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lnttoduc:elOn 

1.- INTRODUCCIÓN. 

Lo reducción de ro conf1dod de aguo disponible en los alimentos hasta el punto de 

crear condiciones ontim1crob1onas es un medio efectivo poro lo pre~.ervoción alimentos. 

Desde un punto de visto histórico. es!o tccnologio ha sido ~mplf".:odo con ó•1to en lo 

preservación de frutos. salch1chos. jonloncs. algunos productos de pon1ficac16n. leche 

condensado y uno largo listo de producfo'> de gran oceptooilidad Uno de lo-:. técnicos 

mas simples de aplicar o !o preservación de los alimentos es lo adición de sacarosa. !o 

cual. dada su olla solubilidad. permite reducir lo actividad acuoso hasta niveles que 

1mp1den el crec:rniento de m1croorgonisrnos y las reacc1ones de deterioro Sin embargo. 

esto tecnica es ac oplicoc16n l1rn1foda fundamentalmente por el orto poder edulcoront~ 

de lo soco•.:.sa Como consecuencio. los produc!os a-:;í conser..-odos. no son consurriidos 

en mayor·.:--~ cont1dad•_-s o los actuales por el etcctc hostigonre Que causa un consumo 

excesivo de sacarosa 

Desarrollos tecnológicos recientes. especi~1comente relacionados con lo 

biotecnología_ han pern-11!1do disponer de nuevos ozUcores. E~iste lo o\fernoT1vo de 

producir un d1socóndo conocido corrio 1somortuloso. erripleondo lo enzima isomo/tuloso 

s1ntaso {IS). producida por diversos ff'l1croorgon1srrios. (Chcethom. 1987; Me Allister. 1990; 

Cheetnom. 1984) 

Lo 1somoJTuloso (conociao ton,D•Cn como µo:ot1noso o ldoso) es uno 6-o-u.-D­

glucopircr.osll-D-fructofuronoso {Collins. 1987; Cheetham. 1987). que se encuentra en 

pequeñas ca<itidodes en lo miel. presenta un comporrorniento f1s1coquirnjco mu·,- s1~11or al 

de lo soccroso. con ron solo un 30'?; de su poder edulcorante "I 603 de! poder reductor 

de lo glucosa {Cheetham. 1987; !1.l',c Allister. 1990, Cheethc:n•, 1 Q84J Es pcr lo tonto. uno 

opción de interés en lo producc1on de al1rnentos de hun•cdod 1nlernled10 Dentro de 

otros ventajas. destocan. su aplicación yo conocida en ol1rnentos para diabót1cos y 

deportisto!i. por la renra liberación de glucr.iv:l. ~u coráctc.:r no canogón1co: :;u mayor 



Introducción 

res1stenc10 o 10 h1drol1s1s acido 'f '2n:1n1ot1co (1nvertoso) que lo sacarosa; ser un e'celonte 

e-.:cipienre po·o tabletas y !a copoc1dod de ser fermr~ntodo por las bif1dobocterios ·¡ no 

por los cntcrobactcrios. ti<-1c1~~"ndo desfavorable el desarrollo de lo> microorganismos de lo 

pu!refocc;ón Que n\vesirun una tvndonc10 o causar diarrea (Chef'..!'fhom. 1987. Tokozoe. 

1989; Low et al i 988) 

Por otro lodo. fo sacarosa es lo n1otena prima poro la elaboración de lo 

isomoJturoso Hoy en dio. la industrio de lo coño de azúcar se ve seriamente afectado por 

los edulcorantes compctrr1vo-:.. tanto colórícos (jarabes fructosadosJ. como los no cafóncos 

(aspartorno. socanna. ocesulforne K. etc.} así como ros precios internacionales. Ante esto 

situación. es prioritario encontrar vías alternos de valoración de lo sacarosa. poro países 

productores ae o:-Ucor de cono. como es el coso de México. 

Dt::sde el punto de vista del func1onomiento de Jo enzirno. e.xiste igual inferés poro 

estudiar lo espec1frc1dod de ro reacción y explorar con profundidad el comportamiento 

de lo enzima corno glucosdtronsfcraso Estos aspectos son de interés básico y aplicado 

dado el auge de la g!1cobiotecnofogio. y en general. de lo opl1coción de este tipo de 

enzimas en lo sintesis d~ ot1gosocóridos como son los fructoofigosocóridos (neoozúcoresJ. 

Cons1de~ondo ro ante-; expuesto. resulto de interés diseñar un proceso integrado 

Qu~ .ncluya le produccion fermentativo de la isomo1tuloso sintosa. el estudio de sus 

orop1edodcs con el fin de explorar aquellos que pudieron resultar en lo producción de 

cornpues:os de •nteri&s odemós de lo ison')Olfuloso. el diseño de un biocotaltzodor y de un 

reactor enz1mót1co poro lo producción de isomoltulosa y lo separación y cnstalización de 

esTe ozucor. 

2 



Ob/et/Yos 

11.- OBJETIVOS. 

2.1. OllJETIVO GENERAL: 

• Estudiar el cornportom1ento de lo enzima 1soma1tulosa sintaso con el fin de 

explorar lo posibilidad de desarrollar un proceso enz1mófico poro lo síntesis de 

isomaltulosa. 

2.2. OllJETIVOS ESPECÍFICOS: 

• Seleccionar un microorganismo con Jo capacidad de producir lo enz1rno 

isomoltuloso sintoso. 

• Producir lo enzima por fermentación en cultivo sumergido. 

Estudiar las característicos cinéticos y fisicoquímicos de lo enzima. así corno 

algunos características de su especificidad. 

• Explorar el comportamiento de lo enzima como glucosiltransferosa. 

3 



Antcc~dentos 

111.- ANTECEDENTES. 

3.1. La sacarosa como materia prln1a. 

Lo sacarosa, '-''>sin lu9ar o dueto·. el cdu!corantr: dt~• mayor cunsun10 rnund1al. Esre 

1mportontc producTo pro'-'1(.•ne d'-" Jo C(H1o du ot0cor o de ro remolacha y represento uno 

de los n1os irnpcrtanlt:s fuentes col6r1coo;. Por diversos causas. dentro de lo-; que destocan 

lo o;obreproducc1ón 0~1r1cola y lo producción b1otecnol6QiCO de productos alternativos 

como lo son tos ¡orobcs con airo contenido de fructo'i.o (JACF) y nuc·.1os edulcorantes 

s1nter1cos no calóricos. el precio 1ntcrnoc1ono1 de lo socoro!>o ha •dO d1srn1nuyendo 

Otru foclc.ir 1n1portonre o con'>1deror es el cvidr~ntc c-:.toncom1ento que ha sufrido lo 

demando debido o que e)l(iste uno tendencia mundial o d1srr11nu1r el consumo de 

edulcorantes calóricos en favor de lo"> srntéticos no co!0ncos{Jocobsson et al.. 1986) Por 

otro lodo. denlro de los edulcorante-:. colór1co'i. lo sacarosa ho venido p~rdiendo 

mercado ante el avance de lo; ¡orar.Je':. fructosodos. al grado d~ haber alcanzado Cstos 

U1t1mos. uno producción rnund.al de co:;1 8 mdlone'i de toneladas. sustituyendo roto!rnente 

o lo sacarosa en la elol>oroc1ón de bebidos carbonatadas ~n Jos Estado-:. Urndos de 

NorteomE:nco {USDA) 

En relación con ros edulcorantes no colór1cos. cuyo consumo se ha 1ncrementado 

considerablemente en los Ultimas años. podernos afirmar que el aumento en Jo demando 

respor.de o lo necesidad de disminuir el cor-.::.umo de edulcorantes carCmcos. sacarosa 

pr1nc1pa1m.::-n•e. por el uso de• di,::::·tas controladas o bien por crogrornos de prevención. 

como serian el O-o.· i~ cor•cs de:-nla!. d•_. d··,.,er-:.ao; vnferrncdodc<; como la 01obctcs. 

demando en productos farmoco:iulicos (como CJ(C1p1cntc en tob!clos). etc&tera. Lo 

sacarino. era hasta f1no!co:. d*..! 105 sclentos. el edulcorante nios cornUn. producido por 

sintcsis químico a partir de rorucno. con algunas e"cepc1oncs (corno los c1clornotos) ero ro 

ún•co opción no coiórica {Ba•ry. l 987J S1ri embargo. o partir de finales de lo década de 

10S dÜS. CSto fue desplazado COSt IOfOin1cr.fc por el osportorno. Ofro producto de 

desarrollo de lo b1otccno1ogio 
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En lo Tabfo t se· presento u"I rcs.urn•..!n d1) d•v•:·r'.:.oS edulcorante<> -; Su podor 

endwlzonte relativo o lo sacarosa: oi CJnol1:or /CJ fobia s.1· nu(..·dr~ anr•_•c1or que lo 1nflucnc10 

Tabla l. Edulcorantes ollcrnotivos a la sacarosa. 

PRODUCTO ··"f PODER 1 ORIGEN 

1 
EDULCORANTE (") 
ISacatosa=l) i 

Edufcoranfes calórlcos 

~~;~~;7~~~~~f-~•~i;-~~=-~t~~~t~ 
'º'obo• Mo"º'°ºº' ""'°"- ____ O• _ ¡- _ -'.·--·-
Jorobes Maftosodos 170-8~~.L ---~~--- ___ E ___ _ 

Sorb1tol O 6 O 
x;1,ra1 f.--------I~~ - o__,_~== 

Morntol O 5 O 

-~~----·- - g ~----=~i~~~~=-~ 
Neoozucores vanos ± E 

Edulcorantes no coló1Jcos -------
Asportamo IBO ·---¡o~-~ 

Ac::~~=c-K ~~o i o~ E.~ 

T~~~~~:,~{~~~~7,,~·~l--~---~~500~~--t---N-N~F---t 
Esteviós1do 300 N 

G~~;~:~:o ·---o';>50'=oo7----+-~==--0o=N~-:= 
Miracuf1na {oroteinoJ 1.500 N 

Hernondulc1no 1000 N 

N=NafuraJ Q=S1nfcr,co "''º Qu•rn•ca f:o.fnz,maf•co F=fcrmento!1vo o COf'T'b•r"loc•onE.-s ae estos 
Tomado Cle LOoez.Mungvio 199.3 
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Podemos entonces conclurr que por rol'onc!; de índole técn1co-~conóm1co. lo 

indusfrjo de lo c:oño del ozUcor se t-ncucntra seriamente dctcr1oroda. 1nclu'!:.1vo cc.n nésgos 

de quiebro. siendo uno d~ los causas. fo producción de jarabes fructosodoo; a partir de 

maiz en los pe.ses donde el cereal es abundante Otro causa. e.,; df..• ínaore social: ro 

reno..-~ncio en el pr.mer mundo o d•sm1nu1~ 10 1ngesta de colorías. corno consecuencio de 

excesos en lo d1cro qu•_. tian rc~.)crcv:rdo ·-·rt un serio probl•.....'ma de obe::.«:.1od F1nalrncnre. 

otros causas rcsui:on d•-' reccn-1•:.·ndac1onc~ d•_• -::.ok,d e h1g10_.,.-,._:;'" e<.;fÓ plenamente 

comprobado que Jo sacarosa es el inductor de 10 caries dental. o/ scrvrr corno sustrato o 

Jos m1croorgonismos de ro microrroro solr,,.·al. pcira lo formación de la ploco dental. Todo 

esto nos !'.e·.·a o lo urgente rH.:·ces•docJ de encontrar olternotrvas agroindustriofes ooro lo 

reva/oroc1ón de lo sacarosa 

3.2.-la isomolfulosa. 

3.2. 1. Procesos de producción. 

Lo sintesis quin11co de lo 1sornarturosa resulto demasiado difícil y de costo elevado. 

Es oor esto que los desarrollos b1otecnológ1cos cobran importancia en lo producción de 

isomaltuloso de origen rrncrobiano. ya que se puede diseñar un método con posibilidades 

de fóc1/ opvroc1ón o nivel .ndu-:;tnol J.' que nos proporcione un producto de alta pureza. de 

bOJO cos~o y con bu*-]>nos rend+micntos 

En uri pr;nc1p10. s~ aisroron céh_;las de la remolacha proveniente de refinerías. los 

cuales se cr,._.c;an 1r":;,c_i:n1•.):'ift: en un medio con 53 de sacarosa y otros nutrientes; 

ooster1orrncr.te. lo-:; cC-~·-ilas se incubaban con un jorobe de sacarosa 203 hasta lograr su 

conv!;'rsión totr:Jf .,._.n 1sornaitu1osa (Cheethom. 1987) 
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Históricamente. el primer reporte que se tiene de la identificación de ta ·~omoltuloso 

de origen m1cr-:>biono es de Stodolo et al. (1952). y Shorpc et al. (1954). qurencs describen 

que ese compuesto es un subproducto de Jo forrnoc1ón de icucroso (5-0-u-D­

glucopirono">il-D-fructcpironoso) y de•trono con Leucono~toc n-1cscntcro1dc~. !.tn 

embargo. io torrnoc1ór. de ozUcares reductores por esto"> rr11:::::roorgar .. smos y por 

Streptococcus bov1s a partir de socoro<;a fue mencionado con ont~.:r1oricjocJ por Hchrc 

(1951). Mós tofdc. Bodcy & Bournc (1959). notaron que un d1socóndo reductor similor o lo 

isomoltuloso ero producido por S. bov1s Stodola et al ( 1956) y Shorpe et al. { 1960). 

conf1rmoron lo forrnoc1ón de 1somolluloso por enz1n1os der1·..tocios de L. mescntero1des 

Posteriormente. se encontró que uno u-glucos1dosa de 5 1talicus !armaba 1sornoltuloso 

como producto de tronsgrucosiloc1ón (Halvors~"J"n. 1966) En datos n1os recientes. FuJi et al 

( 1983). estudió lo formación de oligosocóridos por 10 acción d~ S plymuth1ca en sacarosa 

y encontraron que lo 1sornoltufoso ero el producto n1oyorifor.o. ocompar)odo de otros 

azucares. 

isomoltuloso s1ntoso y sacarosa corno sustrato. genr..!rondo un 1ntermcd1or10. que seguido 

de uno hidrogenación o!colino con catalizadores N1clr;.e1/Roney permite producir 

Palotinifo& En ambos casos se requiere de uno purificación posterior. seguido de uno 

cristalización. lo cual disminuye de manera importante el rendimiento de 1somoltuloso 

(Cheethom. 1987; lrNin. 1990). 

Igualmente. lo producción de· isomaltuloso se ha rcol1.:odo por fermentación 

utihzondo S. plymuth1co {Me A!hster ~r al .. 1990J. Profarn1noboc rc:r rubrum {Schi......,ck et al.. 

1974 y Tokozoc. 1989) o empicando células 1nmov1llzodos de E_ rhopont1ci (Cheethom et 

al.. 1982 y 1984). Se han encontrado pequeñas contldode'.i de isomoltuloso en 

fermentaciones reohzados en estado sólido (Cheethom. 1987). 
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3.2.2. Coroctcrísticos flslcoquímlcas. 

LO is,:-in1artu 1c:", : ._ . .-, ur ,~J=, :1.· .H1dr;. qur_• -;,.·__. c:r· .. ::.uc•ntro en P•.J"l~Jef\os contidod•-·s en lo 

miel {!º.;J y t:-n ,_,¡ JU'J::: ~t.-· cur'-•=l !C-n._.._ .. n1o•r1. 198-1. 1987. LO...,-?. ::;porns. 1988 y Tol<:ozoc. 

Alcn1an,o. de ot1, ':.u r·,on~~,,._. ff•••CJi d1-:- Palolinoso:E• ¡To«-.-::J.:oc. 1989J. Es conocida fornb1Cn 

corno J¡\C'JCl. d•--"" ·:Jc,i- ·r:Jo e on ··a ... 1on····t.c101,_·r-:-i quin11ca convencional es uno 6-o-u:-D­

g1ucop1rOn:'º :-r:i fr·~C~é~f.;r.-Jr :....-:.o :cr,.·:·::>!t1-:in1 et o; 198:' y Pari< cr 01. 1992) En lo Figura 1 

se present,: •_in e-:.qucn1a con su estructutCJ Qc..,;ri-. .. -:ri. osi corno las de otros azUcores 

OSOCrOdO'i 

Lo isornoit: .... .ioso es un 1sórncro funcional de !a sacarosa {f~c Alhstcr et al.. 1990 y 

Checthon1 198-1}. por ro qur..! pro<..:senta un conoportomrcnto fisicoquimico mu.,.. s1rn1Jar o 

Cstc: posee tan solo un 30?.; dt: su poder edulcorante (Checthon1. 1987 y /\/'ic Allrster et al.. 

1990J: es mucho n1ós r-:-s1sr.,:nh:.· o to h•c1·011s.s ácido qu-:- la :.a..=orosa. en un rango de pH 

normal de un olirn~r,rc {:' 5·6). por !o que al 1ncorpororlo ~n t.i•::.·bidos carbonatadas o 

altm~ . .-ntcs oc1a1f•codos cort ac•do') orgór.1cos o viton1rna C. ta proporc1ór, d•.: ozücor 

1nvert.do que se obt1e:r.e es cons1dt::roblcn1-;::nte m-:::nor y por ro tonto. son mas os~obles que 

OQt-•ellos que cont.cncn sacarosa {Toko;oE.-. 1989). 1gualmentv. es mós resistente e la 

h1Cró1.sis enzimático /1n .1crtaso). Es un az•.Jcar con e! 60% de! poder reductor de lo glucosa. 

por :o tonto port1c1pa en rcocc1ones d0 oscurccin-11enfo en a!imcn~os (Chcethon1. 198.:). 

En la Tablo 11. se presentan las ptopicdod€:s físicos de ro 1somoltu!oso 
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SACAROSA 

2-0-u-D-GLUCOPJRANOSIL-i\-O-FRUCTOFURANOSA 

OH 

HO~~\ 
º"' TREHALULOSA 

1-0-u-D-GLUCOPJRANOSIL·D-FAUCTOFURANOSA 

HO~' 
OH...., 

ISOMALTULOSA 

6-0-a-O·GLUCOPIRANOSIL-O·FAUCTOFURANOSA 

o 
1 ¡=:o, OH 

\-J"L 
OH 

FIGURA l. Estructures qulmleos de la socoroso. trehofuloso e lsomcltuloso. 
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Tabla 11. Propiedades físicos de la lsomoltufosa. 

Peso molcculor fn-1onohidratado) 360 g/mol 
J---------,,-,_,-n-t_o_Cl_e_t_u_s_•ó~n--·------- >------·---Jlá-a_l_2-.2-ºC----------

~-----n;;nsidod ob~Oluta ---,-::is g;ml _______ _ 

~---~,-~~,--~~~-----~ 
Solub•ltelad 70 g / 1 OOmL o 3-0'"'C 

>------------~~------·-------- ------------~-------------f 
T:po C1•'.! fluido Ne ....... ronrano 

Viscos.1dOd de uno soluc1on Ligeramente menor Que LJno de :;ocoroso o 

lo misma concentroc1ón 

Cnstolcs de lo 's.omo!tuloso rnonoh•dra1odo Blancos y rór'T1bícos 

la estructuro cristolrna de lo 1:s.omoltvloso estó dcterm1noda por un enlace 

íntramoleculor entre tos ótomos de carbono 2 y "2" y varios puentes de hidrógeno 

1ntermolecvlores. Los cspecttos de rcsonanc¡a rnognt)t1ca nuclear. demu~stron que e){"iste 

uno re1oc1on / ·4 de: isómeros rs.. fl a 34 ºC. Jo que es rnuy srm!lor o los valores rcponodos 

poro la tr-uctosa (Cneethom. J Q87J 

La isomol1uloso f1cnc un perfil de dulzuro, muy s1rndar o! de 10 socarosa su dulzor 

íniciol se percibe mas rópido oue el de !a sacarosa. hasta llegar o una gran 1ntcnsiOod y 

un dulzor final mos débil. Ademó"!.. no se ha reportado que cambie con la temperoturo. 

Se sooe que cuando ::;e ut1!1zo en alimentos como du!ccs y chocolate-:.. no se percibe 

diferencio con lo sacarosa en el perfil de du!zor fTo,..oLoe 1989). Tiene ap!icoción 

potenc101 en olimontos de humedad intern1ed•O al igual que- la socoroso pero sin llegar o 

uno saturación por dulzor. Esto bOJO intensidad en su dulzor. pcrmifc que el sabor original 

de un alimento so vea n"'lcnos enmoscorodo o! emplear isornoltuloso en vez de sacarosa 

{Chee:hom. 1987). 
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A,::ioren•f:>~n,;ontt:- no 0s .::oriooen1ca· ello se debe o que las boctf-.:r1a'i corno 

StreptonHCC'J. n1t.:!ons que forrnon ía placo dt.)nlal { compuc-:.to por oc1doo; y polir .. 1t:!rc-:. d': 

¡J.gluconos) no ur.11:0" 10 .sornoftulosa o lo hac~~n en muy bo¡os cantrdad-:-S. pr.;;r io que 

producen can~rdode'í nulas o niin1nios de 1octato o port1r dt~ 1sorn0Huloso ... ·~demó!;. inhrbe 

/o síntesis de po1.gtucono 1nso1uble o partir de sacarosa porque funciona con10 un aceptar 

de glucosilos {Toi<:o:.ot:o:. 1989 y Chccthom et al .. 1982j 

Es metoboli::o:::'!o -=-n formo n~uy similar o 10 sacarosa {Cheetham. 1987}. Se sabe 

que es hidrol1:ada o glucosa y fructoso por lo acción de/ complejo sacoroso·isomortoso 

(que también h1drolizo maltosa) que se encuentra en el intestino delgado (Tokozoe. 1989). 

Posee el mismo valor calórico que lo sacarosa. pero o diferencio d~ ésto. lo velocidad de 

/1berocron de !"r'.onosocórrdos ar torrc-nle sanguineo es mt.:nor: ésto provoco Que los 

carrib1os d•: glucosa en sangr~ y el requ~r1,-.11cnto de 1nsul1no sea rnenor Que al 

rnerobolrzar otros ozú-::ores simples Ademó-:; su absorción es rnas lenta que lo de 

sacarosa. pcr lo que cabria !o posibilidad de aplicar e! uso de lo 1sornartu/osa en alimentos 

y bebidos para d:abét1cos y deportistas {Cheethom. 1987 y Ta\.:::ozoe. J 989}. 

lo moyor.-a de los boctenas enténcas pueden metabol1zor muchos azucares. la 

isomaltr_:loso L:n1camente pued~ ser ut1l1Zado por las bifidobactetios. por lo que favorece 

su crecrm1ento y disminuye e/ desarrollo de microorganismos con tendencia a causar 

aicrrec Por ~sto rozón. se ha probado en a1;rr1-s>ntos. bebidas. bebrdos tern1entodas y 

fórrr>.il.:J'.: de rr.ed•canienros. especialr-nenle en aquerlos que contienen productos lácteos. 

rnonrer.1ér.aosc -el oer~tl a--~ dul;;-::;r ·y sabor 4dernós. es un excelente excipiente en 

tabletas (Cheerhom. 1 Q87J. 

Otros estuaios han demos!rado que fo isomo/lulosa no produce efectos de 

mutag"=n1c1daa o to ... 1c1dod aguda o crónico (Tokozoe. 1989). 

Lo funci6n que lo 1somoltu/oso tiene en algunos bacterias como Erwinia. rhopontic1 

y su función odaptotrva es aún incierto. De cualquier modo. esto broconversión podria ser 

un rnétodo poro :.ecuo:..·~~rar •rre-... ers1bJ-,:.'""fl.entc la fuente de carbono '{ energía poro 

hacerla menos acc~o::101e torito poro la planto que porosita como poro otros orgcnismos 
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que pueden rcpr~scntor compclcncio por lo sacarosa poro E. rhopontici (Chccthom el 

al.. 1982). Adcmós. se n,onticnc un balance en el metobollSmo ya que provee una 

reservo de cncrgia o partrr de 1son1olfutoso o treholuloso {reservas metabólicos 

eñdógcnos) ontcs de emplear ro sacarosa olrnocenodo o bien. cuando hoy ausencia de 

nitrógeno u otros nutrientes {Chccfhom. 1984}. 

3.3.· La enzima lsomoltulosa slntosa. 

En lo Ultimo década. las enzimas han odqu1r1do gran importancia en lo industrio de 

los carbohidrotos. al encontrar 1nf1rndad de apl1caciones en lo producción de azúcares y 

endulzantes. lndudab:cm".:'nte. er avance mas s1gn1f1cotrvo ha sido lo producción de 

jorobes de maíz de alto fructoso empleando uno enzima inmovilizado. Ja gtucoso­

isomeroso Además. e.<rsten muchos otros eiemplos de aplicación de enzimas o nivel 

industrial: tal es et caso de lo producció'1 de ¡orabcs n1olfosodos. asportomc y 

ciclodextrinos (Cheelham. 198-::-¡ Gracias o los grandes dcsarro!lo'ii biotecr_"lológicos 

recientes. existe lo olfernof1va de producir el d1sacorido •somol~uloso. empleando 10 

enzima isomolluloso 5intosa {Me Afllstcr et o! 1990 y Cheethor-n 1984)_ 

3.3.1. Coracterístfcas generales. 

La enzima responsable de la b1oconversión de sacarosa en 1sornalturoso se localizo 

en el espacio penplásmico de algunas boctenos como E. rhapontic1 fChecthom, 1984 y 

1985) o introcelurormente como en el coso de S. plymuth1ca y Protaminobacter rubrum 

(Cheethom. 1987}. Es considerado corno uno u·glucos1ltronsferasa que no requiere de 

cofactores o iones en el mecanismo de acción; tampoco se ha obser.tado que requiera 

de intermedionos de alto energía como UDP-g!ucoso o pol1sacár1dos (Cheetham. J 984. 

1987; Pork: et al.. 1992 y Tokazoe. 1989). 
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!.o en.:-1mo tormo simultóneomente 1somaltulcso y trer1oluiosr__J ( l -0-•1-D­

gluc...001ronoo¡¡1l-u-D-frucrop1ron6sido) Lo trehcluloso #-~S un di·,ocór1do no ca'.ogE:~1co 'f 

poco dulce. cuyo so!vb1hdad es mayor que !o 1son-101tulosa 'f C"> pc.Hc1olrn•:nte h1drol11odo 

en el intestino de!godo. por lo que pur")dC utihzor-:.e con-10 CJLU:::ar bo¡o o-.:n calorias. ios 

rendimientos. que 'iiC obtienen son mucho menores que los de- 10 1-:,orno!tulo".>O. Lo 

estructuro químico de la trcho!uloso. se presento en lo Figura 1 (Chee!horn, 1985 y 87). 

La isorno!ru!osa s1ntoso no es una cr.z1rno común. yo Que 1a rcocc1or1 que :1e.,,.o o 

cabo semeja rnos una c0Tól1s1s quim1co que una biocotóhs•<> La enzima produce 

simultáneamente :-:.orriol!uioso {el producto cinótico) y tret"lalulosa (el producto 

terrr.odinórriico). rned1ont':f lo nidról1s1s de 10 socaro~o. seglJido de lo reacción de la 

glucosa con los carc-cnos ó ,; ! de 10 frucfofuronosa Lo eJl'.pl1cac1ón o este fenómeno. se 

explica en ~t..·rn;1nos de un rnecan1-:,n10 de reacción cicl1co Que llevo o cabo E rhopontici. 

en dondt::· después ele un p~riodo prolongado O•.: 1ncuboc1ón. lo concentración de 

isomolfuioso disminuye debido a que la enzima lo convierte en treholuloso. por lo Que se 

pueden alcanzar relocion-s·s de l 15.1 (Cheethom. 1984. 1985 y 1987). 

Lo enz;mo se roa der.om1nado ~somanu!osa s1ntaso y se ho prooue'.>to 1nc!uir!a dentro 

de diferentes gruoos para su cras1flcación: pnmeromente. el grupo E.C. 5 4 99.- que 

comprende 1somerasos que llevan o cabo transferencias intromoleculores de grupos 

diferentes o oc.los. orn1nos o fosforoics er. cuyo coso. se<o el onrner eiemplo de uno 

rriutosa sot::re ozúc8res Aito::.-rna:1·~·on1en~~ ooc!r;o ser !o or•:tH.:"r gk .. cosiltronsferoso !E C 

2.4. l .--J que poseo un meconismo 1n1crmc:eculcr real '.f/O especif1corncnte una E.C. 

2.4. 1. 18 yo que se osE:>n-ieja o los enzimas que rom1ficon la omdopectino [Cheethom. 1984 

y 1987). 

Es una enzirr.a 1nducible en condiciones aeróbicos en medios con sacarosa 

(Tok:ozoe. 1989). Tiene uno alta oct1v1dod en ambiente::; con bOJO Aw. !o que permite 

emplearla e.xitosomente en procesos o gran escala {Cheethom_ 1984). 
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3.3.2. Microorganismos productores de lsomollulosa. 

De ocu_·rdo con ,.,,•.c Al!i-:.~cr et of 1990. e•is?en dos tipos de m1croorgonísmos 

productores de 1son ... 011u1oc..a 

1. Los que producen 1scrno:tuloso corno subproducto en lo forrnoc1ór- de de,.. trono. por 

ejemplo: ro dc:o;tronsocoroso di'? L rnesentero1dcs, y; 

2. Aquellos que producen 1son101tu!oso como producto moyontorio o partir de sacarosa. 

En lo Tablo IV se prescnlo uno listo de m1croorganrsmos productores de zsomo1tu1oso 

sintaso. asi como los proporciones de rsornoltuloso y trcholulosa que '.\1ntet1z:an 

Cheerr.on1 ¡ l º87), rcr:-;.orto que tonto S pl-,,rnufh,~o corno Protorrnnobocter rubrurn 

poseen oc11....-;dodcs 1n1c•a1(.:S mee.. ele·.·odos que E rhoponr1cr; osi m1srr10, un estudio de 

estab1l1dod ba¡o diferentes cor.d1c1oncs en el almacenorn1cnto de dichos 

microorganismos. reflCJO que S plyrnufh1Co poo;e .. ~ un mayor tienopo de vida medio que 

Sin embargo. Checthorn $Clcccior.ó o E 

rhoponrici como cepo producToro debido o que prcscnTo uno mayor esTob1hdod 

operacional al emplear células 1nmov1ilzodos en 0Ja1noto 

Por otro lodo. se sobe que E. rhopont1c1 es uno bocter10 que cou'.\a podredumbre 

en el ruibarbo (Cneethom et o! 1 98::?); que S. plymurh1co e~ patógeno. incluso poro el 

humano (Bergey. 1988) y que Proton1mobocf~H rubrurn no e:> patógeno {ln.-.·1n. 1990). 

Como se puede apreciar en ro Tabla 111. olgur1os cepos al ser inmovil1:odos no 

producen isomoltuloso cor1 rend1rn1enros suf1c1cntes (Protom1nobocter rubrun1} o bien son 

potenciolmer.te inseguros poro utt!11orse o gran escoro (S plymuth1ca) Aunque S 

plymuthico y Protominobocter rubrum posean vcloc1dodc::. altos de producción de 

1somoltuloso. algunos cepos de E. rhapont1c1 parecen ser mas estables cuando los células 

se emplean en formo continuo e inmovilizado [Cheethom et al.. 1985). 
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Tablo 111. Características operacionales de células lnmovJJJzadas en alglnatos para 
diferentes microorganismos•. 

Microorganismo Actividad inicial Estobllldad % Conversión 
fg/q pe-;;o hUrnedo/hr) (Vida nicdio en hr~) 1 

( 1 J % lsomaltulosa obtenida a partir de uno sorucrón de sacarosa :?5':'0 p/p (Cheetr.om. 
1984).'"Ton1ado de Checthom. et. al .. 1985 

Tablo IV. Microorganismos productores de Jsomoltulosa. 

Microorcianlsmo / lsomaltuloso l Treholuloso Referencia 

_§_ rhc:_QQ'2!_i~1 NCPPf}_l_.5?~_! ___ 85~----+··- SP Chéetham 1982. 1 984. ! 987. 
E. rhcoor.:1c1 ATCC :··~::'8.: t PP -~--·- .~S~P __ _,_~Cheetham et 01 1985 

E cc:rc!.._ ... ._,,,~;-·-·--·---+...----==:::~--==- ~--·-- SP Cheetharn et 01 1985 

s otyrnulh1co ,..-...-:-ce r 5-;i:::-g 87<>; SP Me Ali1ster et al.. 1990. Fup et 
al.. 1983 v Cheethom. 1 984 

P. rubrum. NCIB287B. 853 

S. morcescens NC!B 8285 p 

L. rnesenter· ...... ,de-:. f"JPPL 8- SP 
51'.:'F 5,,.. bov1s ATCC 33317 <1% 

$. bo•·rs p 

S. itoficus p 

Klebsieffo sp. Aislado de 86% 
monoo 

Klebsieffo olonticolo MX-10 50% 
Ps. mesooc1doph1/o MX-45 9% 

Anrobocteriurn rad1obocter SP 

153 

NR 
NR 

NR 
NR 

NR 

SP 

503 
913 
PP 

Cheetham. 1984 y Takazoe. 
1989. 

Chee!hom €'!al 1985 
Me .A.lhs ter ef al.. l 990 y 

Bourne et al . 1 961 
Bourne et al.. 1961 
Cheethom. 1984 y 

Bo1!ev & Bourne. 1959 
Chectham. 1 984 y Holvorsen. 

1966 
Tali:.ozoe. T 989 

Noaoi. 1994 
Noooi. 1994 
Nooai. 1994 

P=Produce. PP-Proaucto pnnc1001. SP-Prociuce como subproducto NR=No se repOl'ta sr produce o no 
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Anlec:~dentes 

rn el coso de la enzima de E. rhopontic1 se sobe que es especifico tanto poro el 

sustrato como paro el oceptor. llevando o cabo un mecanismo infron1olcculor que 

únicamente utilizo glucosa y ftuctoso proveniente do sacarosa. Se- reporto que lo enzímo 

de Protominobacler rubrun1. no es cspt:!CÍfico y que puede transferir gluco'ia proveniente 

de lo sacarosa a lo orobinoso o lo xiloso {Chcolhom. 1984 y 87). 

Lo ison1o!fulcsa sln~a-;o eo; cs~-·nciolrncnte úevcrsiblc (-< O 03M de sacarosa 

remanente. partiendo de 1 .6.-....'.}. indicando uno .\G de -1 1 .8 KJ/mot. comparada con una 

.\G de ·28 KJ/rnol poro la tiidrólisis de sacarosa Los cn.zin1os que catollzon reacciones 

cornpletomt:nte Jrrc .. .1crs1blcs. corno to rncyorio de Jos enzimas con un papel regulador en 

et metobol1srno se caracten:an por su valor rc!ativorncntc grande d~ \G. Asi. el OOjO 

votar de ~\G co¡cutodo paro to 1son1o:tu!oso s1ntosa (oproxirnodcrncnte -12 KJ/mol) y el 

hecho de que los energías de hidról1<;.!S de lo sacarosa y de lo 1son1olluloso son pcqucf~os.. ( 

ya que los rcndin1:cntos no voríon con !o tcn1pcrolura 4-65ºC}. solo puede atribuirse o que 

lo .son10Jtulcso tic-ne una n)<Jyor enfropio de h1drólisrs que lo sacarosa. Entonces. después 

de !argos pc.•riodos de f1crnpo ro en:irro reprocesa tentomcntc lo 1son1oltuloso y uno porte 

lo convierte e:--: trcholulosct (Chectharn. 1984}. 

Una corocterísticu sorprcndcnrc es que lo formación de ambos disocóridos a partir 

de sacarosa ~e do do:· forrro <;.1rnu1iáreo y no consccut1vo LO formación s1multónca es 

una prop;.,_.dad 1nlrins'0co d•:· lo ~:::-nz1rno. yo que lo relación de 1somottu!osa y treholu!oso 

prooucidos t·s constante desde el pr1nc1p10 de !a reacción y bo¡o diferentes condiciones. 

rn10ntros que lo rE:."occiór. consccul1vo estaría indicado por uno relación de 

concentroc1on·.:!S diferente., o :o largo de lo reacción {Checthan1. 198-1}. 

En !a Tabla V se conc.-...-r.fran tas principales característicos paro lo isomoltuloso 

sintoso de ddcrcn!cs n11cr0orgonisrnos reportados en lo literatura. 
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Anloccd~nlos 

Tabla V. Resumen de las caroclcrísticos generales de las lsomottulosa sTntoso de Jos 
principales microorganismos productores de lsomaltulosa . 

._~-:.M:;;.:lc~•~o~o~•...::D•C~n~Js~m:.:..=oo..._~~--~-F"o~•~m'-'-a~~e==sl~u~d~l~o~d~a,___~-r--
E. rt1aponr1c1 ( 1; L.•:·lu!a<. 1nrno .. ·1l·:ocJa<. '.!n ~:n1 PO'·"."l sac':Ho-;.c- 2HO rnt.1 

Coroclerístlcos 

cis_¡.nofc·', .\G "-""º'::c1on=- - 1 1 8 r::J/rnol 

~-----~--------- ----
E:.. rt1opont1c1 (2) 

------ ~---------~-

5. plyrnuth1co {3J 

Proton1rnObCICft.•r rubrun1 
(4 y 5) 

Celulo-:. 1nn10·.-1l1ZCldG~·-z.n 
__ _ ___ _ __ O__!_Q•.:!_q_!qs __ ·- __ 

Enzirno punt1codo 

En71n10 inrnovili:."ado en 
. olginatos 

.\C· n1cHÓl•\1-;. <;Ge~- -28 !r'.: J/rnot 
Ea--= 1 7 ~:J/mor 

H d~ reacción= 14.5 KJ/mol 
- K;;; 6·a--;-a·;ac·o-;-oso~sa·m-M-

---·----- __ Q_p_!i_Z__y _3Q~<;: ____ _ 
Acf e<;pecif1co= 1 .285 U/mg P 

o pH 6 y 30°C 
Punto 1soelCctrico-' 9 

PM= 79.500 Do 
Km paro sacarosa= 65 3 mM 

Vida media o 25ºC en 
---~9ccion~s en lote= 23 dios 

Vida medio a 25ªC en 
reacciones en lote= 73 dóos 

pH óptimo.:. 5.5 
Knr poro sacarosa= 1 40 rntv'\ 

K1 por- producto=- 310 m1'.', 
T óptimo= 25ºC 

Protorninoboc ter rubrum ce1u1os inrTiovilizodos en pH Óptimo= 5.5 

t------~1_3_) _____ ~-·-~~~º-IQJ.•_n~º~'~º-'---- ~-9.!9 -:;ocaroso= 140 mM 
Protominobocterrubrum Células completas pH óptimo= 6.8 

_______ t:!] _________ , _______________ ,,__ JS.!:!l _ _pora sacarosa= 120 m,..,, 
KJebsic!!o =.p. {6) Enzima purificado pH óptimo.::: 6-6.5 

1-~------c-----=---l----c~c-----------
Ps. rnesoacidophrfo {7J En;.'.imo purificado 

T de mayor actividad=- 3SC'C 
Km poro sacarosa= 120 nif\,.'\ 

Vmax= 110 µg de im/(rnl 
______ r~_gSE•mjn) --~--­

pH ópt1rno= 5 . .5 - 6.5 
T óptimo= 20ºC 

Produce principolrnente 
trehalutosa 

Krn paro socoroso:.:: 19.:> ni,V\ 

-------------~-------------~ _,_.E!.~~to= 170 mM 
j 1 ¡ Cn~c1r1arn. 1984, ¡;;(,! Cr.ec.Jr1;:in1, 1982, ¡3) Me AII.;?fJr Ctl OI. 1 S-YQ (4J ToO.oLve. 1989. ¡5} Cht::t:.•!rtOfTl, 1987. j6J 

Parlo: et al. 1992; /7) No3a1 1994 
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Ant~eedt:tntt:ts 

3.3.3. Mecanismos de reacción. 

De ocu'='r.-jo con les ~·-.TuU.os r"-'º :e.E.Jos por Chc:e!horr• ( 1984). lo enzima de E 

rhopont1c1 con. ·•_:rk: sacu-.:isa (rnorc;::1,:_1oJ 1..~n 1son--.o:tuloso cor-, un r1..:nd1m•f.:nfo opro,.1rr.odo 

del 85% Se or,rienc ton1t.J•t:-n trcholutoso {neo1ogr<_,mo oropur.:sto por la onolog•o con 10 

loctosa/loct... ... :c:.u rt..-''>Pt.:OC~o ar cn:oc"-· 1-1 q•...1c presenta es!c d1socór1do) 'I g!ucQsO -., 

frvctoso !·t~HCS en coric".::'rl~ror-.nn.:·o; O O! .. , C,• 1 f..1. re-:.;-.·•-.!'Ct•·.·arr•-:::•nt~· Ne si'.:' ~..-.·por•o fr_,rmcc.on 

débiles. La :SCr."'"'.altutosr:J torr-nodo espec 11comcnlt:..• de sacarosa rr>orcada 

rodiooctivornente. puede t·11d•oirzar-:.c po~ la acción a~ ro isorna.turoso s1ntosa de E 

rhopontici paro dar glucosa y trvcto~o morcados La •sorno!tuloso y trehoruro-.o 

morcados. tomo1én P•..Jedcn purificarse por cromatografía La 1sorno11u1oso no ouf.:d'"".:' ser 

convertida o treha1u1osa en,pleondo !a 1somolfv!osa s1ntasa y/o vice.1crsa y tanTo .a 

isomoltulosa corno lo trehalulosa no pueden ser convertidas a sacaro-:;a 01 1ncuborias con 

esto enzima. La freha!u!oso obtenido. se encuentro prt.•scnte 33% e~ forrno ae 

fructofuronosa y 66% como fructop•ranoso. 

En estudios hechos con en.:1rna impura de E. rnopont1c1 por Cheethorn l l 984). se ho 

encontrado que 1crgos periodos de 1ncubac1ón causen lo concentroc1ón de 1somo1tu1oso 

hasta orconzor un rr.ó)(1rno ·1 luego -:;e ~ronsformo !entomente en trehoru:o'.>a Esto se 

atribuye o lo i-:;omaltu!osa s1ntosa y no o otras enz,mas cor+tarn1nontes. en 1964 se 

estudiaron células oe S píyrnuth1co y Prorom1nobocter ruorvrn con rodioocr.v1dod ·1 

concluyeron que es lo ocf1v1dad glucosiltronsferaso 10 responsable de este hect10 

Se ha pro;-:.ucsto un mecanismo de lronsg1ucosi1aclón 1ntron,0Jecu1or qwc posee ~! 

mismo intermcd•orio poro ambos disocCmdos forn1ados que Unicam~nte utilizo g!ucosa y 

fructosa proven1cn:c de sacarosa lo reacción no es mediado por dos enzimas diferentes 

que se encuentren osoc1odas n1 con una :.010 enzima que poseo dos sitios acf11,. os con 

diferentes especif1c1ooae::. (Yourr;o e: al. 1970). Esto se compruebo al observar que los 

18 



An,t:>ccden,~s 

mor-.::i<>ocarodos .. ~-.OCJo-_•r-o<> rna•cados no-:;.,_~ .ncorpc1ron o n1n9t)n d1~uc-ór1do Oí or.J•c•Onor.-;:. 

<¡.010'> o con socoro·,a y porqvo '0sto-:. rnor10•,ocor:rv>'.. no of.-...:ctor-. ia prociorr:...:Gn d._. ::..".. 

er..:1mo"g!uc'")s,.]. yo -~v•-' ':.1 1CJ gíu-:::osu .. :'>~v-.-H~ro !1br._.. P•:trJr<on f0rn1c:r·.··· a.·,.:icar~_.--:, corno 

tre~101oso. 1'.iornoltoc.·-~J r-.~_1' 0 ::--:.:::i rno:rurc~~J •'o rn<..Jlfc:tr:c.,•,a (Chf~·~Hiorn 19C.~J 

unión entre •o sacarosa y ra ~n;:1ma (Figura 2AJ 

formando un ··cnloc..--· o pue.,tc"' entre t_::;to ·.¡ su posterior n•dró!.<:,;:; (Ct1cethorn. 1987}. 

seguido ..::•-' lo reccc1ón de •rano;ft:.·re.,c1a d·~ lo -:_: ,•:oso a les grupos h1dro,..1ro a-:- los 

carbono> 6 y 1 c.:: !o tructofuror.oso resp•..!Cl1·.-o {Figura 2AJíC.nee!hon-•. l 984 y .~~e AH1ster e~ 

al.. J990} Sorprendentcn1cn~e. ro forncociori de ·sorno!tu~c·,-:J requiere que el residuo de 

fructo'.io rore opro.-.,rnodornentc J 80°. rrn•_>nlros cue Jo lreholu1oso no no:>cesito de uno 

rotación ron grand•:· ,¡ pr,~surPrbl~rrH.:•nlo 5e forn~o antes de que el comp!c;G enzimo­

fructoso puedo rotar 

Otro o!tcrnoti·..to menos pos,ble de mecan1'.>mo. es lo propucs~o que contemplo 

Unicomcnte ro un•Cn de lo en:1rno con lo glucosa. forn-1ondo un complejo enz1mo-gfucoso 

y entcnces és~-s· tec-=cionorio con lo fructc:.so que aucdorio f1bre yo sea en forrr;a de 

prranoso o ae furor.oso La 1son1cr1zac1on de ta furono'.io a P•ronoso con lo suosecuentc 

reoccion a trcho:utoso (Figuro 2BJ no es nou" fact1brc. ',"O qu--~ ro glucos1loc1ón puede 

ocurrir onT-:;os -:1•-· ;o r'=..J•arrorac.ón .¡ se forrnar;on d1sacór1dos con un1on·~s fL Jo cual no se 

observo OUJ:Ó :o fruc•osa se mantiene en su cor.figuración de furanoso deb•do o su 

asociación con orn1noóc1dO'.i ~eocl1vos en el sitio octi•,,o de ro enzima Una reacción vio 

fruclosa df:: coch::.·no ah•crta. ,.-,o es facf1blc. tal como lo demuestro lo R.M.N. yo que Jos 

cont1dccc-; pr.::-:;entt:~ :;on rnuy pequeñas y lo reaccrón no se 1nh1be con )(1JiloJ o manito!. 

los cuele~ pueden forrriar cornplcjos con ro fructoso ocicl1ca (Checthom. 198.iJ. 
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Antccede-ntcs 

3.3.4. Obtención de la enzima. 

Lo enzima de f rt1oponr1c1 que se encuentro en el espacio periplósmíco de fo 

célula. puede e.._:raersc· n1edoonte un choque osmótrco Sin embargo. se oblicnc 

ocompof1oda ae otros eni:1n1os penplósm1cos como lo fosfotosa ócido y pequeños 

<...~ntidodcs de en.:-:1rnos cttoploo;rnót1cos. Otros melados que resultan menos c.w.rto':.os poro 

lo e.:-•rocción d·~ ".)fT'-:.;ituiosa sinloso en E. ·t1opontici son. son1coc1ón. lisis celular. 

trotc11.'"\:F·~.~.- ·.:u~ . .;-"•00 r,;-c.nt,.:..-; , uyrtador de N .. cKlc. la mayor porte de ellos tiene el 

i.--:--:o ~..:. 11~ .• 11P Je afecto,. ne~at1von1cntc 10 oct1v1dod específico {Cheethom. 1984J. 

Conforn1c a ro reportado por Me Allister et al ( 1990) !o isornallufoso s1ntoso de S. 

plyrnufh1co posee oct1v1dod e-:.pecifrco de 1 285 U/mg prot. que es 

cons1dcrablen1ente menor o ro que pr~sento Cheethom ( 1 984) poro un e.w.trocto 

enzimótico crudo obtenido o partir doe un ct1oque osmótico Uno cornporoción de la 

eficiencia en el método d~ cxtraccrón para lo ison1oltuloso sirifoso de E rhaponf1c1 . se 

concent1a en lo Tablo VI 

Tablo VI. Extracción de lo enzima soluble de E. rhaponlici (NCPPB 1578)•. 

Tratamiento de 
las células 
empleadas 

~::::•sd~:,~~/:ss / e~t~~;~:ocde~~~r 
¡ 1,mc,¡ 'n' ·,.,,n".;; lu,..,C>, ,,.,-,,m,r-"n,L 

C•~ll edroc•o! 

Ptoleino en el 1 Actividad 
edrocto celular especifico 

(mg/r•1Lj ¡.,mol on·,frt''"'·"""'9 

º'º''-''"º' 

Número de 
cciolulos viables 
/coion,o\/Dú~o 

nL.m c~1uio11 

Sonocooor --56.~-· 1.12 14.9 1 0.14 N.D. 
0'(:terg-:!nfe~ 1 16 0 023 N.O / N.O 4.6 x !(Y! 

N.O. O' r~o df.:lcrm1nodo •romodo de Chccinorn. l 984 
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Antecadante• 

Empleando lo 1nformoción anterior. se observo que en los extractos íntrocelulorcs 

liberados no se detecto sacarosa o ísomoltuloso. lo cual indica que la ~nz1rno que 

produce ison"lalfuloso no se /ocal1zo introcclularmcnte en el caso de E rhopont1c1 El 

eJ(fracfo soluble obtenido por choque osn1ótico. contiene 10 protcinas según el gel de 

poliocnlomido reah;::ado por Chccthom. 1984. Esto 1mpr1corio uno posible contam1noc1ón 

de dichas proteinas en aquellos cxperimcn!o<; en que se ul1hc.,..:..- c....trac!o crudo Sin 

embargo. tal y como lo c:.:plico el niisrno autor. se tienen e•ndt:?nc•o-:. de que Jo acf1'.-1dod 

1somoltuloso s1ntoso se debe únicamente a lo occrón de ósto enzima ·1 no de alguno otro 

proteína. 

En el caso de ros enzimas de S. plymuthico y Protominoboctcr rubrurn que son 

intracelulares. los células -:.e romp€"n por sonicoc1ón ·1 se obtiene el extracto enz1mót•co 

intracelular. el cual se pur1f1co y/o se 1nmovd1:;:0 para ser estudiado (Pori.: et al.. 1992 y Me. 

AJ11ster et al .. 1990) 

3.3.5. Especificidad de fa enzima. 

La enzima de E. rhopont1ci es específico poro fa sacarosa como sustrato. por lo 

que únicamente ut1r1za glucosa y fructoso proveniente de sacarosa S•.)o ensayó con uno 

variedad de azúcares incluyendo maltosa. lactosa. rofinoso. goractoso. orobrnoso y 

monosa tanto solas como con socoro!;O. sin obtener reacción. Dicha espec•f1c1dad 

absoluto por el sustrato. donador .,- aceptar es sorprendente porque Jo sacarosa es ur.o 

molécula pequef;o y oorqvc Jo isomo:tuloso s1ntasa de otros m1croorgorr1srnos utd1:an 

bastante bien n101tosa. a~obinosa r· giucoso con10 aceptore'.:> (Checihon-•. 1984 ·,- J 037) 

Poro Protorn1nobac ter rubrurn se sobe que lo enzima puede transferir glucosa de Jo 

sacoroo;o a arabinoso o ..:ilosn. S•n embargo. ni Profam1noboctcr rubrum ni E. rhoponfici 

actúan en galacto-sacaroso. epímero en C-4 de ro sacarosa (Cheetham. 1987). 
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Anlec:odcnles 

Lo occ•ó" de lo~ células de:; plyrnuth1co sobre socaro'io en prco;.cnc10 de monoso 

o arobinoso. produce u·D-g!uco<>il-monós1do ó u-D-glucos1'-orobínós1do En el an611s1s de 

cspecif1c1dad respecto al sustrato poro 10 enzima puro de S. plymulhico resultó negativo 

poro todos los di y tnsocór1dos /molto-:.o. moltolr1oso. lactosa. cclob•oso. 1somol1uloso. 

treholoso. turanoso y raf1noso). excepto poro socoroso (Me All1ster et 01 lQ?OJ 
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Materiales y MCtodos 

IV.- MATERIALES Y MÉTODOS. 

4.1. Reacllvos y equipos utilizados. 

4. 1. 1. Reactivos: 

Los rtac,,· ... os .,, nh=f"_j•o~ de cul11vo empleodos en el presente trabajo fueron 

• D1fco LOb 

• J,T B'-"1"-.er 

e Mcr:.=.k de l'.'<C.'l!CO. 5 A de C V 

• S1gn10-Aldr1ch Quír1•CO. S A. de C.V. 

4. 1.2. Equipos: 

Los equipos utit1zodos. se descríben a continuación: 

• Incubadora N•.)w Bruns-.· .. ·c.:: Sc1entihc. Co. lnc. Serie 25. 

• Espectrofotóm~tro Be.=lo:rr.::Jn DU 650 

• Autoclov.::- TOMY Sc1.-::;i Ca LTD SS-325E. 

• pHmctro Corning ~ 25 

• Centrifugo SecJ::rnon .J~i-25 

• Sonicodor Sornprcp 1 50 MSE 

• M1crofugo Bcckmon 1 2 

• Baño de temperatura controlada Polytherm Science/Electronics. lnc. 
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Motcrlolcs y Métodos 

4.2.Técnlcos onolitlcos empleados. 

4.2.1. CuontUJcoclón de lsomalluloso por el método del Ácido 3.S·Dlnltrosallcillco 

(ONS). 

o) Preparación de lo 'loluc1on patrón 

• Oi'lolvcr en aguo dcs!dodo O l g de 1son>o1tuloso ·;aforar o 1 O ml 

b) Técnico· 

• Colocar olicuotas de-;de O. 1 ho5to 4 rnl de lo 'lo1ución patrón en diferentes tubos de 

ensaye. 

• Aforar con aguo destilada o l O rnl 

• Tomar 0.5 ml de codo solución y agregar 0.5 ml de DNS (5c preparo disolviendo 300 gr 

de tartrato de sod10 y potasio. 1 ó gr. de NoOH y 1 O gr. de óc1do 3.5-d1rntrosa1ic1hco en 

agua destilado y pos!eriorrnente ->•~·afora o 1 U {Surnncr. e. Ho,,,..1ctL 1935). 

• Poner o ebullición en un baño durante 5 n11nuto-;. 

• Enfriar en un baño de hielo duronlc 5 minutos 

• Adicionar o cado tubo 5 mL de agua destilada 

• Agitar los tubos 

• Leer o 5AO nm contra un blanco {El blanco 'le preparo de lo mismo manero pero se 

empleo aguo en lugar de n-li..;cstra) 

Lo curva esfóndor se presenta en l".:l Figuro 3. Por otro lodo. poro lo tomo de 

muestra. se procede de lo siguiente formo: 

• Tomar una alícuota de 0.5 mL. 

• Agregar 0.5 ml de DNS 

• Proceder de lo mismo manero que con lo curvo patrón. 
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figuro 3. Curva estándar de lsomolluloso empleando el método de DNS. Se 
graflco fa obsorbonclo a 540 nm v.s. concentración de lsomoftufosa {mg/ml). 

4.2.2. Oetermlnoclón de ocllvldad fsomoltulosa sfntosa por el método ONS. 

Para medir la actividad en~.rnót1co ::;e vt,i.:ó corno sustrato sccarosc. o 

concentración final de JO<;; p/v. fa cantidad de cri:.r·na (yo seo como e,o;tracto 

enzimótico o célulcs cor--.p!e1os) puede ·.rar•or oe O 5 o l U/ml en crr.ortiguodor de 

fosfatos 0.1M pH=6. preincubanao !o me.:cio 5'..J5tro1o-cn.:,rno por S m1nt..,.~cs a vnc 

temperatura de 30"'C. Se tornaron muestras dvronte los pnn1eros 15 n11nutos ae la 

reacción y se de!errn1nó lo cantidad de isomoltu:oso por el me.iodo de Dr-JS. leyendo lo 

obsorbancio a 540 nm una unidad de actividad i.somartulosa slntosa se deririe corno la 

cantídod de enzima que produce un pmo! ae isomol!ulosa/rnin a pH==6 y 30ºC y sacarosa 

10%. la ocUvldod especinca se define como los vnidodes de 1som0Jtvloso sintaso/ mg de 

proteína. 
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4.2.3. Oetermlnoc:lón de proteína total por el método de lowry (Adaptac1ónJ. (Lowr1 

eroL.1951} 

Poro csla dL·lcrn••noc1ón se emp!caron !os s1gu•cnlcs soluciones: 

AJ Na:CO;, ot 2% en NoOri O 1 f\..'\ 

8) CuSO.•SH:O al O 5% 

CJ Tartrato de sodio y potasio o! 13. 

D) Soluciones C + Ben rc1acion 1 1 v/v. 

El Soluciones D + A en relación l :49 v/v preparada el dio del ensayo. 

FJ Reactivo Fohn-C1ocalteu y og•..10 dustilado en relación 1 :2 preparado el dio del ensayo. 

Lo t€-cnico se reor1:-o de acuerdo al s1gu1ente protocolo: 

• "Tomar 1 ml de n1ucstra {d lu,da l 10) 

• Agregar 5 mL de reactivo E. 

• Agitar y dejar en reposo l O minutos 

• Agregar 0.5 nil de reoctn10 Foi1n-C1ocoltcu. 

• Agitar y deJor en reposo 30 minutos. 

• Leer o 590 nm con•ro un b1onco E1 blanco se preparo de lo misma manera pero se 

empleo aguo en lugar de muostro 

Preparar uno cur~a c-:;tóndar con albúmina sérico bovino con concentraciones de 

O o 200 1-1g/ml. El rüs.ulfodo se presento en lo Figuro 4. 

27 



Mole-dales y M~lodos 
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Figuro 4. Curvo eslOndor de proteína empicando olbúmlno sérico bovino como 
estándar. según ef método de Lowry. y obteniendo obsorbancla a 590 nm. 

4.2.4. Identificación de productos por Cromatografía en Copo Fino (CCF). 

Se aplico 1 pl d•..!! cada rnu~·slro c-n una crorr1a~opraca d•.:.· t.po HP~- S1!1ca Gel 60 A. 

200 ~,m grosor ·.~.'at•ncn lnc Jo fo<...-:: rnC•.11' f:nit...ii'c·ada con"-•':.le en L:r:o nleZCIO de 

outonol.etonor·agua (3 5 :::?). la placo se rocró con una soiuc:on alcohól1co de rz-naftol al 

2.5% y se reveló a IOCY'C (JosE:oh eral. 1986) Los Rf's obser..-odo". poro los estóndores de 

socaroso e isomoltu'o~o r~sulforon ser ac O 59 ·,;O 57. r•..:s~ecr1..-ornu~le 

4.2.5. Identificación y cuanfiflcodón de productos por Cromatografía Liquido de 

Alta ResofucJón (HPLC). 

Se rrobo¡ó ca . ., un eau1po de HPLC {'.'Voters]. cornouesfo de un sistema controlador 

(Y',.tofers 600 EJ. un 1nyc-c1or outomótico {Vloters 717 olus) y un detector de indice de 

refracción {V.'Of(.:r-:. 41 OJ 
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Los condiciones de análisis consistieron en: 

• Columna poro corbohidrotos ominada (\.Voters poro HPLC de 4.6 x 250 mm. Silica 

amorfa derivotizodo con am1nopropllrnelils1ltl. 60 A. 4 J.lm.J 

• Fose móvil: mezclo de Acelon11rdo Aguo f80:20J. 

• Flujo de lo fose móvd; 1 .4 niL/n11n 

• Sensibilidad del detector· 16 

• Tiempo de comdo de coda muestro entre 7.5 y 12 minutos 

Los muestras se preparan prev1ament0 diluyendo segUn sea necesario y 

centrifugando o 12.000 rpm/5 rn1nulos El votun1en enyectado de codo muestro fue de 

IOµl. Se obtuvieron curvos patrón aplicando 3. 6. 9. 12 y 15 1-1L de uno solución estándar 

Ce fructoso 0.3%. glucosa 0.3%. sacarosa O 63 e 1Son1altulosa 0.63. Los tiempos de 

retención observados para los diferentes o.:0cores fueron- fructosa 4.3 minutos. glucoso 

4.8 minutos. sacarosa 6 7 minutos. 1-;;on101tulosa 7.2 rr11nutos y treholuloso 8.1 minutos. 

4.3. Procedimiento e.xperlmentol. 

4.3. 1. Producción de lo enzima. 

4.3. 1. 1. Almacena miento de la cepa productora de Jsomaltuloso slntoso. 

Se partió de ro cepo liofilizado de Protominobocter rubrurn NRRL B<'348. lo cual. se 

creció en 3ml de ogar nutritivo o 30ºC/200rprn/13 hrs. Postcnormcnle este pre1nócu10 se 

transfirió a un matraz Erlenmeycr de 125 mL conteniendo 50 mL del n11smo medio. se 

incubó bajo Jos mismos condrcioncs hasta alcanzar uno D O.,....., ....... ""' O 7 Urio vez 

alcanzado este punto. se transflne:ron 2 ml de cultivo o tubos de vidrio que contenían 2 

mL de glicerol 60% (previamente esterrJizodo durante 1.5 minutos/12lºC o uno presión de 

15 lb/in'J. Se almacenan a OºC y se emplean como inócuros paro los fermentaciones 

posteriores. 
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4.3.1.2. Fermentación. 

El mcd•O de cultivo en1prcodo paro el crecimiento de P rubrun'l (Tablo 1). <;e O)U'itó 

a un pH=7 con 6cido orfofosfór1co ddu1do 1: 1 y se esterilizó. Es conveniente seña:or Que 

este medio. se ufd1;:0 ~-..n lo producción de de .. ~ronsacaroso de L. mes-:_.>nfero1de:. (Tsuchiya 

et al .. 1952}. d1f1cre del cn1pieado por Chccthom (198-1) y Me Allisr~~, et ot. (19'/QJ para 10 

producción de 1sornoltu!osCJ <;1ntaso en d;1.1crsas boctcnos. enft(: •..:.~rJas P rubrurri. y fue 

modificado debido o que el rned10 reportado en ro llfcrotura t<_.s rndef1nrdo. St..: cornpone 

únicomen1o de sacarosa. peptona y c.o:tracto de carne, lo QufC:" l'"iacc que no se tengo un 

control en Jos nutrimentos presentes. El medio utilizado en el presente troba1o. es 

totalmente definido. Ja dispon1b1lidod de sus componentes es n""loyor .¡el crec•m;'=."!nto de Jo 

bacteria. osi como lo producción de lo ison101tuloso sin~asa no se '-"H:+ron afectados por 

este parámetro. obteniéndose resultados sot1sfactorios corno !;t.:- mcnc•ono posre•1orrr.entc 

en eJ capitulo 5. 

Tabla VII. Composición del medio de cultivo poro el crecimiento 
de Prolomlnoboclcr rubrum. 

Concentración (g/l) Componente 

20 Sacarosa 

20 Ex?rocto <..;f• levadura 

20 

0.2 MgS0.'"7H.:0 
---------··-----~--o.os CoCb'"2H;0 

0.01 Fe:SO. 
.--------------- ---~~-----~~ o 01 Mnso.-7H:O 

001 r-JoCI ._ ______ ..,._ _ _._,_ .. _.._._ ____ , ____ . ___ _ 
lo ~ocora~u rt::r:.rc:;•:?r.lo "::::J fu~r.!<';' e~.- _:::-c::;•tH:irio c·~ra·-•i:: el ·='t:..':::: . ..-.i . .:.'r.to ·=•_: 10 boc!e~rO 

e •r.dr .. c~-' :a ;:.rcaucc•on d•; 10 f_•nz\•ri.:~ ·~~.,n-1011u:o~Q :;1n!o~o 
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Se preparó un prc1nócu!o. o partir del ghcerol obtenido. inoculando !-O rnL ~_je 

medio en un niotroz Erlenrneyer de 250 n.L. '>C creció o 30''C/200 rpm ho•.!a o1can7or uno 

D.O. entre 3 y 3.5 y entonces se proccd•Ó a inocular un n1atroz FernbaCh d•~ 2.:00 mL 

conteniendo 450 mL de nicd.o. Lo fcrmcntoctón se dio por terminado cuando Sf~ otcon.76 

uno 0.0.~,......,_=5. 

Poro confirmar lo pureza de los cultivos. 01 concluir los fcrmentacionc-s se sembraron 

alícuotas de los mismos en placo y se 1ncuboron por 24 horo-s.. Ob<;;cr·.,,ónOo<.c crec1rrncnto 

de co1on1as blanca<;; Que al micro'iCOp10 dieron tinción de gram negativa y d•plococos de 

tamaño pequeño {Green et al .. 1982 y urakarni et al 198 J) 

4.3.1.3. Obtención de células y extracto enzimático. 

Al término de lo fernicntoción. se centr1lugo el cont .. ~n:do del mo~ro= a iO.COG 

rprn/20 rn1n {utilizando un rotor JA" 1 -~ Bccio nion. Serie 95·U 6657 ., LJ....,O centri'ugo Bccor:n~ar 

MOdel J2·2 l J: se decantó el sobrenadonTe y se lavaron tas células cor: una so•uc•ón oe 

NoCI O 8% (cstórd). Se cerofrrfuga nue .. on•ente (en lo<;; m1sn10<;; cor.d1c1or:c'ij. se decantó el 

sobrenodon!e y e! poql~·~·'e cel:...·!-:lr s•..::• .. CSJSpend•Ó ~n uno so!uc1ón ':1mcrt1guadcro ~~ 

fosfatos O. l f\."' o pH=6 En oiguno<;; cosos 'iC en1preoron los CÉ:!ulos completos poro eri-:.oyor 

la octiv1dad 1sorna:tuioso s1n•a-sa Poc;ter1orrnent'..:>. po•o obtener et e.ottrocto enz1mót.co se 

realizó !o ruptura de tos ce!• ..... as med1cntc son1coción con amplitud de onda del8 micros y 

con 5 pulsos d,~ 5 segur.dos coda uno F1nolrr.ente. se centrifugó lo muesrro o 12.COO 

rpm/10 m¡n poro recuperar el e.-.trocto enzimótico en et sobrenodonte. Este extracto se 

ut1l1zó poro reaitzor ton10 la corocter1zoc1ón de la enzima. corno las reacciones descritas 

mas ade;lonle. 
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4.3.2. Corocte,izoclón de lo enzima 

4.3.2. 1. Perfil de tempe,aluro 

4.3.2.2. Perfil de pH_ 

Para dctcrrn•nor el r:Y:::r~1/ de pH de lo isomattulosa sin el e.-tracto cnz1mótico. 

se trabajó de manero srmdor. en esto ocasión. erripreondc·1guadores de acetatos 

O. 1 M poro valores de o .. • d·~· .:. 5. 6 y de ~o:.; foto-:. O l r.· n'Yo s de pH de 6. 7. 8 Los 

enso·,..os se rcalrzoron a ._,no fernp"=·rart.. . .ra d..:· .JO"C 

4.3.2.3. Estudio de estabilidad o diferentes temp ·s. 

El estudio de c-:.;i::.;o.:,ca-:J de lo r!:orna1!u·o~a s1ntosa H:;i rncubando muestras 

de extracto enz1n1ót.co a la> s1g·._1:entes tF..:n·.perafuras. O. ·!. y SOºC. Se tomaron 

muestras o diferentes toernpcs ·1 !:e do:..•tcrm,nO lo octrvidod en;:l 

4.3.2.4. Determinación de los constantes cinético 

Poro ccr:oct...·r et c0rnoortorr;,._.nfo C•r.ético ·y el valor derómetros del modelo 

que los describo se lie.-::;r,-:,n o cuLo rc:i::c1onc.--:. a dif•..:rcntes e rociones de sustrato. 

emoJ~ondo e ... fr-:Jcto ~.::n.~.r--iat1c..-y .- rn1d1~ndo :a vctocidod ir e Ja reacción Los 

valor-:--; d~ l(rn ·; \.lrr:a. ~e cbruw1c:ron de grof1cor los datos de o o lo representación 

ae Linc....,c-a ... (:r~ei....n·. r t..:J valer dt:.- Ks por medición de lo dad iníciof o altos 
concentrocionc-:; d<:! -:.u-;troto d.._~ lo gráfica l/V vs S 
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4.3.3. Espcclllcidad de lo enzima 

4.3.3. 1. Reacciones de aceptor. 

Se realizaron pru•::'t.H'"JS •:·~npi•_•r)r·, ~Jo 'r1...",· to~a glucosa y rno!foso corno ::icc-ptor~·o;. 

uno relación socarc~a n;or.oe,acü11d~ 1 :' Turnt:.1en SF.: !le...,oron o cabo c)l"pcr1mcr.tos con 

odícíonalmente la ·.·•~loc·d·~,-J ,,-,e-al d .. ~' ~~.: ff':.'Oc-:c·on o .:-oncenlro-::10nt.:!'> d~ S 1 O :?O. 30 ·,¡ 

40% y se repitió una c·r'·..:~,c.:::. t:...•rnr,...·<'"..:a~,d 1::. 9 6 l.'/ml de e.1.:troclo en:in1Ct1cc TO<>-; de 

sacarosa y etar:;:,1 20s;; 

Las cond1c1onc:. d~ tr~bo;o fueron 30"'C. eniplcando ornon1guodor de fosfatos 

0.1 M. pH=6. Lo reacción H.~ s1gu1ó durar.re var•os .-.o~as. ~ornonU:;i muestro o d·t .. ;rentes 

tiempos: o d1cnos rnuc·srras s~..: !es n••d•Ó io cont:dad de •sornalturoso crod'-'C•co por Dr-~s ,, 

se identificaron los productos de r•.:;oacc1ón ernp; • ..:,·-:Jr•d.:> Cron10!0".o1ro~;a Liq_·aa c .. :!" A!:o 

Resolución (HPLC). 

4.3.3.2. Reacciones con diferentes sustratos. 

oligosocóridos cuyc con-:pc::; . .:,é)r. !'.•.::> ..-.~._¡e-;~ro •..::r-- io Tablo VIII :.e-:. c-:-rG cicr""-'s ae er,so·~·o 

fueron; 30""C. eriple:::nao arnc:!1guccor d.:.- to-;.tc•c,!. O l t.1. pH"'"!> .¡ .: 3 U/mi.. ae eA1rocro 

enziniófico La reoc:::1ón ::.e :;1gu10 durante- vo•·as ncra::. ~orrandc rnuesfro o diferentes 

tiempos; o d1c~1as n•t-~srrus ~~ 'es :-r;,r.J,c; .a ·-::ar.f.<'::!GC:: e:•..: •O.crr101~uicsa prodvc;aa por Dr-.~s y 

se 1dentificoror, :os proC·-·c~os d~ rec..::ciór-1 e"l"-:t:>~:-arido C•or-natcg·ofio Liquido de .Alto 

Resolución (HPLC). 
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Tablo VIII. Composición de lo mezclo de oligosocáridos. 
empicado en reacciones de especificidad de lo 

isornoltulosa sintoso. 

r===~~~~~?:~~~~f~l~~- i-· ·--~º-~-c~.~!~~i~~~.T~~~·~} ~ ,, ,, 
f-r_'-;-'._: ~-0".5J - :, '-,J j 
So_cnr-.~~l ? .:··.- f 

.: ],' 

__ ._l._:_•.:_•.:-"·~-C'.5. . .':J }- .j/~,Í~-~ - 1 
_________ r'"_~.'._~_,_'.:,.,_~'..:!... ; .:~~, :' ;¡ 

'----"'~'-~'-~""~"-~-'-'fo .. º s'-~-1~ • ..c.' '"l~'-iº'-~,'-~~"---_-_:__t _______ -~~-- --~~
1 

,;;; ___ , __ - ___ 1 

4.3.3.3. Reacciones en presenclo de teftobororo de sodio. 

Pero este cnsovo se -=:rr.,c••-·c ~·-··~oborctu d•_· '..:;:J.~, •:·n r~:oc1ér1 n1olor 1 1 con el 

sustrato y empleando una conc·~·nrrac1Cn ac arn:::;c'.; ae ~:·O! :J :J::-1 O 04. O 05. O 1 y 0.2 ,_....., 

Los condiciones d•.:! ~rabo;o fueron 30"C. r_,H=-6. y ..:.8 U/rnl d•.:.· ._.,,_••acto enz1rnot1co. Lo 

reacción se siguió dura~•t•:· '.crios ho~ao:. ~(y!·,0·1do n·v..;~o:.!r<-.l o d•ferentcs tiempos A dicho~ 

muestras se les rn1d1Ó lo cont•ch:HJ cJ•..! •5Crno1tu•osa procJuc•Ga por DNS / se identif1coron los 

productos ernpr-:-ar.::i::> Crc>r-not::Jgrof;o L;"qu~•Ja Ll•-· A!to ~~C'.;Gio....;c1on (HPLC) 

4.3.4. Reacciones de síntesis de isomoltuloso. 

Se 1:-::.-c;r.::.,,,-, a -::::.:ic~::.- .__.'l r-=.:::::~,:,r•::".. e•'..! ..-ok.:rnen ogitoao Las candic1onc.-s mant:·JOdas. 

fueron 105 S1".)v 1 --::r1t~s ccn.::•:-n;ro,::.ón a•:! sccoro-;;o=-1 O y 40%. pH.:::;6 con amortiguador de 

fosfatos oi O 1.·~ . .- .: ~ v::-:--L sr.= ".·.d~ccrc. •.:!n:,rnút1co Lo rea~-:c16n se s1gu1ó durante vanos 

prcducrda pcr or..is ¡ se rd•_:..r.:,t1coron y cuontif1coron los productos obtenidos empleando 

ros técnicos d~~ Crornatografia Liquido de Alto Resolución (HPLCJ y Cromatografía en 

Copa Fino (CCF). 
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V.- RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

5. 1. Producción de la enzima. 

5.1.1. Selección del microorganismo. 

microorgcn1sn1os Qo...1•.! hori -;.ido repor~odo'• con.o producrorc<> de 1-;oma!tu!oso. por lo que 

poro fines del prL"-;.cn!e trobaJO. se preseleccionaron 3 bactcr1os (Erwin10 rhopontici. 

Ser.afio plyrnvth1co l Profarr.1nobocter rubrvrn) con base en los s1gu1enfes criterios: 

capacidad de producción de isonoo!tulosa {opro..:irnadamcnte 85: 15 respecto o Jo 

frehalulosa): d1spon;bil1dod y cstabi!1dad de los cepas F1no!mente. se St..."lcccionó a 

bacteria no patógeno. 1ncluo:.o poro las plantos {Cnccthon• 1982 y 1987) 

Acernás. fa 1nfcrn1oción e-:.stenfe en Ja l1ferafuro acerca de F'rota.ry11nobocter 

rubrum y su enzima no es fon bosta :::on10 er. el caso de otros boctcr1os. por io c;ue 

constituye en si. un 1nlcrt..··~onlt: cornpo a ewploror poro lo gl1cob 0orc-cnolog;a 

5.1.2. Almacenomlento de la cepa. 

Durante .. ~, desorroiio de este trabo;o. 10 cepa se almacenó en glicerol 60% y fue 

resembrado cado dos nocscs poro rnonfener una adecuado conservación de lo mismo 

De acuerdo con ro reportado por Cheefhom. 1987. Prororninobocter rvbrum 

almacenado en g!1ceror tiene una vida medio de 1 444 horas. aproximadamente dos 

meses. Se reo1,zaron pcr16a•can1ente oo~crvoc1oncs al r-r11croscopio poro asegurar que 

no e.ic1sliera orgún con1b10 rriorfológ1co en ro bacteria. Así mismo. durante los 

experimentos reor1zodos no se perc1b1ó alguno modif1coción en el comportorniento o 

viabilidad del r.o1croorgornsmo 
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5.1.3. Fe1meontaclón 

En lo figura 5 ">e puede apreciar que el crec1m1cnto de Protarr11nobacrer ruorurn. 

presento un corr.por!arn1cnto clós1co de c1nót1ca de crcc1rrH•".:nto. una fao:;.ir..: de 

adaptación. una foo:;.·~ C><Poncnc1ol y uno fose estoc1onorio. En lo que se refiere o lo 

sintesis de 1son1olful.::>sa s1nto:-;o o;.e observo que tonto ro oct1v1dod por vo!urncn corno lo 

actividad espec:r,co ~e "".:ncucntron osoc•odoo:;. al cree.miento df_•I m1croorQan:srno De 

manero que cr rr.orr.unto ideal para cosechar lo!. c•::·Jwla ... es al final cJe lo fose 

e;>(ponenc1al clrededor de los 5 horas de f~rrnentacion cuando ::.e ha aican.lodo uno DO 

~6"'.:,...,,_, =5 Fn este punto. !a act1.·1dod ... 01urnétr1co fue d0 1.43 U/ml de fcrmcntoc1ón. 

cqu1.,,·a1er.1e a uno oc~·-••dad especifico dr~ '.o 1son1o!tulo'iO sintosCJ fue de l 14 U/mg de 

ceru!os. r._.~..,c-ctt-...arn~n1e Despuc._, de las 5 h0ro'., :J··-· fermenfoc1ón. al entrar en lo fose 

estoc1onor10 y sobrepasar uno DO-· . ...r.-.,~ =6 los cetutas crnr:.m:zon a risorse. por ro que no es 

deseable cosechar los celv!o-.; en este periodo. ya Qufó: !o C'ifab1l1dod de los mismos 

disminuye cons1oerablemente. al rguol que lo actividad isornoituloso s1ntoso 

_!_]: ~ ; / _>:-~-8'------

~ ~<----·· 

1.5!J<?. ,.. 
1 ~ 

0.5 

o 2 6 

Tiempo (HOfOS) 1 

Figuro 5. Cfnéllco de una fermenlacfón típica de Prolaminobacler rubrum y 
pfoducclón de la isomaltuloso slntasa.• O.O. a 560 nm. • Act.Vol. (U/ml de 

fermentación). • Act. Celular (U/mg de células). 
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Al c:omporar esto:. datos con !os '-:::.-porloct<__,s en ic 1 

resuitodos 01ton1enh~ sot1sfactor1os 

Tablo IX. Balance general de la fe 

5.2. Caracterización de le enzima. 

En cx:r.;e a :os resultados concentrados en lo Tablo 

enzimático crua:>. ootcnido por sonicoción. poro el d 

repreo;entar:a •..ir. r1c<:.go ootencial de 1nte:rfcrencia o e• 

enz1n-.as pres~ntc-:; "".:n dicho -:: .... tracto_ Sin enibargo. al ce 

1soma1tu1oso -;.ntaso. cs~o sospecho se desechó. yo qu, 

diferenre:--:; o los e~perados. tornpoco un moyor nivel a 

conversión dr.: c-s!c d1socór1do en isomalfulosa y treholulos 

o lo largo de éste capitulo y que también es reportado pe 
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Donde: 

k= -es la constante de lo velocidad de reacción. 

A.= es el factor de lrccur:.:nc10 o lactor prc:-o;oo:ponenciol. 

De lo Figura 7 se observa que lo energía de ocflvoción C!. igual o/ producto de Jo 

pendiente por lo constante general d("~ los. go!.es dado en l(J/fmolKJ cuyo valor es de 

8.315x10 3 . 

4,8 

4,6 

_u::~ 
3,8 

3.6 

3.4 
3,30E-03 

Ea= (4810.58) (8315x10 1 ) == 40 KJ/mot. 

Y= 20 46 - 48!0 58x 
R2= 0.977 

3.35E-03 3.40E-03 3.45E-03 3.SOE-03 

11rc11K>I 

3,55E-03 

Figuro 7_ Representación gráfico de lo formo logorítmlco de la ecuación de 
Arrhenlus para obtener ta energía de activación para la lsomoltuloso slntoso 

utlllzondo sacarosa como sustrato. 

Cheethom {1984). reporta uno Ea paro la reacción cotoJ1zodo con células 

inmovilizadas de E. rhopont1c1 de l 7 KJ/mol. valor muy inferior al encontrado en el 

presente trabajo (40 KJ/mol). Esto puede deberse a que el mecanismo de reacción que 

se llevo o cabo en codo microorgon1srno. no necesariamente es el mismo. 
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,,osuttados y Discusión 

5.2.2. Efecto del pH en lo actividad lsomaltulo~o slntasa. 

Se estudió el con1portornicnto de Ja isomoltu!o-:.a s1ntoso en un intervalo de pt-i de 4 

o B. manteniendo uno tcn1püraturo con'>fontc de 30ºC En lo Figura 8 ~e muestro el perfil 

de actividad de 10 isomoltuloso sintoso en función del pH. utt!11ondo sacarosa como 

sustrato. Se observa que el pH de mayor activ1dod resultó ser de 6 Estos resultados 

coinciden con lo reportado por Me A111stcr et ol. (1990). quien encuentro Que el pH óptimo 

es de 6 empicando omort.guodor de fosfatos O. l M. cstud•ondo lo enzima de S. 

plyrnuthica. 

100 
90 

] 
60 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 

o 
3.5 4.5 5.5 

~ 
6.5 7.5 8.5 

figura a. l"ed11 de pH poro la lsomartulosn slnlosa de ,.rofomlnobactcr tutNum. las condiciones 
de reacción fueron: sacarosa 10~. temperatura• 30"C y 200 µL de e.tracto eni:lmófl.co. Ambos 

soluciones amortiguadoras se prepararon o uno concentración de O.lM (•Acetatos y• 
fosfatos). Se midieron los VI por DNS poro cado wolor d~ pH y se e•presan como~ Actividad 

relatlwa. 

Aparentemente el amortiguador de acetatos resultó ser mejor que el de fosfatos 

Sin embargo. al realizar estudios de estabilidad a diferentes temperaturas y de 

almacenamiento de lo enzima en ambos amortiguadores se observó que en 

amortiguador de fosfatos. lo enzima presentaba uno mayor estob1l1dad ave al 

encontrarse en ornortrguodor de acetatos Probablemente. ósto se debo a que el calcio 

es secuestrado por Jos fosfatos y ello repercuto en !o oct1v1dod de lo 1somoituloso s1ntasa. 

aunque no de manero significativo. como se puede apreciar en lo Figuro 8 
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R~sullodos y Discusión 

S.2.3. Estabilidad de la enzima a la temperatura. 

El proc .. ~'ioO de con9·~iac•ón-cf•_·-:.congcroción afectó dróo¡,t1cornente Jo octi ..... idod. 

uno ve~ que Jo en~.n10 ~e na dc:,c.:.:ingelodo p1-urcje un poco dt:.• actrvidod y no e-; 

conveniente volver ri cor~c¡L:1c:r!o. ,.a qi...u.: en algunos cnsoyos rco/,zodos. uno segundo 

descongelaci6n. ocasionó lo pt':1d1 jo total de lo oct1v1dod Por lo ton ro. no S'~ continuó 

estudiando la en:•ma o ternperoturo de descongcrac•ón. 

La estab1i1dod de lo enzima se evaluó a O. 4, 30. 45 y 500C. o valores de pH=6 y 

empleando omort•guodor de fosfatos v acetatos 0.1 M (excepto poro O y 4ºCJ. En lo 

Figura 10 se prc~enta el cornr:;orton11ento d~ lo enzima ".!n el e .... Trocto enzimót1co a 

diferentes ~en1peroluros Se opr•2c10 que o 4°C se presenta la mó ... 1mo estabilidad y que 

ésta drsminuyc conforn1-c- ournento lo rernperatura. de n1onera que o 50°C lo enzima sufre 

una desocrivac1ón dróst1co 

Los resultados son más cloros al ona1,zar/os en términos de lo vida medio de lo 

enzima. considerando que la caída de oct1v1dad respecto ol tiempo es de primer orden. 

como se ilustra en lo Figuro 9 poro una temperatura de 5Cr°C en amortiguador de fosfatos 

0.1 .-...1. ,oH=6. La con:;tonte de dc-soctivocron de primer orden y el t1crnpo de vida medio 

están reloc1onodos de Ja s1gu1cr.te formo 

Donde: 

A=Aoe •· cuando A= 11:- Ao se tiene que f11~= líl 2/k: 

A= Actividad resrduol 

Ao= Act1v1dad inicial 

k= Constante de de~octivoción. es igual al valor de lo pendiente de lo recto 

que so obtiene de grafJcor In A vs. Tiempo (Figuro 9}. 

f=o tiempo 

t1n= tiempo de ·.11do rn-ed10 
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Rt:uullodo• y Oisc:uslón 

Tiempo (minutos) ( 

figura 9. Curvo de desocrlvaclón de la lsomaltulosa slnloso en el 
extracto enzlmótfco con respecto al tiempo. a uno temperatura de 

SOºC y pH=6 empleando amortiguador de fosfatos O. 1 M. 

Los tiempos de vida rned•O poro lo 1Somolturoso s1ntaso o diferentes cor.diciones de 

temperatura. se muestran en lo Tablo X 

Tabla X. EstablJidod de fo fsomaltulosa slntasa de 
P. rubrum o diferentes temperaturas. 

Temperatura (ºC) Tiempo de vida medio 

4 3.75 meses 

30 38 dios 

45 4.26 horas 
o-~~~~~~~-+-~~~-~~~~~·~~-~ 

50 7.29 minutos 

fl e .. trocro enzirnol1<:c ~e .nc•.1~0 o ro !(•rr.c,..eroi. .... ro ·no.cod.o en 
orno!'•<:;uoaor de ~.:-sia•c~ O t /\.~ o ...,n pH~o 
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Algunas ocasiones en que se almacenó el extracto enzimótico por periodos mas 

prolongados. se observó lo aparición de un pigmento rosado característico de este 

género (Green et al.. 1982 y Urak:ami et al.. 1981 ): en ese momento. lo actividad 

enzimático disminuía notoriamente y por lo tonto no so consideró adecuado seguir 

empleando la muestra para eJlpenmentos pos tenores. 

Estos resultados tienen impl1cocioncs importantes en términos del desarrollo de un 

biocotolizodor de isornolfulo:.o sintaso y de su ap11coc1ón. debido o que es fundamental 

seleccionar cond1c1ones en los cuoie:. lo enzima odemós de ser eficiente. sea estable. En 

éste coso. a lo temperatura de operación (30ºC} lo enzima presento un tiempo de vida 

medio de 38 dios. ·.1clor bastante aceptable comparado con otros enzimas que a lo 

temperatura optima d·~ o-=!!'.·1dod. -:;u estob.l1dod es del orden de minutos. tal es el coso 

cie fo deJC.tronsocaraso de!.... n~c:;c:--:tc·r-:;1des Wobayosh1 et al .. l 97o y Lóp•_;..:-:\,'\unguic el ci. 

1993) y de lo pen1ctl1no oc.Josw de E. co/1 (Rodríguez et o!.. 1994) 

Ce iguo! ~ormc. se reolizcron er.saycs u!1!11ondo celulos de 1cs m1snlC'i cultivos. ba:o 

las mtsmas cond1c.or.es d~ clmacer.arn.-:-rdo 'i en todos ios cosos :a estot:d1dod de esros 

con respecto o lo 1sorr.ciru1osa s.ntcsc paro ccaa ur.o de los tem~eroturos estudiados fue 

menor en!re un 10 y 20".'; opro::-1n10,~arncnte Por lo tanto. en 10 suces•vo to enzima se 

utilizó como ex~rocto en;::1rnótico. en on1ortiguador de fosfatos. En lo Figura 10 se 

presenten !os resultados de lo estob1l1dad de lo 1somaltuloso s1ntasc en el e .... ~racto 

enzimótico correspondientes o 4. 30 45 y 50CC. 
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Figuro 10. Estabilidad de lo isornoltuloso sinfoso en el extracto 
enzimótico a diferentes temperaturas: A o SOºC; 8 o 45ºC; C o 

30ºC; D o 4ºC. El extracto enzimótico se incubó o le temperatura 
y tiempo indicados y posteriormente se midieron los velocidades 
iniciales por el método de DNS. obteniendo absorbencias o 540 

nm. Los resultados se expresan con10 % de actividad relativo o lo 
actividad inicial. 
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Resultados y Discusión 

S.2.4. Constantes c:néllcos. 

Lo'S resultados oe1 c>lud10 c1nó:1co para la 1~ornaltulosa srnTaso ut1Jizondo sacarosa 

como sustrato se presentan en !o Figura 11 y Figura 12; de donde se puede apreciar Que 

el comportamiento cinetico de lo enzima es el descrito por Michoel1s-Menten. 

,..------~----·---·---------------------. 

16 

0.5 , 
Sacorosa(M) 1 

1.5 

F1gura 11. Efecto de la concentración de sustrato en Ja VI de la reacción 
cotollzada por lo lsomoltulosa slntoso de P. rubrum. Se empleó la enzima en el 
extracto enzimático a 30ºC y pH=6 empleando una soluclón amortiguadora de 

fosfatos O. 1 M. 

Al gra:1cor los datos de acuerdo con el modelo de Lrne ...... ,eaver-Burlr.:: (Figura 12). 

podemos obtener los valores de 'l(m y Vmox poro 10 1soma!ru1oso '.:.inrasa. los cueles fueron 

de 21 mM y 2.3831 U/mg de proteína. respectivamente Al cornporor estos valores con !os 

de otros microorganrsmos {Tablo XI;. encontremos que io enzima de Pro~aminobocter 

rubrum posee una de los Km mas bojas respecto o otros rr11croorgon1smos similores. lo cual 

indico que existe uno gran afinidad entre ro t:)nzirno y el sustrato, o bio::n que en este coso. 

no existen problemas de d1fus1ón. 
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figura 12. Representoclón de linewcover-Burk poro lo determlnoclón 
de Km utilizando sacarosa como sustrato 

Tabla XI. Valores reportados de Km poro lo enzima lsomollu/oso s/nloso de diferentes 
microorganismos 

/:!_~,~º,':e~~:~~::, --.. -¡~--z-,;-.. _-,,c-~;~:~:~ .... :-Jej.:i~~ ¡-K~r~t~-~:.~do -~,:;.~~.::;~'~9a~ 
r---¡;d,-~:;:~~~¡;¿-rz~~~~-~-;_n ~ -----!=-~¿~.~.!~~~~ 1;;_!:i_}J~t~~~-[ ~----~~~~--;~··;-{~-· i-~=~~~f~_.-~¡~::~}{;Q- __ 

Prolarn•nooocre:' .'LC,rur"" / Ceiu.cVi , ... ,_~,o ... .r .• ·a,..Ju', Ir 1 .~') ~i.·.•, , Ct"H.::t:!har--i. ! 037 , 

p'º'ª~:~~,:~~";;~-:===1~:;~~~;;~~:~1[z=- =~~-~"¿,~~, :. J- --:~~J~~~~?-~~--
Pseu-:tO""nCnos rnt:-~ooc•Ciopr 10 ¡· fr~.· :"TlO pur.f,cnco _L l Y :' rnM J NO'.JC• 1994 

(:::·rodu-::e rreholt...Joso corno 
or-::.ducto or,nc•D?.:.l___r._ ____ _ 

•sornoifutoso s1r.tc-;o fu~.-~: ef!.:cto d<') JQ conccntrac•Gn de <;uo;tralo t·n lo velocidad inicial 

d~ 10 rcocC·Ón Corr.c. o:;-c ovccc apreciar en lo figuro 11 . lo vclOCJdOd 1nic10J oumenlo 

un mo,qrno. donde lo concentrocrón d#J' sustrato es 

ooro•imod("'.Jr"n'€:nfc d'.2' O 35 rA ';' postcnormL•nte COP. paro conc"'.:.·r.tr':l<::•one".. rna·;ores y 

~.o~ta o~·.: r 7 ,.,,.., 
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Resollados y Olscos/cJn 

A partir de los resultados. donde se oprecja uno caída lineal de lo Yelocidod in1ciof 

de lo reacción. y ernpleando el in .... crso de la ecuación d'-"": Michaelis-Menten Que 

describe Jo 1nh1b1ción por c .. ceso de sustrato se puede calcular lo constante de inhibición 

{KsJ de lo siguiente formo 

Vi= (Vmox•SJ/(Km + S + 5;;/K1J----• l/Vi = l/Vmox + (Km/Vmo.><J•(J/SJ + S/(Vmax•Ks) 

A concentraciones aftas de sustrato. el segundo tórmino es despreciable. y 

entonces fo ecuación se reduce o: 

1 /Vi = 1 /Vmox -+ S/(Vmox•KsJ 

Al groficar 1/Vi vs. lSJ se obf1<.!'ne que: 

y= 60.16)( + 37.94 

r'= 0.99988506 

y por lo tonto: 

Ks=1.18M 

Es importante resaltar que en lo literatura. no se reportan va/ores de Ks paro lo 

isomolfuloso sintoso de n1ng0n microorganismo. únicamente se mencionan los valores de 

Ki por producto poro esto en71mo en algunos boctcrjas 

A manero de re~urricn. ro Tablo XII condenso ros resultados obfenídos en lo 

caroctenzoción f1srcoquPm1ca y c1nót,co de to en7imo 
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Tabla XII. Resumen de las coroctcrislicos fisicoquimicos y 
cinéticos de la isomolluloso slntosa. 

--·=~~~----~::·.---- ---ri.11 --~--~-,:,~~.~~~~~~- •. º_:] __ _ 
E <1 4J ~ J/~nc,1 _ 

p"-1 dP 'l ü ~ P ~ _¡._.. ', <'i:J J~! .. _, / ..) .... • .•..-11 _,• 

p~~~~ r~-¿~ ;r _O ~-~~c~~:~Oa;=J_ _ -¡- ~- -- ~ ¡f~st~·o~ __ _ 
Ternperofura ::je n10• rno ucf1.,1dad 3Q•C 

Tcn-,peratuW d1_.:-;.n-.; ... ~O-C~10t;;-1~ad --------4ºC ~ ---

L ----;~~~~:~~;~~.-~=----- --t- ----,-~:~:~~--

5.3. Especificidad de la enzima. 

De acuerdo ccn :.-:J r1't:•ó!e~·s de Cnce!ha~ {198-!). lo 1soma!tuloso sintosa lleva a 

cabo un rnecon1smo de tronsg!ucosi!oc1ón intro y rnonon101eculor que posee el mismo 

intermediario ton~o para le 1sorno!luloso con-"lo paro la trcholuloso ~ormodos Esto sugiere. 

que 10 reacción oodrio ;;~--.10·-:.•::_· a <:ob0 debido a la accion de dos enzon"los diferentes o 

ro que el mccor.i-:..n-,o que se propone. consid•::ro lo un1Cn de !a sacarosa con !o en.:1n"'!O. 

su hidró1ts1s y to o::nto<_51s d.;:; los enloces u-1 .6 ó •.l· l. 1 mediante: una rcocc•Ón no selectivo de 

lo glucosa con ros grupos h1dro ... 1los de los carbonos 6 y 1 de: lo fructofuronoso 

DD i:-5to n-ian-:::ro ..-.!n el preso:::nfe: trabajo. se llL·'-'arcn o cabo e.xp-::r.rneritos con el 

orooós1to de conoc-s:r oigo n1os del comportorrucnto de lo enz1n"lo. aprovechando 

1nd1rectarn~r.te ~a +c.:ventvol copocidor-..J de transferenc10 que pudi~se presentar hacia 
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R~sullados y D/seu~/ón 

5.3.1. Reacciones de aceptor. 

Paro lo antes n-1encion..:ido. se emplearon fructoso. glucosa y maltosa como 

posibles aceotort...•<:. del grupo glL1cosilo que se presume. transfiere lo 1sornolfufoso sintoso o 

fo fructofuronoso para forrnor 1somo1tuloso. Si lo enzima tuera capaz de transferir lo 

glucosa o toles accotorcs en !a mc.:::cro fino/ de reacción. ex1stirian otros productos como 

moltoso o moltotr1oso Al rea/1.;::or estos rcocciones. se encontró que ninguno de los tres 

moléculas es usada por la 1somoltvloso s1nfoso como aceptar y por /o tonto. los Unicos 

productos que se obs"~"'rvoron fueron •somoltutosa .,, trehalulosa. en los proporciones 

usualmente formadas 

Otro olternat1vo lo constituyó el uso a(~~ agerite-:. nucieofflicos alternos al aguo. toles 

como etanol y metano/. Cuando se en1plcó uno concenrrac,ón de etanol dt.: 203. no 

hubo reacción. por lo que es ev1d~~nre Que ba¡o estos condrc1oncs. lo enz1rno se inhibe 

y/o desactiva 

En el caso aol nic·•ano/. rornt:.r0n -s·x,srt:.: un ~~fec:o ne:::;at1vo sobre '.:J oct1,.,1dad de lo 

isomcltulosa s1ntoso. con10 se ni0·~-;,~ro -.o.·n 10 Figura 13 Sin ernbargo aj '3'nsayor uno 

reacción con 20~ de n1erano.·. se oor .... : .. nc. ad•..:rnós de 1sornolfufosa. treno:u!osa y tructoso 

libre en res concent,..acior.e'i haoituoles. r1ei;1 giucós1do. con un tiempo d--? retenc1on en ei 

onólisis por HPlC de 3.6 minutos (Figuro 14) E'ite Gft1rnc producto. es resulfodo de lo 

transferencia de la glucosa (que se aprecio hCbrtuolrr.e~.te en fcrmo -1bre) al rnetonoi 

presente en Jo mezclo d~ ,..eacc1ón De este hecho. podemos of,rmor Que el rneranoi ~s 

un aceptar débil dentro de esto rcocc16n, corque ic sin~cS•S de iscrncl~urosa no se ve 

afectaca por 'e pre-:encja dei r-netono1 Ao--:mós. -::-ste he-cho concuerda con lo h1c,óft:.>:;1s 

planteado por Cheerharn coro el mecanismo de reacción de le 1sornarturosa sin tosa en 

P. ruorurn (qu~ se oresurne no ~_ .... :; especd•ca pero aceptar). yo que lo forrnacion de ,-.-1et•l­

grucósido se debe o que to en.:::1rrio ha ~runsfer1do fo glucosa al ~eto...-101 Entor,ces. 

podemos concluir que en lo reacción de hidról1srs. se transfiere 10 glucosa y et nietanof 

funciona como oceptor. lo que sugiere vno evcnrual forrnoc1ón de un intermediono 

enzimo·glucoso en el meconisrno de esto reacción. 
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figura 13. Efecto de la concenrrocJón de metanol en Ja VJ de la reacción. 
lo concentración empfeado de sustrato fue siempre constante (10%). Se 
trabajó o 30"C y pH=6 en uno soluclón amortiguadora de fosfatos O. lM. 
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figuro 14. Cromotogroma de una reacción de sintesls de lsomaltuloso en presencio de mclonol 204;;. y 
sacarosa 10~. la reacción se troboJó baJo las slgulenres condiciones: temperatura de 30"C. y solución 

amortiguadora de todotos 0.1 M. pH•6. En el onófhls por HPLC lo fose móvil utilizado fue 
acetonlrrno·aguo 80:20. Los productos oblenldos fueron: MG {metJl.glucósldoJ. f {fructosoJ. S 

(Socoroso). e 1 (homottuloso). 
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5.3.2. Reacciones con oligosocóridos. 

El emp~"- ~ d•.· ur'a , .. ,._ • ._..c_•r_-.i de c..J1<JDSOC0'1dos se rco/1:6 con la f:nol1dod de conocer 

si to cnz1mo t.:>ro copo.p ~·: ut.1.:or orro sustrato COff10 por 01on1µ:0. lo ;.;estoso (O·it-D· 

Frucrofuronos 1-r~- l J-11-D ·~'....:c'-:-1f1...1ranosd-ri-O·a1ucopiranós1ao) (Coll1ns. 1987). de lo Que 

temario <t..•/ residuo 9Jucooiranos1l ,,, lo tronsfer1r;o o cuolqu1cra de los 2 fructosas que 

conra.:,,e to ;...e:no::.u fn e: desa'ro!lo de lo reacción no se obst:::rvó lo oporici6n de algún 

producto nuevo. rurnpoco carnb10 lo concentroc1ón de los con1ponentes origrnoles de la 

mezclo. o c:o:cepc•ón ae lo pequeño cantrdad de socaroso que fue convertida en 

isomolfulosa. A partir de estos resulrados podemos ofrrrnor que lo sacarosa fructosilado. 

deJa de ser reconocida por la rsomolfuloso sin loso 

5.3.3. Reacciones en presencio de fefroboroto de sodio. 

El tetraboroto dt_• sodio. rcoccrono selectr·...-01T1entc forrnondo comple1os con lo 

fructofuronoso lrbre (Cheethan1. 198-!} por lo qui:.· se planteó lo probobrl1dod ae que lo 

reacción catolr?ado oor lo 1sornolTuJoso s1ntasa en presencio de tetroboroto. podría 

inrerfer1r en lo formación del complc¡o enz1rY.a-fruc~oso en Ja formación do 1sornonuJosa 

En cond1c•oncs o<.:-quimoforc-:. de SL.'S~roto borato s·.::· obser...-ó QL'C' :a vcrocidod 1n•c10! de ro 

reacción disminuye COn$od•~rool<:!rnt..'.'nte conforrne aurncnto lo cor.cen~roc1ón dcr borato 

Poro uno concentrocr6n d•:· O 1 .~.1 O•:: codo ur,o. la rc-acc;Qn s~ 1nh1bc completamente En 

el onól1:;1s ae HPLC. o ~os 30 rr11nu1-::.s de lo reo-=c1ón con uno conc,...!'ritrocióri de O 04M se 

observo Que -:.e ha corisurn•dO CO'> cor c·.:,n--,pt•:.:to lo sacarosa. so ha formado glucosa lrbre 

en los cor.t1dode'".. hot::•tuoles. 00ro r.o aparece lo sef"101 que da lo isomoltuloso ni 

tampoco la de fructoso Es ro nos hace suponer que on1bos azúcares se han cornplc1ado 

con /os boratos y por ello no son dctecfados Sin ernborgo. no es posible asegurar. en 

base o c~tos resultados. que se hoya formado el cornplc¡o. 
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5.4. Reacclon<!'S de síntesis de lsoniollulosa. 

En to Figura 15 <:.•: ob:.•·r .. ::1 :.:J •2'·-.1oluc1<Jn d•.) lo sintcsis de isomoltu!osa con el tiempo, 

empleando diferentes concen1ruc1onv<:. de sacarosa f 10 y 40%) y 4 8 U/ml de reacción 

de º"'tracio •-·n~Jn~c._lf,co fr1 Clrnt_Jas conccnrrac1oncs de sustrato '>C observa 10 mismo 

tendencia I·.:.• Unica <.."1•f··:•_•r;-:_-.u e<; nbv,arri~ntc- el tiempo qun transcurre poro Que 10 

conversión de socoro-.o ·-·ri 1>onioltulo~o se ileve a cabo por cornprc10 170 v> l 60 rrunufo<:. 

respectivorricntc) Dt· acu•_•rdo con lo reportado por f'Ac A!l1<;ter el al {1990). vno 

reacción al 10% p/v de sacarosa coto11¡odo con.:. p/yrnvthico cn1plcando 1 unrdod de 

enzima purificado. se llevo o cabo en 60 minutos. obten1¿.ndo'!.e un renc11rn1cnto del 85% 

de la mismo manero. s1 se rco!1za o 403 se obtendró un 873 d(.~ con11ers1ón despué~ de 

transcurridas tres horo'i Al comparar estos resultados con lo'i reportados en et prescr-.!e 

trabajo. obser ... omos que los reacciones transcurren do::.-nrro de! rn,-:,n~,o .ntcrvo•o oe 

tiempo. 
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Figuro 15.- Cinética de producción de lsomaltulosa o partir de sacarosa al 
10% (•)y al 403 (•)a pH=6 en amortiguador de fosfatos O.lM. Se utlllzó 

uno concentroción de enzima de 4.8 U/ml. 

52 



Rf!lsultados y Discusión 

La reacción de formación de isornoltuloso procede hO'>fO llegar o un 953. en el 

cual se mantiene sin voriocioncs aUn en periodos prolongados d~ 1ncuboc16n A'.".i rn1sn10. 

los proporciones de glucosa y fructosa hbres aparecen deo;;dc los prirneros rrnnutos de la 

reacción (simultóneomentc o to isomoltulosa} y aumentan. aunqv0 o uno ve.oc1dad 

mucho menor o\ producto principal Al término de lo reacción. !o cantidad eje sacarosa 

hidrolizodo a glucO'>O ·¡ fructosa nunca t::!. mayor del 10% de cado una í1nolment*_. lo 

síntesis de treholuloso tiene lugar poco dc'j.pui:-s de que ha aport:..·c1do 1-:.orr.altuloso 

glucosa y fructoso en el medio, opro,_imodomcntc cuando se ha consurrndo ~1 1 5-20":. d~ 

sacarosa. Esto. ourr.ento lentamente y uno ve:. tcrrrnnodo lo -:;ocarosa se mantiene 

constante de lo mismo formo que lo 1somal!u1oso (Figuro 18) Por io tan~o. no e)f1'.".te 

evidencia de que lo trcholuloso se forn-ie o partir oc lo 1sorno.'futc;<.o •al y c:orr.o lo 

menciono Chccthan1 (1984). Lo cant1dod de rrct1oluloo:.o torrnoc.!Q no se cuor1!,f1c;-::; 

debido o que no exlstcn estándore-:. de este d1socár1do f'or cs~o rr, '.".r1'10 10.::on. et 

confirmar que este subproducto es rco!rnente trehah.J!oso ncces•t:::río de vn anó~1s1o;. par 

RMN. Sin embargo. este es el subproducto usual en los 1!.omatti....l0sa sin'osa de ot•os 

microorganismos. 

En lo Figuro 17. se muestran los. resultados obtenidos por CCF. Los primeros 11 

carriles son muestras o diferentes trempo"" de lo reacción Se puede apreciar que 

conforme avanzo lo sintes1s. lo cont1dod de 1somo1tuloso ournento y to de sacarosa 

disminuye. Los carriles 13 y 14 son estóndares de 1sornoltulosa O 3a;, y sacarosa O 3%. 

respectivamente; y el carril 12 es un estóndor de ornbos azúcares. Al momento de revelar 

lo cromatoplaco. se pudo observar de manero muy tenue. una mancho od1c1onol que se 

presume. es trehalulosa. Empleando esto técnico. no fue posible detector glucosa y 

fructoso; sin embargo. como se muestro en lo figure 16. por medio del HPLC si se 

detectan dichos azúcares. 
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Figura 16. Cromatogromo de uno clnétfco típica cotollzodo por la Jsomolfuloso 
slnfoso de Protomlnoboctcr rubrum ullllzondo sacarosa ol 10% como sustrato. 
La reacción se llevó o cabo o uno temperatura de 30.:-c y pH=6 en solución 

amortiguadora de fosfatos O. 1 M. Se Ilustro lo evolución de lo mismo o los 30 
minutos(----} y después de 5 horas(-). F=Fructoso. G=Glucoso. S=Sacoroso. 

l=lsomolluloso. Tr=Treholuloso. 

Como se puede apreciar en e! cromotcgrorno. lo cont1dad de giucoso y fructoso 

que se forma es muy pequeña con respecto o lo obtenido de isornoltufosa Además se 

observa la formación de ~rcholuloso. El incon .... en1cntc que esto técnico presenta. es lo 

dificultad de separar lo sacarosa de Jo 1somolfulosa y la frehalulosa. debido o que poseen 

tiempos de retención muy sernejontes. 
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SACAROSA ISOMALTULOSA 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

FIGURA 1 7. Cromologrofio en copo fina de una cinética típico de síntesis de 
isomaltuloso catolizado po,. lo isomoltulosa sinloso de Protorninobaclet 
rvbrurn. utilizando 1 .68 U/ml de enzinia {como extracto cnzimólicoJ y 
sacarosa al 1 O";'t. como sustrato. Se realizó a 30ºC en amortiguador de 
fosfatos O. I M a un pH=6. Se cn1plcó uno fose butonol;ctonol:ogua en 
proporciones 3:5:2. Se ilustro lo evolución de lo reacción de lo siguiente 
forma: los carriles 1 al 1 l. representan desde el tiempo cero. hasta los 6 horas 
de reacción. El carril J 2 es un estóndar de isomolluloso 0.3% y sacarosa 0.33. 
El carril 1 3 es un estándar de isomoltuloso 0.3-X. y el carril 1"" es un estóndar de 
sacarosa 0.33. 
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Rc-sullados y Disevslón 

o ' ' 
Jle-mpo (Horo1} f 

Figura 18. RelaclOn de productos obtenido por HPLC (• lsomoltulosa. 
•Sacarosa. - Glucosa. y• Frucfosa). poro una clnetJco al 103 de 

sustrato y 30- C. en solución amortiguadora de fosfatos O. 1 M. pH=6 y 
4.8 U de isomolfuloso slntoso por n1l de reacción. 

S.S Modelos cinéticos de predicción poro las reacciones. 

Em,t:;lt:ondo las constantes c1nti-ticos obten.dos pr ... :-·..-1amente y aplicando el 

programa 1SJi'.11n .. (lnre:racfi'•e S•mulotor). se construyeron ros modelos teóricos de 

Michoe!is-tviento;;n poro una c1nét1co d,:..: producción de isoma!tuloso cota11zoda con la 

1som0Huloso s1ntosa paro conc.entroc1oncs de sustrato de 10 y 40% y con concentroc•ones 

de enzima {corno c,..~racto cnz1rnól1co}de 7.2 y 4.8 U. rc-:.pcct1vorncn1e En fo Figuro 19 y 

en Jo Figuro 20. s.::.• pucd0 apreciar uno comparación de dichos modelos. con los 

res.uitoaos. t:· ... per:m--:-rira:<S.'s. Ademós poro lo rcocc1ón o ..:03 de sacarosa. se considera en 

el modelo uno 1nt11b<e1ón por e,.--.=eso de -:;ustrato. Como puede cons.torars.e. el modelo 

predrce adccuodorn~~re el t1en1po neces.ar10 poro lo s.ir""ltes.1s de 1son1altulos.a en una 

reocc.ón al ! O'?'".; d•~ -:;o,: oros.a Sin ernbcirgo. poro lo sin!cs.rs de 1s.oma1tulos.o o altos 

concentroc1ones di?.! sustrato. la d~s.cr1pc1ón del modelo es rnuy d1rerenff:! al que sucede 

en reo11dod. r;:,or 10 QuE: paro obt•2n~~r uno est1rnoc1ón mas precisa. porl1culormente hacia 

el final de !a rc'":Jr::-.=1ón. s.e necesdorio in·..-o/ucror en el diseño. ro 1nhib1c1ón por producto. 
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R~suttados y Disc:us/ón 

El modelomiento de los reacciones enzirnót1cos es importante yo que permiten 

predecir teóricamente el comportamiento de la enzima en condiciones no probadas. es 

decir. ahorrando experimentos se pueden conocer fcon cierto segundad). tiempos. 

rendimientos. osi como proponer cond1c1ones de optimización y escalamiento del 

proceso. 
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JJ
·:: 
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•O -
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20 

o 
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'º 30 ;o 60 70 

Tiempo (minutos) 

Flguro 19. Cfnétfca de producción de isomaltulosa empleando 103 de 
sacarosa y 7.2 U de fsomaltulosa sfntasa/ml de reacción. La reacción se 

llevó a cabo a 30ºC y en solución omortfguadora de fosfatos O. 1 M. pH=6. Se 
comparo la evoluclón experfmental (•) con el modelo teórico(-) obtenido 

a partir de fa ecuación de Mlchaells~Menten. 
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Rasullados y Discusión 

120 

100 

• 
~~ 60 

•O 

- • 
• 

20 

o 
o 20 40 60 80 100 120 140 160 

Tiempo {minutos) 1 

figura 20. Cinética de producción de Jsomoltulosa empleando 403 de sacarosa y 
4.8 U de lsomaltulosa stntasa/ mL de reacción. La reacción se llevó a cabo a 30ºC y 

en solución amortiguadora de fosfatos 0.1 M. pH=6. Se compara la evolución 
experimental(•) con el modelo teórico obtenido de lo ecuoc:lón de Michaells· 

Menlen poro la reacción(-) y paro lo reacción Inhibido por exceso de sustrato(-··) 
Lo desviación estándar promedio para los valores experimentales fue de 9.35%. 
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Conclusiones 

VI.- CONCLUSIONES. 

• Protorninobocter rubrum. es una bueno alternativo poro obtener lo enzima 

isomoltulo<;.o srntosa. yo Que no C'i patógeno. presento oueno estoOil•dod bo10 

cond1c1ones de opcrac•on 1 su CO()rJ·:•do.-J Cl<S· producción de 1somol~u1oso C'i 

aceptable. 

• Lo producción de lo enz.1ma. estó asociado al crec1m1ento de lo bacteria. 

• Los condiciones mas favorables poro to sin?esis de 1somolfuloso. bo;c cono1c1ones 

óptimas de sustrato fueron 30°C y pH o. tos cuales. co1nc1dcn con lo reportoco en la 

literatura poro S. plyn1uth1co y E. rhopont1c1 So observó que 10 enzima pre'ien!o mayor 

actividad o pH 6. empleando ornort1guodor de acetoto'i. Que de fosfatos 

• Lo enzima 1son•o1tuloso s1nloso. no fue capo.': de util1:or corno sustrato o ~ir.guno de ioc;. 

der1·.rodos de sacarosa util•Zodos 

• Lo presencio de ccetJtorus corno gl<..Jcosa . .,. mo!!oso. no af-=-cron to s;ntesis de 

isomaltulosa. por 10 oue se obtienen 1os mismos productos. en las mismos cant1dcdes 

que en ou!.enc•a doQ est:::!. 

• El etanol presenta un efecto 1nh1b1dor sobre lo achv1dod isomoltuloso s1n1oso 

• Lo presencio de rnetonol repercute en lo formación de met1l-gluc6~1do en pequeños 

cantidades además de 1son1attuloso trehalulosa y fructosa hbre en los oroporciones 

habituales. por lo que podemos afirmar Que lo 1somcltutoso sintoso reconoce al 

metano\ como un aceptar oób1I 
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• Al parecer. el mcconisrno Que llevo o cabo lo enzima. es una tronsgluco-.1loc1ón en 

donde lo isornalfuro-;o 'irntoso es espccir1co para el sustrr.JfO mas no poro el oceptor 

• Los cinéticas de producción de 1soma:tu1osa a bojas conccntrocionc-s de socaroso. 

comportan de acuerdo oJ r-nodelo de ,..,....1choehs-Menten obtcníóndO!.C la siguiente 

relación: lsomartutoso corno producto pnnc1pol. Treholuloso. Fructoso y Glucosa libres 

fmenos del J0%J como subproductos. 
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Rocomondaclonos 

VII.- RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES FUTURAS. 

• Probar otros disacáridos corno aceptores para dilucidar en el mecanismo de acción 

de la enzima. 

• Purificar lo isomaltulosa sintaso con la finalidad de descartar los efectos por uno posible 

contaminación de otros enzimas presentes en el extracto enzin1ótico. 

• Profundizar en el mecanismo de reacción poro concretar si lo isomaltuloso sintasa es 

uno glucosiltransferoso o una isomerosa. 

• Realizar mutaciones al azar. con el objetivo de incrementar lo actividad especifica de 

lo cepo y/o clonar el gen para sobreexpresor lo producción de lo enzima. 

• Construir un biocatalizodor empleando enzima inmov1liz:oda o células completos. poro 

lo producción de isomaltuloso a nivel industrial. 
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