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introduccion

.- INTRODUCCION.

taoreduccidon de la canhdad de agua disponible en los alimentos hasta et punto de
crear condiciones antimicrobianas. es un medio efectivo para la pretervac:on alimentos.
Desde un punto de vista his!iénco. esta tecnologia ha sido empleada con éxito en lo
preservacidon de frutas. salchichas. jamones. algunos productos de panificacion, leche
condensada vy una larga ista de producios de gran aceptooilidad. Una de las tecnicas
mas simples de aplicar a la preservacion de los alimentos es la adicion de sacarosa. la
cual. dada su alta sotubilidad, permite reducir la actividod ccuosa hasta niveles que
impiden el crecimiento de mMicroorganismos y 1as regcciones de detencro  Sin empbargo.

esta tecnica es ge aphcacidn limitado tundamentalmente por < alto poder eguicorante

de ic sacaorisa  Como consecuencia. ios produc!os asi conseryados, no son consumidos
en maycores cantidadcss a las actuales por el efectc hostigante que causa un CONsSuUMo

excesvo de sacarosa

Desarrolios  tecnologicos recientes. especiicamente relacionados con 1o
biotecnologia. han permiido disponsr de nuevos azicares. Existe la olternctiva de
producir un disacdndo conocido como isomaltulosa, empleando ia enzima isomaltulosa
sintasa (1S}, progucida por diversos microorganismaos, {Cheetham. 1987 Mc Allister. 1990:

Cheetnam, 198a}

La scmaltuiosa {conociaa tammén como paighnosa o hleosal es una 6-c-a-D-
glucopirarosil-O-tructofuranosa {Collins. 1987 Cheetham. 1987). que se encuentra en
pequenas cantidades en la rmiel; presenta un comportamiento fisicoquimico muy similar at
de lg sacaresa, con 1an solo un 307 de su poder edulcorante v 60% de! coder reductor
de lg glucosa (Cheethcm. 1987: mMc Allister, 1990; Cheathaom, 1984). Es per 1o tanto. una
opcion de interés en o produccion de alimentos de humedaoad intermedio. Dentro de
otras ventajos, destacan: su aplicacidn ya conocida en almentos para diabeticos vy

deportistas. por g lenta liberacidon de glucosa. su cordacter No Canogeéntco; su mayor




Introduccién

resistencia G ia mdrahsis acida y enzimatica (invertasa) que (Q sacarosa:; ser un excelante
excipiente pa-a tabletas y 'a capacidad de ser termentado por ias biidobacterias v no
por ias enterobacterias. haciendo desfavorable el desarrolio de 1os rmicroorganismos de o

putrefacc:on Que mueesiran una tendencia a causar diarrea [Cheoeatham, 1987 Takazoe.,

1989 Low et ai . 1983)

Por otro lado. ia sacorosa es lo materna prima para la elcboracion de ia
isomailtulosa. Hoy en dia. la industna de la cofa de azicar se ve seriamente afectada por
los edulicorontes compethvas, tanto caldricos (jarabes fructosados). como 1os No caldricos
{ospartamo. sacarnna. acesulfame K. etc.} asi como los precios internacionoles. Ante esta
sityacion. es prioritario encontrar vias alternas de valoracidn de la sacarosa. para paises

productores ae grucar de cana. como es el caso de México.

Desde e! punto de vista del funcionamiento de la enzirma, existe igual interés para

studiar la especificiaod de la reaccion y explorar con profundidad el comportamiento

de la enzima como glucosiltransferasa. Estos aspectos son de interés basico y aplicada
dodo el auge de la glicobiotecnologia. y en general. de la aplicacion de este tipo de

enzimas en la sintesis de oligosacdrndos como son los fructooligosacdridos {(neocazucares).

Considerando 1o ante: expuesto. resulta de interés disefiar un proceso integrado

Que incluya lc produccion fermentativa de la isomaltulosa sintasa. el estudio de sus

propiedades con el fin de explorar agguellas que pudieran resultar en 1o produccion de
compuestos de interds ademads de la isomaltulosa, el disefio de un biocatalizador y de un

reactor enzmatico pora la produccion de isomaitulosa y la separacidn y cristalizacidn de

este azucar.




Objetivos

.- OBJETIVOS.

2.1. OBJETIVO GENERAL:

¢ Estudiar el comportamiento de la enzima isomaltulosa sintasa con el fin de
explorar la posibilidad de desarrollor un proceso enzimdtico para la sintesis de

isomaitulosa.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Seleccionar un microorganismo con la copacidad de producic la enzma
isomaltulosa sintasa.

e Producir la enzima por fermentacion en cultivo sumergido.

e Estudiar las caracteristicas cinéticas y fisicoquimicas de Ia enzima, asi como

algunas caracteristicas de su especificidad.

e Explorar el comportamiento de la enzima como glucosittransferasa.



Antecedentes

.- ANTECEDENTES.

3.1. ta sacarosa como motetria prima.

La sacarosa, es sin lugar a dudas el edulcoranta doe mayor consumao rmundial, Este
importante producto proviene de la canag de ardcar o de la remolacha v repraesenta ung
de las mas importantes fuentes caldricas. Por diversas causas, dentro de las que destacan
la sobreproduccidn agncoia vy 1a produccron biotecnoldgico de productos alternativos
como lo son 1os jarabes con alto contenido de fructosa {JACF) vy nuevos edulcorantes

SINtETCOs NO CAlGnCOs, € Precio INtermacional de 1a sacarosa ha 1 ao dismimnuyendo

Ot factor importonte a considerar es ¢l evidente estancamicnto que nha sufrido ia
demanda debido a que existe una tenderciao mundial g disminur el consumo de
eduicorantes caldrncos en favor de los sintéhicos no catdncosfiacobsson et of.. 1984) Por
otro lago. dentro de los eduicorantes caldncos. la sacarosa ha venido perdiendo
mercado ante el avance dea 1os jarabes fructosados. al grado de haber alcanzado éstos
Uitimos. una produccion mund:ial de cas 8 milones de toneladas. sustituyendo totalmente
a la sacarosa en la elaboracdn de bebidas carbonatadaos en los Estados Unidos de

Norteaménca {(USDA)

En relacidn con los edulcorantes Nno Ccaldncos, Cuyo Cconsumo se ha incrementado
considerablemente en los Ultimos anos. podemos afrmar que el cumento en la demanda
responde a lo necesidad de disminuir el corsumo de edulcorantes caidncos. sacarosa
porincipalmente, por el uso de dietas controladas o bien por Crogramas de srevencion,
como sericn el de s carnes dental, de cevorsas enferrmmedades como la aiabetes,
demanda on productos farmacduticos {como excipiente en tabletas). etcétera. La
sacarna. era hasta fingles de los setentas. <! edulcarante mas comun, producido por
sintesis quimica a partir de tolueno, con algunas excepcriones [comao tos ciclamatos) era 1o
Unica opcidn no caidrica (Batry. 1987). Sin embaorgo. o partir de fincles de la década de
s 805, esta fue aoesplazada cast totaimente por el aspartamo, oltro producto de

desarrolio de la biotecnologia.



En ia Tabla | se presenta un

resurnen de

aiverrsos  edulcorantes

Antecedentes

¥ U poder

enduizante relatvo ala sacarosa: & analivar I tabla. s puaede aproeciar que la influencia

de los desarolios biatecnoldgicos on este sector hu sicta Considaratie

Tabla I. Edulcorantes allernativos a la sacarosa.

PRODUCTO i PODER ORIGEN
} EDULCORANTE | )
{Sacarosa=1) |
Edyl‘c_o_rcgle[s”caléglcros7
Jargbes fructosados [55%) P .
Jarabes Fructosados {F0%)
Jarabes Maltosados [{45-40%)
Jarabes Maltosados {70-85%) |
Sorbitol
Xilitoi
rManitol i 05
Isomaltulosa I 03
Polatinita ! 05
Neocazscares )| varnos
Edulcorantes no caloricos
Aspartamo T 180
Alitamo [ 2140
Acesulfame-K | 200
sacaring I 300
Sucralosa I 600 Qe |
Ciclamatos 1 30 ]
Dihidrochalcenas i 1800 Q
Monelina {proteina) I 2500 N
Taumatina (proteina) |8 3000 1 N.F
Esteviosido 300 i N
Glicirtizing 50 1 N
Dulcing 200, i Q
AMirgculing [proteing) 1500 ] N
Hernandulcing 1000 ] N

Tomada de Loper-Munguio. 1993

N=Naturol Q=5Sinfehco via Quimica, EzEnnmatico. Fzfermentalvo o combinaciones de stos



Antecedontes

Podermos entonces conciluir que por razones de indole técnico-econdomico, ia
industrio de la caoha del azicar se encuaentra seriomente deteliorada. inclusive con nesgos
de quiebra, siendo una de 1as causas. ia produccidn de jarabes frucltosados a partir do
maiz en ios pases donde el cereal es abundante Ofra causa. es de indole sooial: (a

tenaencia en el primer mundo a aisminuir 1o INngasta de calorias. como consecuancia de
excesos en G Jicta gque Nan reparcutido o un seno problema de obesdad. Finalmente.
orras causas resultan de recemaendaciones doe salud e hageene estd plenamente
comprobado que Ia sacarosa es ol inductor de la canes dental. al servir Comao sustrato a
fos microorganismos de la microflora saiival. para la formacidon de la placa dental. Todo

esto nos leva a lo urgente necesidad de encontrar alternativas agroindustriales para la

revaloracion de lag sacaorosa

3.2.-la isomaltulosa.

3.2.1. Procesos de produccion.

La sintesis quirnica de la socmaltulosa resulta demasiado dificil y de costo elevado.
Es por esto que los desanolios biotecnoldgicos cobran importancia en la produccién de
isomaitulosa de ongen microbiano. ya Que se puede disefar un método con posibilidades

de facil operacion g mvelindustnal y que Nos proporcione un producto de alta pureza. de
bajo costo y con buenos renadimientos.

En un principio, se aittaran celulas de 1a remolacha proveniente de refinerias, 1os
miaimente en un medio con 5% de sacarosa y oltros nutrientes:

cuagles se craecian
ce&lulas se incubaban con un jorcbe de sacarose 20% hasta lograr su

postenormenrnte. las
conversion total en somaltulosa (Cheetham. 1987).
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Historicamente. el primer reporte que se tiene de la identificacidn de o somaltulosa
de origen microbicno es de Stodola et al. (1952). y Sharpe et al. (1954). quienes describen
que ese compuesto es un subproducto de la formacidn de leucrosa {5-O-u-D-
glucopiranosil-D-fructcpiranosa) vy dextrana  con  leuconostoc mesenteroides.  sin
embargo. ia formacion de azucares reductores por estos MiCroorgarnismos y  por
Streplococcus bowvis a partr de sacarosa. fue mencionado con antenondad por Hehre
(1951). MaAs tarde. Bailey & Bourne (195%). notaron que un disacdrido reductor similar a la
isomaltuiosa erac producido por 5. bowvis Stodolo et al (1956) vy Sharpe et al. {1960).
confirmaron la forrmacion de isomallulosa por enzimas denvadas de L. mesenteroides
Posteriormente. se encontro gque una a-glucosidasa de 5. italcus formaba isomaltuiosa
como producto de transglucosdacian [Halvorsen, 19466). En datcs mas recientes, Fuji et ai
(1983}, estudid la formacidn de oligosacdridos por la accidn da: §. plymuthica en sacarosc
y encontraron que la isomaltulosa era el producto mayontario. acompanada de olros

azucares.

En la industria. Ic somattulosa se cbhene via enamdhca empleondo 1 enama
isomaoltulosa sintasa y socarosa como sustrato; generando un intermediario, Que seguido
de una hidrogenacion aglcalina con catalizadores Nickel/Raney. permite  producin
Palctinita®. En ambos casos se requiere de una purificacion posterior. seguida de una
cristalizacion. lo cuai disminuye de manera importante el rendimiento de isomgaltulosa

({Cheetham. 1987; Irwin, 1990).

Iguatmente. la produccidon de isomaltulosa se ha reah:ado por fermentacion
utihzondo S. plymuthica [Mc Allister et al, 1990}, Protarminobacter rubrum (Schiwek et al.,
1974 y Takozoe., 1989} o empicando ceélulas immovilizadas de £. rhapontici {Cheetham et
Qol., 1982 y 1984). Se han encontrado pequenas cantidades de isomgaltuiosa en
fermentaciones reaiizadas en estado sélido (Cheetham. 1987} .
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3.2.2. Caracteristicas tislcoquimicas.

La isomaltuloss: o5 ur il andda Que s cncucntra en peauefas cantidades en ia
A4

83, 1787, Ltow A Sporns, 1988 y Tokozoe.

miet (19} v on ol jugs e cana [Cnoeathanr,

oD ol manutactura de la rermolacha en

1989 Ser @ nntg LS parre e
1957 por Weoeilde g FooLorenr wen Qg fatunca o wna Sweiacd lamada Paiating, en

Alermana. de @ su comtire sl de Palatinosa® (Toxosoe, 1987, Es conocida también

weerddo Con i@ nonternciatora guinica convencional €s unag 6-o-a-D-

como hicua. e
thcamy et il 1982 vy Park ot al, 1992). En la Figura 1

glucoprranac -0 frecratorar . csa (T
se presents un esquema con su estructura QuirtiTa. asi comao las de ohtros aziucares

asoCadss

La rsomaitulosa es un isomero funcional de la sacarosa (pPc Allister et al.. 1990 v
Cheetham 1984}, por 1o que presenta un comportamiento fisicoguimico muy similar a
astc: posee tan sclo un 30% de su poder edulcorante [Cheetham. 1987 v Mc Aliister et al..
1990): es mucho Mas resistente a la ndrdiss acda que g sasarasa. en un rangoe de pH
Didas carbonatadas ©

normal de un glirmerte (2 5-6). por 10 gue gl incorporaria 2n o
almentss aciaficados con acidos orgdnicos o vitamina <. la ptoporcisn de azdcar
invertdo Que se obhena os considergbicmoante Maenor y por 1o tanto. son mas estables que
aguellos que contienen sacarosa (Takazoe, 1989); igualmente, €s mas resistente a la
nicrcSusis enzimatca {invertasa). Es un azdcar con e! 60% de! poder reductor de la glucosa.
por o tanio porhcipa en reacciones do oscurecimiento en glimeantos [Cheetham. 1984).

Enta Tabla ll. sz presentan ias propiedades fisicas de la isomaltulosa.



OH

HO <
HO
SACAROSA ©H
o
2-0-a-D-GLUCOPIRANOSIL-3-D-FRUCTOFURANOSA Ok o
CH
HO
OH On
HO S
HO
OH\
TREHALULOSA
o
' 1-0-a-D-GLUCOPIRANOSIL-D-FRUCTOFURANOSA
o
HO ~yy
OH
OH
HO ©,
HO
CH
o
!
ISOMALTULOSA CH>
o OH
6-0-a-D-GLUCOPIRANOSIL-D-FRUCTOFURANOSA
HO &,
OH

FIGURA 1. Estructuras quimicas de la sacarosa, trehaluliosa e isomaltulosa.
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Tabla 8. Propiedades fisicas de la isomaltuiosa.
Peso moleculor imonohidratada) I 360 g/mol
unto de tusidn [ 118 a122°C
Densidad absoluta [ 1.45 g/mt
Solubittidads [ 70 g /100mL a 30°C
i Rotacion especiica I Glo™ es az 97 25
f T.po de Huido ) [ Newloniano
Viscosidad de uNa solucion Ligeraomente menor Que UNo de 3acarosa a
Ia misma concentracion
Cristales de ia somaltulosa monahidratada Biagncas y rémbicos
Tomada de Cheothom 1987 y Torazon, 1987

iIsomaottiviose estd determinada por un enlace

La estructura cristalng de (o
intramolecular entre los atomos de carbono 2 y 27 y varios puentes de hidrdgeno

intermoleculores. Los espectros de resonancia magnehca nuclear, demuestran que existe
una relacion 14 de isémeres 1.3 o 34 °C. 1o que €5 muy simiar o 1os valores reportodos
para la tructosa {Cheeaetham, 1987)

La isomaltviosa hene un pertil de dulzura, muy simdar of de 1a secaresa su gulzor
iniciol se percibe mas répido que el de jo sacaorosa. hosta llegar a una gran internsidoad vy
un auizor final Mas débil. Ademads. no se ha reportado que comibie con la temperatura.

Se sabe que cuando se uhlizo en aimentos como dulces y chocolates, mo se percibe
Tiene apticacion

diferencia con o sccarosa en e perfil de acizor [Tarazoe. 1989}
potencial en alimentos de humedad intermedia aligual que la sgcarosa pero sin llegar a

uno saturacion per dulzor. Esta bajo intensidad en su dulzor. permite Que el sabor original
de un alimento se vea Mmenos enmascarado al emplear isomaltviosa en vesr de sacarosa

{Cheethom, 1987).
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Aparentemente. No s canogenicar ollo se debe a qQue lags bactenas como
Strepromices mulans Gue forman i placa dental { compuaesta Por Qciados y polirmoros da
B-gluconos) No utiliran Ia somaltuiosa o 1o hacen en Mmuy bojags cantidadas, por o que
producen canhdades NUIas © MiNiMas de 'actalo a partr de2 isomaltulosa. Ademds. inhibe

la sintesis de pohglucano insoluble Q partir de sacarosa porgue funciona como un aceptor

de glucosillos (Takagroe. 1989 y Cheetham et al.. 1982;.
Es metaobohrada =n forma muy smilr g la sacarosa {Cheetham., 1987). Se sabe

qQue es higrolizada a glucosa vy fructosa por Ia accion del complejo sacarasa-isomaltasa
{que también hidroliza maitosa) que se encuentra en el intestino delgado (Takazoe. 1989}
Posee el mismo valor caldrico que la sacorosa. pero a diferencia de esta, la velocidad de

torrente sanguineo es menor. €sto provoca que los
insulna seg menor que ol

hberacion de monosacandos af
lenta que la de

sangre vy el
metabohzar olros azicares simples Ademas
sacareoso. per lo que cabria la posbilidad de aplicar e! uso de la isomaltulose en alimentos

requenrmiento de

der glucosa en
suU cbsorcion es Mmas

caombios

y bebidaos para diabaticos y deportstas (Cheetham, 1987 v Takazoe, 1989).

La mayorna ge las bacteriqs enténcas preden metabolizar muchos azucares. la

isomaltulosa Cricamente puede ser utitizada por las bifidobacterias. por lo que favorece

su crecimiento y disminuye el desarrollo de microorganismos con ftendencia @ causar
gicrrea. Por es5ta razdn, se ha probado en alimentos. bebidas., bebidas fermentadas y
férmulas de medgicamen?tos, especialmente en aquelios Que contienen productos Idcteos,
manteniéndose <! perfd o= Jdulror y sabor. Agemas. es un excelente excipiente en
tapletas (Cheetham, 1987).

COtros estuaios han demostrado que [a isomaltuliosa no produce efecios de
mutagenicidad o tosicidad agudaa o cronica [Takazo=, 1989).

Lo funcidon que la isomaltulosa tiene en algunas bacterias como Erwinia. rhapontic

y su funcidn adaptativa es aln incierto. De cualquier modo, esta bioconversidon podria ser
ia fuente de carbono vy energia para

unN Mmetodo pPara secuesirar mreversblaemente
hocerla menos acceunie tanto para la planta que parasita como para ofros orgcnismos

11
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que pueden repraesentar compelencio por la sacarosa para £ rhaopontici (Cheetham et

Ademds. se¢ mantiene un balance en el metabolisme ya que provee unag

al. 1982).
trehalulosa  {reservas metabdlicas

reserva de energia a portr de isomaltulosc o
ehdégencs) antes de emplaear 1 sacorosa almacenada o bien, cuando hoy ausencio de

nitrogeno u otros nutnentes (Cheetham, 1784}

3.3.- La enzima Isomaltulosa sintasa.

En la uitma década. las enzimas han adqurrido gran importancia en la industric de

los carbohidratos. al encontrar infinidad de oplicaciones en la produccidon de azdcares y
endulzantes. Indudabiemente, el avance mas signficativo ha sigo la produccidon de
jarabes de maiz de alta tructosa empleando una enzma inmovilizada: la glucosa-
isomerasa. Ademads. existen muchos otros ejermnplos de aplicacion de enzimas o nivel
industrial; jarabes maltosados, asportome vy

ciclodextrinas

o preduccion de

tal es el caso de
tos grandes

Gracios a desarrollos biotecnologicos

[Cheetham, 1987}
el gsacando

la aglternativa de produc isomaltulosa. empleando 1a

recientes, existe
enzima isomaitulosa sintasa (Mc aillster et gt . 1990 y Cheetham 1984).

3.3.1. Caracteristicas generales.

La enzima responsable de la bioconversion de sacarosa en isomaltulosa se locahza
en el espacio periplasmico de algunas bacterias come E. rhapontic: (Cheethgm, 1984 vy
1985) o intracelularmente como en el caso de 5. plymuthica y Protaminobacter rubrum
(Cheetham, 1987). Es considerada como una a-glucosiltransferasa que no requiere de
cofactores o iones en el mecanismo de accidén: tampoco se ha observado que requiera

de intermedianos de alta energia como UDP-glucosa o polisacdardos {Cheetham, 1984,

1987; Park et al.. 1992 y Takazoe, 1989).
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Lta ensma torma  simulténeamente  somaltulcsa v trenaluiosa {1-0-e-0-
glucopiranosil-a-D-tfructopirandsido).  La trenalulosa s un disacdndo No Canogenco v
poco duice. cuya solubididad es mayor gue !a isomaltviosa v s parcialmente hidrobzaoa
en el intestino delgado. por lo que puade utiizarne como azucar bajo «2n calorias. los
rendimientos que se obtienen son mucho mMmencres qQue 1os de la somaltulosa. Lo

estructura Quimica de 'a trehaivlosa. se presenta enlia Figura 1 (Cheeatham, 1985y 87},

LA ISOMOiUiosa sINtasa NO &5 UNna enzirmnma comun, ya Quse a reaccién que ileva a
cabo semeja mas una coldhss quimica qQue una biocatdlisis Lo enzima produce
simultaneamente  somaltuiosa (el producto cinético) y trehalulosa (el producto
termodindmico). medchante a nidrobss de 1a sacarosa. seguida de 1a reaccion de la
glucosc con los caroenos 6 v | de la fructofuranosa. La expiicacidn a este fendmeno, se
explica en <rmnos de un mecanismMo de reqaccion ciclico que tleva a cabo £. rhopontici,
en donae despues de un periodo prolorngado asr ncubacidn, la concentracidn de
iIsoMmaoltuiosa disminuye debido @G gue 1a enzima la convierte en trehalulosa. por Io que se
pueden alcanzar reiacicnas de 1.15:1 (Cheetham, 1984, 1985 v 1987).

Laernrzmase ~a d ominade isomaltuiosa sintasa y se ha propuesto incluira dentro

de diterentes grupos para su closificacion: primeramente. el grupo E.C. 5499~ que
comprende isomerasas que Hevan a cabo transferencias intramoleculares de grupos
diferentes a gcilos. amincs o fosforics. e cuyo caso. seria el pnmer ejemplo de una

mutQsa sotre arucares. Aiternahivarments Docra ser g onmer glucosdtransferasa {(E.C.

2.4.1.--) Que posea uvnN mecanisma intermoiaeculer real y/o especificamente una E.C.
2.4.1.18 yo que se asemeja ¢ las enzimas que ramificen ia amiopectina [Cheetham. 1984
y 1987).

Es una enzima inducible en condiciones aerobicas en medios con sacarosa
(Takozoe, 1989). Tiene ung alta actividad en ambientes con bagjo Aw. o que permite

empieartia exitosamente en procesos g gran escala {Cheetham, 1984).
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3.3.2. Microorganismos productores de Isomaliuiosa.

De acuxrgo con rAc Allister et al.. 1990, existen dos tipos de microorganismaos

productores de somaltuiosa

1. tos Que producen semaitulosa como subproducto en la formacidon de dextrana. por
ejemplo: la dextransacarasa de | mesenteroides, y!
2. Aquelios Que producen isomaltulosa como producto mayorntano a partr de socarosa.

En la Tabla IV se presenta una ista de microorganismos productores de isomaltuliosa

sintasa. asi como las proporciones de isomaltutosa v trehalulosa que sintetizan,

Cheetham {1987}, reporta que tanto 5 plymuth. oG como Protaminobacter rubrum
poseen actividades nicales mas elevadas Que £, rhapontcr. asi mismo, un estudio de
estabilidad Dajo aiferentes condicionas en el almacenarmiento de agichos
microorganismces. refleja que S plymuthica poses un Mmayor hempo de vida media que
Protaminobacter rubrurm y £, rhaponhce. Sin embargo. Cheetham selecciond a £
rhopontici como cepa productora debido a que presenta una mayor estabihdad

operacional al emplear ceéluias inmovilizadas en alginato

Por otro lado. se sabe que £. rhopontc: es uNa bactena que causa podredumbre
en el ruibarbo (Cheetham et at.. 1982); que S. plymuthica e. patogena. incluso para et
humano [(Bergey. 1988) vy que Protanunobacter rubrum no €3 patdgeno {inwin, 1990).

Como se puede aprecicr en Ia Tabla 0. aigunas cepas at ser inmovilizadas no
producen isomaitulosa con rencirmientos suficientes (Protaminobacter rubrum} o bien son
potencialmente inseguros para uhlizarse a gran escala {5 plymuthica) Aunque S
plymuthica y Protaminobacter rubrum posean velocidades attas de produccion de
isomaitulosa, algunas cepas de £. rhapontci parecen ser mas estables cuando las células
se emplean en forma continua & inmovilizada (Cheetham et al., 1985).

14
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Tabla Ill. Caracteristicas operacionales de células inmovilizadas en alginatos para
diferentes microorganismos®.
Microorganismo Actividad iniclal Establilidad % Conversion
{a/qg peso hiumedo/hr) | (Vida media en hirs) {1)
£ _rhopontci MCPPS 1578 O a4l ) 1507 52
E. rhapontici NCPPB 139 0.3% 18772
| L 1820
625
5. marcescerns NCIB 8285 [ 121 ]
S. plymuthica ATCC 5928 L 242
P _rubrym TBS574 77 __ 700
E. carotovora var. P75
atroseptica (P30/4)
E. carotovora var. 200 31

atroseptica (P197/5)

{1) X Isomaltulosa obtenicda a partir de una solucidn de sacarosa 25% p/p (Cheetham,
1984) *Tomada de Cheetham. et. gl., 1985

Tabla IV. Microorgonismos productores de isomaltulosa.

Isomoaltulosa | Trehalulosa

Referencia

Microorganismo |
€. rhopontic:t NCPP8 1578 | 85%, __ 5P Cheetham 1982, 1984, 1987.
E. rheporiict ATCC 29284 | Pe sP Cheetham et al. 1985
£ carerovor: ' ki P Cheetham et gl 1985
S. plymulhica ATCC 15928 H 8795 sSP Mc Allister et al.. 1990, Fup et
@l 1983 y Cheetham. 1984
P. rubrum. NCiB2878. 85% 15% Cheetham. 1984 y Takazoe,
1989.
S. marcescens NCiB 8285 P NR Cheetham et al. 1985
L. mesentercides NPRL B. 5P NR Mc Allister et al.. 1990 y
S512F Bourne etal.. 1961
Str. bovis ATCC 33317 <1% NR Bourne et gl.. 1961
5. bowvis P NR Cheethaom. 1984y
Bailey & Bourne. 1959
S. italicus P NR Cheetham. 1984 y Halvorsen,
1964
Klebsiella sp. Aislado de 86% SP Takazoe. 1989
mango
Kiebsiellg planticolag MX-10 50% S0% Naggi. 1994
Ps. mesoacidophilg tX-45 9% 1% Nagai. 1994
Agrobacterium radiobacter SP PP Naqgai. 1994

P=Produce: PP=Frogucto prncipal. SP=Produce como subproducto: NRENO se reporto s produce © No
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En el caso de la enzima de E. rhapontici se sabe que es especifica tanto para el
sustrato como para el aceptor, llevando a cabo un mecanismo intramolecular que
Unicaomente utiliza glucosa y fructosa proveniente de sQcorosa. Se reporta que la enzima
de Protaminobocter rubrum. no es especifica y que puede transferir glucosa proveniente
de la sacarosa a la arabinosa o la xilosa (Cheatham, 1984 y B7).

Lo isomaltulesa sintasa  es esancialimente irreversible (< 0.03M de sacaroso
remanente, partiendo de 1.6M). indicando una AG de -11.8 Ki/mol. comparada con ung
AG de -28 KJ/mol para la hidrdlisis de socarosa. Las enzimas que catalizan reacciones
completamente imeversibles. como la mayoria de las enzimas con un papel regulagdor en
el metabolismo se caracterizan por su valor relativamente grande de 3G, Asi, el bajo
valor de AG coicutado para !'a somaltulosa sintasa (aproximadcarmente -12 Ki/mol) y et
hecho de que las energias de heardlisis de la sacarosa y de la isomalluicsa son pequenas. |
ya que los rendimientos no varian con la temperatura 4-65°C), solo puede atriburse a Que
lo isomaltuicsa tiena una mayor entropia de hidrdlisis Que 10 sacorosa. Entonces. después
de iargos periodos a2 hoempo Ia encima reprocesa lentamente g isecmaltulosa y una parte

o convierte o trenalulosa [Cheetham, 1984).

Una carqacteristica sorprendente s que la formacidn de ambos disacdaridos a partir
de sacarosa se da ac forrma simultdnea v no consecutiva. Lo formacidn simultanea es
ung propiedad ntnnsaeca de la onzima. ya gue la relocidn de isomcitulicsa vy trehalulosa
procucidas es constante desde el pnncipio de la reaccion y bajo diferentes condiciones.
mientras que  la  reaccion  consecutiva  estaria  indicada  por una relacidén  de
concentraciorn.zs diferentes G io largo de la reaccidn [Cheethom, 1984).

En la Tabla V se concaentran las princicales caracteristicas para la isomaltulosa

sintasa de diferentes microorganismos reportades en lo literatura.
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Tabla V. Resumen de las caracleristicas generales de las Isomoltulosa sintasa de los
principales rnicroorganismos productores de isomaltulosa.

Microorganismo Forma estudiada Caracleristicas
E. rhepontios {1} Celulas inmaovibradas on Ky 22 sQoarosa- 280 mtA
AG reaccion= 211 8 Ki/mol
ACG nicrdliseg 5 -28 ¥i/moh
Ea= 17 vi/mol
H e reaceid 5

aiginates

Km para sacarosas 350 ma
Q@ PHZy30°C
Act especilica= 1.285 U/mg P
a pH & y 20°C
Punto soeléctrico= 9
PM= 79.500 Da
) Km para sacarosa= 65 3 mM
Enzimc mmovilizada en Vida media g 25°C en
alginates regcciones enlote= 23 dias
Enzima inmovilizada en vida media a 25°C en
alginatos reacciones enlote= 73 dias
pH optimeo= 5.5
Km para sacarosa= 140 mam
Ki por producto= 310 mas
T Sptima= 25°C
pH dptimo= 5.5
Km para sacgrosa= 140 mm
pH Oplimo= 6.8
Km parg sgcarosas= 120 ma
pPH optimo= 4-6.5
T de mayor actividad= 35°C
KX para sacorosa= 120 maa
Vmax= 110 ug de im/{mL
reqacc ming
pH optimo= 55-6.5
T Sptima= 20°C
Produce principalmente
trehatuiosa
Krn para socarosas 19.2 mM
Kipor producto= 170 mM
{1} Cheetnarn, 1984, {2} Criectnam, 1982, [3) Mc Allater €t 0, 1950 (4] Tarazoe. 1989, (5) Cheetham, 1787, (6}
Park et ol , 1992; {7) Naga. 1974

TTEnapontici (21 | Cellas inmouvihzadas ¢
alginatos

__3. pl;n—[llﬁg_cfﬁ)w o Enzimao puriticada

S. ohymuthica (4)

Protammobac ter rubrum
{4y 35)

Protaminobacter rubrum Céiulas inmovilizadas en
alginatos
Protaminobacter rubrurm Céluias completas

{4}

Klepsiella cpo. {6) Enzima purificada

Ps. mesoacidophia [7) Enzima ‘punlicado
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3.3.3. Mecanismos de reaccldn.

De gcusrddo con ios estudios rea rados por Cheernam (1984), la enzima de £
MapOoNHCH Con. e QCQOsA {MAreaida) &N isomaitulosQ Cor un renchmiento aproxmado

del 85%. Sec obLtiene también henalulosa (neologrmo Dropuesto por io analogia can 1a

fgctosa/iactuicsa respecto al enigoe -1 gue presenta este disacdrndol v glucosa v

fructosa lres en concentrac.onaes D07 v 2 1M resprachyamonta NG s raparta formmac.on

de oligosacdarndos o gue muestra que el agua v 105 disacandos ooterndos. son acepliores
débies. La scmgaitvlosa  tormada especiicamente de  socaorosa marcada

radioactivamente. puede hidrohzarne por 1o accon ge la isomaitulosa sintasa gde £
rhapontici para dar glucosa y fructoia marcadas La ssomaituiosa vy frrenhaluiosa
marcadas. también pueden purificarse por cromatogratio  La isomaolituiosa nc pueds ser
convertida a trehalulosa empleando o isomaltulcsa sINtasa y/o viceversa y tanio a
isomoituloso como ia trehaluvliosa no pueden ser convertidas g sacarosa al incubarias con

esta enzima. La frrehaluviosa obtenida. se encuentra presente 33% en forma de

fructofuranosa y 466% como fructopranosa.

En estudios hechas con enuima impura de €. rhapontici por Cheetham [1984], se ha
encontrgdo que !crges periodos de incubacion causan la concentracion de isomaltutosa

hasta clcanzar un Mmaxmo vy luego se fransforma lentamente en trehaluiosa Este se

atribuye G la isomacituicsa sintasa y Nne @ ofras =nzmas
estudiaron céluias de S, piymuthica y Protaminobacter ruorum con radicachvidad v

contarminantes, en 1964 se

concluyeron gue es la actvidad glucositransferasa Ig responsable de este hecho.

Se ha proepues!c un Mecanismo de rransglucosilacion mtramolecular que posee ot
mismo intermediano parg ambos disacaridos formados que Unicamente uhliza glucosa y

fructosa proveniente de sacarosa. La reaccidn No es mediada por dos enzimas diferentes

qQue se encuentren AsOCIAdas Nt CoN UNG $0Ia enNzIMAa que pPosea dos s1hos achivos con

diferentes especficiaaaes {Yourno et al.. 1970). Esto se comprueba al observar Que 1os
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MOrOsacAnUos 2aDQenas MaArCados NO 52 NCOINOrarn Q mNGan rinacdands Qi Qrdrcionar

(IO © CON SACATTNT. Yy RPOIQUe 251G MGHGsQcansiDs, NG afectan i DIGDONC:Gn e oY
oroductos formadcos , 2f TonNsuMmo de Sacarosa Ter NG Quer rister Un anNtornachQno
Eoaian farmiare Soicares Como

S GIUT oS estuviera hrd,

enIima-ghucDsa. y3 Jue
Irenglosa. 1ISOMaitosa Mma*osa Maitulosa v/ o matotteoea (Cheotham, T9R

G exstenca de un complaejo enama-froctosa.

e mpLcana
22 M3 e i oy ol ReChQ A Gue NO

una io

s

Ademas. ta ospecih oidad aoeoita al sustraato o

reaccione y produicd menosacarndos,

ITDEC O e exstan moltples 5hos de

tarmb
unidn entre 1o sacarosa vy a3 ennma (Figura 2A)

Este mecanisrmo se propone. Conuderando I3 union de [g sacarosa con la enzima.
formando un “enlace o puente” entre &ita y su postenor nidrahsis ([Cheatham, 1987},
seguidao oo la recccion do
carbonos 6 y | deia tructclurar.osa respechva (Figura 2Aj{Theetham, 1984 y Mc Allister e!

Io50 3 ICs grupos hidrosio a2 fos

transfoerencra de ia o

al.. 1$90). Sorprendentemente. o formacion de somaltulodd requiere Que € residuo de
la trehalvlosa Nno necesitc de una

fructosa rote 180°. rmientrgs que

oprosmadamente

y presgmiplemente se forma antes de que e comple;c enzima-

rotacion tan grands
tructosa puedarotar

Otro alternativa menos posbile de mecanismo. o5 ia propuesia que contempla
Unicamente la unicn de la enzima con la glucosa. formando un comple;o enzme-glucosa

y entonces éste recocoionaria con la fructcsa que guedaria litre ya sea en forma de
pranoss o ae furarossa  La somenzacion de lag furanocsa a piranose con ia subsecuente
reaccion = trenaiuviosa (Figura 28] no es muy factibie. ya Gue la glucosilocidon puede
ocurnr antes Je g Mutarotac.on ¥ se farmarian Qisacarndas con uniones 3. 1o cuai Nno se
observa. Quiza ia fructosa s& mantene en su configuracion de furanosa debido a su
asociacion con aminodcidos reactives en el sitio agctivo de la enzima. Uno reaccion via

fructosa de cadaonc atywerta. no es factible, tal como 10 demuestra la R.M.N.. ya que Ias
cantidaaes presentas son rnuy pequenas vy la regccidon no se inhibe con alitcl o maonitol,

los cudles pueden formar complejos con la fructosa acichco {Cheetham, 1984).
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Antecedentes

3.3.4. Obtencién de la enzima.

rhoponticr que se encuentra en el espocio peripldsmico de fa

La enzma de £
s¢ obtliene

célula. puede extraerse medante un choque osmdtico. Sin embargo.
enzimas penplasmicas como la fosfatasa dacida y pequedos

acompanada de oiras
Otros maétodos que resultan Mmenos exitosns para

cantidades de enamas citoplasmdatcas.
aoomocitulosa sintasa en £, chapontici
wugitador de AM.ckle. Lo mavyor parte de ellos tiene el

ia extraccidon d.: son: sonicacion, lisis celular,

srercentan

tratoraienis Con .
ate e afectar negativamente 1o achividaad especifica {Cheetham. 1984).

immo s o

Conforme a lo reportado por Mc Alister et al {1990} la isomaltulosa sintasa de S.
plymuthica posce  una achvidad especifica  de 1.285 U/mg prot. que es
o que presenta Cheetham (1984} para un extracto
Una comparacion de la
. se

considerablemente menor a
enzimatico crudo obtemncdo a partir de un chogque osmotico
efictencia en el metodo de oxtraccion para la isomaltuioso sintasa de £, rhapontici

concentra en lo Tabla VI

Tabia VL. Extraccion de la enzima soluble de E. rhapontici (NCPPB 1578)~.

ento de | Ac delos J Actividad del Proteing en el Actividad NUmero de
las células restos celulares exfracto celuiar extracto celular especifica celutos viables
empicadas (Umol Mt g LGt o rmn g imgirni lurmol rmzmntmg fcctomas/peso
cei exraciol proteingl nom_celuias)
nlocioy 59.54 22 x 10°
ASHOTOr MICh e 27.63 4.58 S 326 0.14 6.6 x 107
Chogue 22 46 .12 33 4.11 82x10
osmotcn
SCricador 56.53 1.12 14.9 0.14 D,
Detergentes | 1.16 0.023 1 N.D | N.D. 4.6 x 108
N.D. = No deterrminodo. *Tomada de Cheetharn, 1933




Antecedentes

Empleando lg informacidn anterior. se observa qQue en los extractos intracelulares
iberacos no se detecta sacarosa o isomaliulosa. o cual indica que la enzima que
produce isomaltulosa no se localiza intracelulormente en et caso de £ rhapontic:, Et
extracto soluble obtenido por choque osmdtico. contiene 10 proteinas segun el gel de
poligcrilamida realizado por Cheetham, 1984, Esto implicaria una posible contaminacion
de dgdichas proteinas en aqguelios expoenmentos en que e uhlicCe extracto crudo Sin
embargo. tal y como lo exphica ! mismo autor, se tienen evidencias do que la actvidad

isormaltulosa sintasa se debe Unicamente a lag accidn de esta enzima y no de alguna otra

proteina.

En el caso de las enamas de 5. plymuthica y Protagminobacter rubrum Que son
intracelulares. las celulas se rompen Por sonicacion vy se cbliene el extracto enaimatico
intracelular. el cual se purifica y/o se inmoviliza para ser estudiado (Park et al., 1992 y Mc.

Allister et al.. 1990}

3.3.5. Especificldad de ia enzima.

La enzima de £. rhapontici es especilica para o sacarosa como sustrato. por lo
qQue unicamente utiliza glucosc vy fructosa proveniente de sacarosa S ensayd con una

variedad de azicares incluyendo maltosa. lactosa. rafinoso. gaiactosa. arab:mosa y

manosa tanto soias como con sacarosa. sin obtener reaccion. Dicha especificidad

absolutc por el sustrato, doncaor ¥y Qceptor es sorprendente porque 1Q sacaroso £s una
molécula pequeria y porque la isomaltulosa sintasa de oNros microarganismaos utibran
bastante bien maiiosa. arabinosa y Givcosa como aceptores {(Choeoetham, 1984, 1987)

Para Protaminobacter rubrum se sabe que la enzima puede transferir glucosa de la

sgcarocc a arabinosa o xilosa. Sin embargo. ni Protaminobacter rubrum ni . rhapontics

actiuon en galacto-sacaresa. epimero en C-4 de la sacarosa (Cheetham, 1987).
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Lo accion de las ceélulas de 5. plymuthica sobre sacarosa en presencic de manosa
o arabinosa, produce w-D-glucosi-mandsido & u-D-glucosil-arabindsido. En el andisis de
especificidad respecto al sustrato para 1a enzima pura de 5 plymuthico resultd negativo
para todos 1o0s di y msacdndos {maltosa. malionosa. 1actosa. celobiosa. isomaliulosa,

trehalosa. turanosa y raofinosa). excepto para sacarose {Mc Allister et al 1990}
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1V.- MATERIALES Y METODOS.

4.1. Reactivos y equlpos utitizados.

4.1.1. Reactivos:

Ltos reactvos y mMmedios de cultive empleocdos en el presente trabaojo fueron

adqQuindos en tas siguientas casas adstinbuidoras:

* Bioxon Beacton Dicuinson

Difco Lab
11 Barer

Mer

de Mexica. S A . de C.V
Ssigma-Aldneh Quirmica. S A, de C.V.

4.1.2. Equipos:

Los equipos utitizados. se describen a continuacidén;

Incubadora New Brunsweck Scientific, Co. Inc. Serie 25.
Espectrofotometro Beckman DU 650

Avtoclave TOMY Scko Co LTD $5-3258.

oHmetro Corning 125

Centrifuga Beckman JH-2S

Sonicador Soniprep 150 MSE

Microfuga Beckman 12

Bono de temperatura controlada Polytherm Science/Electronics, Inc.
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4.2 Técnicas analiticas empleadas.

4.2.1. Cuanfificacléon de Isomaliviosa por el método del Acldo 3.5-Dinitrosalicilico
(DNS).

a) Preporacidn de la solucion patron

e Disolver en agua deshioda 0 1 g de somaltuiosa y atorar a 10 mi

b} Técnica:

e Colocar alicuotas desde 0.1 hasta 4 ml de la solucidon patrén en diferentes tubeos de
ensaye.

¢ Aforar con agua destilada g 10 mL

Tomar 0.5 mL de cada solucion y agregar 0.5 mL de DNS {se prepara disolviendo 300 gr.

de tartrato de sodio y potasio. 16 gr. de NaCH y 10 gr. de ocido 3.5-adinitrosalicilico en

agua destilada y postenormente s afora a 1 Lt {(Sumner. & Howell. 1935).

Poner  ebullicion en un bafno durante 5 mMiNutos

Enfriar en un bano de hieloc durante 5 minutos

Adicionar a cada tubo 5 mt de agua gestilada

Agitar los tubos

¢ o 6 o o

Leer 0 540 Nnm contra un blanco (Bl planco se prepara de Ia misma manera pero se

emplea agua en iugar ae muestra)

ta curva estandar se presenta en 1o Figura 3. Por otro lado. pora la toma de

muestra. se procede de la siguiente forma:
+ Tomor una alicuota de 0.5 mL.

e Agregar 0.5 mL de DNS.

e Proceder de la misma manera que con la curva patrdn.
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12 Y20 3141x - 0 0146
2= 0 9995

Absoibancia

2 .5

i 15
isoemaltulosa (mg/ml),

Figura 3. Curva estdndar de isomaoltulosa empleando el método de DNS. Se
graflca o absorboncia o 540 nm vs. cancentracién de Isomaltulosa (mg/mtl).

4.2.2. Determinacion de aclividad isomaituiosa sintosa por el método DNS.
se whlizd cormo  sustrgle socarosa. a
ensima [ya sea como exiracto
U/mL en amortigucdor de
5 munuros G una

15 minutos de la

g activigad ensmdahca
fa cantidad de

ge 05 a i
sustrato-enama por

Para medir
concentracidon final de 10% R/,
enzimdtico o células completas) puede

fa mezcia

vonaor

fosfotos 0.1 pH=6, preincubando
tos prmeros

Se tomaron muestras

temperatura de 30°C. durante
reaccion y se determind ia cantdad de isomaliuioss por el metodo de DNS, leyendo 1

absorbanciao a 540 nm. Una unldad de actividad isomaltulosq sintaso se deting como la
cantigdad de enzima Gue produce un umot gde iscmaltuloso/min a pH=6 y 20°C y sacarosa

10%. Lo actividod especiflca se define como {0s unidades de isormailulosa sintasa/ mg. de

proteino.
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4.2.3. Determinacién de proteino total por el método de Lowry [Adaptacion). (Lowry

et al. 1951).

Poara esta determinacidon se emplearon (as siguientes soluciones:

Al NO:CO3 Ql 2% en NOOH O 1M

B) CuSO«SH:O ot 0.5%

C) Tortirato de sodio y potosio al 1 %.

D) Soluciones C +~ B enrelacion 1:1 v/v.

E) Soluciones D + A enrelacidon 1:49 v/v preparada el dia del ensayo. .

F} Reoctivo Folin-Ciocalteu y agua destiada en relacidn 1:2 preparado el dia del ensayo.

Lo tecnica se reahzo da acuerdo al siguiente protocolo:

e Tomaor ImbL de muestra {gluiaa 1 10)

Agregar 5 mL de reactivo E.

Agitar y dejar en reposo 10 minutos.

Agregar 0.5 mL de reactivo Foiin-Ciocalteu.

Agitar y dejar en reposo 30 minutos.

Lteer o 590 nm con'ra un bianco. El blanco se prepara de la misma manera pero se

¢ 6 s & 0

emplea agua en lugar de muestra.

Preparar una curva estandar con albumina sérica bovina con concentraciones de

0 o 200 ug/mL. Eiresultado se presenta en o Figura 4.
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Y=193«10-3x + 0 003

Absorbancia @ §90 i

Ha]

o
atbuminag (ng/ml),

)

Figura 4. Curva estandar de proteina empleando albimina sérica bovina como
estandar. segin el método de Lowry. y obteniendo absorbancia a 590 nm.

4.2.4. Identificacién de productos por Cromatografio en Capa Fina (CCF).

Se agplica 1 ul d= caca muestra en LNAQ cromatoplaca do tpo HPY Siica Gel 60 AL
empleada consste en una mezcla de

watrman Inc la fase mder!
2} ia placo se rocid con unNa soluc:ion alcohdhca de a-naftol ol

200 um grosor
Los Rf's observados para los estandares de

putanol.etanolagua {3
2.5% ysereveld o I100°C (Joseph e! al.. 1984)
sacarosg & isomaltuliosa rasultoron ser ae 0.59 v O S2. respectvamente

5

4.2.5. identiticacidén y cuantificacién de productos por Cromalografia Liquida de

Alta Resolucidn (HPLC).
Se rakajd con un equipo de HPLC {Waters), compuesto de un sistema controlador

{waters 600 E). un inyector cutomdtico (Waters 717 olus) y un detector de indice de

refraccidon {Woters 110)
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Las condiciones de andlisis consistieron en:

e Columna para corbohidratos aminada {(Waters para HPLC de 4.6 x 250 mm. Silica
amorfa derivatizada con ammopropilmetilsiit. 60 A, 4 um.)

o Fase movil: mezcia de Acetonitnlo Agua (80:20).

Flujo de la fase movil: T.a mL/rmn

Sensibilidad del detector: 16

e Tiempo de comda de cada muestra: entre 7.5 v 12 minutos

Las muestras se preparan previamente diluyendo segun  sea necesanso y
centrifugando a 12.000 rpm/5 minutos El volumen inyectado de cada muestra fue de
10ut. Se obtuvieron curvas patron aplicando 3. 6. 9. 12 y 15 ul. de uno solucidn estédndar
de fructosa 0.3%. glucosa 0.3%. sacarosa 0.6% e isomaltulosa 0.6%. Los tiempos de
retencidon observados para los diferentes arucares fueron: fructosa 4.3 minutos, glucosa

4.8 minutos. sacarosa 6.7 minutos, somalitulosa 7.2 minutos y trehalutosa 8.1 minutos.

4.3, Procedimiento experimentai.
4.3.1. Produccién de la enzima.
4.3.1.1. Almacenamiento de la cepa productora de isomaltulosa sintasa.

Se partid de la cepa liofilizaoda de Protaminobacter rubrum NRRL B-2348, la cuaol, se
crecid en 3mbL de agaor nutntivo a 30°C/200 rpm/13 hrs. Postenormente este preindculo se
transfirido a un matraz Erlenmevyer de 125 miL conteniendo 50 mL del nusmo medio. se
incubd bgajo las mismas condiciones hasta alconzor una DO, .= 07 Una vez
alcanzado este punto. se tronsfirieron 2 mbL de cullivo o tubos de vidrio gue contenian 2
mL de glicerol 60% [previamente esterilizado durante 15 minutos/121°C a uno presidn de
15 Ib/in’). Se amacenan a 0°C y se emplean como indculos para ias fermentaciones

posteriores.
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4.3.1.2. Fermentacion.

£t medo de cuttive empleado para el crecimiento de £ rubeem (Tabla ). se ajustd
Es conveniente senaiar qQue

a un PH=7 con acido ortofostdnco diuvido 1:1 y se esterilizd.
este medio. se uthza en la produccion de dexiransacarasa e L. mesenteroides [Tsuchiya
et al.. 1952}, aihiere del empieado por Cheectham [1984) y Mc Allistar et al. (19270) pora ia
produccion de isomaltulosa antasa en diversas bactenas. ente stlas Poorubirurn, y tue
modificado debido a que el medio reportado en la literalura es indefinido, se compone

Unicamente de sacarosa. peplona y extiocto de carne, 1o Qua hace que no so tenga un
El medio utilizado en el presente trabgo. es

control en los nutrimentos presentes.
totaimente delinido. o disponiblidad de sus componentes es mayor vy @l crecimiento de la

bacteria. asi como la produccion de la isomaituloso sintosa no se vieron afectados por

este pardmetro, obteniéndose resultados salisfactonos CoOmo & MenconNa posteriormente

en el capitulo S.

Tabla ViI. Composicién del medio de cultivo para el crecimiento
de Protaminobacter rubrum.

Concentracién (g/L) Componente
20 Sacarosa
- 20 Extracio ve levadura

20 K:#P O,

0.2 MO THO

0.05 CaCizzro

0.01 FeSO.

0.0! MNSOQW7H0O

001 Mac T

FeN0 uranie ef Jresimients G G boctena

Lo sQCaroia renresenta o fuente oo =
& nduce 19 LICQUECISN Qe ia enNsma somaltulosg wntasg

30
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Se prepard un prendcu'o. a partir del ghcerot obternido, incculando S0 miL ae
medio en un matraz Enenmeyar de 250 mil. se crecid a 30°C/200 rpm hasta alcanzae uno
D.O. entre 3y 3.5 vy entonces se procedid g inocuar un matvraz fFerntbach de 2400 mL
conteniendo 450 ml de medio. ta fermentacion se dio por terminada cuando se alcanzd

una D.O ., =5

Paro contirmar la pureza de los cultivos, al concluir las termentacionos se sembraron
glicuotas de 105 MIisMOos en placa y s& INCUDOron por 24 horas. abservandole Crecimiento
de cotonias blancas que al microscopio dieron tincion de gram negatva y dplococos de

tomano pequeno (Green et al., 1982 y Urakarrm et al., 1981)

4.3.1.3. Obtencidn de células y extracto enzimdtico.

Al términoc de la fermentacion. se centrfugd el contenido del motraz a 10.000
rpm/20 min {utilizando un rotar JA-14 Becvman. Sene 95.U 6657 4 unga centrifugo Becrmoar
Model J2-21); se decantd el sobrenadante v se lavarcn 1as céivias con una soiucion ge
NaCi 0.8% {estéril]. Se centrifugo nuevamente (en las MisMmas condicionas). se¢ decantd e
sobrenadante v ol paquae's celular so resuspendid en una solucion smaortiguadera e
fosfatos 0.1M a pH=4. En aigunos casos se emplecron las cé&lylas completas pera ensayar

la activigdad isemaituiosa sintasa  Postenormente, para obtener el extractio enzimatco. se

reclizé la ruptura e las couigs mediante sonicacion con amphtua de onda detsd micras v
con 5 pulsos de 5 segundos cada uno.  Finalmente. se centrifugd ta muestrg a 12,000
rpM/10 min para recuperar el extracto enzimatico en el sobrencdante. Este extracto se
utilizd para rechzar tanto la caracternzacion de la enzima. como 1as reacciones descntas

mos agdelante.
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4.3.2. Caoracterizacién de la enzima
4.3.2.1. Peril de temperatura

El perti de tarimeragt ey e X SOrMAant U Qe sty

en el extracto eneimi e UL e nSroa Josente [

Q dferentes temgpe:

-7 300 35 20, 45, 50 4 540

LN OMertiguador cn fo gt

I SN P “
4.3.2.2. Perfil de PH.

Para determimar e pertht de pH de la somaitulosa sin
se trabajd ge manera simidar, en estg ocasion. empleandad
0.1M para vaiores ae 2R e 25 6y de fosfatos O 1rt pargy

ensayos se realizaron a una tfemperatura de 300C

4.3.2.3. Estudio de estabilidad a diferentes temp

£l estudio de citaodhaad de g 1SOMArtUIoLa sintasg s

de extracto enmzimdatico =]

Qs siguientes te Wwoeraturas: 0. 4,

muestras a diferentes hempes y

se dotermind la acthvidag eng|

4.3.2.4. Determinacidn de las constantes cinético

Para conacer e compotemicntc cinético v el valor de
que los describa. se liciaran a cotio feaCCiones a diferentes c
empieando estracts LnomMmatce

7 Mmidiendo 'a velocidod i

© Cchluvicron de graticar los datos de a
Qe uneweccser-gours A= e

valores de rm, v Vrmae g

valor Ks por medicion de Ia

concentraciones; de suUstrato dela gratica 1/V vs S
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P mucherriao QDCtvidad

ey

< lancobacion

ST yO se empled

el extracto enzimdatico,
'quadores de ocetatos

5 e pH de 6, 7, 8. Los

's.

> iIncubanae muestras
¥y 50°C. se tomaron
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rametros de! modeio
raciones de sustrato,
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dad
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4.3.3. Especilicidad de 1a enzima.

4.3.3.1. Reacciones de aceptor.

Se reqlizoron Prunnas im0 Yuctosa. glucosa y Mmaitosa cormo acesteres. en

una relacion sQCorosa MOrosaCand 2 ' 2 Tambien se levaron @ cabo erxpenmentos con

anct [(20%; Con este Jitrro. se mdd

sacarosa al 107 en mracenT 0 cte tae sl D0 o

wnCial der 1 Qe con @ concentracionas de 5 10, 20, 30 v

adicionalmente la «
40% y se repitic una Ccnehca, emp'eands 96 U/mL de extracto enlimdtice. 10% de

sacaorosa y etanst 207

Las condcionas Qo traobg;o fueron 30°C. empleando amortiguador de fosfatos
O0.1M. pH=&. Lo reaccidn se siguid durante vanas noras. tomands muestra a aiarentes

tiempos: a dichas Muastras s les mMudio 1o cantaad de somaltulosa croducics por DNS ¢

se identificaron los productos de reagccidon empicands Cromatcaratio Ugodaa ce Arg

Resolucidn (HPLC).

4.3.3.2. Reacciones con diferentes sustratos.

Se lievaron G Ccobe reacoicres. @ IS LI LOMmD sustrSto un3 mellia de
oligosacaridos. cuy@ compas.2.0on s mucstra o ia Tabla VI Las cora cieres ge ensayd
fueron: 30°C. emplecnao cMorhguaaor da tosta’as C 1 M. prizs v 4 3 U/miL de extracto
enzimdtico. La reaccidn o siguie durants varas hords, fomande muesha a aferentes
tiempos: @ Gichas muashras < 'es midhid ic canhaca o ssomaitulosa ocroduciaa por DS y
se identificaron 'os procductos de regacidn empioeands Cromategratiao Liquido de Altg

Resolucion (RPLC}.
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Tabla Vill. Composicidén de la mezcla de oligosacdridos,
empleada en reacciones de especificidad de la
isomaltuloso sintasa.

Tl Gonesingdisatinaie)

Componania :
_Sempanenie. T L

i B
i !
SRR

]
!

4.3.3.3. Reacciones en presencia de tetroborato de sodio.

et orGto cer sk on relacadn molar 11 con el

12022 004. 005.01 y 0.2 M.
e weatracto enzmatco. La
A dichas

fale S el el

Para este ensavo se

SHSCICn Qe amoos ge

309, =6 vy 4.8 U/mL
fornando muestra o dferentes hempos

SUSHrQto y ermpieando una conc
Las condiciones g rabao fucron

reqccion se siguid douranits wanas horas
muestras se les midid la cantddad de isormaitulosa preduecida por DNS y se identhicaron los

productos empleands Cromatografio Liguidda de Alta Resaivaidn (HPLC).

4.3.4. Reacclones de sintesis de isomaoltulosa.

voiurnen agitado. Las condiciones mangjadas.
pH=6 con amortiguador de

Se te.arona
consenrac:on de sccarosas=10 y 0%,
2 UL o extracto ennmatico. La reaccidn se siguid durante varias

fostatos @i O 124 v 4.2
norgs. tomando muastra a adfcrentes hempos, a dichas muestras se les midio ssomaltulosa

fueron 1as sigues

producrda por OHS v se ildentticaron y cuanthiicaron los productos obtenidos empleando
las tecnicas de Cromatografia Liquida de Alta Resclucidn ({HPLC) y Cromatografia en

Capa Fing {CCF).
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1. Produccidén de la enzimao.
5.1.1. Seleccién del miceoorganismo.

Gn  de  antecedentes.  existen diferentes

Como s moenZions  en Q. e
MICIoorgenNismos Que«: han sido reportados como productores de ssomaltulosa. por o Que
para fines del presente trabajo. se preseleccionaron 3 bacterias (Erwinia rhopontici,
Serratia plymuthica y Protammnobacter rubrum) con base en 1os siguientes criternios:
capacidad de produccion de
trehalulosal): disponibiidad y estabilidad de las cepas Finatmente, se
proesentar dichas caracteristicas s ung

isomaituiosa [aproxirnadamonte 85:15 respecto a lg
selecciond o

Protaminobacter rubrum porQue agdemas de
bacteria no patogena. inctuso para ias plantas (Cheetham 1982y 1987)

Ademas. fa infermacidn existente en la literatura acerca de frotamsnobacter

rubrum vy su enzima No es tan basta como en el caso de ctrgs bactenas. por io gQue

consttuye en si. un interesante campo a erplorar para la ghookotecnalogio.
5.1.2. Alimacenamiento de la cepa.

Durante =i desarroilo de este trabgjo. la cepa se almacend en glicerol 60% vy fue

resembrada cada dos Mmesces pora mantener una adecuada conservacion de o misma
Ce acuerdo con o reportado por Cheetham, 1987, Protominobacter rubrum
almacenado en glicerol tiene una vida media de 1444 horas. aproximadamente dos
Se reahzaron pendcicamente ooservaciones al MmicrosCopio Para asegurar que

Asi mismo. durante  los

meses.
no exsliera algun cambio morfoldgico en la bacteria.
experimentos reaiizados NoO se percitid alguna modificacidn en el comportamiento o

viabilidad del microorgamnsmo.
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5.1.3. Fetmentacion

En la Figura 5 se puede apreciar Que el crecimiento do Protamrunobacter rubrum,
anética de crecimiento, una fase de

presenta un comportamiento cldsico de
se refiere a la

adaptacion. una fase exponancial y una fase estagcicnaria. En lo gue
sintesis de isomaltolosa sintasa. se observa que tanto la actividad por voluman como ia
actividad especihca se encuentran asociadas al crecimiento del rmicroorgansmo.  De
manera que e momento deal pora cosechar las cdluias es al final de la fase
exponencial clrededor de las § horas de fermentacion cuando se ha alcanzado unc DO
soimm =5 En este punto. 1.43 us/mL de fermentacidon,
eguivalente a uno actividad especihca de la somaltulosa sintasa fue de 1.14 U/mg de

oo fermentocion, gl entrar en la fase

ta achvidad volumeétnca fue de

Despues de tas 5 horas

celulas. respechvamento
re =6 s celulas ermpuezan a lisarse. por 1o Que No es

estagoconana y sobrepasar una DO..
deseable cosechar las celulas en este periodo, yo que 'a estabilidad de ias mismas

disminuye consigerablemente. al igual que Ia actividad isomaltvlosa sintasa.

2

1.5 P
(=X
Z

1 a
a
a

0.5

=]

Tiempo (Horos) l

Figurg 5. Cinélica de una fermentacidn lipica de Protaminobacter rubrum y
produccion de la isomaitulosa sintasa.® D.O. 0 560 nm. @ Act.Vol. (U/mL de
fermentacion). ® Act. Celular (U/mg de células).
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LOS wCHOrEs Jo QS invigadd ennimat o repartacdos g
de £ rhagpontc tratadas Jdeigual torma sorne B 12 U/t
el extrocto obtenido. v Ot MO Allisterr 2t al {1995 £
piymuthica ¢ derl achvidad espoechica: !v.’.‘Fjb U/rng de i

resumen del bDatance: pranarai de 1 foermentacidn ¢ nrod)

Al comparar estos aatos con (os reportados en la

actvidad especitica Qe la sory Stosa sintasa o

constderablemente ma,yor Que tas otras aos Do

condwciones estabiecidas para evdar g catsa ia f]

resuitados aitamente satisfactonos

Tabla IX. Balance generat de la fe|

} Volumen u/mL mg prot Utotales | Proteina [
Total celular total _P|

Celulas 30 251578 15 56 754.734 44668 1
intactas !

Celulos a0 5Ca9 1

t _sotas o

Sobrena 25 323.75 1

dante

Restos [Rehd 181.15 1
celulares

5.2. Caracterizacidon de la enzima.

En pase @ ios resultados concentrados en la Tabld|
enzmdtico cruds. obtenido por sonicacidn. para el d
recretentana ur nesgo potencial de interferencia o cf
enziImas presentes en chcho catracto. Sin embargo, al ¢
isomaituloza wNtasa, esta sospecha se desechod. ya gu
dferentes a los ecperados. 1QMPoOco un mayor nivel d
conversidn do éste disacdndo «nisomaltulosa y trehalulog

alo largo de éste capituio vy que también es reportado pd
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Donde:

k= @5 lo constante de la velocidad de reaccion.
A= es5 el tactor de lrecunncia o lactor pre-exponencial.

De la Figura 7 se observa que la energia de activacion es igual al producto de la
pendiente por ia constante general de los gases dada en KJ/[molK) cuyo valor es de
8.315x107,

Ea = {4810.58) (8 315 x107) = 40 KJ/mol.

Y= 20 46 - 4810.58x
R2=0.977

InVl
N

3.6
3.4
3.30E-03 3.356-03 3.40£-03 3.45E-03 3.506-03 3.55E-03

1/1 (1/K) I

Figura 7. Representacién grafica de la forma logaritmico de la ecuaciéon de
Arrhenlus para obtener la energia de activacion para la isomaltulosa sintasa
utllizando sacarosa como sustrato.

Cheetham {1984}, reporta una Ea para lo reaccidn catalizada con célulos
inmovilizadas de E. rhapontici de 17 KJ/mol. valor muy inlenor al encontrado en el
presente trabojo {40 KJ/mol). Esto puede deberse a que el mecanismo de reaccion gque

se llevo o cabo en cada microorganismo, no necesanomente es el mismo.
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5.2.2. Efecto del pH en loc actividad Isomaltulosa sintasa.

Se estudid el comportamiento de la isomaltulosa siNtasa en un intervalo de pH de 4
a 8. manteniendo una temperatura constante de 30°C  Enia Figura 8 se muestra el perthil
de actividad de la isomaltulosa sintasa en funcion del pH, uthzondo sacarosa Ccomo
sustrato. Se observa que el pH de mayor actividod resultd ser de 6 Estos resultados
coinciden con 1o reportads por Mc Allister et al. [1990). quien encuentrta gue el pH Optimo
es de & empleando amortguador de fosfatos 0.1 M, estudiondo la enzimo de 5.
plymuthica.

100

% Actividod refava
0388883388

Figura 8. Perfll de pH pora la isomalulosa sintasa de Profaminobacter rubrum. Las condiclones
de reaccién fueron: 10%. tempera = 30°C y 200 ul de extracto enzimatico. Ambas
se prepararon o uNG concentracion de 0.1M (®Acetatos y @
fostatos). Se midieron las Vi por DNS pora cada valor de pH y se expresan como % Achvidad

relativa.

Aparentemente el amortiguador de acetatos resultd ser mejor que el de fostatos
Sin embargo. al realizar estudios de estabilidad a diferentes tempergturas y de
aimacencmiento de o enzima en ambos amortiguadores. se observd que en
amortiguodor de fosfatos. la enzma presentaba una mayor estabilidad aue al
encontrarse en amortiguodor de aocetatos. Probablemente. ésto se debo a gque el calcio
es secuestrado por los fosfatos y ello repercuta en la achvidad ae la somaituloso sintasa.
aunque No de manera significativa. como se puede apreciar en la Figura 8.

40




Resultados y Discusicn

5.2.3. Estabilidad de ia enzima a la ftemperatura.

El proc=s0 de congeiacon-doescongelacion afectd drasticamente 1o achvidad.
un poco de actvidad y Nno es

una ve: Que la ensyna e ha descongeiado perde
conveniente volver 1 congolarla. ya Que on alguncs ensayos realzodos. una segunda
a toral de la activigad. Por lo tanto. no s continud

descongelacion. ocasiond la perch
estudiando la enrma a ternpergtura de descongelacion.

Lo estabilicad de g enzima se evalud a 0. 4, 30, 45 y 50°C. a valores de pH=6 v
En ia

empleondo amorthguador de fosfatos v acetatos 0.1 M [excepto para O y 4°C).
Figura 10 se presenta el comgportamiento de g ennma «n el extracto enzimatico a
diferentes tempercturas Se aprecio que O 4°C se presenta ia maxima estabilidad y que
eésta disminuye conforme aurnenta la temperatura, do maonera que o 50°C la enzima sufre

uNa desactivacion arastica

Los resultados son mads claros al angalizarlos en términos de la vida media de ia
enzima. considerando que o caida de actividad respecto al tiempo es de primer orden.
como se ilustra en ia Figura 9 parc una temperatura de 50°C en amortguador de fosfatos
0.1 M, pH=4. Lo constante de desactivacion de primer orden vy el hempo de vida media
estdn relacionados de la siguiente forma

AzApe cuando A=i/2 A0 se ticne que tia=In 2/k

Donde:
A= Actividad residual

Ao= Actividdad iniciatl
k= Constante de desactivacion; es igual ol valor de la pendiente de la recta

que se obtene de graficarin A vs. Tiempo (Figura 9}

t= termpo
t2= tiempo de vida media
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3% v=46322-00951«
37 R2= 0 9508

In %Actividad relativa

a L]

o 2
Tlempo (minutos) I

Figurag 9. Curva de desaclivacidn de la isomaltuiosa sintosa en el
extracto enzimdatico con respecto ol tiempo. a una temperatura de
50°C y pH=6 empleando amortiguador de fosfatos 0.1 M.

Los tiempos de vida media para Ia somaltulosa sintasa a diferentes condiciones de

temperatura. se muestran en la Tabla X

Tabla X. Estabilidod de la isomaltulosa sintosa de
P. rubrum a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) I Tiempo de vida media
4 L 3.75 meses
30 I 38 dios
a5 { 4.26 horas
50 L 7.29 minutos

I extroclo eNamatad se NCutio @ IG termperalura nacada en
OMoOMGUOor de fosfalcs O 1 A1 g un pHze
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Algunas ocasiones en que se almacend el extracto enzimdtico por periodos mas
prolongados. se observd la aparicidon de un pigmento rosado caracteristico de este
género (Green et al. 1982 y Urakami et al. 198!1). en ese momento. la octividod
enzimdtica disminuia notoriamente y por lo tanto no se considerd adecuado seguir

empleando la muestra para expenmentos posteriores.

Estos resuttados tienen implicaciones importantes en términos del desarrollo de un
biocatalizador de isomaliviosa sintasa y de su gplicacion, debido a que es fundamental
seleccionar condiciones en ios cugies. la enzma ademas de ser eficiente. seq estable. En
éste caso. ala temperaturo de operacion (30°C) ia enzima presenta un tiempo de vida
media de 38 dias. valor bastante aceptable comparado con otras enzimas que a ia
temperaturg cphma do achvidad. su estatihidad es del orden de minutos. tal es el ccso
de g gextrgnsacarasa de L. masentorsides (Kobayash @t al., 1970 vy Lopel-Munguic et al..

1993} v de la penicilino ac.dasa de £. col [Rodriguez et at.. 1994)

Ce iguai formc. se reglizaron ensaycs utiizando celulas de 1cs mismaes cultivos. bajo
1as mismas condiciones de cmaceramenta y en 1odos 10s Csos ‘a estelilidad de &510s
conrespecto alaisomcitulosa siNtcsae para ccaa una de 1as temeeraturas estuciadas fue
menor entre un 10 y 20% agproximacamente Por lo tanto. en 10 sucesvo 1a enzima se
utilizd como exracto enzimdtico. en amortiguador de fostatos. En la Figura 10 se
presentan los resultados de la estabilidad de la isomaitulosa sintasa 2on el exiracto
enzimatico correspondientes a 4, 30 45 y 50°C.
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B =
HE :(g s
bei 43!

Figura 10. Estabilidad de la isomaitulosa sintasa en el extracto
enzimdtico a diferentes temperaturags: A g 50°C: B g 45°C: C a
30°C: D a 4°C. El extraocto enzimdtico se incubd a la temperatura
y tiempo indicados y posteriormente se midieron las velocidades
iniciales por el método de DNS, obteniendo absorbancias a 5S40
nm. Los resultados se expresan como % de actividad reiativa a la
actividad inicial.
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§.2.4. Constantes cinéticas.

Los resuitados ade! estucho cinenco para la somaltulosa sintasa utlilizando sacarosa
como sustrato se presentan en ta Figura 11 y Figura 12 de donde se puede apreciar que

el comportamiento cinéhco de la enzima es el descrito por Michaelis-Menten,

16

14 T. 7.+

12 < 3
o

Vi{U/mt)

0.5 1 1.5
Scco-om(M)I

Figura 11. Efecto de la concentracidén de sustrato en la Vi de lareaccién
catalizada por lag isomaltulosa sintasa de P. rubrum. Se empled la enzima en el
extracto enzimatico a 30°C y pH=6 empleando una soluclén amodiguadora de

fosfatos 0.1 M.

Al graticar los datos de agcuerdo con el modelo de Lineweaver-Burk (Flgura 12},
podemos obtener los valores de Km y Vmax para ia somaltulosa sintasa, 1os cuales fuercon
de 21 mM y 2.3831 U/mg de proteina. respectivamente. Al cormparar estos valores con los
de cotros microorganismos {Tabla Xl1). encontramos que ia enzima de Prolaminobacter
rubrum posee uno de 1as Km mas bajas respecto g otros microorganismos sirmilares. 1o cual
indico que existe una gran afinidad entre Ia enzima y el sustrato, o bien que en este Ccaso,

no existen problemas de difusion.
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s /.

= o
O Y = 001434x » 0711
e R2 = 09982
Qo

[+
[ 0 [Xeo)
/M

Figura 12. Representacion de Lineweaver-8Burk para lo determinacién
de Xm vutilizando sacarosa como sustrato.

Tabla X1. valores reportados de Km para lo enzimo isomaliviosa sintasa de diferentes
microorganismos

"”Km reportado

Relerencia

Forma

i3y Ol

Microorganismo
Ervwnrig rhacontc)
Serrahs olymut
Profaminor.a
Protaminoba

Protaminobacter rubrum.
Fiebuellg so
Pseudomonas rnesoacidohia
icroduce trehalulosa cormo
oregducto prncipal)

R [ riagai 1994

ma punficacda

estucho dentro oe las constartes cnehcas paro Ia

e
n de sustralo en la velocidad inicial

La vitma porte gue
isomaitulosa sintcsa. fue ¢! efecto de la concerntrac
ae lareacesn Como se puede gpreciar en ia Figura 11
hasta llegpar g un Manmo. donde ia
de 035 M oy postenormente cage para Concentracionss; Mayores vy

. g velocidad inicial aumenta
rapctame rite concentrocion do sustrato es
aoronmadamente
17

raste e
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A partir de los resultados. donde se aprecia una caida lincal de ia velocidad inicial
de la reqccidon. y empleando ef inverso de la ecuacion do Michaelis-Menten que
describe 1a intubicion por exceso de sustrato se puede calcular ta constante de inhibicidon

{Ks) de la siguiente forma
Vi = (VMox*S)/(Km + S « ST/Ki} ™7 Vi = 1/Vmax + (Km/vmax) [ 1/8) + S/(Vmax®Ks})

A concentraciones altas de sustrato. el segundo términe es despreciable. y

entonces lo ecuacidn se reduce a:
1/Vvi= 1/Vmax + S/(Vmax*Ks}

Al graficar 1/Vi vs. [S] se obtiene que:
y=640.16x + 37.9a
7= 0.99988566
y por lo tanto:
Ks=1.18 M

Es importante resaitar que en ia literatura. No se reportan valores de Ks para ia
isormaltulosa sintasa de ningun microorganismo. snicamente se mencionan los valores de

Ki por producto para «sta enzma en algunas bacterias.

A manera de resumen, la Tabla XIl condensa los resultados obtenidos en la

caracterizacion fisicoquirnica y cindhca de o enzima
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Tabla XIli. Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas y
cinéticas de la isomaltulosa sintasa.

oo de nQacrns ST hivrtondd

SH Qe midiar

Tempe-rc!urgde aima ocﬁ-:rd_c;a‘

Tempeoraturd de maama ootabihiaad Fel
vida media a 48 T 375 meses 1
i viga meda a3cc | 38 dios

5.3. Especlficidad de la enzima.

De acuecrdo con 1o nipdtess de Cheatham {1984}, la isomaltulosa sintasa lleva a
cobo un Mmecanismo de transglucosiacion infra y monomolecular que posee el mismo
intermediano tanto para la isomaltulosa como para 1a rehalvlosa formadas. Esto sugiere.

» a caobo debido o ia gecion de dos enamas diferentes o

qQue Ia reacaién oochia
de unNa Musma Que Poaa Gos wPCs achivos SN emMDarjdo. 1a evidencia expenmental gue

acl iver secain de antecedantes). por

Cheetham presenta. gresurm
1o que el MeCcanismo Que s Propons, consdara la uruén de 1a sacarosa con fa enzirma,
su hidrolisis v 1o tintesis de 1os enlaces a-1.6 & u-1.1 mediante upa reaccion no setechiva de

la glucosa con los grupos hidroxilos de los carbonos 6 vy 1 de la fructofurancsa

De esta mancra, en e presente ragbgjo, se llevarcn a cabo expaenmantos con el
proposito de conocer algo mas del comportamiento de la enzima, aprovechando

indirectaments ‘o eventual capacidad de transferencia que pudiose presentar hacia

moiecu!las @«nos S IG Prorsc sGCorosa
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5.3.1. Reacciones de aceptor.

Para lo antes mencionado. se emplearon fructosa. glucosa y moltosa como
posibles aceptores del Qrupo glucosilo que s presume, tronsfiere la isomaituioso sintaso o
la fructofuranosa para forrmar isomaoltulosa.  Si la enzimo tuera capaz de transferir ia
glucosa a tales aceptoraes en la meIcia hinal de reaccion. existirian otros productos como
mgoltosa © maltotriosa. Al realzar estas regcciones. se encontré que mnguna de las tres

moléculas es usada por la somaltulosa sintasa como aceptor y por o tanto. tos unicos
productos que se observaraon fueron rssomaitulosa vy trehalulosa. en las proporciones

usuaimente formadas

Otra giternativa lg constituyd el uso g agentes nucleofilicos alterrnos al agua, tales
como etanol y metaonol. Cuando se empled unag concentrac:on de etanol de 20%. no
hubo regccidon, por lo gue es evidente que baje estas condiciones, la enzima se inhibe

y/0 desactva.
N 2fecto negatvo sobre !0 actividad e lg

tamnen exste u
Sin emEargo i ensayQr una

£En et caso ge!l metanol.
isomaltulosa sintasa, coMmo se muestrc «n la Figura 13
reaccién con 20% de me!anoi. se ocbliene. adoemds de isomaitulosa. frenaiviosa y fructosa
libre en las concentraciornes habituales. maetil giucdsido, con un hempo d= retencion en e
andlisis por HPLC de 3.6 minutos (Figura 14). Este ditimc procucto. <s resultado de 1o
transferencia de la giucosa [qQue se aprecia habitvalmente ern forma sbre) al metanoi
De este hecho. podemos afirmar que el metanct «s

presente en lg mezcla de reaccidn
un aceptor débil denbo de esta reoccion, corque ia sintesis de semaltulosa no se ve
afectaca por lc presenciag dei metanol. Agemas, =ste hecho concuerda con la hicdtess
planteada por Cheetham cora el mecanismo de recccion de lc isemaltulosa sintasc en
P. rubrurn (Que se presume No o5 especihca pora aceptor). ya que 1a forrmacion de mehl-
glucosido se debe a que la 2nama ha ransfendo ta glucosae al metanol Entornces.
podemos conciuir que en la reaccidn de hidrdlisis se transfiere o glucosa y el metanol

funciona como aceptor. 1o que sugiere una eventual formacion de un intermediario

enzima-glucosa en el mecanismo de esta reaccidon.
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“Velocidad relativa

Q 10 20 30 40
JHMetanol l

Figura 13. Efecto de la concenlracién de metanol en la Vi de la reacclén.
ta concentracién empleada de sustrato fue slempre constante (10%). Se
trabajé a 30°C y pH=6 en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M.

0.3
0.25
0.2
0.15

mvolty

0.1

0.05
(SO N A

3 4 5 -3 7 8 9 10

Tiempo (minutos)

Figura 14. Clomu!ogrnmu de una reaccién de 20% y
. ta se trabajd bojo las ligulentes condiciones: temperaturo de 30°C. y solucién

de Isomaltuloso en p de T

amonlguadora de tostatos 0.1 M. pH=4. En el andilsis por HPLC la fase mévil vtilzada tue

acetoniilo.agua 80:20. Los productos oblenldos lueron: MG (metil.glucdsido). F (Fruclosa), S

(Socorosa), e ! {Isomaltulosa).
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$.3.2. Reacciones con oligosacdridos.

Elempie o cer ung maesc'a do chgosacandos se realizd con la htnahdaod de conacer
ULLICH QIS sushAlo. Cormo POr sjemplo, o kestosa [(O-f3-0D-
tofuranosd-a-D-glucopranocsao) [(Collins, 1987). de la qgue
o transterria O cualquiera de las 2 fructosas que

S lQ enzima era Capar e

Fructofuranos-I2-11--0-Fru

tomaria el resituo givcopiranosit y
£n el desarrollo de la reaccion Nno se obsarvd la gparicidn de algun

contiene Ig kestosa
producto nuevo, tampoco cambnd la concentracion de los componeantes originales de ia

mezcia a excepcidn ge la pequena cantdaod de sacarosa que fue convertida en

el
somalitulosa. A party de estos resultados podemos afurnmar que la sacarosa fructosiloda.

dejo de serreconocida por la isomaltuiosa sintasa

5.3.3. Reacciones en presencia de tetraborato de sodio

El tetrgborato v sodho, reacciona selectivamente forrmando complejos con ia

fructofurgnosa libre (Cheetham. 1982) por lo que se planted la probabiidad de que la
reaccion catalizada por la somaltulosa sintasa en presencia de tetraborato. podria
interfernr en o forrmacion del compleo enama-fructosa en la forrmacidn de samaltuiosa
En condicicnes equimolares de susirato borato. s observo gque 1a veloaidad irvcia!l de g
onsideraplemoente conforme aurnenta ia concentracion del horato.

reaccion disminuye <

Parg una concentracion de

I8 e cada une. lg reaccian se intibe completamente. En
el gndisis ae HPLC. g ios 20 munu!ss de la reacidon Con una concantracion g 0 0aM se

0

abserva Que e ha consumido Qs Cor Cormpteto I sacarosa. se ha formado glucosa libre
en lags canhaadeas habtituQles, pare Nc aparece la senal que do la isomaltuiosa ni
tampoco la de fructosa. Esto Nnos hace suponer gue ambos azucares se han comple;odo
con los boratos y por ello no son detectados. Sin embargo. no s posible asegurar, en

base g estos resultados. que se haya formado e complejo.
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5.4. Reacciones de sintesls de isomoltulosa.

3 cvolucidn de 1a sintesis de isomaltulosa con el iempo.

Enia Figura 15 sr obterry Z
empleando diterentes concoentraciones de sacarosa (10 y 40%) vy 4.8 U/mL de reaceidn
arnbas concentrgeiones de sustrato se observa ia muisma
hermpo que franscutre para que ia

140 minutos

de extracto cnamatco  Tn
a es obwviarmaente el

tendenc:a. 13 anica anfeser
conversidn de sacarosa crosomaltuios se ileve a cabo por complaeto {70 vs

Qcuerdo con o reportodo por rAC Alhlster ot al {1990). una

respechvamente) (o2}
reaccion al 10% p/v de sacarosa catalzada con 5. plymuthica empiecondo | uniaod de

enzima punficada, se lleva @ cabo en 60 minutos, obteniéndose un rendimiento del B5%:

de la misrmma manera. si se realiza a 40% se obtendrd un 87% de¢ conversion despuées de
orte

Al comparar estos resuitados con los reportados en et preser
transcurren dantto da! mismo ntervaio g

transcurridas fres horas.
trabgjo. observamos que las reacc:ones

tiempo.

100 . - - - -
E ) . - a -
£ -
2 - -
-
8 |+ °.
sl ) i
-
om
[} 50 100 150
Tiempo {(minutos) l

Figura 15.- Cinética de produccidn de isomaltulosa a partir de socarosa al
10% (o) y al 40% (®) a pH=6 en amortiguador de fosfatos O.1M. Se utllizé
una concentracién de enzima de 4.8 U/ml.
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La reaccion de formacion de isomalivlosa procede hasta llegar a un 25%. en el
cual se rmantiene sin variaciones aun en pernodos prolongados de incubacidn  Asi rrusmo,
ias proporciones de glucosa y fructosa libres gparecen desde los prirmeros rmnutos de la
reaccion {simultaneamente a la isomaltuliosal y aumentan, aunqQue a una vesocidad
mucho menor al producto principol. Al término de la reaccion. la cantidad de sacarosa
hidrolizads a glucosa vy fructosa nunca es mayor del 10% de cada una  Fraimente i
sintesis de trehalulosa tiene lugar poco después de que ha aparecido somaltulosa,
glucosa y fructosa en el medio, aproxmadamente cuando s& ha consumido el 15-20% de
sacarosa.  BEsto, aumenta lentamente y una vezr termnada e sacarosa se mantiene
constante de la misma forma que la somaliulosa (Figura 18) Por 10 tanto. no exste
evidencia de que ia trehalulosa se forme a partr ae g somaltuicsa tal vy como 1o
menciona Cheetham (1984). La cantdad de trenaluiosa tormadsa no se cuanthhcs
debido a que no existen estandares de este disacdndo Por esta mieema rgzon. el
confirmar que este subproducto es realimente trenaglulosa necesitana de un andhsy por
RMN. Sin embargo. este ¢s el subproductio usual en las romalticviosa sintasa de orros
Mmicroorganismaos.

En la Figura 17. se muestron los resultados obtenidos por CCF. Los pnmeros it
carrites son muestras a diferentes tiempos de la reaccién.  Se puede aprecior que
conforme avanza o sintess, la contidad de isomaoltulosa aumenta v la de sccaresa
disminuye. Los carriles 13 vy 14 son estdndares de somaltulosa 03% y sacarosa 0.3%,
respectivamente; y el carril 12 es un estondar de ambos azicares. Al momento de revelar
la cromaotoplaco, se pudo observar de manera muy tenve, una Mancha adiconal Gue se
presume. es trehalulosc. Empleando esta técnica, no fue posible detectar glucosa y
fructosa:; sin emborgo. como se muestra en la Figura 16. por medio del HPLC si se
detectan dichos azicares.
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Figura 16. Cromatograma de una cinética lipica cotalizada por la isomaltulosa
sintasa de Protaminobacter rubrum ulilizando sacarosa al 109% como sustrato.
La reaccidn se llevd o cabo a una temperotura de 30°C y pH=6 en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M. Se ilustra lo evolucién de la misma a los 30
minutos {(----) y después de 5 horas (—). F=Fructosa. G=Glucosa. S=Sacarosa,
I=isomalluloso, Tr=Trehalulosa.

Como se puede apreciar en e! cromatcgrama. la cantdad de givcosa vy fructosa
que se forma es muy pequena con respecto a la obtenida de isomaltulosa  Ademas se
observa la formacion de treholulosa. £l inconveniente que €sta téecnicao presenta, es la
dificultod de separar lo sacarosa de la isomaltulosa y la trehalulosa. debido a que poseen

tiempos de retencidn muy sermejantes.
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FIGURA 17. Cromalagratia en capa fina de una cinétlica tipica de sintesis de
isomallulosa catalizada por la isomaltuloso sintasa de Protaminobaocter
rubrum, ulilizando 1.48 U/ml de enzima {como extracto enzimdltico) vy
sacarosa al 10% como sustirato. Se realizé a 30°C en amortiguador de
fosfatos O0.!' M a un pH=6. Se empled una ftase butanol:etanol:agua en
proporciones 3:5:2, Se ilustra la evolucion de la reaccion de ia siguiente
forma: los carrites 1 al 11, representan desde ¢! tiempo cero, hasta las & horas
de reaccidn. El carril 12 es un estadndar de isomallviosa 0.3% v sacarosa 0.3%.
€l carril 13 es un estdndar de isomalitulosa 0.3% y el carril 14 es un estandar de

sacarosa 0.3%.
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Figura 18. Relacion de productos obtenida por HPLC (@ Isomaltulosa,

® Sacarosa, - Glucosa. y @ Fructosa), para una cinetica ol 10% de

sustrato y 30°C. en solucion omortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH=&6 y
4.8 U de isomaltulosa sintaso por mL de reaccion.

5.5 Modelos cinélicos de prediccidn para las reacciones.

previamente  y aplicando el

cinéticas obtenidas
modelos tedricos de

Empleando las constantes

ISIMTY  (Intergctive SimulQtor). se construyeron los

programa

Michaelis-Menten para una cinética de produccion de isomaltulosa catahzada con la
isomattuiosa sintasa para concentraciones de sustrato der 10 y 0% y con concentraciones
de enzma {como extracto enzmathcojde 7.2 vy 4.8 U. respecthvamente. En ta Figura 19 v
s puede gpreciar uNg comparacion de dichos modelos con los
Ademas parag ia reaccion a 40% de sQcorosa, se considera en
Como puede constararse, el modelo

en la Figura 20.
resultados crpenmeaentales
el modelo uNg INMDICION Por excaso de sustrato.
predice gdecuadamente €l tempo neceano para ia sintesis de isomaltuiosa en unao
reacc.on al 109% de sacarosa Sin embargo. para la sintesis de isomaltulosa a altas
concentragciones de sustrato. 1a descnpcidn del modelo es muy diferente al gue sucede
enreghdad. Lor 1a Gue POra oblaner una eshMmaciSn Mas pPrecsa, parhcularmente hacic

ei inal de la reaccon. se necestaria involucrar en el disefo, Ia inhibicidn por producto.
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E! modeiarmiento de las reacciones enzimdaticas es importante ya que permiten
predecir tedricamente el comportamiento de Ia enzima en condiciones no probadas. es
segundad). tiempos,

experimentos se pueden conocer {con cierta
y escaiamiento dei

decir, ahorando
condiciones de optimizacidn

rendimientos. aQsi Ccomo proponer

proceso.

% Conversién

50 &40 70

20 30 <0

Tiempo {minutos) ,

Figura 19. Cinética de produccidn de isomaliviosa empleando 10% de
sacarosa y 7.2 U de iIsomaltulosa sintasa/ml de recccion. Lla reaccién se
llevd @ cabo a 30°C y en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH=6é. Se
compora la evolucion experimental (®) con el modelo tedrico (—) obtenido
a partir de la ecuacién de Michaelis-Menten.
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Figura 20. Cinética de produccidén de isomaltulosa empleando 40% de sacarosa y
4.8 U de Isomaltulosa sintasa/ mL de reaccidon. Lareaccién se llevd a cabo a 30°C y
en solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH=6. Se compara la evolucidn
experimental () con el modelo teérico obtenido de 1o ecuacidn de Michaelis-
Menten para la reccclién (—) y para la reaccidn inhiblda por exceso de sushiato (--2)

La desviacion estdndar promedio para los valores experimentales fue de 9.35%.
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Vi.- CONCLUSIONES.

Protgminobacter rubrum., es una buena aqlterngtiva para obtener o enzimoa
isomaltuiosa sINtasa. ya Gue No es potogena. mresenta buena estabiidad bao
condiciones de operac:an y su copasdoa ae produccidn de isomaltulosa es
aceptabie.

La produccion de la enzamao. estd asociodao a! crecimiento de 1a bacteria.

Las condicionges mas favoragbles para la sintesis de isomaltulosa. bg;c conaiciones
optimas de sustrato tueron 30°C y pH 6. 1as Cugles. concidaen con lo reportacc en tla
literatura para S. plymuthica y £. rhagponthci Se& observd que ia enzima presenta Mmayor

actividod a pH 6. empleando amortiguador e acetatos. que de fosfatos

Lag enzima somaltulosa sintasa. No tue conar de vtlizar CoMmo sustrato a Ninguno de 1os
dernvados de sacarosa uhlizaedos

La presencia de cceplorus Como glucosa vy maltosa, no afectan ta sintesis de
isomaliulosa. por o Que se obhhenen 1os miIsmos productos. en ias misrmas canhdacdes
que en ausencig do £s1cs

€l etanol presenta un efecto nhitidor sobre 1a aclividad isomaltulosa sintasa

La presencia de metanol repercute en lo formaocion de meti-glucdsido en pequefas
cantidades ademds de isomaltulosa. trehaiulosa vy fructosa libre en las proporciones
habituaies. por o dQue podemos afitmar Que la isomeitulosa sintoso reconoce al
metanol Ccomo un aceptor aebol.

ESTA TESIS N8 DEBE
CAUR DE LA BIBLIOTECA
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Conclusiones

e Al parecer. el meconismo que lleva a cobo la enzima. es una transglucosiiccion en
donde (aisomaltulosa sintasa es especiica para el sustrato mas no pora el aceptor

e Las cinéticas de produccion de isomaitulosa a bajas concentrociones de socarosa. s
comportan de acucrdo ol modeio de Michaelis-Menten obteniéndose la siguiente
relacion: isomaltutosa como producto principal, Trehalulosa. Fructosa y Glucosa libres

{menos del 10%) como subproductos.
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Recomendaciones

Vil.- RECOMENDACIONES PARA INVESTIGACIONES FUTURAS.

Probor otros disacdridos como aceptores para dilucidar en el mecanismo de accidn

de la enzima.

Putificar la isomalitulosa sintasa con la finalidaod de descartar los efectos por una posible

contaminacion de otras enzimas presentes en el extracto enzimatico.

Profundizar en el mecanismo de reaccion para concretar si lg isomaltulosa sintasa es

una glucosiltransferasa o una isomerasa.

Realizar mutaciones al azar, con el objetivo de incrementar la actividad especifica de
la cepa y/o cilonar el gen para sobreexpresar la produccion de la enzima.

Caonstruir un biocatalizador empleando enzima inmovilizadao o células compiletas. para
la produccidn de isomaltulosa a nivel industrial,
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