilotriosa [10].

Entre los organismos que producen enzimas con actividad endo—1,4—p—xilanasa se
encuentran bacterias, hongos, levaduras, algas marinas, entre otros. No obstante,
distintas investigaciones han indicado que los mejores productores de endo-1,4—3—
xilanasas corresponden a los hongos filamentosos. Por este motivo, la manufactura de
este tipo de enzimas a nivel industrial se realiza mayoritariamente a partir de
microorganismos de origen fungico. Dentro de los hongos filamentosos mas utilizados,
destacan los géneros Trichoderma, Aspergillus y Fusarium [7], [10].

Las enzimas endo-1,4—B—xilanasas utilizadas para la producciéon de prebiéticos xilo—
oligosacaridos deben poseer determinadas caracteristicas. Primeramente, deben tener
alta actividad endo—xilanasa para maximizar la produccién de xilo—oligosacaridos con
grado de polimerizacion entre 2 y 6. Ademas, se espera que cuenten con una baja o nula
actividad B-xilosidasa para minimizar la generacion de xilosa. Este mondmero es un
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compuesto indeseado de la reaccion, ya que incrementa la cantidad etapas de
purificacion y, por tanto, el costo asociado al proceso. Conjuntamente, se ha reportado
que su acumulacion dentro del sistema genera inhibicion sobre las enzimas xilanasas,
por lo que se debe procurar mantener los niveles de esta molécula al minimo dentro de
la reaccion [3], [22].

Por otro lado, segun la clasificacion CAZy, las enzimas endo—1,4—p—xilanasas forman
parte de grupo de las enzimas glicosil hidrolasas (GH). En particular, se ha indicado que
estan pertenecen mayoritariamente a las familias GH10 y GH11. Las enzimas endo—1,4—
B—xilanasas de la familia GH10 generalmente poseen alto peso molecular (> 30 [kDa]) y
un bajo punto isoeléctrico (pl > 5). Esta familia posee una estructura que facilita su union
a las regiones de xilano sustituidas y es altamente activa frente a moléculas de bajo grado
de polimerizacién, promoviendo la generacion de xilosa. Ademas, se ha reportado que
algunas enzimas de la familia GH10 presentan actividad celulasa, ademas de su actividad
xilanasa. Por otra parte, la familia GH11 se caracteriza por poseer un bajo peso molecular
(< 30 [kDa]) y un alto punto isoeléctrico (pl > 9). Este tipo de enzimas endo-1,4—p3—
xilanasas atacan preferentemente moléculas de alto grado de polimerizacién, por lo que
se recomiendan para la produccion de xilo-oligosacéaridos. Sin embargo, no son capaces
de catalizar regiones de xilano sustituido, requiriendo de la adicién de enzimas auxiliares
[10], [32].

Finalmente, se ha determinado que los grupos sustituyentes y cadenas laterales
presentes en el xilano, pueden interferir en la reaccion de hidroélisis enzimética por endo—
1,4-B—xilanasa, disminuyendo el rendimiento de la reaccion. Ademas, la presencia de
estas estructuras disminuye el efecto prebidtico, al interferir en la fermentacién de los xilo-
oligosacaridos por parte de la microbiota intestinal [33]. Por este motivo, para implementar
un proceso de elaboracién de prebidticos xilo—oligosacaridos, se debe considerar el tipo
de biomasa lignocelulésica al momento de escoger las enzimas endo—xilanasas y
enzimas auxiliares, con el objetivo de maximizar la produccion.

2.4. Modelacidon de reacciones de hidroélisis enzimatica

En relacion a los modelos existentes para procesos de hidrolisis enzimética Suga et al.
(1975) evidencid que la hidrolisis enzimética de los polisacaridos se da en dos fases, es
decir, la concentracion inicial de sustrato se encuentra insoluble, y a lo largo de la
reaccion el producto se va trasladando a la fase soluble de la mezcla [34], [35]. En
consecuencia, esta investigacion estudié la distribucion de peso molecular de los
productos a lo largo del tiempo. De esta forma, lograron determinar la fase en la que se
encontraba cada uno de los productos de reaccion. Este trabajo se baso en la cinética de
Michaelis-Menten.

Posteriormente, Dutta et al. (2015) recuperé el modelo de Suga, actualizandolo para la
produccion de xilo-oligosacaridos, basandose en la cinética de Michaelis-Menten. Este,
al igual que Suga, considerd un proceso de catélisis enzimatica en dos fases, precedido
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por la adsorcion de la enzima en fase soluble al sustrato en fase insoluble. Ademas,
incluyé el fendmeno de inhibicidn por producto terminal, es decir, xilosa y xilobiosa [13].

El modelo de Dutta et al. posee un enfoque experimental — teorico. En particular, los
parametros cinéticos de la fase liquida se determinaron por medio del diagrama de
Lineweaver- Burk, las constantes de equilibrio de adsorcién se obtuvieron mediante la
isoterma de Langmuir y la constante de inhibicion para la xilosa se determind mediante
el grafico de Dixon. Por otra parte, los parametros cinéticos de la fase sdlida, las
constantes de adsorcién y desorcion y la constante de inhibicion para la xilobiosa, se
obtuvieron a partir de un ajuste de parametros del modelo cinético [13].

Dutta et al. declaran que este modelo cinético permite la simulacion de la
despolimerizacion de los xilo—oligosacaridos, la dinamica temporal de la formacion de
xilosa y azucares reductores y la influencia que poseen las constantes del sistema en el
rendimiento de la reaccion [13]. Sin embargo, pese a que los autores consideran dentro
del sistema el proceso de adsorcion enzimética no simulan su dindmica temporal,
limitando la caracterizacion del sistema. Ademas, el estudio no indica la metodologia
utilizada para la determinacion de la conversion y/o el rendimiento de la reaccion,
considerando que la cinética de Michaelis-Menten, modelo en que se basa esta
investigacion, asume conversion completa.

El sistema propuesto por Dutta et al. (2015) indica que la xilosa y los xilo-oligosacaridos
con grado de polimerizacién menor o igual a 11, conocidos como azucares reductores,
se encuentran en fase liquida. Asimismo, los polimeros con grado de polimerizacién
mayor o igual a 12 permanecen dispersos en la fase sélida. Las reacciones que
representan el sistema se presentan enseguida [13]:

Kads
Eendo,l + Sf (_)kdes Eendo,s

kf1sotid k1,sotlia i >12
Eendo,s + Xi,solid kb1 solid endo,in,solid] Xj,solid/liq + Xi—j,solid/liq
+ Eendo,s
kf1iq k1,1iq 3<i<11

Eendo,l + Xi,liq « Eendo,lXi,liq] ? Xj,liq + Xi—j,liq + Eendo,l

kp1,iq

kxl,liq

Eendo,l + Xl,liq Hk [Eendo,le,liq]

x2,liq

Kxb1,liq
Eendo,l + XZ,liq (—)kxbz lig [Eendo,lXZ,liq]

kxl,liq
[Eendo,lXi,liq] + Xl,liq Hk q [Eendo,lXI,lini,liq]

x2,li
kxb1,lig
[Eendo,lXi,liq] + XZ,liq <

kxb2,liq [ e”do'lXZ.lini,liq]
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kf11iq
[Eendo,lxl,liq] + Xi,liq < [Eendo,lxl,liqxi,liq]

kp1,liq
kf11iq
|EcndaoiXaiq| + Xisig ©

ko1 sotia LEendo1X1,1iqXiliq]

Donde Eendo,s Y Eendo, cOrresponden a la enzima endo-1,4——xilanasa libre en la fase
solida y liquida respectivamente. Ademas, Eendo,sXisolid, Eendo,Xiliq, Eendo,iX2,liq, Eendo,1X1,lig,
Eendo,iX2,igXilia, ¥ Eendo, X1,igXijiq representan los complejos enzima-sustrato y enzima-
sustrato-inhibidor. Por Gltimo, Krisolid, Kbisolid, Kisolid, Kfilig, Kbiiig, Kuiig, Kxb1, Kxb2, kx1 Yy Kxz
corresponden a las respectivas constantes de reaccion.
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Capitulo 3

3. Metodologia
3.1. Revision bibliografica

En primer lugar, se realiz6 una revision bibliografica a través del buscador Google
Académico! y del Repositorio Académico de la Universidad de Chile?, el que posee
acceso a un gran numero de bases de datos cientificas. En estos se buscaron palabras
claves referentes al tema de investigacion, tales como: hidrolisis enzimatica de xilano,
biomasa lignocelulésica, xilano, prebidticos xilo-oligosacaridos, modelacion de la
hidrolisis enzimatica de xilano, entre otros. La busqueda se realizé para los idiomas
espafiol e inglés.

También se consultaron Trabajos de Tesis y articulos cientificos relacionados al tema en
estudio, los que fueron proporcionados por la académica de la Universidad de Chile,
Oriana Salazar [36].

Por medio de la investigacién se obtuvo informacion sobre la dinAmica del proceso en
estudio, ademas de las metodologias y los modelos mateméaticos que han sido utilizadas
para estudiar la hidrélisis de xilano mediante enzimas xilanasas.

3.1.1.Hidrdlisis enzimatica de xilano

Para comprender la dindmica del proceso de hidrdlisis enzimatica de xilano y caracterizar
los principales agentes involucrados en esta, primeramente, se estudiaron las enzimas
xilanoliticas, enfocAndose en su mecanismo de accion, estructura quimica y origen.
Seguido a esto, se analizaron los distintos tipos de sustratos disponibles para llevar a
cabo esta reaccion, haciendo énfasis en su contenido de xilano, estructura y presencia
de grupos sustituyentes. Finalmente, se reviso el proceso de hidrdlisis para conocer sus
principales caracteristicas y condiciones de operacion.

3.1.2.Metodologias experimentales

Se estudiaron las distintas metodologias existentes y actualmente utilizadas para el
desarrollo de los objetivos especificos experimentales propuestos, analizandose
principalmente su sustento tedrico, reactivos requeridos y condiciones de operacion.

1 Google Académico: https://scholar.google.com/
2 Repositorio Académico de la Universidad de Chile: http://repositorio.uchile.cl/
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3.1.3.Modelos matematicos para la simulaciéon de reacciones de
hidrolisis enzimatica

Finalmente, se investigaron los modelos mateméticos que han sido propuestos para
simular este tipo de sistemas, prestandose especial atenciéon a su sustento bioldgico,
quimico y matemético, ademas de sus potencialidades y limitaciones.

3.2. Metodologia experimental

Las metodologias experimentales aplicadas para cada uno de los ensayos realizados en
este trabajo se detallan enseguida. Los reactivos y equipos utilizados se encuentran en
el Anexo 8.1.

3.2.1.Caracterizacion de Cellic HTec2

La caracterizacion de Cellic HTec2 se realiz6 mediante la cuantificacion de la
concentracion de proteinas totales y la actividad enzimética del preparado comercial.
Ademas, se ejecutd una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
denaturantes y se analizo por cromatografia de intercambio aniénico.

3.2.1.1. Cuantificacién de proteinas totales por método de Bradford

La estimacion de proteinas totales se realizd por triplicado, a través del método de
Bradford [37]. Se mezclaron 200 [ul] de reactivo de Bradford, preparado segun las
indicaciones del proveedor, con 10 [ul] de muestra enzimatica debidamente diluida, en
microplacas de lectura de 96 pocillos. Se incub6 la mezcla por 10 [min] a temperatura
ambiente y se registro la absorbancia a 595 [nm] en un lector de microplacas. El blanco
de reaccién correspondi6 a 200 [ul] de reactivo de Bradford y 10 [ul] de agua milli-Q.

La cuantificacion se realizé en Microsoft Excel®, por medio una curva de calibraciéon de
albumina de suero bovino, la cual relaciona la concentracién de proteinas totales con la
absorbancia medida a 595 [nm]. El detalle de la metodologia seguida, incluyendo la
construccion de la curva de calibracién se presenta en el Anexo 8.2.

3.2.1.2. Ensayo de actividad enzimatica

Para medir la actividad enzimatica se utiliz6 el método del acido 3,5—dinitrosalicilico
(DNS) [38]. Se evaluaron 3 concentraciones de Cellic HTec2 iguales a 0,25, 05y 1
[ug/ml] y 4 concentraciones de xilano de haya correspondientes a 2,5, 5, 7,5y 10 [mg/ml],
entregando un total de 12 experimentos y 3 curvas de saturacion por sustrato.

Se combinaron 75 [ul] de solucion xilano de haya con 25 [ul] de dilucién enzimética en
una microplaca de PCR de 96 pocillos. Luego, se sell6 la microplaca con una lamina de
Axygen®, para evitar la evaporacion de las muestras, y se incubaron a 50 °C por 20 [min].
Completado el tiempo, se agregaron 100 [ul] de reactivo DNS a cada pocillo y se incubo
nuevamente, pero en esta oportunidad a 99 °C por 5 [min]. Finalmente, se dispusieron
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100 [ul] de cada una de las muestras, sobre una microplaca de lectura de 96 pocillos y
se midié absorbancia a 550 [nm] en un lector de microplacas. El blanco de reaccion
correspondio a 25 [ul] de buffer acetato de sodio 50 [mM] pH 5.0 y 75 [ul] de xilano de
haya. Este experimento, se realizé por triplicado para cada una de las combinaciones
antes detalladas. Las soluciones se prepararon en buffer acetato de sodio 50 [mM] pH
5,0.

Finalmente, en Microsoft Excel® se calculd la concentracion de azucares reductores (AR)
generados por cada set de datos, mediante una curva de calibracién de xilosa que
entrelaza la concentracion de AR con la absorbancia medida a 550 [nm]. A partir de estos
valores, se construyd la curva de saturacion enzimatica, graficando la actividad de la
enzima [U/l] en funcion de la concentracion de sustrato inicial [mg/ml]. Ademas, se
determind la actividad especifica [U/mg enzima]. Los pormenores de la metodologia
utilizada, incluyendo la construccion de la curva de calibracidén se presentan en el Anexo
8.3.

3.2.1.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

En primer lugar, se elaboré un gel de poliacrilamida al 12,5%. Enseguida, se preparé la
muestra enzimatica, diluyendo Cellic HTec2 en relacion 1:80 en agua milli-Q.
Posteriormente, se mezclaron 80 [ul] de la solucion antes elaborada con 20 [ul] de buffer
de carga denaturante 5X, alcanzando una concentracion de proteinas totales igual a 1,1
[mg/ml]. La muestra obtenida se calenté por 5 [min] a 100 [°C] y se centrifug6 brevemente.

El ensayo se realiz6 en una camara de electroforesis vertical (Bio—Rad), previamente
cargada con buffer de corrida Tris — Glicina segun las indicaciones del proveedor. Se
dispusieron sobre el gel 3 [ul] de marcador de peso molecular, seguido de 12, 8, 4, 2 [ul]
de dilucién enzimatica. El procedimiento se ejecuto a temperatura ambiente por 45 [min]
a 185 [V].

Posterior a la electroforesis, se tifio el gel en una solucion azul de Coomasie 0,25% por
1 [h] con agitacién orbital suave. Después, se traslad6 a una solucién de destincion, hasta
que las bandas de proteinas de diferenciaran correctamente. Finalmente, y debido a la
deshidratacion que genera el proceso de destincion, se reposo el gel en agua destilada,
hasta que este recuperara su tamafio, tardando aproximadamente 20 [min].

Por ultimo, se fotodocument6 el gel de proteinas mediante el equipo Gel Doc EZ (Bio-
Rad) y, por medio del software Image Lab, se realiz6 una cuantificacion de la intensidad
relativa de las bandas predominantes.

El protocolo de preparacion del gel y de las soluciones requeridas en este ensayo se
detallan en el Anexo 8.4.
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3.2.1.4. Analisis del complejo enzimatico por FPLC

Para analizar la composicion del concentrado enzimatico Cellic HTec2 se separaron sus
componentes por medio de una columna de Q-Sefarosa de 8 [ml]. El procedimiento se
realizé por medio de una cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC) en el equipo
Akta Avant 25, trabajandose en conjunto con su software Unicorn 5.1.1. Por otra parte,
debido a los requerimientos de la columna, el equipo se configur6 para operar a una
presion de 0,3 [MPa], una temperatura de 11 [°C] y un flujo de 4 [ml/min].

El experimento comenzé equilibrando el sistema con 3 volumenes de columna (VC) de
buffer BisTris-Cl 20 [mM] pH 7,5 preparada en agua milli-Q, previamente filtrado a través
de un diametro de poro de 0,22 [uM] y desairado por sonicacion. A continuacion, se
inyecto la muestra, correspondiente a una dilucién 1:80 del concentrado enzimético en
buffer BisTris-Cl 20 [mM] pH 7,5. Enseguida, se pasaron 3 VC de buffer BisTris-Cl y
finalmente, se eluyd la muestra con 10 VC de buffer BisTris-Cl 20 [mM] — NaCl 0,5 [M]
pH 7,5 en agua milli-Q, también filtrado y desaireado. Las muestras purificadas se
recolectaron en una placa de 96 pocillos de 2 [ml]. Es importante mencionar que, durante
la cromatografia se midio en tiempo real absorbancia 280 [nm] y conductividad eléctrica
[mS], las que evaluan la concentracion de proteinas y la fuerza iénica de las muestras,
respectivamente.

Luego, las fracciones colectadas se diluyeron en relacion 1:100 en buffer acetato de sodio
50 [mM] pH 5,0, para cuantificar su actividad xilanasa y celulasa por medio del método
DNS, segun la metodologia detallada en la Seccion 3.2.1.2. Se utilizaron como sustratos
de reaccion xilano de haya y carboximetilcelulosa (CMC), ambos a concentracién 7,5
[mg/ml].

3.2.2.Determinacion de los parametros cinéticos de Michaelis-Menten

La estimacion de los parametros cinéticos se realizé por medio del diagrama de
Lineweaver-Burk, el que requirié de la construccidn de curvas de progreso de la hidrolisis
enzimatica a diferentes concentraciones de sustrato. Para esto, se realizaron ensayos de
actividad por el método de DNS, evaluandose una concentracion de Cellic HTec2 igual a
1 [ug/ml] sobre 4 concentraciones de xilano de haya equivalentes a 2,5, 3,75, 5, 7,5
[mg/ml], obteniendo un total de 4 curvas de progreso. Todas las diluciones fueron
preparadas en buffer acetato de sodio 50 [mM] pH 5,0 y el sustrato se elaboré bajo las
indicaciones del proveedor.

El ensayo de actividad se inicié mezclando 225 [ul] de Cellic HTec2 y 675 [ul] de sustrato,
debidamente elaborados. Se incubd a 50 °C y se tomaron muestras de 100 [ul] para la
evaluacion de su actividad enzimética a los 5, 10, 15, 20, 25, 35y 45 [min]. Las alicuotas
se combinaron con 100 [ul] de reactivo DNS, se calentaron a 99 [°C] por 5 [min] y se
registro su absorbancia a 550 [nm] por medio de un lector de microplacas. El blanco de
reaccion fue una mezcla de 225 [ul] de buffer acetato de sodio 50 [mM] pH 5,0 y 675 [ul]
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de xilano. Ademas, el experimento se realizo en triplicado y se repitio para cada una de
las concentraciones de sustratos escogidas.

Se calculd la concentracion de azucares reductores [uM] de cada alicuota tomada,
mediante la curva de calibracion de DNS y el peso molecular de la xilosa (ver Anexo 8.3).

A continuacion, utilizando la herramienta Solver de Microsoft Excel® se construyeron las
curvas de progreso. Esto se realizé mediante la modelacién de ecuaciones cuadraticas
basadas en las concentraciones de azlcares reductores experimentales. Las curvas
encontradas responden a aquellas que minimizan el error cuadratico medio entre los
datos experimentales y los valores simulados.

A partir de los datos simulados, se calcul6 la velocidad de reaccion para cada
concentracion de xilano en los tiempos de velocidad iniciales, es decir, 5, 10, 15y 20
[min]. Con estos datos, se graficd el modelo de Lineweaver-Burk, encontrandose asi la
constante de Michaelis-Menten (Kwmuiq) y la velocidad maxima de reaccion (Vmaxliq) para
la fase liquida. En ultimo lugar, se estimé la constante catalitica de reaccion de la fase
liquida (Ku,iq) por medio de la ecuacién 1:

Vméx, liq

1)

K1 in —
Ha Eendo,o

3.2.3.Estudio de la existencia de inhibicion por xilosa

El potencial efecto inhibidor del producto terminal sobre la hidrélisis enzimatica de xilano,
se investigd mediante la elaboracion de curvas de progreso de producto, en presencia de
concentraciones variables de xilosa.

La elaboracién de las curvas de progreso se realizé de acuerdo al procedimiento descrito
en la Seccion 3.2.2, manteniendo las cargas de enzima y sustrato estipuladas, pero
considerando la adicion de concentraciones de xilosa entre 0,2 y 1 [mg/ml]. En esta
oportunidad el blanco de reaccion, correspondié a buffer acetato de sodio 50 [mM] pH
5,0, sustrato y xilosa en relacion 1:1,5:1,5. Se tomaron alicuotas a los 5, 10, 15, 20, 25,
35 y 45 [min] y, debido a la adicion de xilosa las muestras debieron diluirse de manera
apropiada para encontrarse dentro del rango de medicion. Este experimento se repitid
para cada una de las concentraciones de sustrato y xilosa establecidas, entregando un
total de ocho combinaciones.

A continuacion, se elaboraron las curvas de progreso de azucares reductores, aplicando
de la curva de calibracion de DNS y el peso molecular de la xilosa (ver Anexo 8.3).
Finalmente, se realizé una prueba t-student (p < 0,05), para establecer si existe una
diferencia significativa entre las curvas control, correspondientes a las construidas en la
Seccion 3.2.2, y las preparadas con adicion de xilosa.
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3.2.4.Ensayo de adsorcion de Cellic HTec2 sobre xilano

La obtencion de la constante de equilibrio de adsorcion equilibrio (Keq) y maxima
adsorcidon enzimética (Qmax) se realizé mediante la isoterma de Langmuir, la cual requirio
de ensayos de adsorcion de Cellic HTec2 sobre xilano de haya a lo largo del tiempo para
su implementacion. La adsorcion de Cellic HTec2 sobre la superficie sélida de xilano de
haya se evalu6 para 4 razones enzima — sustrato, iguales a 10, 20, 30 y 40 [ug Cellic
HTec2/mg sustrato], considerando una carga de sustrato de 7,5 [mg/ml]. Todas las
soluciones se prepararon en buffer acetato de sodio 50 [mM] pH 5,0y el xilano se preparé
segun las indicaciones del proveedor.

Se mezclaron 0,4 [ml] de dilucion enziméatica con 1,2 [ml] de xilano de haya. Las muestras
se incubaron a 4 [°C] bajo agitacidon suave constante. Se tomaron alicuotas a las 1:15 [h],
3:45 [h] y 6 [h], las que cuales se centrifugaron a 11.000 rpm y 4 [°C] por 15 [min]. Se
separd el sobrenadante, compuesto por enzima soluble, del pellet, que contenia el
sustrato y la proteina adsorbida en este. El ensayo se realizd en triplicado para las 4
concentraciones de Cellic HTec2 estipuladas.

Desde la fraccion soluble se cuantificO la concentracion de azucares reductores
generados durante la incubacién a 4 [°C]. Para esto se mezcl6 en relacion 1:1, reactivo
DNS con sobrenadante previamente diluido, se calentd a 99 [°C] por 5 [min] y se registré
la absorbancia a 550 [nm] mediante un lector de microplacas. Los azUcares reductores
se estimaron usando la curva de calibracién de DNS y el peso molecular de la xilosa ((ver
Anexo 8.3)). Las concentraciones obtenidas se denominaron azlcares reductores
basales (ARD).

Ademas, el sobrenadante permitié estimar la concentracion de enzima soluble. Para esto,
se realiz6 un ensayo de actividad enzimatica por el método DNS, utilizando una
concentracion de xilano de 7,5 [mg/ml] y sobrenadante debidamente diluido. Por otra
parte, se ejecutd un ensayo de actividad control, para concentraciones de Cellic HTec2 y
xilano de haya, iguales a 1 [ug/ml] y 7,5 [mg/ml], respectivamente. Este experimento
permitio relacionar la actividad enziméatica [U/I] con la concentracion de enzima ofrecida
a la reaccion de adsorcién. Los procedimientos se implementaron de acuerdo con la
metodologia presentada en la Seccién 3.2.1.2, pero considerando un periodo de reaccion
enzimatica de 15 [min].

Posteriormente, por medio de la curva de calibracion de DNS, se calcul6 la concentracion
de azlcares reductores generados en el ensayo de actividad realizado al sobrenadante,
restandole los ARb producidos en la reaccion a 4 [°C]. A partir del valor obtenido, se
estimo la actividad enzimatica de la enzima soluble, la cual posteriormente se relacion6
con la actividad enzimatica y concentracion de Cellic HTec2 del experimento control,
determinando asi la concentracion de enzima libre. La cantidad de enzima adsorbida se
determind restando la concentracion de enzima libre de la concentracion inicial de
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enzima. Finalmente, con las concentraciones de enzima libre y enzima adsorbida se
construyod la isoterma de Langmuir experimental.

Utilizando, la herramienta Solver de Microsoft Excel®, se model6 la isoterma de Langmuir.
Esto se realiz6 mediante la modelacion de una ecuacion lineal basada en las isotermas
determinadas experimentalmente. La recta modelada responde a aquella que minimiza
el error cuadratico medio entre los datos experimentales y los valores simulados.
Finalmente, se determinaron los valores de Keq y Qmax en funcion de la pendiente y
coeficiente de posicion de la recta simulada. En el Anexo 6 se presenta en detalle la
metodologia aplicada para la obtencion de los parametros de equilibrio de Langmuir.

3.2.5.Curva de progreso de la concentracion de azucares reductores

La implementacién del modelo cinético propuesto requirio de la realizacién de una curva
de progreso de la hidrélisis enzimética de xilano de haya. El ensayo se implement6 por
duplicado para concentraciones de sustrato y Cellic HTec2, iguales a 7,5 [mg/ml] y 1
[ug/ml], respectivamente. Las soluciones se prepararon en buffer acetato de sodio 50
[mM] pH 5,0 y el sustrato se elabor6 segun las indicaciones del proveedor.

Se mezclaron 0,35 [ml] de solucién enzimatica y 1,05 [ml] de xilano y se incubaron a 50
[°C]. Se tomaron alicuotas de 100 [ul] para medir el avance de la reaccién a los 10, 20,
30, 45, 60, 75, 90, 120, 150 y 180 [min]. Las muestras se mezclaron con 100 [ul] de
reactivo DNS, se calentaron por 5 [min] a 99 [°C] y se registré su absorbancia a 550 [nm]
mediante un lector de microplacas. Los datos experimentales se trabajaron en Microsoft
Excel®, estimandose la concentracion de azlcares reductores para cada una de las
alicuotas, a través de la curva de calibracion de DNS y el peso molecular de la xilosa (ver
Anexo 8.3).

3.2.6.Cuantificacion de xilosa y xilobiosa por HPLC

Para cuantificar la xilosa y xilobiosa generada durante la hidrolisis enzimética de xilano,
se utilizé una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad) y un equipo de cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) con un detector de indice de refraccion (RI) (Shimadzu). El
equipo se configuro a través de su software LabSolutions Shimadzu para operar a un flujo
de 0,3 [ml/min], un volumen de inyeccién de 30 [ul] y una temperatura de 65 °C. Asimismo,
se preparo la fase movil, correspondiente a una solucion de acido sulfurico 5 [mM] en
agua milli-Q, la cual fue filtrada a través de un diametro de poro de 0,22 [uM] y desaireada
por medio de sonicacion.

La hidrolisis enzimatica se realiz6 en triplicado usando idénticas concentraciones de
enzima y sustrato, que las utilizadas en la Seccién 3.2.5. Se tomaron alicuotas para
cuantificar la xilosa y xilobiosa a los 30, 60, 90, 120, 180 y 240 [min], hirviéndose
inmediatamente a 100 °C por 7 [min] para detener la reaccion. Ademas, se prepararon
curvas de calibrado de xilosa y xilobiosa, las que permitieron entrelazar la concentracion
de producto con el area bajo la curva entregada por el equipo de HPLC. Para esto se
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elaboraron diluciones de xilosa entre 1 y 0,0125 [mg/ml] y xilobiosa entre 0,5 y 0,0625
[mg/ml], ambas en agua milli-Q. Todas las muestras se filtraron a través de un diametro
de poro de 0,22 [uM].

Finalizado el ensayo, en Microsoft Excel® se construyeron las curvas de calibrado,
graficando el promedio de las areas medidas por el equipo, en funcion de la concentracion
de estandar. A partir de estas, se cuantificd la concentracion de xilosa y xilobiosa
generadas durante la hidrdlisis enzimatica.

3.3. Modelacion del proceso de hidrdlisis enzimatica

3.3.1.Elecciéon del modelo matematico

La modelacion de la hidrélisis enziméatica de xilano por Cellic HTec2 se bas6 en los
modelos propuestos Dutta et al. en 2015 y 2016, los que suponen que el sistema en
estudio puede ser representado por la cinética de Michelis-Menten. Ademas, estos
consideran que la reaccion de hidrolisis es un proceso de dos fases solido-liquido
simultaneo, es decir, la catalisis enzimatica del sustrato soluble e insoluble se da de forma
sincronica. Por dltimo, los modelos incluyen la dinamica de adsorcién de las enzimas
solubles sobre el sustrato insoluble, previo a la reaccién de hidrdlisis [13], [39].

De esta forma, el modelo planteado en este Trabajo de Titulo, recoge todas las etapas
del proceso de hidrdlisis enzimética, considerando la adsorcion de la enzima al sustrato
sélido, la formacién de los complejos enzima-sustrato, la generacién de producto y la
solubilizacion de los xilo-oligosacaridos generados en la fase sélida.

3.3.2.Planteamiento del modelo matematico

Establecido el modelo matematico a implementar, se definieron las especies, reacciones
y ecuaciones que rigen la hidrdlisis enzimética de xilano en dos fases.

3.3.2.1. Especies presentes en el sistema

Primeramente, se identificaron las especies que tienen lugar durante la hidrélisis
enzimatica en dos fases. Las especies establecidas se detallan a continuacion:

Especies en fase liquida

¢ Xilo-oligosacérido (Xiliq): es el producto de la reaccion de hidrélisis enzimética
proveniente de la fase liquida y/o soélida. El subindice i representa el largo de
cadena de la molécula, el cual puede variar entre 1y 11.

e Complejo enzima-sustrato en fase liquida (Eendo,Xiliq): €S una molécula temporal
formada por la asociacion de la enzima y el sustrato, ambas en fase liquida,
formada previa a la catalisis.

e Enzima en fase liquida (Eendo,): €S la enzima en fase soluble disponible para
catalizar el sustrato en fase liquida.
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Especies en fase solida

e Producto de la fase sélida (Xisolid): €s el producto de la reaccion de hidrolisis
enzimatica proveniente de la fase solida. El subindice i representa el largo de
cadena del polimero, el cual puede variar entre 12 y 250.

e Complejo enzima-sustrato en fase soélida (Eendo,sXisolid): €S una molécula temporal
formada por la asociacion de la enzima y el sustrato, ambos en fase solida,
formada previa a la catalisis.

e Enzima en fase solida (Eendos): €s la enzima en fase insoluble disponible para
catalizar el sustrato en fase solida.

3.3.2.2. Reacciones involucradas en el sistema

Luego de definir los componentes presentes en el sistema, se procedié a plantear las
reacciones involucradas en el proceso de hidrélisis enzimatica en dos fases. Las
reacciones establecidas se presentan enseguida:

e Reaccion de adsorcién enzimatica

Kaa
Eendo,l + Sf (_)ng:gg Eendo,s

Donde St representa los sitios disponibles que posee el sustrato insoluble para la
adsorcion enzimatica, mientras que Kads Y Kdes corresponden a las constantes de
adsorcion y desorcion, respectivamente.

e Reaccion de hidrélisis enzimética en fase liquida

Kfl lig Kl,liq l > -]
Eendo,lXi,liq] ’Xj,liq + Xi—j,liq + Eendo,l

endo,l T Xilig Kp1,lig 2<i<11

Donde Kiiiq Y Kbilig corresponden a las constantes de reaccion directa e inversa de la
formacion del complejo enzima-sustrato en fase liquida y Ki,iq representa la constante
catalitica de la reaccion en fase liquida.

Se debe tener en consideracion que al tratarse de una reaccién de despolimerizacion los
productos de la reaccion Xjiiq Y Xijlq retornaran al proceso como reactivos, donde seran
hidrolizados nuevamente. Existe una excepcion, correspondiente a X1, el cual no puede
volver a ser catalizado, ya que corresponde al producto terminal.

e Reaccion de hidrélisis enzimatica en fase soélida

Kf1,s0lid 1,s0lid L>]

K
Eendo,s + Xi,solid Kp1solid [ endo,in,solid] Xj,liq/solid + Xi—j,liq/solid + Eendo,s

12 <i <250
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Donde Kii,solid Y Kb solid COrresponden a las constantes de reaccion directa e inversa de la
formacion del complejo enzima-sustrato en fase solida y Ki soid representa la constante
catalitica de la reaccion en fase solida.

Los productos de reaccién en fase sélida Xjiigsolid Y Xijlig/solid pueden ser de carécter
soluble o insoluble como lo indican los subindices de sus nomenclaturas. Por otra parte,
al igual que para la reaccion en fase liquida, los productos de la reaccion en fase sélida
Xjligisolid 'Y Xidjligisolid retornaran al proceso como reactivos, donde seran hidrolizados
nuevamente. Existe una excepcion, correspondiente a X1, el cual no puede volver a ser
catalizado, ya que corresponde al producto terminal.

Finalmente, se disefidé un diagrama (Figura 6) que describiera en su totalidad el sistema
planteado, relacionando entre si las reacciones antes descritas. La Figura 6 indica la
irreversibilidad o reversibilidad de las reacciones mediante flechas simples o dobles,
respectivamente. Ademas, en esta se evidencia que posterior a la hidrolisis enzimética,
es decir, al escindirse los complejos enzima-sustrato, las enzimas en fase soluble o
insoluble retornan a la solucién para efectuar nuevamente su funcion catalizadora,
proceso que se sefiala mediante flechas amarillas punteadas.

Eendo,l ] xi,qu

m:
‘_4

—>

Figura 6: Diagrama de la hidrdlisis enzimética de xilano en dos fases.

Eendo,s 1 xi,s4:b|id

3.3.2.3. Supuestos y consideraciones

Posteriormente, se definieron los supuestos y consideraciones necesarios para la
implementacion del modelo cinético [13], [39], [40]:

1. La constante catalitica de reaccion en fase sélida (Ku,solid) Se relaciona de manera
proporcional con la constante catalitica de reaccion en fase liquida (Ku,lig).

2. La constante de Michaelis-Menten en fase solida (Kwz,solid) Se relaciona de manera
proporcional con la constante de Michaelis-Menten (Kwma,iig).

3. La constante de adsorcion (Kads) y constante de desorcion (Kdes) pueden ser
descritas a través de la constante de equilibrio (Keq) y un ponderador y.
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4. Los xilo-oligosacaridos y los productos de la fase solida se consumen con igual
estequiometria para cada uno de sus productos.

5. Debido a la aplicacion del modelo cinético de Michaelis-Menten se asumid estado
cuasi-estacionario para los intermediarios de la reaccion, es decir, los complejos
enzima-sustrato.

6. La distribucion de la concentracion inicial de sustrato en la hidrolisis enzimatica se
determind asumiendo que el largo de cadena del xilano distribuye normalmente
entre 75y 250, con un promedio de 170 y una desviacion estandar de 29.

7. El modelo de Michaelis-Menten no considera el rendimiento de la reaccion dentro
de sus bases, por lo que se debid incluir en la simulacién un ponderador X, que
cuantificara la accesibilidad que tiene la enzima al sustrato.

8. La concentracion de azucares reductores en el modelo se representd mediante la

ecuacion 2:
11

Concentracioén azicares reductores = Z[X itiq) (2)
i=1
3.3.2.4. Balances de masa asociados al sistema

En base a las reacciones y supuestos antes planteados, se construyeron los balances de
masa para cada una de las especies presentes en el sistema en estudio:

e Concentracién de xilo-oligosacéaridos

La concentracion de xilo-oligosacarido ([Xijig]) Se determind a través de una ecuacion
diferencial ordinaria (EDO) no lineal, la cual se encuentra compuesta por dos términos.
El primero de ellos corresponde a la produccién y consumo de Xiiq en la fase liquida,
mientras que el segundo representa la generacion de Xi,iq por parte de los Xisoid €n fase
sélida. La ecuacién 3 presenta la EDO no lineal:

11
d|X; koo
[dLZW] = Kl\;llll(jq [Eendo,l] z [Xj,liq] —(i— 1)Xi,liq

j=i+1

- 1<i<11 (3

k ,
+ SALLLLLE [Eendo,s] z [Xj,solid]

K ,
M1,solid =12

e Concentracién de xilo-oligdmeros

La concentracion de xilo-oligomero ([Xisolid]) se establecié por medio de una ecuacion
diferencial ordinaria no lineal, en la cual se evidencia la generacion y el consumo de los
Xisolid €n fase solida. La ecuacién 4 presenta la EDO no lineal:
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250

a| X sotia k1sotia . .

[ — ] = Lol [Eendo,s] z [Xj,solid] - (l - 1)Xi,solid 12 <i <250 (4)
dt Kwm1,s0tia =i

e Concentracion de enzima en fase sélida

La concentracion de enzima en fase solida ([Eendo,s]) se definid mediante una ecuacion
diferencial ordinaria no lineal, dentro de la cual se presentan dos términos, uno asociado
a la adsorcion y otro a la desorcion de la enzima del sustrato en fase sélida. La ecuacion
5 presenta la EDO no lineal:

n
d[E
% = kaas [Eendo,l] (Qmax Z [Xi,solid] o [Eendo,S]> ~ Kaes [Eendo,s] (5)

i=12

e Concentracion de enzima en fase liquida

La concentracion de enzima en fase liquida ([Eendos]) S€ construyo a partir de un balance
de la enzima total presente en la reaccion de hidrolisis. La ecuacion 6 presenta el balance
de masa realizado:

1 .
Ku1,solia 12— 1) [Xi,solid]>

i —-1) [Xi,liq]>

[Eendo,o] - [Eendo,s] ' (1 +

[Eendo,l] = 1
1+
( KMl,liq

(6)

Donde Eendo,o cOrresponde a la concentracion inicial de enzima.

3.3.2.5. Ajuste de parametros desconocidos

Para caracterizar la hidrélisis enziméatica de xilano se deben conocer todos los parametros
que controlan el sistema. Las constantes de Michaelis-Menten en fase liquida, la
constante de equilibrio de adsorcién y la maxima adsorcién enzimatica, se obtuvieron de
forma experimental. Por otra parte, las constantes de Michaelis-Menten en fase solida,
las constantes de adsorcion y desorcion fuera del equilibrio y la accesibilidad que posee
el sustrato, se determinaron mediante la implementacion del modelo matematico,
especificamente por medio de un ajuste de parametros.

Previo a ajustar los parametros desconocidos, se definié cada uno de ellos en funcion de
los parametros determinados experimentalmente. La definicion de cada parametro se
detalla a continuacion:

e Constante de Michaelis-Menten en fase sélida:

La constante de Michaelis-Menten en fase sélida (Kmisoid) S& asumié directamente
proporcional a la constante de Michaelis-Menten en fase liquida (Kwmau,iq), determinada de
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manera experimental, definiéndose un parametro a ajustable que cuantifica la relacion
entre ambas constantes. La ecuacion 7 representa la relacion planteada:

Km1,s0tia = @ * Ku1,1ig (7
e Constante catalitica de reaccion en fase sélida:

La constante catalitica de reaccion en fase soélida (Kisoiid) Se supuso directamente
proporcional a la constante catalitica de reaccion en fase liquida (Kui,iq) calculada de forma
experimental, por lo cual, se establecié un parametro  ajustable que dimensionara la
relacion entre ambas constantes. La ecuacion 8 representa la relacion planteada:

Kisotia = B " Ki,q 8)
e Constantes de adsorcién y desorcién

La constante de adsorcion y desorcidon se determind a partir de la constante de equilibrio
de Langmuir (Keg), Yy un parametro y ajustable. Las ecuaciones 9 y 10 representan la
relacion planteada:

Kaas =V~ Keq (9)

Kaes =V (10)

e Accesibilidad del sustrato

Para caracterizar integramente la hidrélisis de xilano por Cellic HTec2, es necesario
establecer el rendimiento global de la reaccion. La cinética de Michelis-Menten, no
considera el rendimiento de las reacciones en su estructura, por lo que dentro del
presente estudio se incluy6 un ponderador X que cuantificara la concentracién de xilano
realmente accesible al ataque enziméatico por la endo-1,4—f—xilanasa de Cellic HTec2
(Cs,accesible). La ecuacion 11 representa la relacion planteada:

Cs,accesible = X * Cs0 (11)
Donde Cs,o corresponde a la concentracion inicial de sustrato.

3.3.3.Implementacion del modelo matematico

El modelo matematico propuesto se implemento en el software MATLAB. En este, se
simularon numéricamente las ecuaciones descritas en la Seccion 3.3.2.4 mediante el
integrador ode45, el que requiere para la simulacion, ademas de las ecuaciones, el
tiempo de reaccion, las condiciones iniciales y los parametros que describen el sistema.

Para determinar los parametros desconocidos, se realizé un ajuste de parametros basado
en la minimizacién del error cuadratico medio (ECM) entre la concentracion de azlcares
reductores entregada por la simulacion (ver Seccion 3.3.2.3) y la otorgada por la curva
de progreso experimental (ver Seccion 3.2.5). La ecuacion 12 representa la estructura
matematica del ECM:
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P 1[([ARiexp] = [ARisim]) ?] (12)
n—p

ECM =

Donde [ARiexp] ¥ [ARisim] corresponden a la concentracion de azlcares reductores
experimentales y simulados, respectivamente. Por otra parte, n representa el nimero de
datos experimentales y p simboliza el nimero de parametros en ajuste.

La minimizacion se efectu6 por medio del optimizador fmincon, ya que este permite afadir
restricciones al sistema. En este caso, se restringio el valor de los parametros en ajuste
a un numero mayor a cero. Por otra parte, para ejecutar la optimizaciéon se deben
introducir al modelo adivinanzas iniciales para cada uno de los parametros, utilizandose
en esta investigacion los valores obtenidos por Dutta et al. en 2015 [13].

Finalmente, se realizé un esquema (Figura 7) que describiera integramente el modelo
matematico planteado, considerando sus entradas y salidas. En este se evidencia que
las principales entradas del sistema son las condiciones iniciales, las constantes
determinadas de forma experimental, la curva de progreso de azucares reductores
experimental y las adivinanzas iniciales para cada uno de los parametros en ajuste. Por
otra parte, las salidas del sistema corresponden a los parametros ajustados, la dinamica
temporal de la concentracién de enzima en fase sélida y las dinamicas temporales de los
productos en fase liquida y solida. Por altimo, se identifico que la variable de estado del
sistema corresponde a la concentracion molar, ya que en base a esta se plante6 el
modelo cinético.

Condiciones iniciales:
Eendo,s,o: Cs,ul Tlempo

Pardmetros ajustados:

Kl,solid! KMl,soIidr Kads, Kdes' X
| p

Constantes: - D Dindmica temporal:
KooK i Kecr Qo Reaccién de hidrélisis X, e]
' enzimaticade xilano de D
Datos experimentales: haya por medio de Dindmica temporal:
Curva de progreso de AR . -
| Cellic HTec2 ;o] >

Adivinanzas iniciales:
a B,y X

Dinamica temporal:
[Eendﬂ,s]

Figura 7:Diagrama de flujo del modelo de hidrdlisis enzimética de xilano de haya por Cellic HTec2.

Donde Eendoso €S la concentracion de enzima en fase sélida inicial y Cso es la
concentracion de xilano inicial.

3.3.4.Andlisis estadistico de los parametros

Una vez realizada la simulacion, se ejecutaron 4 analisis estadisticos a los parametros
ajustados para determinar la validez de la magnitud de este dentro del sistema en estudio.
Enseguida, se detallan los analisis implementados:
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- Creacion de intervalos de confianza al 95% para cada uno de los parametros
ajustados.

- Realizacién de una prueba de significancia estadistica (p < 0,05) para cada uno
de los parametros ajustados.

- Estimacion del coeficiente de determinacion entre los datos experimentales y los
valores simulados.

- Determinacién del coeficiente de correlacion entre los datos experimentales y los
valores simulados.

3.3.5.Analisis de sensibilidad del modelo frente a los parametros

Finalmente, luego de implementar el modelo cinético, se procedi6 a realizar un andlisis
sobre la sensibilidad que posee el sistema frente a cada uno de los parametros ajustados.
Para esto se varid de forma independiente la magnitud de cada uno de los parametros
ajustados, lo que permitid cuantificar la incidencia que las magnitudes de estos poseen
sobre los resultados de la simulacion.
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Capitulo 4

4. Resultados y discusion

4.1.  Caracterizacion del preparado enzimatico Cellic HTec2

En primer lugar, se realizdé una caracterizacién general del preparado enzimatico Cellic
HTec2, que fue utilizado en la totalidad de los ensayos experimentales requeridos para
el cumplimiento objetivos especificos de esta investigacion. A continuacién, se ensefian
los resultados de la caractizacion del preparado enzimatico, los cuales incluyen la
determinacion de la actividad xilanasa, el patron electroforético y un analisis
cromatografico mediante intercambio anionico.

4.1.1.Determinacion de la actividad enzimatica de Cellic HTec?2

4.1.1.1. Concentracion de proteinas totales

La concentracion de proteinas totales de Cellic HTec2 es de 112,3 + 8,4 [mg/ml], dato
que sera utilizado para calcular la actividad xilanasa especifica del preparado enzimatico.
Este valor se calcul6 a partir de los datos de absorbancias obtenidos, los cuales poseen
una desviacion estandar del 3%, lo que indica una baja dispersion de estos en relacion a
su media.

Por otra parte, diferentes estudios realizados al preparado enziméatico Cellic HTec2, han
estimado la concentracion de proteinas totales en un rango entre 157 — 243 [mg/ml] [41]-
[44]. Lo anterior, permite afirmar que el valor estimado en este Trabajo de Memoria de
Titulo se encuentra dentro del orden de magnitud establecido en investigaciones previas.

Por ultimo, se debe tener en consideracion que el valor determinado representa la
concentracion de proteinas totales del preparado enzimatico, es decir, no otorga
informacion sobre la cantidad de enzima endo—1,4—B—xilanasa dentro de Cellic HTec2.

La curva de calibracion de BSA construida para la determinacion de la concentracion de
proteinas totales se presenta en el Anexo 8.5.

4.1.1.2. Caracterizacion de la actividad enzimatica

En primer lugar, se presentan las curvas de saturacion enzimatica (Figura 8), las cuales
describen el comportamiento de la actividad de Cellic HTec2 en funcion de la carga inicial
de sustrato, considerando distintas concentraciones de proteina total iguales a 0,25, 0,5
y 1 [ug/ml].

En relacion a los resultados obtenidos, se esperaba que, al duplicar la concentracion de
proteinas totales, la actividad se incrementara en igual proporcién, sin embargo, al
analizar las razones entre las actividades de las curvas de saturacion a 0,5 [ug/ml] y 0,25
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[ug/ml] y posteriormente, las curvas de saturacién a 1 [ug/ml] y 0,5 [ug/ml], se obtuvo que
en promedio éstas son 2,2 y 2,6 veces mayores, respectivamente. La primera razén
responde dentro del rango de lo deseado, no obstante, la segunda, sobrepasa en un
29,7% lo previsto. Lo anterior, podria deberse a que la curva de saturacion construida a
partir de una concentracion de proteina total de 1 [ug/ml], se realiz6 posterior a los
primeros dos ensayos (los cuales fueron ejecutados en simultaneo), por lo que se
debieron preparar nuevamente las diluciones enzimaticas y de sustratos, afiadiendo asi,
una fuente de error que los experimentos anteriores no poseian.

160
140
120
100

80 Cellic HTec2: 0,25 [ug/ml]
Cellic HTec2: 0,5 [ug/ml]
Cellic HTec2: 1 [ug/ml]

60

Actividad enzimatica [U/I]

40

20

0 2 4 6 8 10 12

Concentracion inicial de xilano [mg/ml]

Figura 8: Curva de saturacion enzimatica para Cellic HTec2.

Por otro lado, la Figura 8 muestra que el preparado enzimatico Cellic HTec2 comienza a
saturarse por sustrato a partir de una concentracion de xilano de 5 [mg/ml], alcanzando
la saturacion total a una concentracion de xilano de 10 [mg/ml]. Lo anterior, también
puede ser corroborado por la Tabla 1, en la cual se aprecia que las actividades
especificas para una concentracion de xilano de 10 [mg/ml] tienden a mantenerse
constantes al modificar la concentracién de Cellic HTec2, lo que se considera una
caracteristica tipica de las enzimas saturadas.

Por otra parte, la Tabla 1 indica que los datos de la curva de saturacion realizada para
una concentracion de Cellic HTec2 de 0,25 [ug/ml] poseen altas desviaciones estandar.
Este hecho se debe principalmente a que estas muestras tienen bajos valores de
absorbancias, por lo que cualquier error de pipeteo perturba de forma considerable la
precision de la medicién.

31



Tabla 1: Actividad especifica de Cellic HTec2.

Concentracion de xilano ~ Concentracién de Cellic Actividad especifica
[mg/ml] HTec2 [ug/ml] [U/mg]
0,25 54,8 + 33,6
2,5 0,50 73,9223
1,00 97,8 £ 14,2
0,25 89,1 +43
5 0,50 81,4 +21,3
1,00 125+149
0,25 92,1 +29,7
7,5 0,50 108,8 £ 13,9
1,00 129,4£13/4
0,25 128,5 £ 48,7
10 0,50 117,7 £ 15
1,00 134,2+£6,2

Adicionalmente, se debe tener en consideracion que los valores de actividad especifica
obtenidos se encuentran subestimados, ya que su calculo se realizdé en funcion de la
concentracion de proteinas totales presentes en Cellic HTec2.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos, se decidid utilizar durante esta
investigacién una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml], ya que esta registra los
mayores valores de actividad enzimatica. Por otra parte, la concentracion de xilano
escogida corresponde a 7,5 [mg/ml], pues a partir de ese valor no se evidencia un
incremento importante en el rendimiento de la reaccion, de hecho, al incrementar la
concentracion de sustrato a 10 [mg/ml], el rendimiento de azucares reductores aumenta
so6lo en un 3,6%.

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.6 y el Anexo 8.7.

4.1.2.1dentificacion del peso molecular de la endo—1,4—p—xilanasa de
Cellic HTec2

La Figura 9 muestra el resultado de la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS—
PAGE) realizada a Cellic HTec2. De izquierda a derecha se presenta un marcador de
peso molecular, seguido de diferentes volumenes de una dilucién 1:100 del preparado
enzimatico, equivalente a una concentracion de 1,123 [mg/ml].

Dentro del gel se identificaron dos bandas predominantes, las que en conjunto
representan en promedio un 50,7% del contenido total de cada carril. Considerando estos
resultados y los entregados en la Tabla 2, se establecié que la enzima con actividad
endo—1,4—p—xilanasa del preparado enzimatico corresponde a la banda con mayor
abundancia dentro, es decir, la Banda 1. Por otra parte, se supuso que la Banda 2 podria
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representar la enzima con actividad celulasa del preparado enzimatico. Sin embargo, los
supuestos antes planteados deben ser corroborados, por ejemplo, mediante un ensayo
de zimografia, el que no pudo ser realizado en esta investigacion [45]. Por este motivo,
se considera que asumir el peso molecular de la enzima con actividad endo-1,4—3—
xilanasa en 65,6 [kDa] constituye uno de los supuestos mas importantes del modelo
matematico implementado.

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.8.
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Figura 9: SDS-PAGE para Cellic HTec2.

Tabla 2: Estimacion del peso de molecular de la xilanasa de Cellic HTec2.

Banda Peso molecular promedio [g/mol] Porcentaje promedio del carril (%)
1 65.646 28,5
2 49.050 22,3

4.1.3.Andlisis cromatografico de Cellic HTec2 mediante intercambio
anionico

La Figura 10 presenta el cromatograma resultante de la separacion mediante intercambio
aniénico de las proteinas del preparado enziméatico Cellic HTec2. En esta se evidencia la
elucién de proteinas durante el gradiente de NaCl 0,5 [M] pH 7,5, las cuales fueron
detectadas mediante mediciones de absorbancia en el rango UV.

Posteriormente, se cuantificé por medio del método DNS, la actividad xilanasa y celulasa
de las fracciones con presencia de proteinas. Inicialmente, se esperaba separar la
enzima endo-1,4—pB—xilanasa de la enzima celulasa y de las otras proteinas que
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componen el preparado enzimatico. Sin embargo, los resultados de los ensayos de
actividad (Figura 11), indicaron que la enzima endo-1,4—p—xilanasa eluye de manera
simultanea a la enzima celulasa y por tanto, no son separables por medio de intercambio
aniénico. No obstante, también existe la posibilidad de que las enzimas endo-1,4—3—
xilanasa y celulasa correspondan a un unico conglomerado enzimético con doble
actividad catalitica, fendmeno que ya ha sido reportado para enzimas de la familia GH10
[32].

Finalmente, debido a que no se logro la separacion de la enzima endo—1,4—B—xilanasa
de las otras proteinas presentes en el preparado enzimatico, se decidié no continuar con
la etapa de purificacion, al no conllevar beneficios sustanciales para esta investigacion.
Sin embargo, en el caso de requerir la separacion para estudios mas especificos, se
sugiere evaluar la aplicacion de cromatografias de intercambio catidnico o de interaccion
hidrofobica.
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Figura 10: Cromatograma de FPLC de la purificacion de la xilanasa de Cellic HTec2: relacion conductividad -
absorbancia UV.
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Figura 11: Cromatograma de FPLC de la purificacion de la xilanasa de Cellic HTec2: relacién absorbancia UV -
actividad enzimatica.

4.2. Determinacion de los parametros cinéticos de la
hidrélisis de xilano en fase liquida por Cellic HTec2

Para determinar los parametros cinéticos de la reaccion se utilizé el modelo de Michaelis-
Menten [46]. En primer lugar, se construyeron curvas de progreso de azucares reductores
para cada una de las cargas de sustrato escogidas por un periodo de 45 [minjapH 5,0y
50 [°C]. Enseguida, estos datos se procesaron para generar el diagrama de Lineweaver-
Burk en los tiempos de velocidad inicial, es decir, hasta los 20 [min] de reaccion. Este
grafico entregaria las constantes buscadas, sin embargo, los resultados no fueron
satisfactorios, ya que no se evidencié una buena correlacion entre las curvas construidas,
lo que se debe a que el diagrama de Lineweaver-Burk maximiza los errores
experimentales al utilizar para su construccion el inverso reciproco de la velocidad de
reaccion enzimética.

En consecuencia, se decidio modelar una curva de progreso de azlcares reductores para
cada concentracidbn de sustrato seleccionada, en funcion de los datos empiricos
obtenidos, eliminando asi las perturbaciones ocasionadas por las mediciones
experimentales. La Figura 12 presenta las curvas resultantes, mientras que la Tabla 3
contiene los coeficientes de determinacion (R?) entre los valores experimentales y los
simulados.

De la Tabla 3, se deduce que las curvas simuladas representan fidedignamente los
valores entregados por los ensayos experimentales al poseer un elevado R?. No obstante,
el experimento realizado en base una concentracion inicial de xilano igual a 2,5 [mg/ml]
tiene un coeficiente menor que los obtenidos para las otras concentraciones de sustrato,
diferencia que se debe a las bajas absorbancias corregidas que poseen estos datos, por
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lo que una perturbacion minima en el volumen sometido a medicidn repercute de forma
importante en los datos obtenidos.
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Figura 12: Curvas de progreso de azlcares reductores simuladas para la determinacion de los parametros cinéticos
de Michaelis-Menten.

Tabla 3: Coeficiente de determinacion entre curvas experimentales y simuladas para la determinacion de los
parametros cinéticos de Michaelis-Menten.

Concentracion de sustrato [mg/ml] Coeficiente de determinacion (R?)
2,50 0,9880
3,75 0,9965
5,00 0,9968
7,50 0,9967

Enseguida, a partir de las concentraciones de azucares reductores simuladas, se
implementé nuevamente el diagrama de Lineweaver-Burk, presentado en la Figura 13.
En este, se visualiza que las curvas para los distintos tiempos de velocidad inicial parecen
no tener una diferencia significativa, lo que fue corroborado por medio de un analisis
estadistico por t-student (p < 0,05). Lo anterior, indicaria que no existe inhibicion dentro
de la hidrolisis enzimatica de xilano de haya por Cellic HTec2.
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Figura 13: Diagrama de Lineweaver-Burk para la determinacion de los parametros cinéticos de la hidrélisis de xilano
de haya por Cellic HTec2. ERX: equivalentes reductores de xilosa.

Posteriormente, mediante la informacién proporcionada por la Figura 13 y la ecuacion 1,
se determinaron los parametros cinéticos de la hidrdlisis de xilano de haya por Cellic
HTec2. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4: Parametros cinéticos de la hidrdlisis de xilano por Cellic HTec2. ERX: equivalentes reductores de xilosa.

Parametros cinéticos Valor
Kwm1,lig 14.007,016 [uM erx] 2,103 [Mmg xilano/ml]
Vmax,lig 2,741 [UM erx/S] 0,0247 [mg xilano/ml/min]
K1,lig 179,948 [1/s] 10.796,908 [1/min]

En relacion a la constante de Michaelis-Menten (Kwmu,iig), se puede afirmar que el valor
estimado se encuentra dentro del orden de magnitud establecido en investigaciones
previas. Dentro del portal BRENDA Database se reportan al menos 10 constantes de
Michaelis-Menten con valores entre 1,2 — 4 [mg/ml]. Estos datos fueron estimados
empleando xilano de haya como sustrato y una variada gama de enzimas xilanasas.
Asimismo, las condiciones de pH y temperatura utilizadas se encuentran en un rango
entre 5-6,5y 37 — 65 [°C], respectivamente [47].

Por otro lado, la magnitud de la constante catalitica (Ku,iq) también se encuentra dentro
de lo esperado. El portal BRENDA Database reporta una constante catalitica igual a 139,6
[1/s], al utilizar xilano de haya como sustrato y condiciones de operacién idénticas a las
empleadas en este Trabajo de Memoria de Titulo. Ademas, la base de datos informa
otras 5 constantes cataliticas con valores entre 80,8 — 268 [1/s] en condiciones de
operacion de pH y temperatura entre 6 — 7 y 40 — 70 [°C], correspondientemente. No
obstante, se debe tener en consideracion que el valor de la constante catalitica
establecido en este Trabajo de Memoria de Titulo se encuentra subestimado, ya que para
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su determinacion no se utilizé la concentracion de la enzima endo-1,4—p3—xilanasa, sino
gue la concentracion de proteinas totales del preparado enzimatico.

Adicionalmente, las constantes cinéticas de Michaelis-Menten obtenidas pueden ser
comparadas con un estudio realizado por Dutta et al. en 2015 [13]. En esa investigacion
se trabajé con xilano de haya como sustrato y bajo condiciones de pH y temperatura
iguales a las utilizadas en este Trabajo de Memoria de Titulo, sin embargo, la enzima
empleada correspondi6 a una endo-1,4-B—xilanasa de T. longibrachiatum. Los
resultados obtenidos por Dutta sefialan que la Vmax,iq €s igual a 0,0252 [mg/ml/min], valor
practicamente igual al obtenido en este Trabajo de Memoria de Titulo. Ademas, la Kwmu,ig
determinada por Dutta et al. es de 3,93 [mg/ml], dato que permite concluir que Cellic
HTec2 posee una mayor afinidad por el xilano de haya. Por otra parte, si bien la magnitud
de la constante catalitica (Kiiig) no es reportada por Dutta, si se indica que la
concentracion de enzima endo-1,4—B—xilanasa utilizada corresponde a 250 [ug/ml],
mientras que en el presente estudio se aplicé una concentracion de Cellic HTec2 de 1
[ug/ml], lo anterior permite aseverar que la Kuiiq determinada por Dutta, es
aproximadamente 250 menor que la establecida en este Trabajo de Memoria de Titulo
(ver ecuaciéon 1), lo que se traduce en una menor eficiencia catalitica por parte de la
endo-1,4—B—xilanasa de T. longibrachiatum.

Finalmente, se determiné que la enzima endo—1,4—p—xilanasa de Cellic HTec2 posee una
constante de especificidad (Kz,ig/Kmu,ig) de 1,923-10° [1/M-s], valor que permite concluir
gue la endo—1,4—p—xilanasa de Cellic HTec2 posee rendimiento promedio en relacion al
universo de enzimas estudiadas [46], [48].

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.9.

4.3. Evaluacion del potencial efecto inhibidor de la xilosa en
la hidrdlisis de xilano por Cellic HTec2

Para la construccion del modelo cinético es necesario determinar si existe inhibicion por
producto terminal dentro del proceso de hidrélisis enziméatica. Esta evaluacién se efectué
mediante la adicién de xilosa exdgena a la mezcla de reaccién enzimatica, imitando asi,
la accion de la molécula sobre la catélisis. Las concentraciones de mondmero escogidas
corresponden a 0,2 y 1 [mg/ml], las cuales se testearon sobre 4 concentraciones de xilano
de haya, iguales a 2,5, 3,75, 5y 7,5 [mg/ml] [13]. Por otra parte, se utilizaron curvas de
progreso de azucares reductores experimentales sin adicién de xilosa exégena como
ensayos control.

Los resultados del experimento se presentan en la Figura 14, Figura 15, Figura 16 y
Figura 17, las que muestran las cinéticas de produccion de azucares reductores para
cada una de las combinaciones antes descritas.
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Figura 14: Estudio de inhibicion por producto para Cellic HTec2: concentracion de xilano 2,5 [mg/ml].
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Figura 15: Estudio de inhibicion por producto para Cellic HTec2: concentracion de xilano 3,75 [mg/ml].
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Figura 16: Estudio de inhibicién por producto para Cellic HTec2: concentracion de xilano 5 [mg/ml].
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Figura 17: Estudio de inhibicién por producto para Cellic HTec2: concentracion de xilano 7,5 [mg/ml].

Las figuras antes presentadas, muestran que no existe una diferencia aparente entre la
concentracion de azucares reductores generados por las curvas control y las curvas con
adicién de xilosa exdgena. La afirmacion antes planteada, fue corroborada por medio de
un analisis estadistico por t-student (p < 0,05), el que entregé nimeros por sobre el valor
p establecido, confirmandose que los datos comparados poseen una discrepancia
insignificante. Este resultado permite concluir la inexistencia de inhibicién por producto
terminal para las concentraciones de sustrato y enzima escogidas. A pesar de lo
anteriormente mencionado, se debe en consideracion que la implementacion de
concentraciones mas altas de sustrato y/o enzima, puede generar la acumulacion de
producto terminal, por lo cual se sugiere siempre evaluar la existencia de inhibicion para
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las cargas iniciales de reactivos a utilizar, con el objetivo de anular o minimizar este
fenomeno.

Por otra parte, la Tabla 5 entrega los valores determinados por la prueba de significancia
estadistica. En esta, se puede apreciar que, pese a que no existe una diferencia
significativa entre las curvas contrastadas, si se evidencian datos alejados del promedio,
tales como las curvas de progreso asociadas a una concentracion de xilano de 2,5
[mg/ml] y la curva de progreso para concentraciones de xilano y xilosa de 5 [mg/ml]y 1
[mg/ml], respectivamente. Este hecho es recurrente para el primer caso, ya que para la
mayoria de los experimentos realizados para una concentracion de xilano de 2,5 [mg/ml]
se obtuvieron elevados errores experimentales, lo que se debe a sus bajos valores de
absorbancias, por lo cual una variacion minima en el volumen de medicion, impacta
sustancialmente en los resultados obtenidos. Por otra parte, el segundo caso posee buen
ajuste a la curva control hasta los 20 [min] de reaccion, sin embargo, desde ese instante
los valores dejan de sequir la tendencia esperada, debido a un incremento en los errores
experimentales, que alcanzaron una desviacion estandar promedio de un 10,5%. Estos
errores son atribuibles a las mediciones registradas para los blancos de reaccion, ya que
al eliminar del set de datos estos valores, la magnitud del p-value obtenido por el analisis
estadistico se incrementa de 0,715 a 0,934.

Tabla 5: Analisis estadistico por t-student entre curva control y curvas con adicién de xilosa 0,2 'y 1 [mg/ml].

- p-value
Concentracion . -
o Comparacion: curva control Comparacion: curva control
inicial de sustrato . .
[mg/mi] VS. curva con adicion de VS. curva con adicion de
g xilosa 0,2 [mg/ml] xilosa 1 [mg/ml]
2,50 0,791 0,592
3,75 0,874 0,973
5,00 0,980 0,715
7,50 0,982 0,983

Primeramente, la inexistencia de inhibicién por xilosa se atribuy6 a las concentraciones
de xilosa exégena utilizadas, presumiéndose que estas no habian sido lo suficientemente
altas como para generar inhibicién. Esto se considerd debido a que la adicién de este
monomero a una concentracion de 1 [mg/ml] equivale a un rendimiento de xilosa de tan
so6lo el 13,3%, cuando la concentracion inicial de xilano es de 7,5 [mg/ml]. Sin embargo,
mediante HPLC se evalud la produccion de xilosa durante la hidrélisis de xilano,
considerando concentraciones de sustrato de 7,5 [mg/ml] y de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml],
obteniéndose un rendimiento de xilosa del 0,3% a las 3 [h] de reaccion. Por otra parte,
una investigacion realizada por Gao et al. (2014) determiné un rendimiento de xilosa de
aproximadamente un 11,5%, utilizando una relacién de 3 [ug Cellic HTec2/mg xilano de
haya], es decir, 22,5 veces mas que lo aplicado en este Trabajo de Memoria de Titulo
[44]. En funcion de lo anteriormente mencionado, se concluye que el rendimiento de
xilosa generado por Cellic HTec2 no superara el 13,3% bajo las condiciones de operacion
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de este estudio y, por tanto, la concentracion de xilosa adicionada no es la responsable
de la inexistencia de inhibicion por producto.

En relacidn a la baja generacion de xilosa en la reaccion de hidrdlisis, se cree que esta
se debe a una baja o nula presencia de enzimas con actividad B—xilosidasas, las cuales
promueven la produccion de este mondmero. Lo anterior, ya que posterior al lanzamiento
de Cellic HTec2, la compafiia Novozymes liberé un nuevo preparado enzimatico llamado
Cellic HTec3, el cual promete aumentar el rendimiento de la produccion de xilosa de un
11,3% al utilizar Cellic HTec2, hasta un 78,7% con Cellic HTec2, utilizando una relacion
para ambos casos de 5,8 [mg Cellic HTec/100 mg xilano]. Segun Novozymes esta mejoria
se debe a que este nuevo preparado enzimatico posee enzimas con actividad (-
xilosidasas, lo que permite inferir que Cellic HTec2 contiene una nula o minima
concentracion de este tipo de enzima [49], [50].

Es importante mencionar también, que la bibliografia sugiere la existencia de inhibicién
por xilobiosa, sin embargo, el experimento antes presentando no puedo ser replicado
para este dimero. En consecuencia, en base a los resultados obtenidos para la molécula
de xilosa, se asumi6 para el modelo mateméatico que no existe inhibicién por xilobiosa
dentro de la hidrdlisis de xilano de haya por Cellic HTec2, siendo este uno de los
principales supuestos de la simulacién implementada [13].

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.10.

4.4, Determinacion de los parametros de equilibrio de
adsorcion de la hidrolisis de xilano por Cellic HTec2

La determinaciéon de los parametros de equilibrio de adsorcion, se realizé por medio de
un ensayo que evalué 4 relaciones enzima-sustrato, iguales a 10, 20, 30 y 40 [ug Cellic
HTec2/mg xilano de haya]. La reaccién se ejecutd a una temperatura de 4 [°C] con el
objetivo de minimizar la hidrélisis enzimética, sin embargo, al analizar las muestras se
evidencidé la generacion de producto, alcanzando un rendimiento de azucares reductores
de un 28,8% para la relacion de 40 [ug Cellic HTec2/mg xilano de haya]. Si bien, la
compafiia productora Novozymes sefiala que la temperatura 6ptima de operacion del
preparado enzimatico se encuentra entre 45 — 50 [°C], la elevada carga enzimatica
utilizada en este estudio, permite evidenciar actividad catalitica en condiciones
desfavorables [49].

Por medio de las concentraciones experimentales de enzima libre y adsorbida calculadas,
se modelaron isotermas de Langmuir a las 1:15 [h], 3:45 [h] y 6 [h] de reaccidn,
evidenciandose que esta Ultima recta era aquella con mayor fidelidad a los datos
experimentales, poseyendo un coeficiente de determinaciéon (R?) de 0,9984. Ademas,
para este tiempo de medicibn se obtuvieron las menores tasas de error, con una
desviacion estandar promedio del 3,3%, otorgando fiabilidad a cada uno de los sets de
datos.
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La Figura 18 presenta la isoterma de Langmuir experimental y simulada para las 6 [h] de
reaccion. En este se presenta la concentracion de xilano inicial sobre la concentracion de
enzima en fase sélida (Cs,/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima]) en funcion del inverso de la
concentracion de enzima en fase liquida (Eendo| [UM enzima]). Luego, a partir de la curva
establecida, se obtuvieron los parametros de equilibrio de adsorciéon, detallados en la
Tabla 6.
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Figura 18: Isoterma de Langmuir para Cellic HTec2 sobre una concentracion de xilano de 7,5 [mg/ml].

Tabla 6: Parametros de equilibrio de adsorcion para Cellic HTec2 sobre una concentracion de xilano de 7,5 [mg/ml].

Parametros de adsorcion Valor

Adsorcién enzimatica maxima (Qmax) 17 354
[uM Cellic HTec2/mM sustrato] ’

Constante de equilibrio de adsorcion (Keg) 0,739

[1/uM Cellic HTec2]

En relacién a los parametros determinados, es complejo realizar un andlisis sobre los
efectos que estos poseen sobre la hidrdlisis enzimatica, debido a que no existen estudios
previos de la dinAmica de adsorcion de Cellic HTec2 sobre xilano de haya para comparar.
Sin embargo, si es posible observar que la magnitud de los parametros adsorcion
obtenidos es similar a otros reportados por literatura.

La adsorcion enzimatica maxima (Qmax) determinada en este trabajo alcanzé un valor de
50,681 [ug Cellic HTec2/mg xilano], mientras que la constante de equilibrio de adsorcion
(Keg) se estimé 0,089 [mg/ml]. Por otra parte, un estudio realizado por Gao et al. (2014),
evalué la adsorcion de rastrojo de maiz pretratado, constituido principalmente por
polimeros de glucano, utilizando concentraciones de enzima entre 0 — 2.000 [mg
enzima/g sustrato], obteniendo una Qmax y una Keq entre 127 — 239 [ug Cellic HTec2/mg
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sustrato] y 0,3 — 2,3 [mg Cellic HTec2/ml], respectivamente. Esta informacion permite
concluir que los valores determinados en este Trabajo de Memoria de Titulo se
encuentran dentro del orden de magnitud estipulado en estudios anteriores [44].

Finalmente, se debe tener en consideracion que la accesibilidad de las enzimas a la
biomasa lignocelulésica influye directamente en el rendimiento de la reaccion enzimatica
[51]. Por esta razdn, se sugiere para estudios futuros, analizar el comportamiento de la
adsorcion de Cellic HTec2 sobre distintos tipos de xilano, para asi determinar si los
pardmetros encontrados en este estudio favorecen positiva o negativamente la
generacion de xilo-oligosacaridos.

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.11.

4.5.  Cuantificacion de la produccion de azucares reductores
por la hidrélisis de xilano por Cellic HTec2

El siguiente experimento consistidé en la construccion de una curva de progreso de la
produccion azucares reductores generados durante la hidrélisis de xilano de haya por
Cellic HTec2. Para esto, se utilizd una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml] y una
concentracion de xilano de haya 7,5 [mg/ml]. Los datos de la curva de progreso fueron
utilizados para la realizacién del ajuste de parametros del modelo cinético planteado.

La reaccion se estudio por 3 [h], suponiendo que el estado estacionario se alcanzaria
durante ese periodo, sin embargo, como se visualiza en la Figura 19, hasta los 150 [min]
de reaccion la produccién de azucares reductores continuaba incrementandose, mientras
que los datos recolectados a los 180 [min], poseen una elevada tasa de error que no
permite afirmar si el estado estacionario se ha alcanzado. Considerando lo anteriormente
mencionado, se sugiere para experimentos futuros realizar tomas de datos durante un
mayor periodo de tiempo. Por otra parte, ya que los datos registrados a los 180 [min] de
reaccion poseen una desviacion estandar considerable, se decidié no utilizarlos para el
ajuste de parametros del modelo matemaético.

Por otra parte, la curva de progreso construida permitié determinar el rendimiento de la
produccién de azucares reductores, el cual alcanzé un valor del 17,6% a los 150 [min] de
reaccion. Se estima que este valor no aumentara de forma considerable, debido a que la
curva de progreso presenta una disminucion importante en su pendiente, lo que indicaria
la proximidad del estado estacionario.

En relacion al bajo rendimiento de azucares reductores determinado, se estima que este
puede estar causado por multiples factores. En primer lugar, se debe considerar que el
sistema no fue agitado, por no poseer equipos disponibles al momento de realizar el
trabajo, cuando diversos estudios sugieren la importancia de mezclar continuamente para
mejorar la transferencia de masay, por tanto, la tasa de catdlisis [52]. Ademas, el sustrato
utilizado corresponde a xilano de haya, el cual contiene un 19,2% de grupos sustituyentes
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y/o cadenas laterales, donde un 59,4% corresponde a acido glucurénico, mientras que la
fraccion restante responde a glucosa, arabinosa y myo—inositol. Estas moléculas generan
impedimento estérico, dificultando el alcance del enlace —1,4—glicosidico por parte de la
enzima y por ende, disminuyen la cantidad de producto generado por la hidrolisis
enzimatica [10], [53]. Otro factor podria estar influyendo, es la posibilidad de que una
fraccion del sustrato se encuentre en su forma recalcitrante, por lo cual nuevamente la
endo—1,4—p—xilanasa de Cellic HTec2 no podra realizar la reaccion catalitica [40], [54]—
[56]. También, se debe tener en cuenta que, durante el proceso de hidrélisis, ocurre una
pérdida de actividad enziméatica, debido a la desactivacién natural de una fraccion de la
enzima entregada a la reaccion, lo que colabora en la reduccion del rendimiento.

Por otra parte, la reduccion del rendimiento podria asociarse a la metodologia de
preparacion del xilano de haya, ya que un estudio realizado por Dutta et al. (2016) indic6
gue preparar el sustrato con anterioridad, reduce el rendimiento de azucares reductores
desde un 43% a un 9%, tras 5 [h] de remojo de la biomasa en el buffer de reaccion. Los
autores indican que los iones Na* disociados del buffer acetato de sodio interactdan con
el xilano, que se encuentra cargado negativamente, lo que disminuye la fuerza de
atraccion entre enzima — sustrato, restringiendo la adsorcion y catélisis enzimética a la
superficie externa de la biomasa [39].
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Figura 19: Curva de progreso de azUcares reductores para Cellic HTec2 1 [ug/ml] y xilano de haya 7,5 [mg/ml]

Finalmente, se debe tener en consideracion que el método DNS, no es el éptimo para la
cuantificacion de la concentracion de azucares reductores, debido a que el reactivo DNS
da una respuesta de coloracion mas fuerte para los xilo—oligosacéaridos que para la xilosa,
correspondiente a la molécula estandar de la medicion, generando una sobreestimacion
de la cantidad de actividad xilanasa y por ende, un error en la estimacion de azucares
reductores producidos [10].
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El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.12.

4.6.  Cuantificacion de la produccién de xilosa y xilobiosa por
la hidrolisis de xilano por Cellic HTec2

La estimacion de las concentraciones de xilosa y xilobiosa producidas por la hidrolisis de
xilano, se realizo bajo iguales concentraciones de enzima y sustrato que las utilizadas en
la Seccién 4.5, pero para un periodo de reaccion de 4 [h], dentro del cual se tomaron un
total de 7 muestras. La cuantificacion se efectué por medio la técnica de HPLC, por lo
que debieron construirse curvas de calibracion que relacionaran las areas entregadas por
el equipo con las concentraciones de xilosa y xilobiosa generadas por la reaccion.

De las 7 muestras en estudio, se determind que 2 de ellas no seguian tendencia,
presentando un valor por sobre lo esperado. Este fendmeno puede deberse a errores
experimentales, ya que para cuantificar mediante HPLC se requiere de un volumen de
muestra de 1,5 [ml], lo que se traduce en un volumen de reaccion de al menos 10,5 [ml],
lo cual no era factible, considerando que el laboratorio en ese momento no contaba con
un equipo que permitiera mantener tal volumen de reaccion a 50 [°C].

El inconveniente debid solucionarse, ejecutando cada muestra por separado, es decir,
para cada tiempo a evaluar se contaba con un tubo de 1,5 [ml] de reaccién. Asi, cada vez
que se debia tomar una alicuota, se extraian los tubos necesarios desde la placa
calefactora y se sometian por 7 [min] a 100 [°C] para detener la reaccion. Sin embargo,
se estima que la aplicacién de esta metodologia pudo haber afectado negativamente la
precision de los datos, ya que, es probable que haya existido una equivocacion en el
volumen de enzima otorgada a la reaccion para algunas muestras, lo que explicaria los
datos aberrantes obtenidos a los 60 [min] y 240 [min] de reaccion.

La Figura 20 presenta las curvas de progreso de las concentraciones de xilosa y xilobiosa
generadas durante la hidrdlisis de xilano de haya por Cellic HTec2.
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Figura 20: Curva de progreso de xilosa y xilobiosa para Cellic HTec2 1 [ug/ml] y xilano de haya 7,5 [mg/ml].

Las curvas de progreso muestran que la produccién de xilobiosa a lo largo de la reaccién,
es aproximadamente 16 veces mayor que la de xilosa. Ademas, se estimé que la hidrélisis
de xilano por Cellic HTec2, alcanza rendimientos de xilosa del 0,3% y de xilobiosa del
10,5% a los 180 [min] de reaccidn. Lo anterior, sugiere que el proceso posee una mayor
tendencia a la produccién de xilobiosa, sin embargo, debido a que no se alcanzo el estado
estacionario dentro de las 4 [h], no es posible realizar con certeza tal afirmacion.

Por otra parte, debido a que el sistema no alcanzé el estado estacionario, se decidié no
incluir estos datos dentro del modelo matemético, ya que no representarian de forma
integra el proceso de produccion de xilosa y xilobiosa. Se sugiere para experimentos
futuros, seguir la catalisis por un periodo de 48 — 72 [h], para establecer el rendimiento
final de ambos productos. A pesar de lo anteriormente mencionado, este experimento
entregd indicios importantes sobre el comportamiento de la reaccién de hidrdlisis
enzimatica de xilano, permitiendo explicar fendmenos como la inexistencia de inhibicién
por producto terminal.

La cuantificacion fue realizada por medio de una columna Aminex HPX-87H, la cual se
encuentra indicada Unicamente para la separacion de monosacaridos. Lo anterior, revela
gue la concentracion de xilobiosa estimada podria encontrarse sub o sobreestimada,
sumando otro motivo por el cual, estos datos no fueron ser incluidos en la modelacién.
Se recomienda para préximos estudios, la utilizacion de una columna Aminex HPX—42A,
la que permite la determinacion de mono, di y oligosacaridos, con una buena capacidad
de resolucion hasta moléculas con un grado de polimerizacion igual a 6 [10]. Ademas, en
caso de contarse con los estandares correspondientes, se sugiere realizar la
cuantificacion de la mayor cantidad de xilo-oligosacaridos posibles, para conocer en
profundidad la dinamica del sistema.
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En relacidon a las magnitudes de los valores estimados, es posible afirmar que estos se
encuentran dentro de lo esperado, ya que un estudio realizado para el mismo tipo de
sustrato, pero para la enzima recombinante GtXynl1lO0A, proveniente del hongo de la
pudricion Gloeophyllum trabeum, determiné que los rendimientos de xilosa y xilobiosa
eran iguales al 0,33% y 11,77%, respectivamente. La cuantificacion se realiz6 por HPLC
para idénticas concentraciones de enzima y sustrato que las utilizadas en este Trabajo
de Memoria de Titulo, no obstante, la toma de muestra fue realizada a las 4 [h] de
reaccion [36].

El detalle de los resultados obtenidos se presenta en el Anexo 8.13.

4.7. Modelacion de la hidrolisis de xilano por Cellic HTec2

4.7.1.Determinacion de los parametros desconocidos del sistema

4.7.1.1. Minimizacion del error cuadratico medio

Para caracterizar el proceso de hidrdlisis enzimatica de xilano, se debieron determinar
los parametros desconocidos del sistema, presentados en la Seccion 3.3.2.5. La
estimacion se realiz6 mediante la implementacién de un modelo del proceso de hidrdlisis
enzimatica, en el software Matlab. En este, se efectué un ajuste de los pardmetros
desconocidos mediante la minimizacion del error cuadratico medio (MSE) entre los datos
experimentales, correspondiente a la curva de progreso de azlcares, y los resultados de
la modelacion. La ecuacion 12 presentada en la Seccién 3.3.3 describe la estructura del
MSE implementado.

La Figura 21 presenta la curva de progreso de la concentracion de azucares reductores
obtenida tras la aplicacion del algoritmo de optimizacién. Por otra parte, la Tabla 7 ensefia
los coeficientes de correlacién y de determinacion entre los datos experimentales y los
datos simulados. Estos revelan que los valores otorgados por el modelo matematico son
fieles a los datos obtenidos de forma experimental.
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Figura 21: Curva de progreso de la concentracion de azucares reductores generados por la hidrélisis de xilano de
haya mediante el preparado enzimatico Cellic HTec2.

Tabla 7: Coeficiente de correlacién y de determinacion entre datos experimentales y simulados.

Coeficiente de correlacion (p) 0,9975
Coeficiente de determinacion (R?) 0,9940
Coeficiente de determinacion ajustado (R? ajustado) 0,9910

Ademas, desde la Figura 21 se observa que la curva de progreso simulada aun posee
tendencia al crecimiento a los 150 [min] de reaccidn, mientras que la curva de progreso
experimental, presenta una disminucion importante en su pendiente, lo que indicaria la
proximidad del estado estacionario y por tanto, sugiere que la produccion de azlcares
reductores no deberia aumentar de forma considerable en lo que resta de reaccion.
Adicionalmente, al prologar la simulacion hasta los 1.000 [min] de reaccion, se visualiza
un incremento en la concentracion de azucares reductores del 13,1%, en relacion a la
concentracion obtenida a los 150 [min]. Lo expuesto anteriormente, sugiere que el modelo
implementado sobreestima la cantidad de producto generado, al ser ajustado por medio
de datos experimentales que, al no haber alcanzado el estado estacionario, no permiten
establecer la dinamica completa de la reaccién. Por tanto, para estudios posteriores, se
propone incrementar el tiempo de medicion experimental, a fin de alcanzar el estado
estacionario y mejorar asi la respuesta del modelo matematico.

Por otra parte, como se mencioné en la Seccién 0, el ajuste de parametros se realizé en
funcidn de la concentracion de azucares reductores generados durante la reaccion. Por
este motivo, la curva de progreso de azucares reductores simulada corresponde a la
suma de los xilo-oligosacaridos con largo de cadena entre 1 y 11 (ecuacion 2), los que
segun estudios previos serian las moléculas que el método DNS es capaz de detectar
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[13]. Si bien el modelo fue disefiado para responder a la dinamica temporal de todas las
especies presentes en la mezcla de reaccion (Seccion 3.3.2.4), la carencia de datos para
cada especie, restringié la respuesta de la simulacion a la determinacion de los
parametros cinéticos en fase solida, las constantes de adsorcion y desorcion y las curvas
de generacion de productos en fase liquida y solida (ver Figura 27).

Asimismo, se debe tener en consideracion que al no contarse con datos experimentales
ni referencias bibliograficas que indicaran la estequiometria de cada una de las
reacciones de despolimerizacion, se supuso que los xilo—oligosacaridos en fase liquida y
los polimeros en fase sélida, se consumen con igual estequiometria para cada uno de
sus productos, lo que con bastante seguridad no es cierto, en base a los resultados
obtenidos por HPLC, presentados en la Seccion 4.6. Lo anterior, indica nuevamente que,
si bien el modelo simula fielmente el proceso de forma global, no permite establecer
correctamente las dinamicas temporales de los productos presentes en la solucion,
permitiendo visualizar la forma de las curvas, pero no las magnitudes de las
concentraciones de cada especie. Sin embargo, lo anterior podria solucionarse
generando curvas de progreso para la mayor cantidad de xilo-oligosacéaridos posibles.
Esto podria realizarse, por ejemplo, mediante un equipo HPLC a través de una columna
Aminex HPX—-42A, la cual cuantifica con buena resolucién xilo—oligosacéaridos de largo
de cadena hasta 6, o por cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con
deteccion amperométrica pulsada (HPAEC—PAD), utilizando columnas del tipo PA1,
PA100 o PA200, las que segun se ha reportado, permiten la cuantificacion de moléculas
con grado de polimerizacién de hasta 30 [10], [26]. La aplicacion de este procedimiento
podria permitir la implementacién de un modelo que incluya el ajuste de parametros de
los coeficientes estequiométricos y, por ende, la simulacion de las dinAmicas temporales
de cada una de las 250 especies de producto presentes en solucién.

4.7.1.2. Parametros cinéticos de la hidrdlisis de xilano en fase sélida por
Cellic HTec2

Mediante el ajuste de paradmetros implementado y las ecuaciones 7 y 8, se determinaron
los parametros cinéticos de la hidrdlisis de xilano en fase soélida por Cellic Htec2. Los
resultados obtenidos se detallan en la Tabla 8.

Tabla 8: Parametros cinéticos de Michaelis-Menten para la fase solida. ERX: equivalentes reductores de xilosa.

Parametro Valor pardmetro Constante Valor constante
a 12,878 Kwmz,solid [UM ERX] 180.380
B 14,746 K1,s0lid [1/S] 2.653,5

En relacion a la magnitud de la constante catalitica obtenida para la fase solida (K1, solid),
se determin0 que esta es aproximadamente 14,7 veces mayor que la constante catalitica
de la fase liquida (Ku,iq) obtenida de forma experimental. Lo anterior, se puede evidenciar
en la Figura 22, Figura 23, Figura 24 y Figura 25, las cuales sefialan que los polimeros
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en fase sélida con largos de cadena entre 75y 250 se consumen dentro de los primeros
50 [min] de reaccién, mientras que los xilo-oligosacaridos en fase liquida tardan hasta
1.000 [min].
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Figura 22: Simulacién de las curvas de progreso de producto en fase liquida.
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Figura 23: Simulacién de las curvas de progreso de producto en fase sélida: X12 - X74.
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Figura 25: Simulacién de las curvas de progreso de producto en fase sélida: X170-X250

Por otra parte, la constante catalitica de Michaelis-Menten para la fase sélida (Kwmzy,solid),
se determiné que esta posee un valor 12,9 veces mayor que la constante catalitica para
la fase liquida de la reaccion (Kwma,lig), alcanzando un valor de 27,1 [mg/ml]. Ademas, para
analizar el impacto que poseen en el sistema las magnitudes de los parametros
estimados, se calcul6 la constante de especificidad para la fase solida (K1,solid/Kmz,solid), 1a
cual entreg6 un valor de 2,202-10° [1/M-s], siendo 14,5% veces mayor que el determinado
para la fase liquida, es decir, la enzima endo-1,4—f—xilanasa posee una eficiencia

catalitica levemente mayor para la fase solida.
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Finalmente, las constantes estimadas se pueden comparar con un estudio realizado por
Dutta et al. (2015) [13], [52]. En ese estudio se determind una velocidad méaxima de
reaccion para la fase soélida (Vmaxsolid) €s de 0,0191 [mg/ml/min], es decir, 19,1 veces
menos que el obtenido en este Trabajo de Memoria de Titulo. Lo anterior, sugiere que el
proceso estudiado por Dutta posee una tasa catalitica dentro de la fase so6lida mas baja
que la visibilizada en el presente estudio. En efecto, los graficos proporcionados por Dutta
sefalan que los polimeros en fase solida se consumen durante los primeros 1.000 [min]
de reaccion, mientras que en este Trabajo de Memoria de Titulo las especies en fase
solida se consumen mayoritariamente antes de los 50 [min] de reaccion.

4.7.1.3. Parametros de adsorcion enzimatica de la hidrélisis de xilano
por Cellic HTec2

Ademas, por medio del ajuste de parametros implementado y las ecuaciones 9y 10, se
determind la constante de adsorcion (Kads) Y la constante desorcion (Kdes)de Cellic HTec2
fuera del equilibrio. Los resultados obtenidos se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9: Parametros de adsorcién enzimatica fuera del equilibrio.

Parametro Valor parametro Constante Valor constante
Kads [1/uM-min] 23,978
32,428 |
v Kaes [1/min] 32,428

Asimismo, la Figura 26 presenta la dinAmica temporal de la concentracion de enzima en
fase sdlida. En esta, se puede visualizar un crecimiento acelerado dentro del primer
minuto de reaccién. Este fendmeno era previsible, debido a que durante los primeros
momentos de la reaccion, el proceso de adsorcién predomina fuertemente por sobre el
proceso de desorcion.

Por otra parte, desde la Figura 26 se visualiza que la concentracion maxima de enzima
en fase sélida se alcanza a los 15 [min] de reaccion. Este hecho, calza con el agotamiento
de los polimeros con largo de cadena entre 170 y 250, correspondientes a una fraccién
de la concentracién inicial de xilano (Seccion 3.3.2.3). Posterior, al peak antes
mencionado, comenzé a decaer la concentracién de enzima en fase sdélida, lo que indica
gue la reaccion se esta desplazando desde la fase sélida hacia la fase liquida.

Finalmente, la adsorcion maxima de Cellic HTec2 en la superficie del xilano insoluble,
correspondio solo a un 17,3% de la carga enzimatica entregada al sistema. Lo anterior,
puede explicarse por la falta de agitacién al sistema, lo que disminuye el proceso de
trasferencia de masa desde la fase liquida a la fase sélida y también, por la presencia de
grupos sustituyentes y/o cadenas laterales dentro de la estructura del xilano, los cuales
realizan impedimento estérico [10], [53].
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Figura 26: Dindmica temporal de la concentracion de Cellic HTec en la fase solida de la reaccion.

4.7.1.4. Analisis del rendimiento de la hidrdlisis de xilano por Cellic
HTec?2

Para caracterizar integramente la hidroélisis de xilano por Cellic HTec2, es necesario
establecer el rendimiento de la reaccion. En la Seccion 3.2.5 se indicé que el rendimiento
de la catalisis alcanzaba el 17,6% a los 150 [min] de reaccidn, sin embargo, para ese
instante de tiempo, la reaccién enzimatica aun no ha finalizado, por lo que el valor
estimado no corresponde al rendimiento global de azucares reductores.

La cinética de Michelis-Menten, modelo en el que se basa este Trabajo de Memoria de
Titulo, no considera el rendimiento de las reacciones en su estructura. Por este motivo,
dentro del presente estudio se incluyd un pardmetro que cuantificara la concentracion de
xilano realmente accesible al ataque enzimético (ecuaciéon 11). De esta forma, segun lo
presentado en la Tabla 10, sélo un 20,8% del xilano entregado a la reaccién es catalizado
por la endo—1,4—B—xilanasa de Cellic HTec2

Sin embargo, la implementacion de este pardmetro, como se visualiza en la Figura 27,
indica que la totalidad de la concentracidn de sustrato accesible (Cs,accesible) (€cuacion 10)
es catalizada por la enzima, lo cual en término practicos no plausible. Por este motivo, se
sugiere para futuras investigaciones, disefiar un parametro que considere dentro de su
estructura las distintas variables que determinan el rendimiento de la reaccion, tales como
la accesibilidad del sustrato, la eficiencia enzimatica, entre otras.

Tabla 10: Parametro de accesibilidad del sustrato.

Parametro Valor pardmetro Constante Valor constante
X 0,208 Cs,accesible [mg/ml] 1,560

54



Concentracion de azucares reductores [uM]

12000

Fase solida
Fase liquida

10000
8000 H
6000 I | |
4000 || \

2000  \

100 200 300 400 500 600 7OO 800 900 1000
Tiempo [min]

Figura 27: Simulacién de la dindmica temporal de la generacién de producto dentro de la fase liquida y la fase soélida.

4.7.2.Validacion estadistica de los parametros determinados

A continuacién, se realiz6 un andlisis estadistico para cada uno de los parametros

ajustados, con el objetivo de validar su magnitud y su significancia dentro del sistema. El
resultado de este estudio se presenta en la Tabla 11.

Tabla 11: Analisis estadistico para los parametros ajustados por el modelo cinético.

Parametro

X < ™A

Intervalo de confianza del

Valor 95%
paradmetro Limite Limite
inferior superior
12,878 12,839 12,916
14,746 14,707 14,784
32,428 32,389 32,466
0,208 0,169 0,247

p —value

2,220-1016
0
0
1,168-10°

En primer lugar, se construyeron intervalos de confianza al 95%, los cuales indicaron que
todos los parametros determinados se encuentran dentro del rango esperado,

coincidiendo, ademas con el promedio del limite superior e inferior del intervalo, lo que
otorga fiabilidad a los valores obtenidos.

Enseguida, se estudid la significancia estadistica de los parametros (p < 0,05). Los
resultados de la prueba, indicaron que todos los términos son significativos para el

sistema en estudio,

al poseer un valor de p — value por debajo del 5%.
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4.7.3.Sensibilidad del modelo frente a perturbaciones en los
parametros

Finalmente, se realiz6 un estudio sobre la sensibilidad que posee el modelo cinético frente
a los parametros ajustados, variandose cada uno de ellos en un = 15% de forma
individual.

Primero, se evalud el parametro q, el que se relaciona directamente con la Kmz,solid, por 1o
que al incrementar su valor, también aumenta la magnitud de la constante de Michaelis-
Menten para la fase sdlida. Lo anterior, implic6 una disminucion en la afinidad de la
enzima por el sustrato en fase solida y, por tanto, una reduccion en la concentracion de
azucares reductores generados por la reaccién enzimatica. Sin embargo, incrementar o
en un 15%, generd una reduccion de la concentracion de azucares reductores a los 150
[min] de reaccién de tan sélo un 1,7% lo que sugiere que el sistema posee una baja
sensibilidad a este parametro.

Por otro lado, se analizd la influencia del parametro B, el cual es directamente
proporcional a la Ki,soiid. De esta forma, al incrementar su valor en un 15%, se genero un
aceleramiento de la reaccion de hidrdlisis enzimatica, debido a que el sistema en esas
condiciones es capaz de hidrolizar un mayor niumero de moléculas de xilano por unidad
de tiempo. No obstante, nuevamente se evidencié una baja sensibilidad del sistema al
pardmetro, ya que la perturbacion realizada disminuyé tan so6lo en un 1,8% la
concentracion de azucares reductores generados a los 150 [min] de reaccion.

En relacién al parametro y, se determind que una variacion del +15% en su valor, no
genera cambios evidentes en el sistema, lo que podria deberse a su caracter
compensatorio. Este parametro se encarga mayoritariamente de mantener la relaciéon
planteada por la constante de equilibrio de adsorcidn presentada en la 3.3.2.5. Se tested,
ademas, una disminucién del 50% en la magnitud de y, obteniéndose un aumento del
0,001% en la concentracion de azucares reductores a los 150 [min] de reaccion.

Finalmente, se estudio el parametro X, el que forma parte de las condiciones iniciales del
sistema, por lo cual posee mayor impacto en el comportamiento de la simulaciéon. Una
variacion positiva del 15% en su valor, genera igual incremento en la concentracion inicial
de xilano disponible, provocando un aumento del 13% en la cantidad de azlcares
reductores a los 150 [min] de reaccion.
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Capitulo 5

5. Conclusiones

En relacion a la caracterizacién de Cellic HTec2 se obtuvo una actividad especifica de
129,3 [U/mg] y se determiné que el preparado enzimatico se satura a partir de una
concentracion de xilano de haya de 5 [mg/ml] y alcanza la saturacion total con 10 [mg/ml].
Estos resultados permitieron definir las concentraciones de enzima y sustrato a modelar
durante este estudio, las cuales corresponden a 1 [ug/ml] y 7,5 [mg/ml], respectivamente
Por otra parte, el patron electroforético indicé 2 especies predominantes dentro del
preparado, por lo que para efectos de este estudio se asumio que la enzima endo—1,4—
B—xilanasa corresponde a la banda con mayor representatividad dentro del carril,
equivalente a 65,6 [kDa]. Por ultimo, el andlisis cromatografico permite concluir que la
enzima endo—1,4—p—xilanasa no puede ser separada de la enzima con actividad celulasa
mediante intercambio anidnico.

La determinacion de los parametros cinéticos de Michaelis-Menten se realiz6 en dos
etapas. Los parametros cinéticos de la fase liquida se determinaron de forma
experimental, obteniéndose una constante de Michaelis-Menten (Kwmiiiq) de 93,6 [uM
xilano de haya] y una constante catalitica (Kiiq) de 179,9 [1/s]. Por otra parte, los
parametros de la fase solida se obtuvieron mediante el modelo cinético implementado,
encontrdndose valores para la constante de Michaelis-Menten (Kwmi,solid) Y la constante
catalitica (Kisolid) iguales a 1.204,7 [uM xilano de haya] y 2.653,5 [1/s],
correspondientemente. Adicionalmente, se estimé la constante de especificidad (Ki/Kw)
para ambas fases, calculandose valores de 1,923-10°[1/M-s] y 2,202-10° [1/M-s] para la
fase liquida y solida, respectivamente. Este resultado permite concluir que la endo-1,4—
B—xilanasa tiene una eficiencia catalitica 14,5% veces mayor para la fase sélida y que
posee un rendimiento promedio al compararse con el universo de enzimas existentes.

El estudio de inhibicion por producto terminal determind que no existe diferencia
significativa entre las curvas control y las curvas con adicién de xilosa entre 0,2 y 1
[mg/ml], lo que permite concluir que la xilosa no actta como inhibidor de la hidrolisis
enzimatica para las concentraciones de sustrato y enzima trabajadas en esta
investigacion, y por tanto, este fenébmeno no es considerado dentro del modelo cinético
implementado. Ademas, la bibliografia sugiere la existencia de inhibicion por xilobiosa,
sin embargo, el experimento no puedo ser replicado para esta molécula. Por ende, en
base a los resultados obtenidos para la xilosa, se asumio para el modelo matematico que
tampoco existe inhibicién por xilobiosa. Por ultimo, se debe tener en consideracion, que
la aplicaciéon de elevadas concentraciones de enzima y/o sustrato, puede provocar una
acumulacion de producto terminal dentro del sistema, promoviendo el efecto inhibitorio
de la molécula. Por tanto, se sugiere para este tipo de proceso realizar siempre un analisis
de inhibicién por producto de forma de escoger las cargas iniciales de sustrato y enzima,
gue minimizan o anulan este fenomeno.

57



La determinacion de los parametros de adsorcion de Cellic HTec2 sobre xilano de haya
se realiz6 por medio de dos metodologias. En primer lugar, mediante la construccién
experimental de la isoterma de Langmuir se obtuvo una adsorcion enzimatica maxima
(Qmax) de 17,4 [uM Cellic HTec2/mM sustrato] y una constante de equilibrio de adsorcién
de (Kegq) de 0,739 [1/uM Cellic HTec2]. Posteriormente, a partir del modelo cinético
realizado, se determinaron las constantes de adsorcion (Kads) y desorcion (Kdes), las
cuales poseen valores de 23,9 [1/uM-min] y 32,4 [1/min], respectivamente.

Se efectudé también, una cuantificacion de la produccion de xilosa y xilobiosa por la
hidrolisis enzimatica de xilano, obteniéndose un rendimiento a los 180 [min] de reaccion,
del 0,3% y 10,5%, respectivamente. En relacion a la baja generacion de xilosa por parte
de Cellic HTec2 se concluye que se debe a una baja o nula actividad p—xilosidasas, por
lo cual este conglomerado enzimatico posee potencialidades para la produccién de xilo—
oligosacéridos.

Ademas, se realizdé una curva de progreso experimental de la reaccion de hidrolisis
enzimatica de xilano, obteniéndose un rendimiento de azucares reductores del 17,6% a
los 150 [min] de reaccion, instante en el que el sistema se encuentra proximo al estado
estacionario. Se concluye que este bajo rendimiento puede deberse a multiples variables,
tales como la presencia de grupos sustituyentes en la estructura del xilano, la posible
recalcitrancia de una fraccion del xilano, la preparacién del sustrato con excesiva
antelacion, la desactivacion natural de la enzima durante la hidrolisis y, por ultimo, que el
sistema no fue agitado.

La curva de progreso de azlcares reductores construida también se utilizo para el ajuste
de pardmetros del modelo cinético, sin embargo, ya que esta no alcanzé el estado
estacionario, no permite establecer la dinamica completa de la reaccién, por lo que se
concluye que la concentracion de azucares reductores generada por la simulacion se
encuentra sobreestimada.

Por otra parte, el modelo matematico planteado para la hidrélisis enzimética de xilano por
Cellic HTec2, supuso que la reaccion obedece a la cinética de Michaelis-Menten y que
existen 250 xilo—oligdmeros distribuidos entre la fase liquida y soélida. En relacion a los
resultados obtenidos, se concluye que la simulacion determina satisfactoriamente los
pardmetros ajustados y las curvas de generacion de azucares reductores y de consumo
de xilo—oligdmeros en fase sélida. Sin embargo, la carencia de datos experimentales y/o
tedricos para cada una de las especies en solucion, no permitié establecer la dinamica
temporal de cada producto de reaccion. Los valores de los parametros fueron validados
por medio de un analisis estadistico, el cual determind que todos son estadisticamente
significativos para el sistema.

Asimismo, al no contarse con datos que indicaran la estequiometria de cada una de las
reacciones de despolimerizacion, se debid suponer que los xilo—oligdbmeros en fase
liquida y solida, se consumen con igual estequiometria para cada uno de sus productos,
lo cual en base a los resultados de la cuantificacion de la produccién de xilosa y xilobiosa
por HPLC no es cierto. De esta forma, se confirma nuevamente que el modelo no
establece correctamente las dinamicas temporales de la concentracion de los productos.
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En vista de que el modelo cinético de Michaelis-Menten no considera un término de
rendimiento, se debid incluir dentro del sistema un ponderador que cuantificara la
concentracion de sustrato susceptible al ataque enzimético por parte Cellic HTec2. De
esta forma, se determin6 que solo un 20,8% del xilano entregado a la reaccion es
catalizado. Sin embargo, se concluye que este valor se encuentra subestimado, ya que
se esta responsabilizando Unicamente a la accesibilidad del sustrato de las bajas en el
rendimiento de reaccion.

Se realizd un analisis sobre la sensibilidad que posee el modelo frente a los parametros
ajustados. De este estudio se concluye que el ponderador de accesibilidad del sustrato
(X) es el parAmetro que genera una mayor variacion en la respuesta de la simulacién.
Una variacién positiva de su magnitud del 15% se traduce en un incremento en la
concentracion de azucares reductores del 13% a los 150 [min] de reaccion.

Finalmente, se concluye que la investigacion realizada caracteriza satisfactoriamente la
hidrélisis de xilano por la enzima con actividad endo—-1,4—f—xilanasa de Cellic HTec2. En
consecuencia, este estudio entrega antecedentes significativos para la implementacion y
estandarizacion de la produccién industrial de prebioticos xilo-oligosacéridos. Se estima
gue un mejoramiento del modelo propuesto permitiria optimizar el proceso de produccién
de xilo-oligosacéridos con grado de polimerizacion entre 2 y 6.
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Capitulo 6

6. Proyecciones futuras

En primer lugar, se sugiere corroborar mediante una zimografia que el peso molecular de
la enzima endo-1,4—f—xilanasa de Cellic HTec2 determinado en este estudio sea el
correcto. Ademds, se recomienda separar por medio de una cromatografia de
intercambio catidnico y/o hidrofobicidad la endo—-1,4——xilanasa de las distintas proteinas
gue componen Cellic HTec2.

Por otra parte, la bibliografia también sugiere la existencia de inhibicién por xilobiosa. Por
este motivo, se recomienda repetir la experiencia realizada para la molécula de xilosa.

Ademas, se recomienda analizar el comportamiento de la adsorcién de Cellic HTec2
sobre distintos tipos de xilano, para asi determinar si los parametros encontrados en este
estudio favorecen positiva o negativamente la generacion de xilo-oligosacéridos.

En relacién a las curvas de progreso, se propone incrementar el tiempo de medicion
experimental con el objetivo de alcanzar el estado estacionario, mejorando asi la
respuesta de la simulacion de la hidrélisis enzimatica de xilano.

Se concluy6 que el modelo no establece correctamente las dinamicas temporales de la
concentracion de cada uno de los productos de reaccion. Por tanto, se sugiere para
experimentos futuros cuantificar mediante HPLC o HPAEC-PAD la produccion de un
mayor numero Xilo-oligosacéaridos. Se estima que la aplicacion de este procedimiento
permitiria simular las dinAmicas temporales de un mayor nimero especies.

Por ultimo, se recomienda para futuras investigaciones, disefiar un parametro de
rendimiento que considere dentro de su estructura la accesibilidad del sustrato al ataque
enzimatico, la eficiencia de la enzima y otros fendmenos que afecten el rendimiento de la
reaccion.
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Capitulo 8

8. Anexos

8.1. Metodologia: equipos y materiales

Los equipos y materiales utilizados en esta investigacion se detallan a continuacion:

8.1.1.Equipos e implementos

e Termociclador con funcién gradiente T960, Hangzhou Jingle Scientific Instrument Co.
e Bafio seco MultiBlock® Heater 2001-1CE, Equilab

e Lector de microplaca Asys UVM-340

e Fotodocumentador Gel Doc EZ, Bio—Rad

e Sonicador SB-5200 DTD, Ningbo Sklon Lab Instrument Co.

e Agitador magnético con placa calefactora, Equilab

e Centrifuga Heal Force®

e Sistema de cromatografia Akta Avant 25

e Equipo para HPLC con detector de indice de refraccion (RI), Shimadzu
e Columna Aminex HPX-87H

e Sistema de electroforesis Mini-PROTEAN Tetra Cell, Bio—Rad
e Bomba de vacio

e Micropipetas P10, P20, P100, P200, P1000 y P5000

e Frasco graduado con tapa rosca Duran®

e Placa de PCR de 96 pocillos Axygen®

e Cinta de sellado para microplacas Axygen®

e Microplaca de lectura de 96 pocillos

e Filtros con didametro de poro 0,22 [uM]

e Jeringa de 3 [ml]

e Tubos Falcon 10 [ml] y 50 [ml]

e Vasos precipitados
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8.1.2.Materiales

Reactivo de Bradford, Protein Assay Reagent Concentrate #5000006, Bio—Rad
Albumina de suero bovino, Sigma—Aldrich

Acetato de sodio anhidro

Reactivo DNS

Xilano de haya, P-XYLNBE-10G, Megazyme

Cellic HTec2, Novozymes

Xilosa, Sigma—Aldrich

Acrilamida — Bisacrilamida 29:1 BM-0100, Winkler Ltda. Chile

Buffer Tris 1,5 [M] pH 8,8 + SDS 0,4%

Buffer Tris 0,5 [M] pH 6,8 + SDS 0,4%

Glicerol 40%

N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina (TEMED), N° CAS 110-18-1 Applichem.
Persulfato de amonio (PSA) 10%, Gibco

Buffer de carga denaturante 5X

Buffer de corrida 10X

Solucién de tincién Azul de Coomassie 0,25% p/v

Solucion de destincion MeOH-HACc

Marcador de peso molecular Blue Prestained Protein Standard, Broad Range (11-250
kDa), New England BioLabs®

Buffer BisTris-Cl 20 [mM] pH 7,5

Buffer BisTris-Cl 20 [mM] — NaCl 0,5 [M]

Resina de cromatografia Cytiva, Q-Sepharose Fast Flow

Acido sulfarico, Merck
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8.2. Metodologia: cuantificacion de proteinas totales por
meétodo de Bradford

8.2.1.Curva de calibracion: método de Bradford

Se elabor6 el reactivo de Bradford segun las indicaciones de proveedor. Luego, se
prepararon 10 [ml] de una solucion patron de albumina de suero bovino (BSA) a una
concentracion de 2 [mg/ml] en agua milli-Q, la cual se continué diluyendo por etapas,
hasta alcanzar una concentracion de BSA igual a 0,03125 [mg/ml]. El detalle de las
diluciones realizadas se presenta en la Tabla 12:

Tabla 12: Diluciones seriadas de BSA para la construccion de la curva de calibracién del método de Bradford.

Volumen de agua

Dilucién BSA [mg/ml] Volumen de BSA milli-Q [m]

L 1 1 [ml] BSA 2 1
[mg/ml]

5 05 1[ml]BSA1 1
[mg/ml]

3 0.25 1 [ml] BSA 0,5 1
[mg/ml]

A 0.125 1 [ml] BSA 0,25 1
[mg/ml]

5 0.0625 1 [ml] BSA 0,0125 1
[mg/ml]

5 0.03125 1 [ml] BSA 0,06125 1
[mg/ml]

A continuacion, se procedio a realizar el ensayo, el cual fue ejecutado por triplicado.
Primero, se depositaron 10 [ul] de cada una de las diluciones de BSA preparadas,
ademas de 10 [ul] de agua milli-Q, la que cumplié el rol de blanco de reaccién, en una
microplaca de lectura de 96 pocillos. Después, a cada muestra se le afiadieron 200 [ul]
de reactivo de Bradford, se mezcld y tras 10 [min] de reaccion se midio la absorbancia de
las muestras a 595 [nm] por medio de un lector de microplacas.

Finalmente, se procesaron los datos de absorbancias obtenidas en Microsoft Excel®. A
continuacion, se detalla la metodologia aplicada para obtencion de la recta:

1. Se calculé la absorbancia promedio de cada set de concentraciones de BSA y del
blanco de reaccion.
2. Se estimo la absorbancia corregida de las muestras, segun la ecuacion 13:

AbsCorregida BSA = AbSMuestra BSA — AbsBlanco (13)
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Se grafico la absorbancia corregida de cada set de datos en funcion de su
concentracion de BSA.

Se insertd en la gréfica una linea de tendencia lineal, la cual entregd la curva de
calibrado.

Se adicion6 el coeficiente de determinacion de la recta (R?), para dilucidar la
linealidad de los puntos. En este caso, las concentraciones de BSA 1y 2 [mg/ml]
no se encontraron dentro del rango lineal y, por ende, no fueron incluidas en la
curva de calibrado final.

Por ultimo, se calculd la desviacion estandar y el coeficiente de variabilidad
porcentual para cada uno de los conjuntos de datos, con el objetivo de cuantificar
la dispersion de estos con respecto a su media.

8.2.2.Cuantificacion de proteinas totales

El detalle del proceso de estimacion de proteinas totales se presenta enseguida:

1.

Se calculé la absorbancia promedio para cada set de muestras, es decir, dilucién
enzimatica y blanco.

Se estimo la absorbancia corregida de la muestra de dilucion enzimética, a partir
de la ecuacion 14:

Ab5595 corregida = Ab5595 muestra Ab5595 Blanco (14)

Se insertd la absorbancia corregida en la ecuacion de la curva de calibracion.
Luego, este valor se multiplicé por el factor de dilucion aplicado, obteniéndose asi,
la concentracion de proteinas totales.

Se estimd, ademas, la desviacién estandar y el coeficiente de variabilidad
porcentual para ambos sets de datos, para medir su dispersion con respecto al
promedio.
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8.3. Metodologia: ensayo de actividad enzimatica

8.3.1.Curva de calibracion: método DNS

En primer lugar, se prepararon 10 [ml] de una solucion stock de xilosa 2 [mg/ml], en agua
milli-Q, desde la cual se realizaron diluciones seriadas, hasta conseguir una
concentracion de xilosa de 0,03125 [mg/ml]. En la Tabla 13 se especifica la composicion
de cada una de las diluciones efectuadas.

Tabla 13: Diluciones seriadas de xilosa para la construccién de la curva de calibracion del método DNS.

G Concentracion . Volumen de agua
Dilucion . Volumen de xilosa -
xilosa [mg/ml] milli-Q [ml]

1 1 1 [ml] xilosa 2 1
[mg/ml]

5 0.5 1 [ml] xilosa 1 1
[mg/ml]

3 0,25 1 [ml] xilosa 0,5 1
[mg/ml]

4 0,125 1 [ml] xilosa 0,25 1
[mg/ml]

5 0,0625 1 [ml] xilosa 0,0125 1
[mg/ml]

6 0,03125 1 [ml] xilosa 1

0,06125 [mg/ml]

A continuacion, se realizo el experimento, desarrollado por triplicado. Se dispusieron 100
[ul] de cada una de las diluciones preparadas, ademas de 100 [ul] de agua milli-Q,
correspondiente al blanco de reaccién, en una microplaca de PCR de 96 pocillos. Luego,
a cada muestra se le agregd 100 [ul] de reactivo DNS e inmediatamente se incubaron por
5 [min] a 99 °C. Finalizado ese periodo, y una vez que las soluciones alcanzaron la
temperatura ambiente, se tomaron 100 [ul] de cada pocillo y se depositaron en una
microplaca de lectura para la cuantificar la absorbancia a 550 [nm] en un lector de
microplacas.

La construccion de la curva de calibracion de DNS se realizd6 en Microsoft Excel®. El
detalle del protocolo seguido se presenta enseguida:

1. Se calculé la absorbancia promedio de cada set de concentraciones de xilosa y
del blanco de reaccion.
2. Se estimo la absorbancia corregida de las diluciones, a partir de la ecuacion 15:

AbsCorregida xilosa = AbSMuestra xilosa — AbsBlanco (15)
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3.

4.

Se grafico la absorbancia corregida de cada conjunto de datos en funcién de su
concentracion de xilosa.

Se inserto en el grafico una linea de tendencia lineal, la cual entregoé la curva de
calibrado.

Se adicion6 el coeficiente de determinaciéon de la recta (R?), para dilucidar la
linealidad de los puntos. En este caso, la dilucion de xilosa 2 [mg/ml] no se
encuentra dentro del rango lineal, por tanto, no fue incluida en la curva de
calibracion.

8.3.2.Preparacion buffer acetato de sodio

Para mantener el pH constante durante la reaccion enzimatica, las diluciones de enzima
y sustrato fueron preparadas en buffer acetato de sodio 50 [mM] pH 5.0. Los pasos
seguidos para elaborarlo se presentan enseguida:

1.
2.

w

En una balanza analitica, se masaron 0,4102 [g] de acetato de sodio.

En un vaso precipitado de 250 [ml] se dispuso el acetato de sodio masado y 80
[ml] de agua milli-Q. La solucién se mezcl6 con un agitador magnético hasta que
no se visibilizaron particulas en suspension.

Se ajusto el pH de la solucién con acido acético concentrado.

Se agreg6 agua milli-Q a la solucién, hasta alcanzar un volumen de 100 [ml].

8.3.3.Preparacion reactivo DNS

Se disolvié completamente bajo agitaciébn magnéticay en el orden indicado, los siguientes
compuestos:

3,53 [g] Acido 3,5-dinitrosalicilico
6,6 [g] Hidréxido de Sodio

472 [ml] Agua de destilada

102 [g] Tartrato de Sodio Potasio
2,53 [ml] Fenol

2,77 [g] Metabisulfito de Sodio

8.3.4.Cuantificacion de la actividad enzimatica

Los pormenores de la metodologia utilizada se presentan a continuacion:

1.
2.

Se calculé la absorbancia promedio de set de muestras y del blanco de reaccion.
Se estimd la absorbancia corregida de cada set de concentraciones, segun la
ecuacion 16:

AbSSSO corregida = AbSSSO muestra — AbSSSO blanco (16)
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3. Se obtuvo para cada conjunto de datos, la concentracion de azucares reductores
[mg/ml] generados durante la reaccion, a través de la curva de calibracion de DNS.
4. Se determiné la concentracion de azucares reductores (AR) [uM], la actividad

enzimatica [U/l] y la actividad especifica [U/mg] con las ecuaciones 17, 18 y 19.
mg

AR [ml (17)

; g

PM xilosa [W]

AR [uM] =

- e L AR [uM]
Actividad enzimatica |—| = — — - (18)
l Tiempo de reaccién [min]
o .. U
U Actividad enzimatica [T]
Actividad especifica [—] = g (19)
mgl  Concentracion Cellic HTec2 [W]

Finalmente, se obtuvo, la curva de saturacion, al graficar la actividad enziméatica [U/I] en
funcién de la concentracion de sustrato inicial [mg/ml].
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8.4. Metodologia: electroforesis en gel de poliacrilamida

8.4.1.Composicion gel de poliacrilamida

La composicion del gel de resolucién al 12,5 % y la composicién del gel de concentracion
se presentan en la Tabla 14 y Tabla 15, respectivamente.

Tabla 14: Composicion gel de resolucion 12,5%.

Gel de resolucion 12,5%

Reactivo Volumen [ul]
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 1.580
Buffer Tris 1,5M pH 8,8 + SDS 0,4% 950
Glicerol 40% 1.270
TEMED 2
Persulfato de amonio (PSA) 10% 20

Tabla 15: Composicion gel de concentracion.

Gel de concentracién

Reactivo Volumen [ul]
Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 168,5
Buffer Tris 0,5M pH 6,8 + SDS 0,4% 250
Agua destilada 575
TEMED 1,25
Persulfato de amonio (PSA) 10% 7,5

8.4.2.Composicion buffer de carga denaturante 5X

El buffer de carga denaturante 5X se compone de:

e Buffer Tris 60 mM pH 6,8

e Glicerol 25% plv

e 2-mercaptoetanol 5% p/v

e Azul de bromofenol 0,1% p/v

8.4.3.Preparacion buffer de corrida Tris-Glicina 10X

El buffer de corrida Tris-Glicina 10X se compone de:

e 30[g] de Tris

e 114 ]g] de Glicina

e 10[g] de SDS

e Agua destilada hasta completar 1 [l] de solucion
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8.4.4.Composicion de las soluciones de tincidn y destincion

La composicion de la solucion de tincion de Azul de Coomassie es:

e Azul de Coomassie 0,25% p/v
e Metanol 50% v/v

e Acido acético 10% v/v

e Agua destilada 40% v/v

Por otra parte, la composicion de la solucion de destincion es:

e Metanol 50% v/v
e Acido acético 10% v/v
e Agua destilada 40% v/v
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8.5. Resultados: curva de calibracion método de Bradford

La Tabla 16 presenta las absorbancias a 595 [nm] obtenidas para la construccion de la
curva de calibracién para el método de Bradford. Ademds, se ensefia la desviacion
estandar (o) y el coeficiente de variabilidad (CV%) de cada set de datos. Por ultimo, se
muestra la raiz del error cuadratico medio (RMSE) entre la desviacién estandar de la
muestra y del blanco, la cual representa el error asociado a cada set de datos.

Tabla 16: Datos absorbancia 595 [nm] para la construccion de la curva de calibracion de Bradford.

BSA Abs Abs

[mg/ml] Abs 550 nm Promedio Corregida o CV% | RMSE
2 1,236 1,527 1,393 1,385 1,019 0,146 10,514 0,152
1 1,088 1,145 1,161 1,131 0,765 0,038 3,392 0,059
0,5 0,840 0,879 0,884 0,868 0,502 0,024 2,776 0,051
0,25 0,598 0,577 0,661 0,612 0,246 0,044 7,143 0,063
0,125 0,493 0,522 0,513 0,509 0,143 0,015 2,914 0,047
0,0625 0,411 0,439 0,398 0,416 0,050 0,021 5,037 0,049
0,03125 0,416 0,389 0,362 0,389 0,023 0,027 6,941 0,052
Blanco 0,416 0,352 0,330 0,366 0,000 0,045 12,207 -

La curva de calibracion de albamina de suero bovino (BSA) construida se presenta en la
Figura 28.
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Figura 28: Curva de calibracién de BSA para método de Bradford.
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8.6. Resultados: curva de calibracion de método DNS

La Tabla 17 presenta las absorbancias a 550 [nm] obtenidas para la construccién de la
curva de calibracion para el método DNS. Ademas, se ensefa la desviacion estandar (o)
y el coeficiente de variabilidad (CV%) de cada set de datos. Por ultimo, se muestra la raiz
del error cuadratico medio (RMSE) entre la desviacion estandar de la muestra y del
blanco, la cual representa el error asociado a cada set de datos.

Tabla 17: Datos absorbancia 550 [nm] para curva la construccién de calibracion de DNS.

Xilosa Absorbancia 550 nm Abs : Abs. o CV% RMSE
[mg/ml] Promedio Corregida

2 2,492 2,306 2,374 2,391 2,310 0,094 3,937 0,094

1 1,515 1,549 1,557 1,540 1,460 0,022 1,448 0,024

0,5 0,858 0,871 0,872 0,867 0,787 0,008 0,901 0,011

0,25 0,434 0,440 0,429 0,434 0,354 0,006 1,268 0,009
0,125 0,280 0,268 0,255 0,268 0,187 0,013 4,671 0,015
0,0625 0,118 0,118 0,128 0,121 0,041 0,006 4,758 0,010

0,03125 0,100 0,132 0,103 0,112 0,031 0,018 15,827 0,019
Blanco 0,077 0,075 0,089 0,080 0,000 0,008 9,426 -

La curva de calibracion de xilosa construida se presenta en la Figure 29.
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Figure 29: Curva de calibracién de xilosa para método DNS.
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8.7. Resultados: ensayo de actividad enzimatica

8.7.1.Concentracion de Cellic HTec2: 0,25 [ug/ml]

La Tabla 18 presenta las absorbancias a 550 [nm] obtenidas para el ensayo de actividad
aplicado a una concentracién de Cellic HTec2 de 0,25 [ug/ml] y concentraciones de xilano
de haya iguales a 2,5, 5, 7,5 y 10 [mg/ml]. Ademas, se muestran las desviaciones
estandar (0) y los coeficientes de variabilidad de las muestras (CV%).

Tabla 18: Absorbancias registradas a 550 [nm] para ensayo de actividad con Cellic HTec2 0,25 [ug/ml].

Cellic

Xilano Abs Abs

[mg/ml] HTec2 Abs 550 nm promedio corregida o CV%
[ug/ml]

25 0,25 0,136 0,106 0,149 0,130 0,046 0,022 16,920
’ Blanco 0,089 0,081 0,082 0,084 0,000 0,004 5,189
5 0,25 0,221 0,163 0,166 0,183 0,085 0,033 17,812
Blanco 0,092 0,101 0,102 0,098 0,000 0,006 5,601
75 0,25 0,197 0,163 0,190 0,183 0,088 0,018 9,793
’ Blanco 0,098 0,094 0,093 0,095 0,000 0,003 2,785
10 0,25 0,227 0,197 0,264 0,229 0,129 0,034 14,634
Blanco 0,123 0,082 0,095 0,100 0,000 0,021 20,952

En base a los datos de absorbancias registrados y las ecuaciones entregadas en la
Seccion 8.3.4 se calculé la concentracion de azucares reductores generados en reaccion,
la actividad enzimatica y la actividad especifica de Cellic HTec2. Estos resultados se
ensefian mediante la Tabla 19.

Tabla 19: Resultados ensayo de actividad para Cellic HTec2 0,25 [ug/ml].

Actividad
Xilano [mg/ml] AR [mg/ml] AR [uM] Actividad [U/l] Especifica
[U/mg]
2,5 0,041 273,8 13,688 54,752
5,0 0,067 4455 22,276 89,102
7,5 0,069 460,3 23,016 92,063
10,0 0,096 642,4 32,121 128,486
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8.7.2.Concentracion de Cellic HTec2: 0,5 [ug/ml]

La Tabla 20 presenta las absorbancias a 550 [nm] obtenidas para el ensayo de actividad
aplicado a una concentracion de Cellic HTec2 de 0,5 [ug/ml] y concentraciones de xilano
de haya iguales a 2,5, 5, 7,5 y 10 [mg/ml]. Ademas, se muestran las desviaciones
estandar (0) y los coeficientes de variabilidad de las muestras (CV%).

Tabla 20: Absorbancias registradas a 550 [nm] para ensayo de actividad con Cellic HTec2 0,5 [ug/ml].

. Cellic
Xilano HTec2 Absorbancia 550 nm Abs . Abs (o) CV%
[mg/ml] promedio real
[ug/ml]
95 0,5 0,208 0,214 0,262 0,228 0,151 0,030 12,981
’ Blanco 0,059 0,096 0,076 0,077 0,000 0,019 24,052
5 0,5 0,234 0,261 0,281 0,259 0,168 0,024 9,119
Blanco 0,073 0,083 0,116 0,091 0,000 0,023 24,818
75 0,5 0,308 0,331 0,335 0,325 0,230 0,015 4,488
’ Blanco 0,089 0,094 0,102 0,095 0,000 0,007 6,903
10 0,5 0,346 0,338 0,372 0,352 0,250 0,018 5,050

Blanco 0,103 0,097 0,107 0,102 0,000 0,005 4,918

En base a los datos de absorbancias registrados y las ecuaciones entregadas en la
Seccion 8.3.4, se calculé la concentracion de azlcares reductores generados en
reaccion, la actividad enzimética y la actividad especifica de Cellic HTec2. Estos
resultados se ensefian mediante la Tabla 21.

Tabla 21: Resultados ensayo de actividad para Cellic HTec2 0,5 [ug/ml].

Actividad
Xilano [mg/ml] AR [mg/ml] AR [uM] Actividad [U/l] Especifica
[U/mg]
2,5 0,111 738,7 36,933 73,867
5 0,122 814,2 40,709 81,418
7,5 0,163 1.088,1 54,404 108,809
10 0,177 1.176,9 58,846 117,692
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8.7.3.Concentracion de Cellic HTec2: 1 [ug/ml]

La Tabla 22 presenta las absorbancias a 550 [nm] obtenidas para el ensayo de actividad
aplicado a una concentracion de Cellic HTec2 de 0,5 [ug/ml] y concentraciones de xilano
de haya iguales a 2,5, 5, 7,5 y 10 [mg/ml]. Ademas, se muestran las desviaciones
estandar (0) y los coeficientes de variabilidad de las muestras (CV%).

Tabla 22: Absorbancias registradas a 550 [nm] para ensayo de actividad con Cellic HTec2 1 [ug/ml].

Xilano Cellic Abs Abs

[mg/ml] HTec2 Abs 550 nm promedio corregida o CV %
[ug/ml]

95 1 0,468 0,545 0,552 0,522 0,425 0,047 8,934
’ Blanco 0,084 0,095 0,111 0,097 0,000 0,014 14,045
5 1 0,631 0,680 0,729 0,680 0,548 0,049 7,206
Blanco 0,144 0,113 0,140 0,132 0,000 0,017 12,742
75 1 0,627 0,629 0,705 0,654 0,567 0,044 6,803
’ Blanco 0,093 0,080 0,086 0,086 0,000 0,007 7,536
10 1 0,716 0,730 0,720 0,722 0,589 0,007 0,999
Blanco 0,123 0,132 0,144 0,133 0,000 0,011 7,922

En base a los datos de absorbancias registrados y las ecuaciones entregadas en la
Seccion 8.3.4, se calculé la concentracion de azlcares reductores generados en
reaccion, la actividad enzimética y la actividad especifica de Cellic HTec2. Estos
resultados se ensefian mediante la Tabla 23.

Tabla 23: Resultados ensayo de actividad para Cellic HTec2 1 [ug/ml].

Actividad
Xilano [mg/ml] AR [mg/ml] AR [uM] Actividad [U/l] Especifica
[U/mg]
2,5 0,294 1.955,7 97,786 97,786
5 0,375 2.500,6 125,029 125,029
7,5 0,389 2.587,9 129,396 129,396
10 0,403 2.684,2 134,208 134,208
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8.7.4.Curvas de saturacion por xilano de haya

Por medio de los datos obtenidos se determinaron curvas de saturacion por sustrato para
cada una de las concentraciones de enzima estudiadas. Estos resultados se presentan
en la Seccidén 4.1.1.2 y los valores graficados se detallan en la Tabla 24, Tabla 25 y Tabla
26.

Tabla 24: Datos curva de saturacién por sustrato para Cellic HTec2 0,25 [ug/ml].

Concentracion inicial de enzima: 0,25 [ug/ml]

Xilano [mg/ml] Actividad [U/l] Barra de error
0 0,000 0,000
2,5 13,688 8,390
50 22,276 10,753
7,5 23,016 7,428
10,0 32,121 12,185

Tabla 25: Datos curva de saturacion por sustrato para Cellic HTec2 0,5 [ug/ml].

Concentracion inicial de enzima: 0,5 [ug/ml]

Xilano [mg/ml] Actividad [U/l] Barra de error
0 0,000 0
2,5 36,933 11,152
5 40,709 10,638
7,5 54,404 6,947
10 58,846 7,501

Tabla 26: Datos curva de saturacion por sustrato para Cellic HTec2 1 [ug/ml].

Concentracion inicial de enzima: 1 [ug/ml]

Xilano [mg/ml] Actividad [U/l] Barra de error
0 0,000 0,000
2,5 97,786 14,179
5 125,029 14,907
7,5 129,396 13,379
10 134,208 6,233
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8.8. Resultados: electroforesis en gel de poliacrilamida

Los resultados de la electroforesis en gel de poliacrilamida arrojaron la presencia de dos
bandas predominantes. Se realizé un andlisis de estas mediante el software Image Lab®
determindndose su peso molecular. Los valores establecidos se presentan en la Tabla

27.

Tabla 27: Determinacion peso molecular bandas predominantes de SDS-PAGE.

Peso molecular [kDa] Peso
Banda Volumen Volumen Volumen Volumen moleculgr CV%
de carga decarga decarga decarga promedio
12 [ul] 8 [ul] 4 [ul] 2 [ul] [kDa]
1 69,2 66,5 63,9 62,9 65,6 2,8 4,3
2 49,6 49,0 48,6 49,0 49,1 0,4 0,9
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8.9. Resultados: parametros cinéticos de Michaelis-Menten
para la fase liquida

8.9.1.Curva de progreso de azucares reductores: xilano 2,5 [mg/ml]

Los datos de la curva de progreso de azucares reductores (AR) experimental y simulada
para una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml] y una concentracion de xilano de
haya de 2,5 [mg/ml] se presentan en la Tabla 28. Ademas, la Figura 30 presenta el grafico
asociado a los datos.

Tabla 28: Datos curva de progreso experimental y simulada para xilano de haya 2,5 [mg/ml].

Tiempo [min] AR experimentales [uM] AR modelo [uM]

0 0 0
5 216,0 456,5
10 732,7 900,2
15 1.196,2 1.331,1
20 1.955,7 1.749,3
25 2.211,9 2.154,7
35 3.029,1 2.927,2
45 3.554,8 3.648,6
5.000

— 4.000
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Figura 30: Curva de progreso de azUcares reductores para xilano 2,5 [mg/l] para la determinacion de los parametros
cinéticos de Michaelis-Menten.

Por otra parte, el ajuste de parametros realizado determind que la concentracion de
azucares reductores en funcion del tiempo de reaccion se rige por la ecuaciéon 20:

AzUcares reductores [uM] = —0,255 - t?> + 92,574 - t (20)
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8.9.2.Curva de progreso de azucares reductores: xilano 3,75 [mg/ml]

Los datos de la curva de progreso de azucares reductores (AR) experimental y simulada
para una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml] y una concentracién de xilano de
haya de 3,75 [mg/ml] se presentan en la Tabla 29. Ademas, la Figura 31 presenta el
gréafico asociado a los datos.

Tabla 29: Datos curva de progreso experimental y simulada para xilano de haya 3,75 [mg/ml].

Tiempo [min] AR experimentales [uM] AR modelo [uM]

0 0 0
5 370,0 568,5
10 997.8 1.110,1
15 1.653,7 1.624,6
20 2.160,0 2.112,1
25 2.660,5 2.572,6
35 3.406,7 3.412,4
45 4.115,9 4.144,3
5.000

— 4.000
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Figura 31: Curva de progreso de azUcares reductores para xilano 3,75 [mg/l] para la determinacion de los parametros
cinéticos de Michaelis-Menten.

Por otra parte, el ajuste de parametros realizado determiné que la concentracion de
azucares reductores en funcion del tiempo de reaccion se rige por la ecuacion 21:

AzGcares reductores [uM] = —0,540 - t?> + 116,411 - t (21)
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8.9.3.Curva de progreso de azucares reductores: xilano 5 [mg/ml]

Los datos de la curva de progreso de azucares reductores (AR) experimental y simulada
para una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml] y una concentracién de xilano de
haya de 5 [mg/ml] se presentan en la Tabla 30. Ademas, la Figura 32 presenta el grafico
asociado a los datos.

Tabla 30: Datos curva de progreso experimental y simulada para xilano de haya 5 [mg/ml].

Tiempo [min] AR experimentales [uM] AR modelo [uM]

0 0 0
5 4411 580,2
10 1.008,1 1.145,0
15 1.658,1 1.694,4
20 2.220,7 2.228,3
25 2.891,5 2.746,9
35 3.805,0 3.737,7
45 4.595,6 4.666,9
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Figura 32: Curva de progreso de azUcares reductores para xilano 5 [mg/I] para la determinacion de los parametros
cinéticos de Michaelis-Menten.

Por otra parte, el ajuste de parametros realizado determiné que la concentracion de
azucares reductores en funcion del tiempo de reaccion se rige por la ecuacion 22:

AzGcares reductores [uM] = —0,308 - t> + 117,581 - t (22)
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8.9.4.Curva de progreso de azucares reductores: xilano 7,5 [mg/ml]

Los datos de la curva de progreso de azucares reductores (AR) experimental y simulada
para una concentracion de Cellic HTec2 de 1 [ug/ml] y una concentracién de xilano de
haya de 7,5 [mg/ml] se presentan en la Tabla 31. Ademas, la Figura 33 presenta el gréafico
asociado a los datos.

Tabla 31: Datos curva de progreso experimental y simulada para xilano de haya 7,5 [mg/ml].

Tiempo [min] AR experimentales [uM] AR modelo [uM]

0 0 0
5 455,9 672,8
10 1.347,2 1.317,9
15 2.063,8 1.935,2
20 2.466,5 2.524,8
25 3.044,0 3.086,6
35 4.200,3 4.126,9
45 5.023,5 5.056,3
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__5.000
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Figura 33: Curva de progreso de azUcares reductores para xilano 7,5 [mg/l] para la determinacion de los parametros
cinéticos de Michaelis-Menten.

Por otra parte, el ajuste de parametros realizado determiné que la concentracion de
azucares reductores en funcion del tiempo de reaccion se rige por la ecuacion 23:

AzGcares reductores [uM] = —0,555 - t> + 137,338 - t (23)
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8.9.5.Datos diagrama de Lineweaver-Burk

Posteriormente, para construir el diagrama de Lineweaver-Burk, se calcul6 la velocidad
de reaccion (R) para los instantes de velocidad inicial mediante los datos de azucares
reductores simulados. Los datos que componen el diagrama de Lineweaver-Burk se
presentan en la Tabla 32.

Tabla 32: Datos diagrama de Lineweaver-Burk.

Datos Diagrama Lineweaver-Burk

Tiempo [min] Cs.o [UM] 1/Cs,o [1/uM] R [uM/min] 1/R [min/uM]
16.652,2 6,005-10° 91,297 0,0110
5 24.978,4 4,003-10° 113,710 0,0088
33.304,5 3,003-10° 116,040 0,0086
49.956,7 2,002-10° 134,563 0,0074
16.652,2 6,005-10° 90,020 0,0111
10 24.978,4 4,003-10° 111,008 0,0090
33.304,5 3,003:10° 114,499 0,0087
49.956,7 2,002:10° 131,788 0,0076
16.652,2 6,005-10° 88,743 0,0113
15 24.978,4 4,003-10° 108,306 0,0092
33.304,5 3,003-10° 112,957 0,0089
49.956,7 2,002:10° 129,013 0,0078
16.652,2 6,005-10° 87,466 0,0114
20 24.978,4 4,003-10° 105,604 0,0095
33.304,5 3,003-10° 111,416 0,0090
49.956,7 2,002-10° 126,238 0,0079

A continuacion, determinaron las pendientes y los coeficientes de posicion de las curvas
implementadas, las cuales permitieron calcular la constante de Michaelis-Menten y la
velocidad méxima de reaccién. Estos datos se presentan en la Tabla 33.
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Tabla 33: Determinacion de los parametros cinéticos de Michaelis-Menten.

Calculo parametros cinéticos

m 84,214
5 [min]

n 0,0058

m 84,697
10 [min]

n 0,0059

m 85,163
15 [min]

n 0,0061

m 85,611
20 [min]

n 0,0062

1/R

[min/uM] 0
1/Cs
[1/uM] -0,000069
R
[min/uM]
1/Cs
[1/uM] -0,000070
R g
[min/uM]
1/Cs
[1/uM] -0,000071
R
[min/uM]
1/Cs
[1/uM] -0,000073

Km [uM]

Vmaéax
[uM/min]

Km [uM]

Vmax
[uM/min]

Km [uM]

Vmax
[uM/min]

Km [uM]

Vmax
[uM/min]

14.548,5

1727

14.280,7

168,6

14.007,0

164,4

13.727,1

160,3

Se evidenci6 que las curvas construidas no poseen una diferencia aparente, por lo cual
se realizd una prueba de t-student (p < 0,05), la cual indicé que no existe diferencia
significativa entre la recta construida a los 5 [min] y las rectas de los tiempos 10, 15y 20
[min] de reaccion. El resultado de este analisis estadistico se presenta en la Tabla 34.

Tabla 34: Prueba de t-student entre rectas del diagrama de Lineweaver-Burk.

Test de significancia estadistica: tiempo 5 [min] vs tiempo 10, 15y 20 [min]

Tiempo [min]
10
15
20
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p-value
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8.10. Resultados: estudio de inhibicion por producto terminal

Para estudiar el potencial efecto inhibidor del producto terminal de la hidrélisis enzimética
de xilano de haya por Cellic HTec2 se elaboraron curvas de progreso de producto, en
presencia de concentraciones variables de xilosa. Posteriormente, los resultados
obtenidos se compararon con curvas de progreso control, es decir, sin adicion de xilosa.
La comparacion realizada para las distintas concentraciones de sustrato utilizadas se

presentan en la Tabla 35, Tabla 36, Tabla 37 y Tabla 38.

Tabla 35: Comparacion curvas de progreso de azUcares reductores para xilano 2,5 [mg/ml] con y sin adicién de

xilosa.

Concentracion de xilano 2,5 [mg/ml]

. Azucares reductores [uM]
Tiempo

. Sin Barrade Xilosa0,2 Barrade Xilosal
[min] L
adicion error [mg/ml] error [mg/ml]
0 0 0 0 0 0
5 216,0 1349 433,7 137,2 506,1
10 732,7 208,7 1.169,5 139,7 1.847,5
15 1.196,2 151,3 1.542,6 199,5 1.533,6
20 1.955,7 2242 2.189,6 228,2 1.886,0
25 2.211,9 236,7 2.367,3 140,6 2.540,4
35 3.029,1 308,1 3.046,9 258,0 3.565,0
45 3.554,8 509,9 3.508,9 213,8 3.935,1

Barra de
error
0
118,7
362,5
325,3
353,0
259,4
339,7
238,3

Tabla 36: Comparacién curvas de progreso de azlcares reductores para xilano 3,75 [mg/ml] con y sin adicién de

xilosa.

Concentracion de xilano 3,75 [mg/ml]

. Azucares reductores [uM]
Tiempo

. Sin Barrade Xilosa0,2 Barrade Xilosal
[min] L
adicion error [mg/ml] error [mg/ml]
0 0 0 0 0 0
5 370,0 1149 608,4 157,5 503,4
10 997,8 111,4 1.268,7 132,3 1.071,9
15 1.653,7 151,6 1.742,5 141,2 1.581,3
20 2.160,0 2154 2.362,9 192,5 2.007,7
25 2.660,5 161,1 2.630,9 181,9 2.552,5
35 3.406,7 214.8 3.541,4 104,8 3.387,6
45 4.115,9 216,7 4.132,2 153,7 4.065,7
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0
233,4
153,2
130,2
238,8
299,6
148,2
346,3



Tabla 37:Comparacién curvas de progreso de azUcares reductores para xilano 5 [mg/ml] con y sin adicién de xilosa.

Concentracion de xilano 5 [mg/ml]
Azucares reductores [uM]

TE(ranTnF;O Sln Barrade Xilosa0,2 Barrade Xilosal Barrade

adicion error [mg/ml] error [mg/ml] error

0 0 0 0 0 0 0

5 4411 160,1 583,2 155,1 1.006,5 558,3

10 1.008,1 104,8 1.233,2 164,9 1.394,4 598,6

15 1.658,1 106,3 1.868,4 174,0 1.797,1 469,5

20 2.220,7 133,0 2.296,3 221,0 1.989,6 249,1

25 2.891,5 361,6 2.741,9 291,8 2.356,8 411,7

35 3.805,0 313,0 3.699,9 265,5 2.392,3 489,6

45 4.595,6 122,4 4.358,7 365,0 3.633,1 703,4

Tabla 38: Comparacién curvas de progreso de azlcares reductores para xilano 7,5 [mg/ml] con y sin adicién de
xilosa.

Concentracion de xilano 7,5 [mg/ml]
Azucares reductores [uM]

T'e”.”p° Sm Barrade Xilosa0,2 Barrade Xilosal Barrade
[min] adicion error [mg/ml] error [mg/ml] error
de xilosa

0 0 0 0 0 0 0
5 455,9 119,2 836,4 240,2 562,3 139,4
10 1.347,2 107,7 1.319,1 188,7 1.036,1 310,1
15 2.063,8 183,1 1.822,5 129,3 2.173,2 145,0
20 2.466,5 285,8 2.522,8 399,3 2.700,3 280,4
25 3.044,0 189,0 3.069,1 311,1 3.342,9 271,2
35 4.200,3 376,9 4.031,5 2919 3.772,3 402,0
45 5.023,5 433,0 4.848,8 187,3 5.164,0 261,7
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8.11. Resultados: parametros de equilibrio de adsorcion

Para estimar de los parametros de equilibrio de adsorcion se construyo la isoterma de
Langmuir para distintos tiempos de incubacion. La ecuacion que representa la isoterma
se presenta a continuacion. Los términos de la ecuacion 24 se presentan en el Capitulo
3.

Coo 1 1 N 1 (24)
Eendo,s -Qmax'Keq Eendo,l -Qmax

8.11.1. Primera toma de muestras: 1:15 [h] de reaccion

Los datos experimentales y simulados de la isoterma de Langmuir a las 1:15 [h] de
reaccion, se presentan en la Tabla 39 y Tabla 40.

Tabla 39: Datos experimentales isoterma de Langmuir: 1:15 [h] de reaccion.

Datos experimentales

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo, [1/uM]

57.580 52.125 54.155 3,638 5,432 4,545
28.634 28.534 30.056 1,851 1,872 1,605
20.652 18.913 20.756 0,992 1,272 0,980
17.080 13.995 15.895 0,608 1,000 0,701

Tabla 40: Datos modelados isoterma de Langmuir: 1:15 [h] de reaccién.

Datos modelados

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo, [1/uM]
55.122 4,538
27.183 1,776
20.154 1,081
17.001 0,769

Mediante el ajuste de parametros implementado, se determiné la estructura de la
isoterma de Langmuir. La ecuacion 25 representa el proceso de adsorcion a las 1:15 [h]
de reaccion se muestra enseguida:

S,0

=10.115-

Eendo,s endo,l

+9.218 (25)
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Ademas, la Figura 34 presenta el grafico asociado a los datos.
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Figura 34: Isoterma de Langmuir: 1:15 [h] de reaccion.

8.11.2. Segunda toma de muestras: 3:45 [h] de reaccion

Los datos experimentales y simulados de la isoterma de Langmuir a las 3:45 [h] de
reaccion, se presentan en la Tabla 41 y Tabla 42.

Tabla 41: Datos experimentales isoterma de Langmuir: 3:45 [h] de reaccion.

Datos experimentales

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo, [1/uM]

56.462 55.078 54.214 3,880 4,247 4,524
31.573 29.737 29.592 1,423 1,653 1,676
20.766 19.515 20.298 0,979 1,153 1,035
15.723 15.650 15.188 0,718 0,726 0,781

Tabla 42: Datos modelados isoterma de Langmuir: 3:45 [h] de reaccién.

Datos modelados

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo, [1/uM]
56.028 4,217
26.815 1,584
20.953 1,055
17.471 0,742
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Mediante el ajuste de parametros implementado, se determiné la estructura de la
isoterma de Langmuir. La ecuaciéon 26 representa el proceso de adsorcion a las 3:45 [h]
de reaccidn se muestra enseguida:

C
2 =11.094-

Eendo,s endo,l

+9.245 (26)

Ademas, la Figura 35 presenta el grafico asociado a los datos.
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Figura 35: Isoterma de Langmuir: 3:45 [h] de reaccion.
8.11.3. Tercera toma de muestras: 6 [h] de reaccion

Los datos experimentales y simulados de la isoterma de Langmuir a las 6 [h] de reaccién,
se presentan en la Tabla 43 y Tabla 44. El grafico asociado a los datos se presenta en la
Seccion 4.4.

Tabla 43 Datos experimentales isoterma de Langmuir: 6 [h] de reaccion.

Datos experimentales

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo,[1/uM]
56.166 54.935 56.220 3,952 4,290 3,938
29.567 28.787 29.614 1,680 1,819 1,672
21.020 20.198 20.918 0,952 1,048 0,962
16.252 15.651 15.783 0,668 0,726 0,712
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Tabla 44:Datos modelados isoterma de Langmuir: 6 [h] de reaccion.

Datos modelados

Cs,o/Eendo,s [UM sustrato/uM enzima] 1/Eendo |[1/uM]
55.999 4,060
28.739 1,724
20.147 0,987
16.818 0,702

Mediante el ajuste de parametros implementado, se determiné la estructura de la

isoterma de Langmuir. La ecuacion 27 representa el proceso de adsorcion a las 6 [h] de
reaccion:

S,0

= 11.668 -

Eendo,s endo,l

+8.628 (27)
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8.12. Resultados curva de progreso de la concentracion de
azucares reductores

La Tabla 45 presenta las absorbancias a 550 [nm] obtenidas para la curva de progreso
de la concentracién de azucares reductores, realizada en duplicado, utilizando Cellic
HTec2 1 [ug/ml] y xilano de haya 7,5 [mg/ml].

Tabla 45: Absorbancias registradas a 550 [nm] para curva de progreso de la hidrélisis enzimatica.

TEanTnp]o Tipo Abs 550 nm ProArr?jdio Abs corregida

10 Muestra 0,517 0,531 - 0,406 0,420
Blanco 0,111 0,111 0,111 - -

20 Muestra 0,920 0,849 - 0,827 0,756
Blanco 0,095 0,091 0,093 - -

30 Muestra 1,166 1,173 - 1,049 1,056
Blanco 0,117 0,117 0,117 - -

45 Muestra 1,477 1,454 - 1,373 1,350
Blanco 0,103 0,106 0,105 - -

60 Muestra 1,723 1,702 - 1,593 1,572
Blanco 0,126 0,135 0,131 - -

75 Muestra 1,889 1,870 - 1,775 1,756
Blanco 0,118 0,111 0,115 - -

90 Muestra 2,061 1,995 - 1,922 1,856
Blanco 0,140 0,138 0,139 - -

120 Muestra 2,111 2,030 - 1,979 1,898
Blanco 0,137 0,128 0,133 - -

150 Muestra 2,127 2,061 - 1,988 1,922
Blanco 0,141 0,137 0,139 - -

180 Muestra 1,861 2,037 - 1,711 1,887
Blanco 0,149 0,152 0,151 - -

94



En base a los datos de absorbancias registrados y las ecuaciones entregadas en la
Seccion 8.3.4, se calculd la concentracion de azlcares reductores generados en
reaccion. Estos resultados se ensefian mediante la Tabla 46.

Tabla 46: Concentracion de azUcares reductores generados durante la curva de progreso de la hidrélisis enzimatica.

Tiempo [min] AR [mg/ml] AR [uM]

0 0 0 0 0
10 0,281 0,290 1.871,3 1.933,5
20 0,562 0,514 3.741,3 3.425,9
30 0,710 0,714 4.727,4 4.758,5
45 0,925 0,910 6.164,3 6.062,1
60 1,072 1,058 7.141,5 7.048,2
75 1,194 1,181 7.949,9 7.865,5
90 1,292 1,248 8.605,1 8.311,9
120 1,330 1,276 8.856,0 8.496,2
150 1,336 1,292 8.898,2 8.605,1
180 1,151 1,268 7.665,6 8.447,4
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8.13. Resultados: cuantificacion de xilosa y xilobiosa por
HPLC

8.13.1. Curva de calibracion xilosa

La Tabla 47 presenta las areas bajo la curva obtenidas para la construccion de la curva
de calibracion de xilosa para la cuantificacion por HPLC. Ademas, se ensefia la
desviacién estandar (o) y el coeficiente de variabilidad (CV%) de cada set de datos. Por
otra parte, la curva de calibracién construida se presenta en la Figura 36.

Tabla 47: Datos curva de calibracién de xilosa para cuantificacion por HPLC.

Xilosa [mg/ml] Area Promedio (o) CV%
0,0125 9.265 60,357 0,651
0,2500 194.987 3.097,128 1,588

0,500 392.282 626,497 0,160
1,000 762.787 1.886,492 0,247
1.000.000
800.000
]
600.000
o
<
400.000 . o y = 767750x
- R?=0,9997
200.000 .
0 o
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25

Concentracion de xilosa [mg/ml]

Figura 36: Curva de calibracion de xilosa para cuantificacion por HPLC.
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8.13.2. Curva de calibracion xilobiosa

La Tabla 48 presenta las areas bajo la curva obtenidas para la construccion de la curva
de calibracién de xilobiosa para la cuantificacion por HPLC. Ademds, se ensefia la
desviacién estandar (o) y el coeficiente de variabilidad (CV%) de cada set de datos. Por
otra parte, la curva de calibracion construida se presenta en la Figura 37.

Tabla 48: Datos curva de calibracién de xilobiosa para cuantificacion por HPLC.

Xilobiosa [mg/ml] Area Promedio o CV %
0,0625 19.979 63,640 0,319
0,125 38.572 729,027 1,890

0,25 82.673 493,561 0,597
0,5 164.866 546,594 0,332
180.000
160.000
140.000
120.000
© 100.000
< 80.000
=
40.000
20.000
0
0,00 0,15 0,30 0,45 0,60

Concentracion de xilobiosa [mg/ml]

Figura 37: Curva de calibracion de xilobiosa para cuantificacion por HPLC.
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8.13.3. Cuantificacion de xilosa y xilobiosa

En base a los datos de absorbancias registrados y las ecuaciones entregadas en la
Secciones 8.13.1 y 0, se cuantifico la concentracién xilosa y xilobiosa generados durante
la reaccién de hidrdlisis enziméatica. Estos resultados se ensefian en la Tabla 49 y Tabla
50.

Tabla 49: Resultados cuantificacion de la xilosa producida por la reaccién de hidrélisis enzimatica de xilano.

Tiempo Area Xilosa Xilosa
[minr; promedio o CV% [mg/ml] [uM]
0 - - - 0 0
30 12.905 1.147,1 8,889 0,017 111,965
90 13.634 651,5 4,779 0,018 118,287
120 14.239 440,0 3,090 0,019 123,533
180 14.971 32,3 0,216 0,020 129,889

Tabla 50: Resultados cuantificacion de la xilobiosa producida por la reaccién de hidrélisis enzimética de xilano.

Tiempo Area Xilobiosa Xilobiosa
[minF]’ Promedio 9 CV % [mg/ml] [uM]
0 - - - 0 0
30 67.929 3.474,0 5,114 0,207 731,985
90 178.079 34.449,3 19,345 0,542 1918,918
120 210.180 32.744,5 15,579 0,639 2264,828
180 257.679 12.681,0 4,921 0,784 2776,669
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