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Siento que es un buen dia para escribir el prélogo: Domingo 6'de febrerc de 2000.
Nueve meses y dieciséis dias han transcurrido desde que inicié el paro en la UNAM.
Para muchos, ya era hora, ya era justo “terminar” con el problema, al costo que
fuera, no importando que no se resolviera lo que por mds de nueve meses estuvo en
discusién sin llegar siquiera a algin arreglo coherente o de menos plantear las bases’
para una solucion que beneficiara a nuestra Alma mater, no al CGH, no al Rector (mal
llamado la mdxima autoridad de la UNAM), pero tal parece que en nuestro pais eso
estd muy lejos de suceder; resulta mds importante que las primeras planas de los
periddicos y los espacios en los noticieros de television los ocupen Labastida, Fox,
Cdrdenas, etc... y no los mugrosos, nacos del C6H (como algunos osan llamarios sin
antes verse en el espejo). Dentro de mi decepcidn e impotencia por ver a este pais
sumido en la miseria (aunque los nimeros macroecondmicos digan lo” contrario), el
subdesarrollo, la violencia, la impunidad y la injusticia, yo luche por ser un poco
mejor a nivel personal y profesional, para ayudar en algo a mi México... pero cuando
uno ve la enorme manipulacién de la informacidn, la prepotencia, la intransigencia y
abuso de autoridad, siente que se van los ideaies y suefios de entre las manos.

Lo dnico que me queda por hacer, es ahorrar, para que algin dia si mis hijos desean
estudiar en alguna universidad, yo pueda darles ese “privilegio” que desde hoy se
estd planteando, sin que el hecho de pagar una colegiatura sea garantia de educacién
de excelencia.

A cambio, mis impuestos, al igual que los de todos los mexicanos se siguen utilizando
en los super viajes de los politicos, en rescatar bancos quebradoes, en sensacionales
campafias politicas avaladas por una democracia virtual y no en cosas inttiles como
mantener a la Universidad, al fin, solo basta “ponerse las pilas® para encontrar
trabajo.. como no lo habia pensado, ahi esta la clave del éxito y el futuro de nuestro
pais.

Para todos aquellos ilusos como yo que conservan la esperanza de que algin dia este
pais saldrd de la miseria y el tercermundismo. Hagamos algo por México.

tariza.
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Resumen

RESUMEN

La isomaltulosa es un isémero funcional de la sacarosa, por lo que posee un comportamiento
fisicoquimico muy similar a ésta; quiza por ello el estudio de su potencial aplicacién para sintetizar
biosurfactantes (Van der Heijden et al., 1997), asi como en la industria farmacéutica (como
excipiente para tabletas), alimentaria (en la produccion de alimentos de humedad intermedia,
bebidas carbonatadas y lacteas) y en el drea médica (por su cardcter no cariogénico, por favorecer el
desarrollo de bifidobacterias y como nutriente en mamiferos diabéticos) ha cobrado un gran interés
en los ultimos afios (Lichtenthaler et. al., 1997; Okuda et. al,, 1986). La sintesis quimica de este
aziicar resulta demasiado dificil y de costo elevado; es por esto que los desarrollos biotecnoldgicos
cobran importancia ¢n la produccién de isomaltulosa de origen microbiano, ya que se puede disefiar
un método con posibitidades de facil operacion a nivel industrial. Su produccion se ha realizado por
fermentacién en cultivo sumergido utilizando la enzima isomaltulosa sintasa (5.4.99.11) que es

producida, entre otros microorganismos, por Protaminobacter rubrum (Fuji et. al., 1985; Tinoco,
1997,

En el presente trabajo se estudié el comportamiento metabélico de P. rubrum NRRL B-2348
ante diferentes azicares, prestando particular atencidn en la produccién de la enzima isomaltulosa
sintasa (ims) con el objetivo de desarrollar nuevas estrategias de fermentacién para mejorar la
produccion de la enzima. Primeramente se encontré que ademés de la sacarosa, la fructosa y la
isomaltulosa fueron capaces de favorecer la actividad ims, en niveles mayores a los obtenidos al
emplear sacarosa. Se comprobd también que en presencia de glucosa la actividad es muy baja. Al
realizar fermentaciones con mezclas de azicares fue posible reconocer un patréon tipico semejante al
de bacterias que utilizan el sistema PTS para el transporte de glucosa, fructosa e isomaltulosa; no asi
para sacarosa. Finalmente, se disefid y experimentd una nucva estrategia de fermentacion en dos
etapas, con la cual fue posible obtener el doble de actividad ims utilizando la sacarosa como fuente
de carbono, energia e inductor, respecto a los valores obtenidos en una fermentacion en lote

tradicional, empleando igualmente sacarosa.



Introduccién

. INTRODUCCION

La isomaltulosa (conocida también come palatinosa o lilosa) es una  6-0-cu-D-
glucopiranosil-D-fructofuranosa (Collins, 1987; Cheetham, 1987), que se encuentra en pequefias
cantidades en la miel; presenta un comportamiento fisicoquimico muy similar al de la sacarosa, con
tan solo un 30% de su poder edulcorante y 60% del poder reductor de la glucosa (Cheetham, 1987;
Mc Allister et al., 1990; Cheetham, 1984). Es por lo tanto, una opcion de interés en la produccion de
alimentos de humedad intermedia. Dentro de otras ventajas, destacan: su aplicacion ya conocida en
alimentos para diabéticos y deportistas, por la lenta liberacion de glucosa; su cardcter no cariogénico;
su mayor resistencia a la hidrélisis dcida y enzimatica (invertasa) que la sacarosa; ser un excelente
excipiente para tabletas y la capacidad de ser fermentado por las bifidobacterias y no por las
enterobacterias, haciendo desfavorable el desarrollo de los microorganismos de la putrefaccién que

muestran una tendencia a causar diarrea (Cheetham, 1987, Takazoe, 1989; Low et al., 1988).

La sintesis quimica de este azicar resulta demasiado dificil y de costo elevado: es por esto
que los désarrollos biotecnoldgicos cobran importancia en la produccidn de isomaltulosa de origen
microbiano, ya que s¢ puede disefiar un método con posibilidades de facil operacién a nivel
industrial, que nos proporcione un producto de alta pureza, de bajo costo y con buenos rendimientos.
Su produccion se ha realizado por fermentacion en cultivo sumergido utilizando la enzima

isomaltulosa sintasa (5.4.'99.‘1 1.

La isomaitulosa sintasa (ims) es producida, entre otros microorganismos, por
Protaminobacter rubrum (Fuji et al., 1985; Tinoco, 1997} y es la responsable de la bioconversion de
sacarosa en isomaltulosa. Su mecanismo de accidn no requiere de iones o cofactores ni de
intermediarios de alta energia como UDP-glucosa o polisaciridos {Cheetham, 1984). Ademas de la
isomaltulosa, la enzima forma trehalulosa, fiuctosa y glucosa libres. Pese a que su mecanismo de
reaccién es adn incierto, existen algunas hipdtesis que describen a la enzima como una «-
glucosiltransferasa (Cheetham, 1984; Kakinuma et af, 1994, 1996 y 1998), sin embargo,
recientemente fue clasificada dentro del grupo de las isomerasas que llevan a cabo transferencias

intramoleculares (5.4.99.11).



Introduccion

Es importante resaltar que la sacarosa es la materia prima para la elaboracién de la
isomaltulosa. Hoy en dia, la industria de la cafia de azicar se ve seriamente afectada por la
competencia de otros edulcorantes, tanto caléricos (jarabes fructosados), como los no caléricos
(aspartamo, sacarina, acesulfame K, etc.) asi como por los precios internacionales. Ante esta
situacion, es prioritario encontrar vias alternas de valoracién de la sacarosa, para paises productores

de azicar de cafta, como es el caso de México.

Por otro lado, debe mencionarse que en la actualidad no existen estudios acerca del
metabolismo de la isomaltulosa en bacterias, @nicamente en ratas, perros y humanos (Goda &
Hosoya, 1983; Kawai et al, 1986; Paige et al, 1992). Resulta entonces necesario obtener
informacion bisica acerca del transporte y metabolismo de este aziicar en microorganismos con el

objeto de mejorar las estrategias de fermentacion ya existentes,

En el laboratorie de tecnologia enzimatica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, se
desarrollan investigaciones con el objeto de encontrar vias alternas para la utilizacion de la sacarosa
mediante conversiones enzimdticas, obteniendo asi diferentes gluco y fructo-oligosacaridos,

glucosidos, fructosidos e isémeros de la sacarosa como es el caso de la isomaltulosa.

El presente trabajo se ubica dentro de una linea general cuyo objetivo final es desarrollar
tecnologia para la preduccidn de isomaltulosa. Con este fin, es necesario estudiar diversos aspectos
que van desde la seleccidn de la cepa, la produccion y caracterizacion de la enzima, la optimizacion

de ésta, hasta el desarrollo del biocatalizador y la optimizacion del proceso en si.

El objetivo especifico de este proyecto, fue estudiar el comportamiento metabélico de P,
rubrum NRRL B-2348 con diferentes azicares, prestando particular atencion en la produccién de la
enzima fims, con el objetivo de desarrollar nucvas estralegias de fermentacibn para mejorar la
produccion de esta enzima, permitiéndonos disefiar un mejor catalizador para la prc;duccién de

isomaltulosa.



Objetivos

Il. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL:

¢ Desarrollar una nueva estrategia de fermentacion para mejorar la actividad de sintesis de

isomaltulosa en la cepa Protaminobacter rubrum NRRL B-2348.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
¢ Estudiar ¢l efecto de diferentes fuentes de carbono en la produccion de la enzima.

¢ Relacionar la produccion de la enzima con las cinéticas de consumo de las diferentes fuentes de

carbono utilizadas.

¢ Proponer mecanismos de asimilacién de las diferentes fuentes de carbono en base a las cinéticas

de crecimiento.

+ A partir de estos resultados, proponer un sistema de produccitn de alto rendimiento para la ims.



Antecedentas

1ll. ANTECEDENTES

3.1. La sacarosa como materia prima.

La sacarosa, es sin lugar a dudas el edulcorante de mayor consumo mundial. Este producto
proviene de la cafia de azicar o de la remolacha y representa una de las mas importantes fuentes
caléricas. Por diversas causas, dentro de las que destacan la sobreproduccion agricola y la
produccion biotecnologica de productes alternativos como lo son los jarabes con alto contenido de
fructosa (JACKF) y nuevos edulcorantes sintéticos no caléricos, el precio internacional de la sacarosa

ha ido disminuyendo.

Otro factor relevante es €l evidente estancamiento que ha sufrido la demanda, debido a que
desde hace 2 décadas, existe una tendencia mundial a disminuir el consumo de edulcorantes
caldricos en favor de los sintéticos no caléricos (Jacobsson et al., 1986; Tsuyuki et al., 1992). Dentro
de los edulcorantes caloricos, la sacarosa ha venido perdiendo mercado ante el avance de los jarabes
fructosados, al grado de haber alcanzado una produccién mundial de casi 8 millones de toneladas,
sustituyendo totalmente a Ja sacarosa en la elaboracién de bebidas carbonatadas en los Estados
Unidos de Norteamérica (USDA).

En relacion con los edulcorantes no calbricos, cuyo consumo se ha incrementado
considerablemente en los Gltimos afios, podemos afirmar que el aumen.to en la demanda responde a
la necesidad de disminuir el consumo de edulcorantes caldricos, sacarosa principalmente, por el uso
de dictas controladas o bien por programas de prevencion de caries dental, de diversas enfermedades
como la diabetes, demanda en productos farmacéuticos (como excipiente en tabletas), etcétera, La
sacarina era hasta finales de los afios setenta, el edulcorante mas coﬁﬁn, producido por sintesis
quimica, y con algunas excepciones (come los ciclamatos) representaba la dnica opcién no -caldrica
{Barry, 1987). Sin embargo, a partir de finales de la década de los ochenta, ésta fue desplazada casi
totalmente por el aspartame, otro producto de desarroilo de la biotecnologia. Podemos entonces
concluir que independientemente de los problemas financieros y de endeudamiento, la industria de la
cafia de azicar se encuentra seriamente deteriorada y con riesgos de quiebra. Todo esto nos lleva a

la urgente necesidad de encontrar alternativas agroindustriales para la revalorizacion de la sacarosa.
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En la Tabla | se presenta un resumen de diversos edulcorantes y su poder endulzante relativo
a la sacarosa; al analizar !a tabla, se puede apreciar que la influencia de los desarrollos

biotecnoldgicos en este sector ha sido considerable.

Tabla 1. Edulcorantes alternativos a la sacarosa.

PRODUCTO PODER ORIGEN
EDULCORANTE *)
(Sacarosa=1)
Edulcorantes calbricos
Azhcar invertido 1 Q.E
Fructosa 1.4 E
Jarabes Fructosados (55%) 1 E
Jarabes Fructosados (90%) 1.5 E
Jarabes Maltosados (45-60%) 0.4 E
Jarabes Maltosados (70-85%) 0.6 E
Sorbitol 0.6 Q
Xilitol 1 Q.E
Manito} ) 0.5 Q
Isomaltulosa 0.3 E
Palatinita 0.5 EQ
Neoaziicares varios E
Edulcorantes no caldricos
Aspartame 180 QFE, FE
Alitamo 2160 QE,E
Acesulfame-K 200 Q
Sacarina 300 Q
Sucralosa 600 QE
Ciclamatos 30 Q
Dihidrochalconas 1800 Q
Monelina (proteina) 2500 N
Taumatina (proteina) 3000 “NF
Estevidsido - 300 N
Glicirrizina 50 N
Dulcina 200 Q
Miraculina (proteina) 1500 N
Hemnandulcina 1000 N

N=Natural; Q=Sintético via quimica; E=Enzimatico; F=Fermentativo 0 combinaciones de estos.
Tomada de Lopez-Munguia, 1993.
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3.2. La isomaltulosa.
3.2.1. Procesos de produccién.

Historicamente, los primeros reportes que se tienen de la identificacién de la isomaltulosa de
origen microbiano es de Stodola et al. (1952), y Sharpe et al. (1954) quienes describen que ese
compuesto es un subproducto de la formaciéon de leucrosa (S-O-a-D-gluéopiranosil-D-
fructopiranosa) y dextrana con Leuconostoc mesenteroides, sin embargo, la formacion de azicares
reductores por estos microorganismos y por Streptococcus bovis a partir de sacarosa, fue mencionada
con anterioridad por Hehre (1951). Mds tarde, Bailey & Bourne (1959) notaron que un disacarido
reductor similéir a la isomaltulosa era producido por S. bovis. Stodola et al. (1956) y Sharpe et al.
(1960), confirmaron la formacidn de isomaltulosa por enzimas derivadas de L. mesenteroides.
Posteriormente, se encontré que una a-glicosidasa de Streprococcus italicus formaba isomaltulosa
como producto de transglucosilacién (Halvorsen, 1966). En datos mas recientes, Fuji et al. (1983),
estudié la formacion de oligosacéridos por la accion de Serratia plymuthica en sacarosa y

encontraron que la isomaltulosa era el producto mayoritario, acompafiada de otros aziicares.

Se aislaron microorganismos de la remolacha proveniente de refinerias, las cuales se crecian
inicialmente en un medio con 5% de sacarosa y otros nutrientes; postertormente, las células se

incubaban con un jarabe de sacarosa 20% hasta lograr su conversidon total en isomaltulosa
(Cheetham, 1987).

La sintesis quimica de la isomaltulosa resulta demasiado dificil y de costo elevado. Es por
esto, que los desarrollos biotecnoldgicos cobran importancia en la produccién de isomaltulosa de
origen microbiano, ya que constituyen una alternativa viable, de fécil operacion a nivel industrial,

que nos proporcione un producto de alta pureza, de bajo costo y con buenos rendimientos.

En la industnia, la isomaltulosa se obtiene via enzimdtica empleando la enzima isomaltulosa
sintasa y sacarosa como sustrato (Cheetham, 1987; Nakajima, 1984); si la isomaltulosa es sometida a

una hidrogenacién alcalina con catalizadores Nickel/Raney, permite producir Palatinita®(Irwin,
1950).
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Igualmente, la produccién de isomaltulosa se ha realizado por fermentacién o empleando
células inmovilizadas utilizando: S. plymuthica (Mc Allister et al., 1990), P. rubrum (Schiwek et al.,
1974; Nakajima, 1984 y Tinoco, 1997) y Erwinia rhapontici {Cheetham et al., 1982 y 1984).
Adicionalmente, se reporta que se han encontrado pequefias cantidades de isomaltulosa en

fermentaciones realizadas en medio sélido con la enzima de E, rhapontici (Cheetham, 1987). -

3.2.2. Caracteristicas fisicoquimicas.

La isomaltulosa <s un .disacérido que se encuentra en pequeiias cantidades en la miel (1%) y
en ¢l jugo de cafla (Low & Sporns, 1988 y Takazoe, 1985a). Uno de los primeros reportes fue en el
proceso de manufactura de la remolacha en 1957 por Weidenhagen & Lorenz en la fabrica de una
ciudad llamada Palatino, en Alemania, de ahi su nombre trivial de Palatinosa® (Takazoe, 1989). Es
conocida también como lilosa; de acuerdo con fa nomenclatura quimica ¢convencional €s una 6-0-o.-
D-glucopiranosil-D-fructofuranosa (Cheetham et al., 1982, Park et al., 1992 y Fuji, 1983). En la

Figura 1 sc presenta un esquema con su estructura quimica, asi como las de otros azlcares

asociados.
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FIGURA 1. Estructuras quimicas de la sacarosa, trehalulosa e isomattulosa.,

Ullman, 1985 y Shallenberger, 1982.



Antecedentes

La isomaltulosa es un isémero funcional de la sacarosa (Mc Allisler et al., 1990 y Cheetham,
1984), por lo que presenta un comportamiento fisicoquimico muy similar a ésta: posee tan solo un
30% de su poder edulcorante (Cheetham, 1987 y Mc Allister et al,, 1990); es mucho mas resistente a
la hidrolisis acida que la sacarosa, en un rango de pH normal de un alimento (2.5-6), por lo que al
incorporarla en bebidas carbonatadas o alimentos acidificados con dcidos organicos o vitamina C, la
proporcion de azicar invertido que se obtiene es considerablemente menor y por lo tanto, son mds
estables que aguellos que contienen sacarosa. Sin embargo es menos estable a la temperatura que Ja
sacarosa (Takazoe, 1989); igualmente, es mas resistente a la hidrélisis enzimdtica (invertasa). Es un
aziicar con el 60% del poder reductor de la glucosa, por lo tanto participa en reacciones de
oscurecimiento en alimentos (Cheetham, 1984). Por si sola, la isomaltulosa es menos higroscopica

que la sacarosa y fructosa. n la Tabla II, se presentan las propiedades fisicas de la isomaltulosa.

Tabila I1. Propiedades fisicas de la isomaltulosa.

Peso molecular (monohidratada) 360 g/mol

Punto de fusion 118a122°C
Densidad absoluta ' 1.45 g/mi. -

Solubilidad 70 g /100mL a 30°C

Rotacion especifica fo]p™® es de 97.2°.
Tipo de fluido Newtoniano
Viscosidad de una solucion Ligeramente menor que una de sacarosa a la
misma concentracion
Cristales de la isomaltulosa monohidratada Blancos y rombicos

Tomada de Cheetham, 1987 v Takazoe, 1989,

La estructura cristalina de la isomaltulosa estd determinada per un puente de hidrogeno
intramolecular entre los dtomos de carbono 2 y 2" y varios puentes de hidrogeno intermoleculares.
_ Los espectros de resonancia magnética nuclear, demuestran que existe una relacién 1:4 de isémeros
a:f a 34 °C, lo que es muy similar a los valores reportados para la fructosa (Cheetham, 1987; Fuji,
1983).

10
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3.2.3, Microorganismes productores de isomaltulosa.

De acuerdo con Mc Allister et al., 1990, existen dos tipos de mictoorganismos productores de

isomaltulosa:

1. Los que producen isomaltulosa como subproducto en la formacién de dextrana, por ejemplo: la

dextransacarasa de L. mesenteroides, y;

2. Aquellos que producen isomaltulosa como producto mayoritario a partir de sacarosa.

Checthamn (1987), reporta que tanto S plymuthica como P, rubrum poseen actividades
iniciales de produccion de ims mas elevadas que E. rhapontici; asi mismo, un estudio de estabilidad
bajo diferentes condiciones ¢n el almacenamiento de dichos microorganismos, refleja que S
plvmuthica posee una may-or viabilidad que P. rubrum y E. rhapontici. Sin embargo, Cheetham
selecciond a E rhapontici como cepa productora debido a que presenta una mayor estabilidad

operacional al emplear células inmovilizadas en alginato.

Por otro lado, sc sabe que E. rhapontici es una bacteria que causa podredumbre €n ¢l ruibarbo
(Cheetham et al., 1982); que §. plymuthica es patdgena, incluso para el humano (Bergey, 1988) y que

P. rubrum no ¢s patogeno (Irwin, 1990).

En la Tabla 111 se presenta una lista de microorganismos productores de isomaltulosa, asi

como las proporciones de isomaltulosa y trehalulosa que sintetizan.

1
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Tabla I11. Microorganismes prodnctores de isomaltulosa.

Microorganismo Isomaltulosa | Trehalulosa Referencia
E. rhapontici NCPPB 1578 40% 60% Véronese et al., 1999.
E. rhapontici NCPPB 1578 85% SP Cheetham 1982, 1984, 1987,
E. rhapontici ATCC 29284 PP sp Cheetham et al. 1985
E. carotovora PP SP Cheetham et al. 1985
S. plymuthica ATCC 15928 87% - 8P Mec Allister et al., 1990, Fuji et
al., 1983 y Cheetham, 1984
P. rubrum. NCIB2878. 85% 15% Chectham, 1984 y Takazoe,
1989.
P. rubrum. NRRL B-2348. 90% <10% Tinoco, 1997,
S. marcescens NCIB 8285 P NR Cheetham et al. 1985
L. mesenteroides NRRL B- Sp NR Mc Allister et al., 1990 y
512F Bourne et al., 1961
Str. bovis ATCC 33317 <1% NR Bourne et al_, 1961
S. bovis P NR Cheetham, 1984 y
Bailey & Bourne, 1959
S. italicus P NR Cheetham, 1984 y Halvorsen,
. 1966
Klebsiella sp. Aislada de 86% SP Takazoe, 1989
mango
Klebsiella planticola MX-10 65% 30% Tsuyuki et al., 1992
Ps. mesoacidophila MX-45 9% 91% Nagai, 1994
Thermus aquaticus ATTC <4% . 81% Nishimoto et al., 1997
33923
Agrobacterium radiobacter Sp PP Nagai, 1994

P=Produce; PP=Producto principai; SP=Produce como subproducto; NR=No se reporta si produce ¢ no.

a) Protaminobacter rubrum.

P. rubrum NRRL B-2348 es una bacteria gram negativa en forma de bacilos muy cortos que
llegan a parecer cocos. Se asocian formando duplas y algunas veces se encuentran aislados. Sus
colenias son blancas aperladas circulares, convexas, de bordes redondos, con la edad y en presencia

de oxigeno se tornan de color rojo-rosado (Tinoco, 1997).

El género Protaminobacter no se encuentra clasificado actualmente como tal {(Gherna et al,,
1999; Bergey et al.. 1998). Seguramente, esto se debe a que desde los afios sesenta diversos géneros

han sido reclasificados en un sin nimerc de ocasiones en nuevos grupos, que incluyen: Baecillus,

12
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Pseudomonas,  Protaminobacter, Vibrio, Mycoplana, Flavobacterium, Corynebacterium,
Chromobacterium y Methylobacterium (Green & Bousfield, 1982). " De acuerdo a la opinién de los
expertos en el drea . algunas cepas de Protaminobacter ruber, P. ruber sp. machidanus y P. sp han

sido integradas al género Methylobacterium (Whittenbury et al., 1970; Green & Bousfield, 1982).

El género Methylobacterium esti compuesto de una gran variedad de bacterias metilotréficas
facultativas y de pigmento rosado (PPFM) que son capaces de crecer en compuestos unicarbonados
como formato, formaldehido y metanol como unica fuente de carbono y energia. La mayoria puéden
crecer en aminas metiladas. Sélo se ha reportado una cepa capaz de crecer en metano (Balows et al.,
1991). A pesar de que la mayoria de las cepas del género son gram negativas, algunas se tifien
ocasionalmente de gram variable. Este hecho aunado a sus caracteristicas morfologicas, ha

ocasionado una gran confusion alrededor de su clasificacién taxonomica.

Por ejemplo, Bacillus extorquens que fue aislado por Bassalik en 1913, se asigné al género
Vibrio como V. extorquens por Bhat y Barker en 1948. Krasil'nikov (1959) y Bassalic (1960)
transfirieron subsecuentemente esta cepa a Pseudomonas y Flavobacterium; sin embargo, en la

clasificacion del Bergey's Manual aparecié como Pseudononas extorguens (Bergey et al., 1988).

En un estudio acerca de bacterias que utilizan aminas, Dooren de Jong (1927) describe una
cepa de P. rubrum que posteriormente fue estudiada junto con otros organismos aislados del suelo y
sc reagruparen dentro del género Mycoplana como M. rubra (De Vires & Derx, 1953). En 1961
sufrio una nueva reclasificacion y quedéd dentro del género Vibrio como Vibrio extorquens (Stocks
and Mc Cleskey, 1964). Ya en la década de los setentas, Kouno & Ozaki (1975) y Austin y cols.
(1979) aislaron y estudiaron diferentes PPFM’s y concluyeron que era necesario hacer mayor

investigacion al respecto para realizar una adecuada clasificacion.

E! primer reporte de una PPFM capaz de utilizar metano, fue aislada por Patt y col. en 1976,
quienes crearon una nueva especie para agrupar su cepa y fa denominaron Methylobacterium
organophilum. En un estudio mas detallado (Green & Bousficld, 1982) se encontrd que esa y otras
bacterias eran muy parecidas a lﬁs PPFM, por To que se sugirié que fuesen incluidas en el género
Methylobacterium. Sin embargo, el género Methylobacterium excluye a los organismos que no

utilizan metano, por lo que en 1983 surgié una correccion a la clasificacién para incluir a las PPFM

13
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restantes que no utilizan metano debido a que su similitud con ¢l género era de 70% o mas (Green &
Bousfield, 1983).

Como resultado de esta modificaciéon, se afiadieron también otras cepas encontradas

anteriormente y clasificadas como Pseudomonas:

e Ps. rhodos reclasificada como M. rhodinum (Heumann, 1962).
e Ps. mesophilica reclasificada como M. mesophilicum (Austirg & Goodfellow, 1979).

e Ps radiora reclasificada como M. radiotolerans (Ito & lizuka, 1971).

Con los avances cientificos surgit la posibilidad de estudiar la homologia de! DNA, hacer
comparaciones electroforéticas de las proteinas de los microorganismos y estudiar la composicion de
los 4cidos grasos (Urakami & Komogata, 1979, 1981). Como resultado, nuevas especies fueron
anexadas al género Methylobacterium como: M. rhodesianum, zatmanii, fujisawaense y las bacterias
pertenecientes al género Protomonas (Urakami & Komogata, 1984; Green et al., 1988; Bousfield &
Green, 1985).

En la actualidad, el género Methylobacterium tiene 8 especies reconocidas, siendo la cepa
tipo Methylobacterium extorquens. Las cepas reportadas como Protaminobacter en los afios sesenta
v anteriores, corresponden a los que hoy se denomina: M. extorquens, M. rhodesianum y M
organophilum (Balows et al, 1991). Sin embargo, en la literatura no se precisa si P. rubrum
corresponde a alguna de estas cepas, por lo que para fines del! presente trabajo se denominarg P.

rubrum y no Methylobacterium.

3.2.4. Su funcién adaptativa en microorganismos.

El papel que la isomaltulosa tiene en algunas bacterias como P. rubrum y su funcion
adaptativa es ain incierta, sin embargo, se han generado algunas hipotesis al respecto en base a la

experiencia observada en otros organismos.
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a) Fuente de carbono y energia secuestradas.

Whiting v cols. (1976a) presentan la hipotesis de que la evolucién ha permitido que tanto
Pseudomonras aeruginosa como P. fluorescens en su habitat natural puedan secuestrar la glucosa
convirtiéndola en gluconato y 2-oxogluconato, compuestos que no son facilmente asimilados por
olros microorganismes que si podrian competir por la glucosa. En este mismo sentido, Cheetham et
al. (1982) propone que en E. rhapontici podria suceder o mismo: secuestra la sacarosa en forma de
isomaltulosa para posteriormente emplearla como fuente de carbono y energia, liberando cualguier
competencia por el sﬁstrato original proveniente de otro microorganismo o de la propia planta a la

cual parasita.

Una situacidn semejante aunque mas compleja es €l papel que juega la 3-cetosacarosa en el
metabolismo de Agrobacterium tumefaciens. Hayano y Fukui (1967) fueron los primeros en explicar
su cardcter como intermediarios en el metabolismo de sacarosa. Ellos explican que la
deshidrogenasa que convierte sacarosa en 3-cetosacarosa es parte del sistema de transferencia de
electrones relacionado con las reacciones de rendimiento energélico, ya que transfiere los electrones
de la sacarosa al citocromo Csqq, por lo que la 3-cetosacarosa se convierte en un intermediario mas

del metabolismo general y no en un metabolito con una accién especifica.

b) Metabolismo alterno en limitacion de nutrientes.

El metabolismo de P. aeruginosa es complejo, involucra 2 rutas metabadlicas: una oxidativa y
otra fosforilativa. Las enzimas de la via oxidativa se encuentran en la membrana citoplasmica
viendo hacia el espacio periplasmico. Los productos de su actividad {gluconato, glicosa y 2-
oxogluconato) son transportados al interior mediante canales especificos. La via fosforilativa ocurre
intracelularmente y converge en el interior de fa célula con la via oxidativa en la formacién del
gluconato 6 fosfato (Whiting et al., 1976b). La Figura 2 explica detalladamente el metabolismo de
esta bacteria. Whiting y cols, (1976b) trabajaron en un quimiostato con P. aeruginosa y
comprobaron que la ruta habitual es la oxidativa, sin embargo, bajo limitaciones de glucosa, el
metabolismo ¢s modificado a la ruta fosforilativa por lo que es evidente que la conversion

extracelular de glucosa a gluconato y 2-oxogluconato con el subsecuente transporte, le permite a P.
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aeruginosa soportar cualquier limitacion impuesta por la velocidad de operacién de un solo sistema
de transporte, por 1a subsecuente fosforilacion o hasta en su propio habitat natural, ya que le permite
a la bacteria convertir la glucosa rapidamente en otros compuestos que son menos disponibles a otros

microorganismos y que podrian competir efectivamente por la glucosa.

Tomando como referencia lo anterior, se podria pensar en un sistema semejante para P.
rubrum y las bacterias que producen isomaltulosa, ya que les permite conservar una fuente de
carbone y energia alterna a la que encuentran en su habitat natural, de manera que la transporten
facilmente a su interior cuando se encuentren en situaciones como la limitacion de nutrientes. Sin
embargo existirian algunas diferencias puntuales debido a que la :'msrsc localiza, en algunos casos, en
el espaci6 periplasmico (como E. rhapontici, Chectham, 1984) y en otros, en ¢l interior de la célula

(como S. plymuthica 'y P. rubrum, Mc. Allister et al., 1990).

Periplasmic space

Gluconate

Gluconute
Glucuse 2.Oxoghwunate
Glucose —_— - Gluconate - 2.Onogluconate
6-phosphute 6-phosphate 6-phosphate

Figura 2. Vias metaboélicas intracelular y extracelular del metabolismo de glucosa en
P. geruginosa. dh: Deshidrogenasa.
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¢) Osmoprotector.

El ajuste del turgor en bacterias expuestas a ambientes hiperosméticos se atribuye a la
acurmulacién de grandes cantidades de solutos organicos y de iones potasie. Muchos osmolitos
orgdnicos que s¢ encuentran en el medio ambiente funcionan también como osmoprotectores en
bacterias. Existen osmoprotectores enddgenos y exogenos: los primeros, contribuyen directamente a
reestablecer el turgor de la célula mediante su acumulacién en el citoplasma; son inducidos o
activados en condiciones hiperosmoticas.  Los osmoprotectores exdgenos en algunos casos
contribuyen de forma indirecta en el turgor celular y son utilizados como fuente de carbono y
energia; se denominan exdgenos porque no se acumulan en el interior de la célula.  Sinorhizobium

meliloti utiliza )a sacarosa como un osmoprotector muy poderoso y también como fuente de carbono
y energia (Gouffi et al., 1999).

Debido a que la sacarosa no es un osmoprotector convencional ﬁara S. meliloti, Gouffi y cols.
{1999) decidieron explorar qué otros azicares ¥ compuestos estructuralmente relfacionades con la
sacarosa podian ser utilizados como osmoprotectores exogenos por S. meliloti vy algunas bacterias
semejantes. Encontraron que la isomaltulosa al igual que la sacarosa protege a la céluia dentro de
ambientes hiperosmaticos y le permite crecer con un tiermnpo de duplicacion igual. Evidentemente la

isomaltulosa es facilmente catabolizada por esta bacteria.

De lo anterior, podemos entonces suponer que las bacterias que preducen isomaltulosa,

tendrian una triple ventaja al contar este disacdrido:

e Secuestrar una fuente de carbono y energia “convencional” como lo seria la sacarosa y crear sus

propias reservas,
» Utilizar la isomaltulosa como fuente de carbono y energia en limitacion de nutrientes.

+ Emplearla como un osmoprotector en su hdbitat natural.
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d) Transporte de azicares.

£l transporte de azicares y su fosforilacion son factores claves para comprender el
crecimiento de una bacteria; sin embargo, no existe informacién en la literatura acerca del t’rans;ibne
de isomaltulosa y/o su metabolisme en micreorganismos. Es posible dadas las caracteristicas de la
isomaltulosa y las de los microorganismos que la producen gue estemos hablando del sistema PTS

(PhosphoTransferase System) (Lengeler et al., 1982).

El sistema PTS en bacterias es un complejo enzimitico que transporta los azicares a través de la
membrana celular, los fosforila y actia como un sistema guirmniorreceptor permitiendo a la bacteria
elevar la concentracion interna de azucares (Saier et al, 1995). El sistema PTS consiste
generalmente en dos proteinas acopladoras de energia: la enzima uno (EI), la “Heat-stable Protein”
(HPt), asi como una coleccidon de enzimas especificas (complejo de la enzima 2) en las que se
incluye un sistema de transporte o permeasa. Cada permeasa contiene al menos tres elementos que
pueden ser proteinas o dominios proteicos llamados IIA, 1IB y IIC que conforman una cadena de

fosforilacion que llega hasta el azicar, permitiendo su transporte al interior de la célula.

PEP-> EI-> HPr-> I1A-> IIB---> Azicar-P
Ic

El, HPr, I1A y IIB son las proteinas transportadoras del grupo fosfato proveniente del
fosfoenolpiruvato (PEP) y IIC es la proteina embebida en la membrana (permeasa) que cataliza ef
transporte del aziicar a través de la membrana, asi como la transferencia del grupo fosfato de IIB al

ariicar entrante (Lengeler et al., 1982; Lin, 1996).

En algunos organismos y sistemas (como E. coli para el transporte de manitol) estas proteinas
estan comprendidas en un selo polipéptido y en otros (E. coli para glucosa) son polipéptidos -
separados (Saier et al.,, 1995). Estos arreglos son de vital importancia, ya que el sistema PTS
controla numerosos procesos fisioldgicos como: transporte, metabolismo y almacenamiento de
fuente de carbono, metabolismo oxidativo sobre fermentativo y coordinacion de metabolismo de

nitrégeno con metabolismo de carbono (Romano, 1986).
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En bacterias gram negativas, el sistema PTS controla el metabolismo de carbono (ya que es el
sistema predominante de transporie de azicares) regulando a otras permeasas. La regulacién
unidireccional, le permite a la bacteria utilizar preferencialmente sustratos PTS que sustratos no PTS
(Saier et al, 1995). Es importante enfatizar que pese a que un microorganismo posea un sisterna
general de transporte PTS, no todos los azicares los interna a la célula asi, precisamente para

jerarquizar su transporte (Romano, 1936).

Adicionalmente, PTS regula indirectamente la expresién genética mediante la regulacion de
la actividad de la adenilato ciclasa. La concentracién citoplasmica de cAMP, asi como el nivel de la
proteina receptora de cAMP (CRP) modulan la expresion de cientos de operones del catabolismo de
carbono (Saier et al., 1995).

Concretamente, podemos citar el ejemplo de Corynebacterium glutamicum que utiliza
sacarosa para crecer y la transporta utilizando la via de PTS. Durante su crecimiento se inducen
actividades PTS para fructosa, sacarosa y manosa de tal forma que la bacteria es capaz de asimilar
estos azticares como fuente de carbono y energia de acuerdo a sus necesidades y/o las condiciones

del ambiente que lo rodea (Dominguez y Lindley, 1996j.

Recientemente se caracterizé el gene AGT1 que codifica para ia proteina Agtpl, que es un
transportador de «-glucdsidos en Saccharomyces, es altamente hidrofobica y al parecer se localiza en
la membrana celular (Han et al., 1995). Posce un 57% de similitud con la proteina Mal6lp y
también es miembro de una superfamilia de doce diferentes transportadores de azicares. A
diferencia de M:flf\lp, Agtlp transperta ademds de maltosa y turanosa, otros saciridos semejantes,

tales como: isomaltulosa, a-metilgiucdsido, maltotriosa, isomalitulosa, trehalosa y melezitosa.
3.2.5. Aplicaciones potenciales.

Recientemente, la isomaltulosa y su derivado hidrogenado, la Palatinita, han atraido la
atencion de los investigadores gracias a su enorme potencial de aplicacién industrial tanto como
sustituto de la sacarosa en un gran nimero de alimentos {Takazoe, 1985b) o bien como materia
prima para la produccion de quimicos especiales (Irwiﬁg, 1990), surfactantes y/o p(.)]imerc')s
(Lichtenthaler, 1991, 1996 y 1997; Bucke, 1996). ’ -
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a) Como sustituto de la sacarosa.

Es sabido que la caries dental es uno de los problemas de salud publica més importantes a

combatir en la actualidad. A este respecto, innumerables investigaciones se han abocado al estudio

de la isomaltulosa como un sustituto de la sacarosa por su escasa cariogenicidad:

Se ha comprobado que la microflora oral (principalmente Streptococcus bovis 'y mutans)
producen pequeiiisimas cantidades de acidos y glucanos insolubles a partir de isomaltulosa, el
5% respecto a lo producido con sacarosa tBirkhed et al., 1985)

También se ha visto que la sintesis de glucano inscluble se inhibe cuando se emplean mezclas de
sacarosa e isomaltulosa. Al adicionar 4% de isomaltulosa, Ta sintesis del polimero es de 5%
respecto a lo obtenido utilizando Gnicamente sacarosa. La velocidad de inhibicidn es
proporcional a la concentracidn de isomaltulosa (Takazoe, 1982).

Los estudios realizados en ratas, infectadas con S. mutans, revelan que la isomaltulosa presenta
un efecto inhibitorio en la formacién de placa y en la adaptacion de la cepa a este sustrato
(Ooshima, 1983).

Finalmente, en humanos se han practicado enjuagues bucales con soluciones de isomaltulesa,
glucosa, trehalulosa y sacarosa. De ahi se desprende que el pH de la placa dental baja hasta 4.1
con glucosa y/o sacarosa; sin embargo, al utilizar isomaltulosa y/o trehalulosa, e} pH llega a 6.8,
Adicionalmente, se reporta que la microflora oral se adapta ligeramente a estos sustratos y llega a

producir acido no mayor a un 13.5% de lo observade inicialmente (Topitsoglou et al., 1984).

b) Metabolismo de la isomaltulosa en ratas y humanos.
R

La mayoria de las bacterias entéricas pueden metabolizar muchos azicares,.la isomaltulosa

unicamente puede ser utilizada por las bifidobacterias, por lo que favorece su crecimiento y

disminuye el desarrollo de microorganismos con tendencia a causar diarrea.  Por esta razon, se ha

probado en alimentos, bebidas, bebidas fermentadas y férmulas de medicamentos, especialmente en

aquellos que contienen productos lacteos, manteniéndose el perfil de dulzor y sabor. Ademds, es un

excelente excipiente en tabletas (Cheetham, 1987). . !

1
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La isomaltulesa es mciabo]izada en forma muy similar a la sacarosa {Welsh et al., 1966;
Macdonald & Damel, 1983). Se sabe que es hidrolizada a glucosa y fructosa por la accién del
complejo sacarasa-isomaltasa que también hidroliza maltosa y que se encuentra en las
microvellosidades del intestino delgado (Dalqvist et al, 1963; Galand, 1990 y Heymann et al.,
1995). Posee el mismo valor calérico que la sacarosa, pero a diferencia de ésta, la velocidad de
liberacion de monosacaridos al torrente sanguineo es menor: 1/5 respecto a la de sacarosa (Kawai,
1989); esto provoca que los cambios de glucosa en sangre v el requerimiento de insulina sean
menores que al metabolizar otros azicares simples (Kawai, 1985; Tsuji et al.,, 1986). Ademas, su
absorcién es mas lenta que la de sacarosa, por lo que la posibilidad de aplicar el uso de la
isomaltulosa como nutriente parenteral y en la produccion de alimentos y bebidas para diabéticos y

- deportistas resulta sumamente interesante (Takazoe, 1989).

Otros estudios han demostrado que la isomaltulosa no produce cfectos de mutagenicidad o

toxicidad aguda o cronica (Takazoe, 1989).

3.3. La enzima isomaltulosa sintasa.

En los dltimos afios, las enzimas han adquirido gran importancia en la industria de los
carbohidratos, al encontrar infinidad de aplicaciones en la produccion de azicares y endulzantes.
Indudablemente, ¢l avance mas significativo ha sido la produccion de jarabes de maiz de alta
fructosa empleando una enzima inmovilizada: la glucosa-isomerasa. Ademads, existen muchos otros
gjemplos de aplicacion de enzimas a nivel industrial; tal es el caso de la produccion de jarabes
maltosados, aspaﬁame y ciclodextrinas (Cheetham, 1987).  Dentro de estos desarrollos
biotecnolégicos, surgid la alternativa de producir el disacdrido isomaltulosa, empleando la enzima

isomaltulosa sintasa (Mc Allister et al., 1990; Chectham 1984; Nakajima, 1984 y Huang et al., 1998).
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3.3.1. Caracteristicas generales.

La enzima responsable de la bioconversién de saca:o-sa en isomaltulosa se¢ localiza en el
espacio periplismico de algunas bacterias como E. rhapontici (Cheetham, 1984 y 1985) o
intracelularmente como en el caso de S. plymuthica y P. rubrum (McAllister et al., 1990). Es una
enzima que no requiere de cofactores o iones en el mecanismo de accién ni tampoco se ha observado
que requiera de intermediarios de alta energia como UDP-glucosa o polisacaridos (Cheetham, 1984,
1987, Park et al., 1992 y Takazoe, 1989).

La enzima forma simultaneamente isomaltulosa y trehalulosa (1-0-a-D-glucopiranosil-a-D-
fructopiranésido), La trehalulosa es un disacarido que se encuentra de forma natural en la miel
(Nakajima et al,, 1990), no caricgénico (Ooshima et al., 1991} v poco dulee, cuya solubilidad es
mayor que la isomaltulosa y es hidrolizada en la misma regién del cr;mplcjo sacarasa-isomaltasa del
intestino delgado que la isomaltulosa y la palatinita (Nilsson y Jagerstad, 1987 y Yamada et al.,

1985). La estructura quimica de la trehalulosa, se presenta en la Figura 1.

La 1somaltulosa sintasa no es una enzima comin, ya que la reaccion que lleva a cabo semeja
mas una catdlisis quimica que una biocatalisis. La enzima produce simultineamente isomaltulosa
como producto principal y trehalulosa como el producto termodinimicamente mas estable, mediante
la hidrolisis de la sacarosa, seguida de la reaccion de la glucosa con los grupoes hidroxilos de los
carbonos 6 y 1 de la fructofuranosa (Fuji et al., 1985 y Cheetham, 1984). '

Una caracteristica sorprendente s que la formacién de ambos disacaridos a partir de sacarosa
se da de manera simultinea y no consecutiva. La formacion simultdnea es una propiedad intrinseca
de la enzima, ya que la relacién de isomaltulosa y trehalulosa producidas es constante desde el
principio de la reaccion y bajo diferentes condiciones, mientras que la reaccidn consecutiva estaria

indicada por una relacién de concentraciones diferentes a lo largo de la reaccién (Cheetham, 1984).
Es una enzima inducible por sacargsa en condiciones aerdbicas, tiene una alta actividad en

ambientes con bajo Aw, lo que permite emplearla exitosamente en procesos a gran escala {(Cheetham
et al., 1985; Huang et al., 1998 y Nakajima, 1988).
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La enzima se ha denominado isomaltulosa sintasa y se ha incluido recientemente dentro del
grupo que comprende isomerasas que llevan a cabo transferencias intramoleculares de grupos

diferentes a acilos, aminos o fosforilos bajo la clave E.C. 5.4.99.11 (Dixon & Webb, 1999).

En la Tabla 1V sc concentran las principales caracteristicas para la isomaltulosa sintasa de

diferentes microorganismos reportados en la literatura,
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Tabla IV. Resumen de las caracteristicas generales de las isomaltulosa sintasa de los principales
microorganismos productores de isomaltulosa.

Ki por preducto= 170 mM

Microorganismo Forma pH | °T 6ptima Counstantes Caracteristicas
estudiada ] 6ptimo °C cinéticas
E. rhapontici (1) Cia Km para sacarosa= 280 mM AG reaccion=-11.8
KJ/mol
AG hidrdlisis sac= -28
KJ/mol
Ea= 17 Kl/mol
AH de reaccibn= 14.5
K.J/mol
E. rhapontici (2) ClA 7 30 Km para sacarosa= 350 mM
S. plymuthica (3) EP 6 30 Km para sacarosa= 65.3 mM A.E=1,285U/mg P
P. isocléctrico=9;
PM= 79,500 Da
S. plymuthica (4) EIA 1a25°C en reacciones en
lote= 23 dias
Protaminobacter rubrum ElA 5.5 25 Km para sacarosa= 140 mM | ¢ a 25°C en reacciones en
(3,4.58y %) Kt por producte= 310 mM lote= 73 dias
P isoeléctrico =9.9;
PM= 62,000Da
Protaminabacter rubrum "E 6 30 Km para sacarosa =21 mM , Ea 40 =KJ/mol
(i0) Ki por sustrato = 1.18 M 1 a 30°C = 38 dias
Protaminobacter rubrum CC 6.8 Km para sacarosa= 120 mM
“

Klebsiella sp. (6) EP 6-6.5 35 Km para sacarosa= 120 mM| Se inhibe con Hg™", Ag”
{(de mayor ImM.
actividad) EDTA 10mM la inhibe

ligeramente. Reaccion

negativa con PCMB indica

ausencia de grupos SH en

el sitio activo de la enzima.

Klebsiella planticola ElA 5.6 20 Produce 65% isomaltulosa
MX-10(11) y 30% trehalulosa.
PM = 63,000 Da

Ps. mesoacidophila (7) EP 5.5-6.5 20 Km para sacarosa= 19.2 mM | Produce principalmente

trehalulosa
Se Inhibe con Hg¥, Fe™,
Cu®*, Mg®, Ag’, Pb™ P.
Isoeléctrico = 5.4; PM =
63,000 Da

CC. Células completas; CIA. Células inmovilizadas en alginatos; EP. Enzima purif

1987, (6) Park et al., 1992; (7) Nagai, 1994;

inmovilizada en alginatos; E. Enzima libre, no purificada.
(1) Cheetham, 1984; (2) Cheetham, 1982; (3} Mc Allister et al., 1990; (4) Takazoe, 1989; (5) Cheetham,
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3.3.2. Mecanismos de reaccion.
a)} Erwinia rhapontici.

De acuerdo con los estudios realizados por Cheetham (1984), la enzima de E. rhapontici
convierte sacarosa (marcada) en isomaltulosa con un rendimiento aproximado del 85%. Se obtiene
también trehalulosa [neologismo propuesto por la analogia con la lactosa/lactulosa respecto al enlace
1-1 que presenta este disacaride, (Hall, 1982)] y glucosa y' fructosa libres en rendimientos de 5% y
6%, respectivamente. No se reporta formacion de oligosacdridos, lo que muestra que el agua y los
disacéridos obtenidos, son aceptores débiles. La isomaltulosa formada especificamente de sacarosa
marcada radioactivamente, puede hidrolizarse por la accién de la isomaltulosa sintasa de E.
rhapontici para dar glucosa y fructosa marcadas. La isomaltulosa no puede ser convertida a
trehalulosa empleando la isomaltulosa sintasa y/o viceversa y tanto la isomaltulosa como la
trehalulosa no pueden ser convertidas a sacarosa al incubarlas con esta enzima. La trehalulosa

obtenida, se encuentra presente 33% en forma de fructofuranosa y 66% como fructopiranosa.

En estudios hechos con enzima impura de E. rhapontici por Cheetham (1984), se ha
encontrado que largos periodos de incubacién cavsan un aumento en la concentracién de
isomaltulosa hasta alcanzar un méximo y luego se transforma lentamente en trehalulosa. Esto se
atribuye a la propia isomaltulosa sintasa y no a otras enzimas contaminantes; en 1964 se estudiaron
células de S. plymuthica y P. rubrum con radioactividad y concluyeron que es la misma actividad
glucosiltransferasa la responsable de este hecho; lo anterior es contradictorio con lo reportado por
Cheetham en 1987, ya que propone un mecanismo de transglucosilacién intramolecular que posee el
mismo intermediario para isomaltulosa y trehalulosa que tnicamente utiliza glucosa y fructosa
proveniente de sacarosa. La reaccién no es mediada por dos enzimas diferentes que se encuentren
asociadas, ni con una sola enzima que posea dos sitios activos con diferentes especificidades
(Yourno et al., 1970). Esto se comprueba al observar que los monosacéaridos exdgenos marcados no
se incorporan a ningun disacarido al adicionarlos solos o con sacarosa; y porque estos
monosacaridos, no afectan la proporcién de los productos formados y el consumo de sacarosa. Se
piensa que existe un intermediario enzima-glucosa, ya que si la glucosa estuviera libre, podrian

formarse aziicares como trehalosa, isomaltosa, maltosa, maltulosa y/o maltotriosa (Cheetham, 1984).
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Una logica semejante implicaria la existencia de un complejo enzima-fructosa, que se
propone como otra alternativa del mecanismo. La especificidad absoluta al sustrato que posee la
enzima y el hecho de que no reaccione y produzca monosacaridos, también implica que existan

miiltiples sitios de union entre la sacarosa y la enzima (Figura 3A).

Este mecanismo se propone, considerando la unién de la sacarosa con la enzima, formando
un “enlace o puente” seguida de la bidrélisis (Cheetham, 1987), y posteriormente de la reaccidon de
transferencia de la glucosa a los grupos hidroxilo de los carbonos 6 y 1 de la fructofuranosa
respectiva (Figura 3A) (Cheetham, 1984 y Mc Allister et al, 1990). Sorprendentemente, la
formacién de isomaltulosa requiere que el residuo de fructosa rote aproximadamente 180°, mientras
que la trehalulosa no necesita de una rotacion tan grande y presumiblemente se forma antes de que el

complejo enzima-fructosa pueda rotar.

Otra alternativa de mecanismo menos proBable, es la que contempla tinicamente la unidn de
la enzima con la glucosa, formando un complejo enzima-glucosa y entonces éste reaccionaria con la
fructosa que quedaria libre ya sea en forma de piranosa o de furanosa. La isomerizacion de la
furanosa a piranosa con la subsecuente reaccion a trehalulosa (Figura 3B) no es muy factible, ya que
la glucosilacién puede ocurrir antes de {a mutarrotacion y se formarian disacaridos con uniones f, lo
cual no se observa. Quizd la fructosa se mantiene en su configuracién de furanosa debido a su _
asociacién con aminodcidos reactivos en el sitio activo de la enzima. Una reaccidn via fructosa de
cadena abierta, no es factible, tal como lo demuestra la R.M.N., ya que las cantidades presentes son
muy pequefias y la reaccion no se inhibe con xilitol o manitol, los cuales pueden formar complejos

con la fructosa aciclica (Cheetham, 1984),
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b) Protaminobacter rubrum.

En un proyecto anterior dentro del grupo de investigacién en tecnologia enzimatica del [Bt, se
estudié la especificidad de la ims de P. rubrum y se encontré que la enzima es capaz de transferir el
residuo de glucosa (proveniente de la sacarosa) al metanol, formandose asi metil-glucéside. Para ¢l
testo de las moléculas estudiadas no se observé transferencia de glucosa y/o fructosa; sin embargo,

los resultados obtenidos revelan el cardcter de glucosiltranferasa de la enzima (Tinoco, 1997),

Adicionalmente, dos difercntes grupos de investigaciéon japoneses han realizado estudios
acerca del mecanismo de reaccién que ]leva.a cabo la ims en P. rubrum. El primero de ellos (Fuji et
al.,, 1985) llevd a cabo reacciones de aceptor utilizando p-nitrofenil-a-D-glucésido como donador y
nueve aceptores diferentes, entre ellos: sorbosa y fructosa, obteniendo en el primer caso:
glucosilsorbosa (15.6%) y en el segundo caso: isomaltulosa (7.8%) y trehalulosa (8.3%). Cuando
unicamente estd presente la sacarosa como sustralo, se obliene una relacion de isomaltulosa:
trehalulosa de 8:1, en cambio, con fructosa como aceptor y p-nitrofenil-a-D-glucdside como

donador, Iz relacién cambia notoriamente: 1:1. La explicacion a este hecho es la siguiente:

Por lo regular, la fructosa libre se encuentra en un equilibrio piranosa:furanosa 70:3¢. Como
piranosa, el hidroxilo del carbono 1 esta mas disponible y por eso se obtiene una relacién 1:1 cuando
se utiliza fructosa libre como aceptor. Como furanosa, €l hidroxilo del carbone 1 no esta disponible,
en cambio el hidroxilo del carbono 6, si, En la molécula de sacarosa, la posicion 1 de fa fructosa esta
impedida estéricamente porque el glucosilo unido al hidroxilo del carbono 2 estd muy cercano,
ademis, la fructosa estd como furanosa y por ello ¢l hidroxilo del carbono 6 esta mas libre y
dispi)nible para reaccionar, obteniéndose asi uma relacién 8:1 de isomaltulosa y trehalulosa. Es
importante considerar que esta propuesta contempla (nicamente la participacion de los grupos
hidroxilo de los carbonos t y 6 debido a que son primarios y su reactividad es mayor que la de los

alcoholes secundarios y terciarios ain dentro de una misma molécula (Fuji et al., 1985).

Estos mismos autores repertan la formacion de isomaltulosa e isomelezitosa en muy bajas
concentraciones y a cortos tiempos de incubacion, es por ello que proponen una posible ruta de

sintesis de isomaltulosa:
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sacarosa + glucosilo - isomelezitosa - isomaltulosa + glucosllo.
(a-1,6-glucosilsacarosa)

El otro grupo de investigadores (Kakinuma et al.,, 1998) realizé estudios cinéticos empleando

andlogos sintéticos de la sacarosa, a partir de los cuales sugieren que:

1. El paso limitante de la reaccion es el de la ruptura de! intermediario glicosil-enzima ya que el
cambio del sustituyente 1 afecta significativamente la kcat.

2, Se invqlucra un estado de transicion completamente protonado del tipo oxocarbanion (glucosil-
catiénico) con una hibridacion sp’.

3. El comportamiento de la enzima en ¢l mecanismo de reaccion, se asemeja a las a-glucosidasas,
cuyas actividades son inhibidas en presencia de azoaziicares. La actividad de la enzima también

fue inhibida por dichos compuestos.

De ésta manera, los autores proponen una estructura del estado de transicién en donde dos
grupos carboxilatos representan los grupos cataliticos y uno de ellos es utilizado para la protonacion
del oxigeno saliente. En la Figura 4 se presentan ¢l mecanismo de reaccion y el estado de transicién

propuestos por Kakinuma y cols. (1998).

= i- on —éo’:) x"
HE 2 IOH step! 'ﬂ:ﬁ/‘ slepl % HO
"o, ) HO — oR
HO 0604 ; o H/‘
o OH

Oém
Figura 4. Mecanismo de reaccién y estado de transicién propuestos para la reaccion catalizada
por la isomaltulosa sintasa de P. rubrum. Tomada de Kakinuma, et al., 1998.
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3.3.3. Produccién de Ia enzima.

La isomaltulosa sintasa, es una enzima inducible en condiciones aerdbicas en medios con
sacarosa (Takazoe, 1989). Los requerimientos nutricionales de las bacterias no son exigenies por lo

que un medic que contenga fuente de CN,P,S y sales son suficiente para el crecimiento del

microorganismo (Huang et al., 1998).

En la Tabla V se presenta un resumen de los medios de cultivo empleados para crecer el

microorganismo y producir de la enzima.

Tabla V. Medios de cultivo empleados para el crecimiento de P, rubrum.

Microorganismo Sacarosa (%) Fuente de Nitrégeno Sales
Kiebsiella sp. 4 Peptona 1%
(1) Extracto de carne 0.4%
P, rubrum CBS 574.77 (2) 5 Caldo de pollo.
E. rhapontici 4 Peptona 1%
NCPPB 1578 (3) Extracto de carne (0.4%
S. plymuthica 4 Peptona bacterioldgica 10%
ATCC 15928 (4) Polvo lab-lemco 0.4%
Ps. Mesoacidophila Melazas, 10 Extracto de carne (0.3% NaCl 0.3%
MX-45 Extracto de levadura 0.5% Na;HPQ, 0.2%
(5) Peptona 1%,
Klebsiella planticola 7 Soya Tripticase 3% NaCl 0.5%
CCRC-19112 (6) Bactotriptona 2%
Klebsiella panticola MX- 10 Extracto de carne 0.3% NaCl 0.3%
10 Extracto de levadura 0.5% Na;HPO, 0.2%
(N Peptona 1%
P. rubrum 2 Extracto de levadura 2%, K;HPQ, 2%,
NRRL B-2348 (8) MgS0, 0.02%,
CaCl, 0.005%,
FeSO, 0.001%,
MnSO; 0.001%,
NaCl 0.001%

(1) Park et al., 1992, (2) Fuji et al., 1985; (3) Cheetham, 1984; (4) Mec. Allister et al., 1990;
(5) Nagai et al., 1994; (6) Huang et al., 1998; (7} Tsuyuki et al., 1991; (8) Tinoco, 1997.
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Las condiciones de cultivo varian también conforme la bacteria, sin embargo la generalidad
oscila en 30°C, pH 7, agitacion entre 200 y 250 rpm’s y de 12 a 24 horas de crecimiento. Las

concentraciones de oxigeno no son mencionadas en ningln caso.

La enzima de E. rhapontici que se encuentra en el espacic periplasmico de la célula puede
extraerse mediante un choque osmotico. Sin embargo, se obtiene acompafiada de otras enzimas
peripldsmicas como la fosfatasa dcida y pequefias cantidades de enzimas citoplasmaticas. Otros
métodos que resultan menos exitosos para la extraccion de isomaltulosa sintasa en E. rhapontici son:
sonicacion, lisis celular, tratamiento con detergentes y agitador de Mickle. La mayor parte de ellos

tiene el inconveniente de afectar negativamente la actividad especifica (Cheetham, 1984).

En el caso de las enzimas de Klebsiella sp., S. plymuthica y P. rubrum que son intracelulares,
las células se rompen por sonicacidon y se obtiene el extracto enzimdtico intracelular, el cual se
purifica y/o se inmoviliza para ser estudiado (Park et al., 1992; Mc. Allister et al., 1990 y Tinoco,
1997). En otras ocasiones, se utilizan las células completas y no es necesario extraer la enzima
(Tsuyuki et al, 1992 y Huang et al., 1998). .

3.3.4. Especificidad de la enzima.

En afios recientes, los estudios acerca de la especificidad de la enzima han aumentado
considerablemente. A través de la utilizacion de diferentes sustratos y aceptores se ha profundizado

en el comportamiento de la isomaltulosa sintasa.

En P. rubrum CBS 547.77 se estudié tanto la especificidad del sustrato como del aceptor.
Para el primer caso, se reporta que la enzima inmovilizada reconoce a la sacarosa, isomaltulosa,
trehaluiosa y rafinosa cono sustratos obteniéndose los respectivos productos de transglucosilacion e
hidrélisis. Al analizar su accién sobre sustratos no naturales como p-nitrofenil-a-D-glucosido y
Fenil-a-D-glucdsido hubo transferencia del residuo glucosilo al agua, obteniéndose glucosa libre
(Fuji et al., 1985 y Nakajima, 1988). Para estudiar la especificidad por aceptor, estos mismos

autores utilizaron el p-nitrofenil-a-D-glucdsido como donador y nueve diferentes aceptores, de los
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cuales, solamente la D-fructosa y L-sorbosa dieron reaccion positiva obteniéndose isomaltulosa

(7.8%), trehalulosa (8.3%) v glucosil sorbosa (15.6%4), respectivamente.

Kakinuma y cols. (1994) estudiaron la especificidad por el aceptor de células inmovilizadas
de P. rubrum, S. plymuthica y E. rhapontici utilizando derivados del dioxolano como donador con el
objeto de crear potenciales “bloques de construccion™ homélogos del glicoglicero! ampliamente
cotizados en sintesis organica. Con las dos primeras cepas obtuvieron muy bajos porcentajes de

glucosilacién, pero con E. rhapontici se obtuvieron mayores rendimientos.

En un estudio mas reciente, Kakinuma y cols (1996) trabajan con la cepa de P. rubrum para

llevar a cabo transferencias intermoleculares. Sabiendo que la enzima de esta bacteria también
cataliza la transglucosilacion de sacarosa a arabinosa (obteniendo 5-O-a-D-glucopiranosil-D-
arabindsido), desarrollaron por separado derivados de la sacarosa bloqueados en las posiciones 1 y 6
para impedir la formacidbn de isomaltuiosa y favorecer la transglucosilacion intermolecular.

Utilizando veinte aceptores diferentes, lograron obtener dos productos en rendimientos del 3 y 21%.

La enzima de E. rhapontici es especifica para la sacarosa como sustrato, por lo que
tinicamente utiliza glucosa y fructosa proveniente de sacarosa. Se ensayd con una variedad de
azucares incluyendo maltosa, lactosa, rafinosa, galactosa, arabinosa y manosa tanto sélas como con
sacarpsa, sin obtener reacci6n. Dicha especificidad por el sustrato, donador y aceptor es
sorprendente porque la sacarosa es una molécula pequefia y porque la isomaltulosa sintasa de otros
microorganismos utilizan bastante bien maltosa, arabinosa y glucosa como aceptores; E. rhapontici

no actia en galacto-sacarosa, epimero en C-4 de la sacarosa (Cheetham, 1984 y 1987).

L.a accion de las células de S. plymuthica sobre sacarosa en presencia de manosa o arabinosa,
produce a-D-glicosil-mandsido ¢ a-D-glucosil-arabindsido. En el andlisis de especificidad
respecto al sustrato para la enzima pura de S. plymuthica resultdé negativo para todos los di y
trisacaridos (maltosa, maltotriosa, lactosa, celobiosa, isomaltulosa, trehalosa, turanosa y rafinosa),

excepto para sacarosa (Mc Allister et al., 1990).
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En la Tabla VI, se condensan los principales resultados de los estudios de especificidad de la

isomaltulosa sintasa presente en diferentes organismos.

Tabla V1. Especificidad de la isomaltulosa sintasa presente en diferentes organismos.

Microorganismo

Especificidad

Referencia

K. planticola
CCRC 19112

Reconoce Gnicamente a la sacarosa como sustrato.
Negativo para isomaltulosa, trehalosa, lactosa, maltosa,
rafinosa, glucosa + fructosa.

Huang et al., 1998.

E. rhapontici |Maltosa, lactosa, rafinosa, galactosa, arabinosa y| Cheetham, 1984,
NCPPB 1578 | maltulosa no reaccionan con o sin sacarosa.
8. plymuthica |Reconoce como aceptores a manosa, arabinosa y agua.| McAllister et al.,
ATCC 15928 |Como sustrato unicamente a la sacarosa, Negativo para 1990.
maltosa, maltotriosa, lactosa, celobiosa, isomaltulosa,
trehalosa, turanosa y rafinosa.
P. rubrum Transfieren el residuo glucosilo a cetosas y derivados de

S. plymuthica
E. rhapontici.

dioxolanos a partir de un donador sintético: 6-cloro-6-
deoxisacarosa.

Kakinuma et al.,
1994,

P. rubrum Reconoce como sustrato a la sacarosa, isomaltulosa,| Fujiet al, 1985.
CBS 574.77  |trehalulosa, rafinosa, paranitrofenil-a-D-glucosido y fenil-| Nakajima, 1988.
a-D-glucésido. Negativo para maltosa, maltulosa,
turanosa, lactosa y metil-a-D-glucésido.  Aceptores:
fructosa, L-sorbosa y agua. Negativo para: glucosa, L-
rhamnosa, manosa, galactosa, D-arabinosa, L-arabinosa,
xilosa.
P. rubrum Lleva a cabo transferencias inter e intramoleculares| Kakinuma et al.,
CBS 574.77 utilizando derivados de la sacarosa (16 'disustituida) como 1996.
dopader y 20 diferentes aceptores.
P. rubrum Lleva a cabo transglucosilaciones intramoleculares de| Kakinuma et al.,
CBS 57477  |sacarosa a isomaltulosa y también transglucosilaciones| 1998.
intermoleculares de 7 derivados sintéticos de la sacarosa a :
un donador sintético (Bencil-B-D-arabino furandsido).
P. rubrum Reconoce como aceptor al metanol. Negativo para etanol, Tinoco, 1997,
NRRL B-2348 | fructosa, glucosa y maltosa. Reconoce a la sacarosa como

sustrato. Negativo para kestosa, nistosa, fructosil-nistosa y
difructosil-nistosa.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Reactivos y equipos utilizados.

4.1.1. Reactivos:

Los reactivos y medios de cultivo empleados en el presente trabajo fueron adquiridos en las

siguientes casas distribuidoras:

*

*

*

Bioxon, Becton Dickinson.

Difco Lab.

J.T. Baker.

Merck de México, S.A. de C.V.
Sigma-Aldrich Quimica, S.A. de C.V.
ICN, Biomedicals, Inc.

4.1.2. Equipos:

Los equipos utilizados, se describen a continuacién:

Incubadora New Brunswick Scientific, Co. Inc. Serie 25.

“Espectrofotémetro Beckman DU 650.
Autoclave TOMY Sciko, Co. LTD. 88-325E.
pHmetro Corning 125.

Centrifuga Beckman JH-28S.

Sonicador Soniprep 150 MSE.

Microfuga Beckman 12,

Bafio de temperatura controlada Polytherm Science/Electronics, Inc.
Homo con vacio Precision Scientific, Inc. l

Equipo para filtracién al vacio Millipore.
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4.2.Técnicas analiticas empleadas,

4.2.1. Cuantificacion de isomaitulosa por el método del Acido 3,5-Dinitrosa|icilic6 (DNS)

(Sumner, & Howell, 1935).

a) Preparacton de la solucién patron:

*

Disolver en agua destilada 0.1 g de isomaltulosa y aforar a 10 mL.

b) Técnica:

+

*

*

Colocar alicuotas desde (0.1 hasta 4 mi. de la solucién patrdn en diferentes tubos de ensaye.
Aforar con agua destilada a 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 NaOH y 10 gr. de acido 3,5-dinitrosalicilico en agua
destilada y posteriormente se afora a 1 Lt. {(Sumner, & Howell, 1935)].

Poner a ebullicion en un bafio durante 5 minutos.

Enfriar en un bafio de hielo durante 5 minutos.

Adicionar a cada tubo 5 mL de agua destilada.

Agitar los tubos.

Leer a 540 nm contra un blanco (El bianco se prepara de la misma manera pero se emplea agua cn

lugar de muestra). La curva estandar se presenta en la Figura 5,
Por otro lado, para la toma de muestra, se procede de la siguiente forma:
Tomar una alicuota de 0.5 mL con la dilucion adecuada.

Agregar (0.5 mL de DNS.

Proceder de la misma manera que con la curva patrén.
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Figura 5. Curva estindar de isomaltulosa empleando el método de DNS. Se grafica la
absorbancia a 540 nm vs. concentracién de isomaltulosa (mg/mL).

4.2.2. Determinacion de actividad isomaltulosa sintasa por el método DNS,

Para medir la actividad enzimatica, se utilizé como sustrato sacarosa, a concentracion final de
10% plv, la cantidad de enzima (como células completas) puede variar de 0.5 a 1 U/mL en
amortiguador de fosfatos 0.1M pH=6, preincubando la mezcla sustrato-enzima por 5 minutos a una
temperatura de 30°C. Se tomaron muestras durante los primeros 15 minutos de la reaccién y se
determind la cantidad de isomaltulosa por ¢l método de DNS, leyendo la absorbancia a 540 nm.
Una unidad de actividad isomaltulosa sintasa se define como la cantidad de enzima que produce
un pmol de isomaltulosa/min a pH=6 y 30°C y sacarosa 10%. La actividad especifica se define

como las unidades de isomaltulosa sintasa/ mg; de proteina.
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4.2.3. Determinacion de proteina total por el método de Lowry (Adaptacion). (Lowry et
al., 1951).

Para esta determinacién se emplearon las siguientes soluciones:

A) NayCO; al 2% en NaOH 0.1M.

B) CuSO,*5H,0 al 0.5%.

C) Tartrato de sedio y potasio al 1%.

D) Soluciones C + B en relacion 1:1 viv.

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

F) Reactivo Folin-Ciocalteu y agua destilada en relacion 1:2 preparado el dia del ensayo.
La técnica se realizd de acuerdo al siguiente protocolo:

¢ Tomar 1mL de muestra (diluida 1:10).

¢ Agregar 5 mL de reactivo E.

# Agitar y dejar en reposo 10 minutos.

¢ Agregar 0.5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu.
¢ Agitary deja} en reposo 30 minutos,

¢ Leer a 590 nm contra un blanco. E blanco se prepara de la misma manera pero se emplea agua

en lugar de muestra.

Preparar una curva estandar con albiimina sérica bovina con concentraciones de 0 a 200

pg/mL. Elresultado se presenta en la Figura 6.
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Figura 6. Curva estandar de proteina empleando albimina sérica bovina como referencia,
segin el método de Lowry, y obteniendo absorbancia a 590 nm.

4.2.4. 1dentificacion de productos por Cromatografia en Capa Fina (CCF).

Se aplica 1 pL. de cada muestra en una cromatoplaca de tipo: HPK Silica Gel 60 A, 200 um

grosor Whatman Inc previamente aminada con una solucién que contiene: ! mL de dietanolamina y

60 pL de acido acético glacial en 100 mL de acetonitrilo grado HPLC (Joseph et al., 1986). La fase

movil empleada consiste en una mezcla de acetenitrilo:agua (8:2); la placa se roci6é con una solucidn

alcohélica de w-nafiol al 2.5% y se revelé a 100°C (Joseph et al., 1986). Los Rf’s observados para

los estandares resultaron ser de: xilosa 0.5, fructosa 0.4, glucosa 0.36, sacarosa 0.27, isomaltulosa

0.24 y maltosa 0.23.

'4.2.5. Identificacién y cuantificacién de productos por Cromatografia Liquida de Alta

Resolucion (HPLC).

Se trabajé con un equipe de HPLC (Waters), compuesto de un sistema controlador (Waters

600 E), un inyecter automdtico (Waters 717 plus) y un detector de indice de refraccion (Waters 410).
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Las condiciones de andlisis consistieron en:

¢ Columna para carbohidratos aminada (Waters para HPLC de 4.6 x 250 mm. Silica amorfa
derivatizada con aminopropilmetilsilil. 60 A, 4 pm.) *

+ Fase movil: mezcla de Acetonitrilo:Agua (80:20).

+ Fluyjo de la fase movil: 1.4 mL/min.

+ Sensibilidad del detector: 16.

¢ Tiempo de corrida de cada muestra: entre 7.5 y 12 minutos.

Las muestras se preparan previamente diluyendo segin sea necesario y centrifugando a
12,000 rpm/5 minutos, El volumen inyectado de cada muestra fue de 10pL. Se obtuvieron curvas
patrén aplicando 3, 6,9, 12 y 15 pl. de una solucién estindar de fructosa 0.3%, ghicosa 0.3%, xilosa
0.3%, sacarosa 0.6%, isomaltulosa 0.6% y maltesa 0.6%. La cuantificacién de los compuestos se
realizé relacionando concentraciones conocidas de ellos con las dreas correspondientes. Los tiempos
de retencion observados para los diferentes azicares fueron: fructosa 4.3 minutos, glucosa 4.8

minutos, sacarosa 6.7 minutos, 1somaltulosa 7.2 minutos y trehalulosa 8.1 minutoes.

4.2.6. Determinacion de peso seco.

La concentracion de biomasa se determin¢ en forma indirecta midiendo la densidad 6ptica e
interpolando de una curva estandar de D.0O. vs peso seco que se muestra en la Figura 7. La

determinacién de peso seco se realizé segun lo reportado por Cooney (1981} de la siguiente manera:

Se secaron membranas de acetato de celulosa de 0.45 pm de poro y 45 mm de didmetro
(marca Millipore) hasta peso constante en un horno con vacio {marca Precision Scientific, Inc.) a
60°C. Las membranas se colocaron en el equipo de filtracion (Millipore) y se humedecieron
uniformemente con agua destilada. E! cultive a filtrarse se homogenizd y se procedié a filtrar. La
membrana se secé hasia peso constante a 60°C en el hormo con vacio. El peso de la muestra se

obtuvo restando ei peso inicial del peso final.
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Figura 7. Curva de Peso Seco.

4.3. Procedimiento experimental,
4.3.1. Almacenamiento de la cepa productora de isomaltulosa sintasa.

Se partié de la cepa liofilizada de Protaminobacter rubrum NRRL B-2348, la Qual, lse crecid
en 3mL de agar nutritivo a 30°C/200 rpm/13 hrs. Posteriormente este preinécﬁlo se transfirié a un
matraz Erlenmeyer de 125 ml. conteniendo 5¢ mL del medio descrito en [a Tabla VII, utilizando
sacarosa o glicosa como fuente de carbono, se incubd bajo las mismas condiciones hasta alcanzar

una D.O_5 conm= 3-3- Una vez alcanzado este punto, se transfirieron 2 mL de cultive a tubos de vidrio

que contenian 2 mL de glicerol 60% (previamente esterilizado durante 15 minutos/I21°C a una

1o .2 ., .
presidén de 15 1b/in ). Se almacenan a 0°C y se emplean como ndculos para las fermentaciones

posteriores.

4.3.2. Fermentaciones utilizando diferentes fuentes de carbone.

Se prepazﬁun preindeulo, a partir del glicerol obtenido, inoculando 50 mL de medio en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL; se crecié a 30°C/200 rprn hasta alcanzar una D.Q, entre 3 y 3.5 y
entonces s¢ procedié a inocular {con 10 mi del preindeulo) un matraz Erlenmeyer de 250 mL

conteniendo 90 ml. de medio.
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La composicion de la base del medio de cultive empleado para el crecimiento de P. rubrum
se presenta en la Tabla VIL. Una vez que los componentes fueron pesados y disueltos en agua
destilada, se ajusto el pH a 7 con 4cido ortofosforico diluido 1:1 y se esterilizd en autoclave. La
fuente de carbono se pesd por separado, se disolvié en 10 mL de agua destilada, se esterilizé en
autoclave y se incorporé a la base del medio de cultivo ya esterilizado. Los compuestos utilizados
como fuente de carbono fueron: glucosa, fructosa, sacarosa, isomaltulosa, xilosa, maitosa y glicerol;
en algunos casos se emplearon mezclas de estos.

Es conveniente sefialar que este medio se utiliza en la produccidon de dextransacarasa de L.
mesenteroides (Tsuchiya et al., 1952) y difiere de los empleados para la produccion de isomaltulosa
sintasa en diversas bacterias (ver Tabla V), entre ellas P. rubrum, y fue modificado debido a que los
medios reportados en la literatura son indefinidos, se componen principalmente de sacarosa, peptona
y extracto de carne, [0 que hace que no se tenga un control en los nutrimentos presentes. E! medio
utilizado en el presente trabajo es menos complejo, la disponibilidad de sus componentes es mayor y
el crecimiento de la bacteria, asi como la produccion de la isomaltulosa sintasa no se vieron
afectados por este parametro, obteniéndose resultados satisfactorios como se menciona

‘posteriormente en ei capitulo 3.

Tabla VIL. Composlclén del medio de cultivo para el crecimiento de

Protaminobacter rubrum.
Concentracmn {g/L) Componente

20 Fuente de carbono
20 Extracto de levadura
20 K;HPQ,

0.2’ MgS0,*7TH0
0.05 ) CaCl*2H,0
0.01 FeSO,
0.01 ' MnSOs*TH;0
0.01 NaCl

L))
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a) Toma de muestra.

Las fermentaciones se realizaron por triplicado; se tomaron asépticamente dos alicuotas a
intervalos variables desde el tiempo cero y hasta que la fuente de carbono se agot6. Una muestra se
utilizo para evaluar el crecimiento de P. rubrum determinando la D.0O. a 560 nm. La otra muestra (2
mL) se utilizé para medir actividad isomaltulosa sintasa, concentracién de proteina y para la

cuantificacidon de sustrato y productos de la fermentacién.

Las alicuotas de 2 mL fueron centrifugadas a 14,000 rpm/5 min; posteriormente, se separo el
sobrenadante y se congelé a -20°C hasta el momento de su andlisis. El paquete celular se lavd dos
veces con una solucidon isotonica de NaCl 0.08% estéril, se resuspendié en 1 mL de solucién

amortiguadora de fosfatos 0.1M a pH 6 y fue almacenado a 4°C hasta el momento de su analisis.
Al término de cada fermentacién se midié el pH de cada matraz.

Para confirmar la pureza de los cultives, al concluir las fermentaciones se sembraron
alicuotas de los mismos en placa y se incubaron por 24 horas, observindose crecimiento de colonias
blancas que al microscopio dieron tincion de gram negativa y diplococos de tamafio pequefio (Green
et al., 1982 y Urakami et al., 1981).

Al término de la fermentacion, se centrifugd el contenido del matraz a 10,000 rpm/2¢ min
{utilizando un rotor JA-14 Beckman, Serie 95-U 6657 y una centrifuga Beckman Modei J2-21); se
decantd el sobrenadante y se lavaron las células con una solucién de NaCl 0.8% (estéril). Se
centrifugd nuevamente (en las mismas condicioneé), se decantd el sobrenadante y el paquete celular

se resuspendid en una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1M a pH=6.

b) Reacciones de sintesis de isomaltulosa.

En las fermentaciones con un sustrato diferente a la sacarosa, resultdé imperante comprobar si
la actividad encontrada correspondia realmente a isomaltulosa sintasa, por lo cual, se llevaron a cabo

reacciones empleando sacarosa como sustrato esperando la formacién de isomaltulosa. Las -
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condiciones de ensayo fueron las mismas que para el ensayo de actividad. La reaccién se sigui6
durante varias horas tomando rﬁuestra a diferentes tiempos. A dichas muestras se les midié (en su
caso) la cantidad de isomaltulosa producida por DNS y se identificaron los productos de reaccion
empleando CCF y HPLC.

4.3.3. Fermentacion en dos etapas.

Se prepard un preindculo a partir del glicerol crecido en sacarosa y almacenado a -20°C,
inoculando con éste, 100 mL de medio en un matraz Erlenmeyer de 250 mL; se crecié a 30°C/200
rpm hasta alcanzar una D.O. entre 3 ¥ 3.5 y entonces se procedié a inocular con 10 mL de este
cultivo un matraz Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 2 gr. de sacarosa disueltos en 5 mL de
amortiguador de fosfatos 0.1. M a pH 6. Se incubd a las mismas condiciones hasta lograr la

conversion total de sacarosa en isomaltulosa.

E! consumo de sacarosa y conversién en isomaltulosa se monitorearon cada 15 minutos y una
vez que la primera se¢ aproximg a cero, se agregd el resto de los nutrientes det medio de cultivo

(contenidos en un volumen de 84 mL), teniendo finalmente 100 mL.

El seguimiento de la segunda elapa de la fermentacién se monitoreé como las fermentaciones

anteriores. A las muestras se les dio el mismo tratamiento y analisis.

4.3.4. Reacciones empleando diferentes sustratos.

Se Hevaron 2 cabo reacciones empleando isomaltulosa asi como ghicosa + fructosa como
sustratos. Las condiciones de ensayo para la isomaltulosa fueron: pH 4.5, 6 y 7.5 durante 24 horas;
en el caso de glucosa + fructosa solamente se ensay6 a pH 6 durante 24 horas, al cabo de las cuales,

se tomd una muestra para medir los productos obtenidos por CCF y HPLC.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Estabilidad de la cepa.

Durante el desarrotlo de este trabajo la cepa se almacené en glicerol 60% y fue resembrada
cada dos meses para mantenerla. De acuerdo con lo reportado por Cheetham (1987), P. rubrum
aimacenado en glicerol tiene una vida media de 1444 horas, aproximadamente dos meses. Se
realizaron peridédicamente observaciones al microscopio para asegurar que ne existiera algin cambio
-morfolégico en la bacteria. Asi mismo, durante los experimentos realizados no se percibid alguna

modificacién en el comportamiento o viabilidad del microorganismo que pudiera atribuirse a las

resiembras.

5.2. Crecimiento de P, rubrum en el medio de cultivo reportado en la literatura.

Con el fin de determinar el efecto del medio de cultivo en el crecimiento y actividad
enzimética de P. rubrum se implementd un medio de cultivo tomande como base las referencias

bibliograficas presentadas anteriormente en la Tabla V. La composicién de éste s¢ presenta en la
Tabla VIIE. '

Tabla VEHI. Composicién del medio de cultivo utilizado para la
__produccién de la ims en otros microorganismos.

Nutriente Concentracién (%)
Sacarosa 2
Peptona 1
Extracto de Carne 0.5
K;HPO, : 0.2
NaCl 0.3
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En una primera fermentacidn el crecimiento de la bacteria resulté menor al observado
normalmente cuando se emplea el medio de cultivo habitual; igualmente, se registrd una caida del
pH de un valor de 7 (al inicic de la fermentacién) a uno de 5.3. Inicialmente se creyd que la baja
concentracion de fosfatos utilizada no fire suficiente para regular adecﬁadamente ¢l pH del medio

durante el crecimiento de la bacteria, por lo que se realizé una segunda fermentacidén empleando 2%
de fosfatos (1 1 mM).

En la segunda fermentacion que se llevé a cabo, no mejoré el crecimiento de la bacteria, de
igual manera, se presenté una disminucién del pH a 6.2 en el mismo intervalo de tiempo;
adicionalmente, sc observé que en ambos casos no se produjo actividad enzimitica. Probablemente
exista produccion de acidos organicos que acidifiquen ¢l medio o bien la cantidad de fosfatos
utilizada en ¢l medio de cultivo, no resulté suficiente para mantener constante ¢l pH. Por lo anterior
se decidio no continuar los estudios con este medio de cultivo sino con el empleado para el

crecimiento de L. mesenteroides (Tabla V),

5.3. Fermentaciones utilizando diferentes fuentes de carbono.
5.3.1. Crecimiento de P. rubrum en glucosa.

Se partié de un preinéculo crecido en glucosa, en fase exponencial. En la Figura 8 se
muestra la evolucion de la fermentacidn con glucosa como fuente de carbono. Se observa una
cinética de crecimiento lineal de 6 horas, posteriormente se inicia la fase estacionaria, La glucosa se
consume por completo después de las 7.5 horas. El andlisis de CCF que se ilustra en la Figura 9, no
revela la aparicién de algin producto. El pH final de la fermentacién fue de 6.18. No se detectd
actividad enzimdtica al inicio de la fermentacién. Después de 10.5 horas, se percibe un ligero
incremento en la actividad: 0.9 + 0.03 U/mg P. Existe la posibilidad de que al ser la glucosa la
fuente de carbono, se observen niveles basales de actividad ims debidas a una represidén por glucosa

o bien a que la glucosa no estimula la produccion de la enzima.
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Figura 8. Cinética de crecimiento de P. rubrum en glucosa.
® D.O. a 560 nm; B mg/mL de glucosa.
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Figura 9. Cromatografia ¢n capa fina de la fermentacién de P. rubrum en glucosa.
Se empled una fase acetonitrilo;:agua en relacion 80:20.
Se aplicé 1pL de cada muestra diluida previamente en relacién 1:10.
Los carriles 4 al 11 son muestras de los sobrenadantes del medio de cultivo a diferentes
tiempos de fermentacién. Los carriles 12 al 19 son duplicados de las’'mismas muestras.
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5.3.2. Crecimiento de P. rubrum en fructosa.

Se partid de un preindeulo crecido en fructosa, en fase exponencial. En la Figura 10 se
muestra la evolucién de la fermentacién con fructosa como fuente de carbono. En este caso, la
cinética de crecimiento es lineal durante 7.5 horas, después de la cual la bacteria inicia la fase
estacionaria. La fructosa se consume totalmente después de 9 horas. La CCF (Figura 1) muestra
que tdnicamente existe consumo de sustrato y no hay formacién de otro producto. El pH final de la
fermentacién fue de 6.2. La actividad al inicio de la fermentacion fue de 1.1 + 0.1 U/mg P y
después de 10.5 horas aument6 a 3.1 1- 0.1 UWmg P. Nuevamente se confirmé que la actividad
detectada fuese ims mt_:diame la conversién de sacarosa en isomaltulosa utilizando las células

crecidas en fructosa.

Al utilizar fructosa como fuente de carbono, se observa un incremento en la actividad ims,
incluso llega a niveles equiparables con los encontrados con el inductor habitual: la sacarosa
(Tinoco, 1997). Sin embargo, la ganancia de actividad a lo largo de la fermentacion es mayor

cuando se utiliza fructosa en vez de sacarosa, como se analizard mas adelante.

D.C. a 880 nm
esopnd tw/Bw

| Tiem po {Horas)

Figura 10. Cinética de crecimiento de P. rubrum en fructosa.
® D.0O. 2 560 nm; B mg/mL de fructosa.
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11. T=10.5 HRS
12, TIEMPO- 0
13. T= 1.5 HRS
14. T-3 HAS
15. T= 4.5 HRS
16. T= 6 HRS
17. 7= 7.5 HAS
18.T=9 HRS
19. T= 1056 HRS
20. ESTANDAR

CARALL 123456 708910 12 14 16 18 2

Figura [1. Cromatografia en capa fina de la fermentacidn de P. rubrum en fructosa.
Se empled una fase acetonitrilo:agua en relacién 80:20.
Se aplicé 1pL de cada muestra diluida previamente en relacion 1:10.
Los carriles 4 al 11 son muestras de los sobrenadantes del medio de cultivo a diferentes
tiempos de fermentacion. Los carriles 12 al 19 son duplicados de las mismas muestras.

5.3.3. Crecimiento de P. rubrum en sacarosa.

Se partié de un preindculo crecido en sacarosa, en fase exponencial. En la Figura 12 se
muestra como transcurre la fermentacién con sacarosa: existe una primera etapa de crecimiento
desde el tiempo cero hasta aproximadamente 5 horas; después, el crecimiento disminuye y
nuevamente aumenta simulando una curva diduxica; éste comportamiento es claro al analizar la
secuencia en el consumo del sustrato ¥ posteriormente del producto: primeramente, la sacarosa, es
convertida a isomaltulosa dentro de la primera etapa. En la segunda fase de crecimiento, Ia bacteria
utiliza la isomaltulosa producida para crecer y es agotada después de 12 horas de fermentacion. La
Figura 13 ilustra la CCF de los sobrenadantes de la fermentacidén, en donde se aprecia la
desaparicion de sacarosa a las 3 horas y ¢l posterior consumo de isomaltulosa hasta las 12 horas. El

pH final de la fermentacion resulto ser 6.24.
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Al inicio de la fermentacién se detectd una actividad de 3.8 + 0.5 U/mg P, que aumentd
ligeramente a 4.5 + 0.05 a las 6 horas y se mantuvo en 4.2 + 0.2 en las 12 y 15 horas de
fermentacién. La actividad al inicio de la fermentacién proviene del preindculo que fue crecido en

sacarosa y evidentemente induce la produccion de la enzima.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de P, rubrum en sacarosa.
W D.0. 2 560 nm; ® mg/mL de isomaltulosa; ¢ mg/mL de sacarosa.
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Figura 13. Cromatografia en capa fina de la fermentacién de P, rubrum en sacarosa,
Se empled una fase acetonitrilo:agua en relacién 80:20. Se aplicé 1pL de cada muestra
{sobrenadante del medio de cultivo) diluida previamente en relacién 1:10. -
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5.3.4. Crecimiento de P. rubrum en isomaltulosa.

Se partid de un preindculo crecido en isomaltulosa, en fase exponencial. Al igual que en los
otros tres casos, en esta fermentacidn se aprecia (en la Figura 14) que la cinética de crecimiento de
la bacteria es lineal la mayor parte del tiernpo; el consumo de la fuente de carbono ¢s mucho mids
lento: deben transcurrir 12 horas para que se agote por completo. De acuerdo con lo que revela la
CCF (Figura 15), la isomaltulosa desaparece conforme transcurre ¢l tiempo; no se acumula glucosa
o fructosa en el medio de cultivo, ni tampoco se forma sacarosa. El pH al final de la fermentacion
fue de 6.3. En este caso, también se encontrd que las células obtenidas presentaron actividad. Lo
sorprendente es que siendo el producto lo gue se empled como fuente de carbono, la actividad
obtenida resultara mayor que en el caso de la sacarosa. Al inicio de la fermentacion, las células
presentaron una actividad de 4.3 + 0.2 U/mg P y después de 12 horas, la actividad aument6 a 5.2 +

0.3 U/mg P. Nuevamente se corrobord que la actividad producida fuese ims,

D.C. 2560 nm
gso[nyj8wos) T w/Bw

L e T e B e ¢

0 2 4 6 8 10 12
Tigmpo (Horas)

Figura 14. Cinética de crecimiento de P. rubrum en isomaltulosa.
8 D.O. a 560 nm; ® mg/mL de isomaltulosa.
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Figura 15. Cromatografia en capa fina de la fermentacion de P, rubrum en isomaltulosa.
Se empled una fase acetonitrilo;agua en relacién 80:20.
Se aplicé 1pL de cada muestra diluida previamente en relacion 1:10.
Los carriles 4 al 11 son muestras de los sobrenadantes del medio de cultivo a diferentes
tiempos de fermentacion. Los carriles 12 al 19 son duplicados de las mismas muestras.

5.3.5. Control negativo sin fuente de carbono.

A naiz de que el medio utilizado durante este trabajo no es totalmente definido, surgié la
inquictud de un posible efecto inductor de la actividad ims proveniente del extracto de levadura
empleado como fuente de nitrogeno, para lo cual se realizdé un control negativo creciendo a P.
rubrum en ¢! medio “base”, esto es, sin fuente de carbono. Evidentemente ¢l crecimiento fue muy
lente, ain después de 9 horas de fermentacion, la D.O fue menor de 4 unidades y después de 24

horas de fermentacion aumentd a 5.8 debido a la lisis de las células. El pH final fue de 7.09.

No se detecto actividad enzimatica en ningin punto de la fermentacién, por lo que la
hipotesis de una posible interferencia del extracto de levadura en la produccion de la actividad ims

. fue descartada y se determind entonces que ¢l medio de cultivo podria seguir utilizindose sin ningiin

problema.
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A partir de los resultados anteriores, se puede apreciar que las cinéticas de crecimiento
presentan una tendencia lineal, lo cual se debe probablemente a una limitacién de nutrientes dentro
del medio de cultivo o bien a deficiencias de agitacion y/o transferencia de O; dentro del sistema
que hagan que la cinética que describe ¢! crecimiento sea lineal, mas no que el crecimiento o
duplicacién de la bacteria sea lineal y no exponencial; por otro lado, los preinoculos wtilizados para
iniciar cada una de las fermentaciones resultaron elevados, per lo que el mimero de duplicaciones
permitidas no fue mayor de tres y esto repercute en la forma de la linea que describe el crecimiento
de la bacteria. Algunas sugerencias para aclarar este hecho se presentarin en el capitulo de

perspectivas,

Adicionalmente se observé que cuando se utiliza fructosa, sacarosa e isomaltulosa como
fuentes de carbono, se obtienen importantes niveles de actividad enzimatica, lo que no sucede al
emplear glucosa. En términos estructurales, el comiin denominador entre los azicares con
capacidad de induccion, es el residuo de fructosa, por lo que cabe la posibilidad de que el
reconocimiento de un inductor de la actividad ims sea por el residuo fructosilo. Con ¢! objeto de
adquirir mds herramientas que fortalezcan o no esta hipdtesis, se realizd una fermentacion con

maltosa como fuente de carbono.

Es importante resaltar que para las subsecuentes fermentaciones, se utilizaron gliceroles
crecidos en glucosa y con ellos se elabor6 el preindculo también en glucosa como fuente de carbono,
de tal manera que al inicio de cada fermentacion, la actividad estuviera cercana a cero y se podria

apreciar de mejor forma el efecto real de cada azicar sobre los niveles obtenidos de actividad ims.

5.3.6. Crecimiento de P. rubrum en maltosa.

En la Figura 16 se aprecia el escaso crecimiento de la bacteria en maltosa. La curva de
crecimiento asemeja mucho a la fermentacion sin fuente de carbono. Durante las primeras 9 horas,
la D.O. llegd a 4.1 y a las 24 horas aumentd a 7.8, sin embargo, las células se encontraban
completamente lisadas. La cuantificacidon de maltosa reveld que la concentracion de fuente de

carbono permanece constante, lo que explica que la bacteria no haya crecido. El analisis por CCF
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de ta Figura 17 concuerda con lo anterior. El pH después de 24 horas fue de 6.55. Existe la
posibilidad de que la maltosa no haya sido mcorporada a la célula, lo cual explicaria el escaso
crecimiento de la bacteria. Resulta entonces necesario utilizar otro u otros azilcares compuestos

(inicamente de glucosa o bien, Unicamente de fructosa para poder confirmar esta hipotesis.

Se midi6 actividad al inicio de la fermentacion, a las 8.5 y 24 horas y en ningin caso se
obtuvo un resuitado positivo. En consecuencia, es factible que el sitio de reconocimiento para
inducir la produccion de la enzima sea en el residuo de la fructosa de los azicares utilizados hasta

ahora, sin embargo seria importante confirmarlo mediante los experimentos propuestos.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de P. rubrum en maltosa.
@ D.0O. a 560 nm; & % de maltosa.
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1. ESTANDAR
2. ESTANDAR
3. MEDIO

4. TEMPO=0
5.T=1 HR

6. T=1 HA

7. T=2 HRS

8. T3 HRS

9. T-4.5 HRS
10, 7=55 HRS
11.T=f HAS
12. T85 HRS
13. T=24 HRS
14. ESTANDAR
15. ESTANDAR

MALTOSA

12 3456789510 12 14 CARRL

Figura 17. Cromatografia en capa fina de la fermentacién de P. rubrum en maltosa.

Se empled una fase acetonitrilo:agua en relacién 80:20. Se aplicé 1pL de cada muestra
{sobrenadante del medio de cultivo) diluida previamente en relacion 1:10.

5.3.7. Efecto de la preparacion del preindeulo.

Se realizo nuevamente una fermentacion utilizando fructosa como fuente de carbono. El
preindculo, como ya se menciond, fue crecido en glucosa partiendo de un glicerol con glucosa, de
tal forma que al inicio de la fermentacion la actividad ims es muy baja. Como fue el caso en estos
experimentos, la cinética que describe el crecimiento fue lineal, la fructosa se consumié por
completo después de 9 horas. La actividad enzimatica después de 4.5 horas aumentd a 3.8 + 0.2

U/mg P y a las 8.5 horas fue de 4.0 + 0.1 U/mg P.

Igualmente se realizé una nueva fermentacién con sacarosa como fuente de carbono, de tal
forma que no hubiese actividad ims al inicio. La cindtica de crecimiento es la misma: tipo diduxica.
La sacarosa se consume por completo en las primeras 3 horas y posteriormente utiliza como fuente
de carbono la isomaltulosa producida hasta una desaparicion total después de 10 horas. La actividad
enzimatica a las 4.5 horas de la fermentacion resultd ser de 4.7 £ 0.4 U/mg P y a las 8.5 horas fue de
7.7+ 0.7 Uimg P.
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Analizando ambos resultados, se puede apreciar que a pesar de haber iniciado sin actividad,
la presencia de fructosa y sacarosa induce nuevamente la produccion de la enzima y se obtienen
valores de actividad mayores a los observados anteriormente. Es posible que la glucosa ¢jerza
represidn catabolica y como consecuencia de eilo, al cambiar de fuente de carbono, los niveles de

actividad ims sean mayores.

5.3.8. Fermentaciones con sustratos combinados.

Se utilizaron mezclas de azicares con la finalidad de profundizar tanto sobre el efecto
inductor de los aziicares, asi como obtener informacion acerca del sistema de transporte en cada

caso, sobre lo cual no existe informacién en fa literatura.
a) Crecimiento de P. rubrum en glucosa y fructosa.

Primeramente, se utilizé una mezcla equimolar de glucosa y fructosa como fuente de
carbono. FEl preindculo se crecid en glucosa hasta llegar a la mitad de la fase de crecimiento y

entonces se inoculd el medio con la mezcla de azicares, iniciando asi la fermentacion.

La cinética de crecimiento fue practicamente lineal durante 7 horas, después de las cuales, la
pendiente cambia iniciandose la fase estacionaria. En la Figura 18 se puede apreciar la cinética de
consumo de azicares, de donde se destaca la preferencia por glucosa, la cual es consumida durante
las primeras 6 horas de crecimiento; una vez que la glucosa es agotada, la velocidad de consume de
fructosa se incrementa hasta que ésta se agota a las 9 horas. Los resultados muestran ausencia de
actividad ims mientras los niveles de glucosa son elevados; sin embargo, una vez que la bacteria
inicia el consumo de fructosa, se detecta 1.9 + 02 U/mg P vy aumenta conforme transcurre la
fermentacion. Al final de la fermentacién, la actividad fue de 3.9 + 0.2 U/mg P. Estos niveles de
actividad que se obtienen, son semejantes a los que se observan en las fermentaciones donde se
emplea tinicamente fructosa como fuente de carbono. Es importanie resaltar que ain habiendo
actividad ims no se produce isomaltulosa a partir de glucosa y fructosa durante la fermentacion, lo

cual se constata en la Figura 19,
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La secuencia en el consumo de azicares es tipica de una bacteria con un sistema de
transporte del tipo PTS: se consume preferencialmente glucosa, que a su vez se encarga de bloquear
los transportadores de otros aziicares, por ello, es necesario que se consuma la glucosa al menos

parcialmente hasta que su efecto represor disminuye y sea posible transportar otros azicares
(Romano, 1986).

% Fructosa y Glucosa
(ddwyn) v £ wu 095 ¥ 0'Q

Tiempo (Horas)

Figura 18. Cinética de crecimiento de P. rubrum en glucosa y fructosa
al 1%. @ D.0. a 560 nm; W % de glucosa; ® % de fructosa;
A Actividad especifica (U/mg P).
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1.-ESTANDAR
2.-FRUCTOSA
3.-GLUCOSA
4.-PREINOCULO
§.-TIEMPO= 0
6.-T=1 HR
7.-T=2 HRS
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9.-T=A HRS
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13. T-8 HRS
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15. ESTANDAR
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Figura 19. Cromatografia en capa fina de la fermentacidn de P. rubrum en
glucosa y fructosa al 1%. Se emple6 una fase acetonitrilo:agua en relacién 80:20.
Se aplicé 1pL de cada muestra (sobrenadante del medio de cultivo) diluida
previamente en relacién 1:10.

b) Crecimiento de P. rubrum ¢n glucosa e isomaltulosa.

Se utilizd una mezcla equimolar de glucosa e isomaltulosa como fuente de carbono. La
cinética de crecimiento fue similar a la fermentacién anterior: lineal Uinicamente en las primeras 4
horas, posteriormente se desacelera y la pendiente de la curva cambia manteniendo un crecimiento
lento de lahora4 ala 9. En este punte se observa un ligero incremento para luego permanecer sin
cambios hasta las 24 horas (Figura 20). La gluicosa se consume preferencialmente y se agota a las
4.5 horas de fermentacion. Posteriormente se aprecia un “periodo de adaptacién” y es hasta las 6
horas cuando se inicia el consumo de isomaltulosa, que como se constatd con anterioridad, es muy
lento. Auln después de 24 horas, la isomaltulosa no ha sido consumida por completo (Figura 21).

El pH final de la fermentacion fue de 6.28.

e
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Figura 20. Cinética de crecimiento de P. rubrum en glucosa 1%
e isomaltulosa 1,.9%. ¢ D.O. a 560 nm; & % de glucosa;
® % de isomaltulosa; M Actividad especifica (U/mg P).
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Figura 21. Cromatograma de la fermentacién con glucosa 1% e isomaltulosa 1.9%.
El tiempo de corrida de l2 muestra fue de 10.5 minutos; la fase movil empleada fue

acetonitrilo:agua en relacién 80:20. -~ Cero horas; = 24 horas
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La actividad enzimatica se detecta hasta transcurridas 3 horas de la fcrmentacién 0.6 +0.05
U/mg P) y aumenta ligeramente a o largo de [a misma hasta llegar a 2.03 + 0.1 U/mg P. En este
caso, los niveles de actividad obtenidos son inferiores a los que se observan en la fermentacion con
isomaltulosa como fnica fuente de carbono; es posible que la presencia de glucosa bloquee el
sistema de transporte de la isomaltulosa al interior de la céluta y atn después de ser consumida, el
proceso de rcadaptacnén del mlcroorgamsmo continia lentamente. De igual forma, es posxb!c que se

trate ademas de un efecto de represion catabolica de la glucosa,

En cuanto al transporte de azicares, estos resultados demuestran también un sistema PTS

jerarquizado.

¢) Crecimiento de P. rubrum en glucosa y sacarosa.

También en este caso, la mezcla de carbohidratos empleada fue equimolar. A diferencia de
las fermentaciones anteriores y contrario a lo que pudiera esperarse, el consumo de azicares no fue
secuencial. En la Figura 22 se ilustra la cinética de crecimiento: la sacarosa fue convertida
répidamente en isomaltulosa dentro de las primeras 4 horas de la fermentacidn; casi
simultdneamente la glucosa fue consumida como fuente de carbono y se agotd a las 6 horas. Este
fue uno de los escasos experimentos en los que se observé una cinética de crecimiento exponencial,
particularmente durante el consumo de glucosa, para después desacelerarse al iniciar el consumo de
isomaltulosa, el crecimiento aumenta nuevamente formandose una curva diduxica. La isomaltulosa
producida durante esta etapa, es consumida por completo al llegar a las 12 horas de fermentacion.

L] .
La Figura 23 complementa la evolucién de la fermentacién. De estos resultados, se pueden suponer

algunos eventos:

+ Si la bacteria efectivamente posee un sistema de transporte del tipo PTS para glucosa, cntonc'é-s
¢l transporte de sacarosa estaria desacoplado a éste. Este es el caso, dado que el consumo de '
ambos azdcares ocurre casi simultineamente y ademds no se observa un “bloqueo en el

transporte de sacarosa en presencia de glucosa.
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¢ El consumo de isomaltulosa sucede mis rapido que si se utiliza una mezcla de glucosa +
isomaltulosa como fuente de carbono; esto hace pensar que la presencia de sacarosa induce no
solamente la produccion de la enzima ims, sino el mecanismo para el transporte y catabolismo
de isomaltulosa. Posiblemente por ello la isomaltulosa preducida durante la fermentacién a

partir de sacarosa, se consume con mayor facilidad y no existe una “fase de adaptacién™.

Evidentemente, la actividad enzimdtica se detecta desde la primera hora llegando a un
miximo de 3.3 + 0.1 U/mg'P a las 4.5 horas de fermentacion (cuando se termina la sacarosa) y se
mantiene casi constante el resto del tiempo. Al final de la fermentacion, la actividad fue de 3.8 + 0.2
U/mg P y el pH de 6.05.
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(43w} Ay {wu ges v 0'd

Tiempo (Horas)

Figura 22, Cinética de crecimiento de P. rybrum en glucosa 1% y
sacarosa 1.9%. @ D.O. a 560 nm; & "% de sacarosa; @ glucosa;
W % de isomaltulosa; m Actividad espeeifica (U/mg P).
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Figura 23. Cromatografia en capa fina de la fermentacion de P. rubrum en
glucosa 1% y sacarosa al 1.9%. Se empled una fase acetonitrilo:agua en relacién
80:20. Se aplicé 1pL de cada muestra diluida previamente en relacién 1:10,

Los carriles 3 al 10 son muestras de los sobrenadantes del medio de cultivo a diferentes
tiempos de fermentacién. Los carriles 12 al 19 son duplicados de las mismas muestras.

5.3.9. Anilisis comparative de los niveles de actividad ims con diferentes fuentes de
carbono,

Se realizé una comparacion en cuanto a los niveles de actividad utilizando las diferentes
fuentes de carbono ya estudiadas y otras mas, utilizando la misma concentracién molar (55mM) y

midiendo la actividad producida después de 4.5 horas de crecimiento. Las fuentes de carbono

adicionales fucron: maltosa, xilosa y glicerol; al seguir la cinética de crecimiento, resulté claro que

la bacteria no consumid estos sustratos como fuente de carbono y/o energia, pues la concentracion

de los mismos no varié durante el proceso, ni se detecté actividad ims. Los resultados se presentan
en la Tabla 1X.
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Tabia IX. Crecimiento de P. rubrum en diferentes
fuentes de carbono y actividad ims obtenida*.

Fuente de Carbono D.0. a 560 nm__| Actividad especifica (U/mg P) |
Isomaltulosa 39+02 . 4.6+0.1
Sacarosa 49+0.1 3.2+007
Fructosa 49+03 25+003
Glucosa 58103 0.7 +0.02
Glucosa + Fructosa 36+0.2 ) 1.9+0.2
Glucosa + Sacarosa 49+03 13+01
Glucosa + [somaltulosa 49+0.3 0.8 +0.08

*Después de 4.5 horas de crecimiento.

Como ya se habia mencionado, los niveles de actividad mas elevados, se obtienen con la
isomaltulosa (el producto de la reaccién catalizada por la ims) seguida de Ja sacarosa (el sustrato €
inductor habitual) y la fructosa. En presencia de glucosa, los niveles de actividad ims son del 15%
con respecto al valor méaximo obtenido. La maltosa, xilosa y glicerol no son wtilizados por la
bacteria como fuente de carbono y por ende tampoco se obtiene actividad. Las mezclas de
carbohidratos no reditdan en un incremento significativo de la actividad enzimatica. Unicamente en
la fermentacion con glucosa + sacarosa si existe un nivel comparable con ¢l méximo obtenido
(75%). Es evidente que el empleo de isomaltulosa como fuente de carbono no resulta viable en
términos econdmicos si se desea obtener una enzima con actividad ims, por lo que lo mas
conveniente seria utilizar a la sacarosa como fuente de carbono e inductor de la actividad utilizando
un preindculo de glucosa que redundaria en un mayor nivel de actividad enzimética respecto a los

obtenidos anteriormente (Tinoco, 1997).
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Recientemente, Huang vy cols. (1998) aislaron varias cepas que clasificaron como Klebsiellas
y que producen células con aha capacidad de producir isomaltulosa. Realizaron una optimizacién
del medio de cultivo y encontraron gue la fructosa y la sacarosa resultaron ser las mejores fuentes de
carbono para el crecimiento de esta bacteria. De igual forma, midieron la actividad enzimatica
obtenida de las células crecidas en diferentes fuentes de carabono y a diferencia de P. rubrum,
Klebsiella produce mias actividad con fructosa que con sacarosa € isomaltulosa y al utilizar maltosa
como fuente de carbono, si detectan actividad ims. Lo anterior hace suponer que existen algunas
diferencias entre los mecanismos de induccién de la actividad entre las bacterias, al igual que su

respuesta ante distintas fuentes de carbono.

5.4. Fermentacion en dos etapas,

Como resultado de la experiencia adquirida en los experimentos anteriores, se¢ disefid una
nueva estrategia de fermentacion bajo limitacion de nutrientes, con el objeto de forzar a que la
bacteria utilizara dentro de una primera ctapa la sacarosa presente para producir isomaltulosa, la cual
seria empleada en una segunda etapa como fuente de carbono y energia junto con los nutrientes
restantes del medio de cultivo convencional. Debido a que la isomaltulosa resultd ser el mejor
inductor, se implemento esta estrategia con el objetivo de incrementar la actividad ims respecto a los
valores obtenidos en las fermentaciones anteriores. En la Figura 24 se presenta la evolucion de esta
primera etapa de la fermentacién, en donde las células viables en un medio de cultivo limitado
actan sobre la sacarosa para lograr su conversion total a isomaltulosa después de 2 horas de
incubacién. Posteriormente se adicionaron los nutrientes faltantes, de tal forma que la bacteria
consumio la isomaltulosa y se observa una cinética de crecimiento lineal durante las sipuientes 9
horas, al cabo de las cuales, ku pendiente cambia iniciandose la fase estacionaria. En la Figura 25 se
aprecia que la jsomaltulosa es consumida completamente al cabo de 0.5 horas. Al inicio de la
segunda etapa de la fermentacion la actividad fue de 2.5 + 0.07 U/mg P y fue aumentando hasta

lograr un maximo de 4.7 + 0.3 U/mg P al final de la fermentacion.
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A manera de resumen, en la Tabla X se presentan los valores de actividad ims obtenidos en

las diferentes estrategias de fermentacion utilizadas durante el desarrollo de este trabajo.

Tabla X. Resumen de la actividad ims obtenida
con diferentes estrategias de fermentacion.

Tipo de fermentacién Actividad (U/mg P)
Sacarosa (1) 1.8+02
Sacarosa (2) 3.16 £ 0.07
Isomaltulosa 4.56 +0.14

Sacarosa (2 etapas) 41+03

(1) Preindculo con sacaresa. (2) Preindculo con glucosa.

5.5. Estudio cinético.

En el Apéndice 1, se presenta un resumen grifico del estudio cinético realizado al crecer P.
rubrum en diferentes fuentes de carbono. De manera general se puede apreciar que la cinética de
crecimiento de la bacteria no fue logaritmico, sino lineal y esto s¢ puede constatar al analizar las
graficas de la velocidad de crecimiento (Rx) y consumo de sustrato (Rs) contra el tiempo; o bien, de

la velocidad especifica de crecimiento (gx) y consumo de sustrato (gs) contra el tiempo, para cada

caso,

En pricticamente todos los casos se obtuvo una cinética lineal (glucosa, fructosa,
_ isomaltulosa, glucosa + isomaltulosa y glucc:usa + fructosa), por lo que no es de extrafiar que se
observe un valor casi constante de Rx en funcion del tiempo (Apéndice 1), La velocidad de
consumo de sustrato sigue la misma tendencia que la Rx en cada fermentacion. Cuando se utiliza
una mezcla de azicares, se observan claramente dos etapas en la velocidad de crecimiento, cada una
corresponde al crecimiento con un azicar de manera independiente; en la velocidad de consumo de
.sustrato, se obtienen también dos curvas diferentes en donde el maximo para la glucosa ocurre en las
primeras horas y el mdximo para fructosa o isomaltulosa se presenta cuando la glucosa se ha
agotado. La excepcion es el caso de la glucosa y sacarosa, en donde la asimilacion de estos aziicares

es simultinea, y sus Rs son iguales; adicionalmente, la Rx se comporta como es frecuente (primer

orden).
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Como consecuencia de lo anterior, en las grificas no se observa el comportamiento usual en
la velocidad especifica de crecimiento (p), es decir, no permanece constante durante un periodo
amplio de tiempo (generalmente u max); esto puede deberse a que los indculos fueron muy alios.
En todos los casos, la gx y las diferentes gs’s son altas al inicio y conforme transcurre el tiempo,

disminuye rapidamente.

En la Tabla XI se condensan los resultados del estudio cinético. Primeramente se obtuvo
una constante de crecimiento de primer orden (u), resultado de graficar In X vs t pero (nicamente
durante las primeras horas de fermentacion, puesto que como ya se menciono, la cinética no es
logaritmica. Para el caso de glucosa, fructosa y sacarosa el valor es muy similar, no asi para ia
isomaltulosa, donde se observan los valores de p mas bajos; sobre todo en los casos en los que ésta
* no se obtiene de la sacarosa. Para las fermentaciones mixtas con glucosa + fructosa ¢ glucosa +
isomaltulosa, la velocidad es equiparable con la del crecimiento con isomaltulosa como tnica fuente

de carbono. E! valor mas alto de p fue para glucosa + sacarosa: 0.67.

Considerando que los coeficientes de correlacion de estas graficas no son satisfactorios y que
se observa una cinética lineal en la mayoria de los casos, se decidié obtener una constante de
crecimiento de orden cero (K) que nos permitiese comparar mas claramente el comportamiento de la

bacteria en cada uno de los azicares estudiados.
Sabiendo que dx/dt = p se¢ integra la ecuacion y se obtiene que X= Xo + Kt

De esta manera, se obtuvo una K muy semejante para glucosa, fructosa y sacarosa;
nuevamente menor para isomaltulosa y dos o tres veces mayor cuando se consutme glucosa y
fructosa en las fermentaciones mixtas; la K del consumo de isomaltulosa aun en la fermentacion
mixta, resulta muy baja (0.16). Sin embargo, la K durante el crecimiento de P. rubrim en glucosa +
sacarosa es cuatro veces mayor que con glucosa, fructosa y sacarosa. Los valores de K también se

reportan en ia Tabla XI.
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Tabla XI. Resumen del estudio cinético de P. rubrum
frente a diferentes fuentes de carbono.

Fuente de p* K promedio Actividad
carbono (homs") (mg ceV Enzimatica
mL#*hr) maAxima
{U/mg P}
Glucosa 0.49 0.326 0.93
Fructosa 0.52 0.332 . 3.1
Sacarosa S 0.48 0.363 4.24
1 0.11 0.114
Isomaltulosa 0.34 0.204 5.23
Glucosa+ G 0.31 0.935 3.89
Fructosa F 0.24 0.754
Glucosa+ G 0.24 0.867 2,03
Isomaltulosa 1 0.04 0.167
Glucosa+ G 0.67 1.158 3.78
Sacarosa S 0.67 1.158
1 0.06 0474

* Valor de p al inicio de la fermentacién o durante el consumo del azicar sefialado.

Respecto a la actividad enzimdtica obtenida, no fue posihle correlacionar la p o K a este
pardmetro, ya que se observa por ejemplo, en el caso de glucosa (que posee la misma K y p que el
crecimiento con fructosa y sacarosa), que la actividad es menor a los otros sustratos y
contrariamente un bajo valor de K y u como la del crecimiento en isomaltulosa, corresponde a la

mayor actividad enzimatica. Los niveles de actividad de las fermentaciones mixtas, son

intermedios.
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5.6. Reacciones con diferentes sustratos. -

El mecanismo de reaccion que lleva a cabo la enzima ims, asi como las vias metabélicas de
la bacteria, son ain desconocidas. Del primer punto, existen unas cuantas hipdtesis (Cheetham,
1984; Kakinuma 1994, 96, 98), pero nada en concreto. Del segﬁndo tema, no existe informacién
alguna en la literatura. Es por ello que resulia interesante explorar este campo y generar

conocimiento al respecto.

En este sentido, se ensayaron reacciones enzimaticas utilizando sustratos diferentes a la
sacarosa. Por un lado, isomaltulosa: para indagar sobre una posible reversibilidad de isomaltulosa a
sacarosa y por otro, fructosa: con el objeto de conocer si la enzima era capaz de llevar a cabo una
isomerizacion de fructosa a glucosa. Como se puede apreciar en la Figura 26, la isomaltulosa
permanecio sin cambio al cabo de 24 horas de reaccion bajo diferentes condictones de pH; no se
observa formacién de sacarosa ni hidrolisis de isomaltulosa, lo cual, indica que la ims no lleva a
cabo la reaccidn en sentido inverso y por lo tanto su asimilacién tendria que darse de la siguiente

manera:

o
Sacarosa = [somaltulosa =» Asimilacion de isomaltulosa <> Glucosa + Fructosa = Metabolismo...

y no de una hidrélisis de sacarosa al ser reversible la reaccién:

Sacarosa [somaltulosa
>

- Glucosa® Fructosa 2 Metabolismo...
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1. ESTANDAR 1. IM1%,pH 7.5 724 HRS
2.1M1%,pH 4.5 T-0 HAS 12. M1%,pH 7.5 T-0 HRS
3. MI1%,pH4ST-24 HKS  13. M1%,pH 7.5 T-24 HRS
4. M 1%, pH45 TO KRS 14. FR1%, pH8 T-0 HRS

5.M1%,pH4.5T-24 HRS  15. FA 1%, pH 6 T=24 HRS
6. IM 1%, pH 5 T-0 HRS 16.FA 1%, pHE TD HAS
7. M 1%, pHG T-24 HRS 17. FR 1%, pH 6 T-24 HRS

8. M 1%, pH 6 T=0 HRS 18. IM1%,pH 6 a-glv T-0 HRS
9.IM1%,pH6 T-24 HRS  18.1M1%, pH 6 a-glu T-24 HRS
10.M1%,pH7.5 T-0HRS 2. ESTANDAR

Figura 26. Cromatografia en capa fina de las reacciones de la ims frente
a diversos sustratos. Se empled una fase acefonitrilo:agua en relacién
80:20. Se aplicé 1pL de cada muestra diluida previamente en relacién 1:2.
Cada reaccién se realizé por duplicado, el cual se ilustra en la figura.

Por otro lado, se observa también que la fructosa no fue isomerizada a glucosa, permanecié
sin cambio al cabo de 24 horas de reaccion. En un estudio previo (Tinoco, 1997), se utilizé una
mezcla de fructooligosacaridos como sustrato de la enzima, sin que tampoco se observara

transformacion alguna después de 24 horas.
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Finalmente se utilizaron glucosa y fructosa libres como sustrato, con el objeto de conocer si
la enzima era capaz de producir isomaltulosa a partir de estos monosacdridos. En la Figura 27 se
puede apreciar el cromatograrma de la reaccién a las cero y 24 horas: tanto la cantidad de glucosa
como fructosa permanecen constantes y no se observa formacién de isomaltulosa. Por lo anterior, se
concluye que la ims no es capaz de reconocer a la glucosa y fructosa como sustratos, Gnicamente los
utiliza cuando provienen de la sacarosa. Este mismo hecho fue observado anteriormente en la
enzima de E. rhapontici y que reporté Cheetham en 1984,

De estos resultados, parece ser que esta enzima es especifica en cuanto al sustrato que
transforma, no asi para los aceptores a los cuales transfiere el residuo de glucosa, tal y como se

reporté anteriormente (Tinoco, 1997).
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Figura 27. Cromatograma de la reaccién utilizando glucosa y fructosa
como sustratos, para la sintesis de isomaltulosa. El tiempo de corrida de la
muestra fue de 11 minutos;la fase mévil empleada fue acetonitrilo:agua
en relacion 80:20. — Cere horas; =~ 24 horas
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Conciusiones

Vi. CONCLUSIONES
El medio de cultivo implementado a partir de las referencias bibliograficas no resulté adecuado
para el crecimiento del microorganismo ni para fa obtencion de la actividad ims.
E! mayor nivel de actividad ims se obtuvo al crecer a la bacteria en presencia de isomaltulosa.

En presencia de glucosa, los niveles de actividad ims observados resultaron bajos: apenas del

15% respecto con el de la isomakulosa.

Con sacarosa y fructosa se logrd un buen crecimiento del microorganismo y niveles de actividad

de 70% y 54% respecto al mayor.

La maltosa, xilosa y glicerol no son utilizados por la bacteria como fuente de carbono y energia,

ni tampoco inducen la produccion de la enzima.

La presencia de fructosa y sacarosa después de un crecimiento en glucosa, favorece nuevamente
la produccion de la enzima y se obtienen niveles de actividad mayores a los observados cuando
se utiliza Unicamente fructosa y sacarosa como firente de carbono sin un crecimiento previo en

glucosa.

La secuencia observada en el consumo de glucosa mas fructosa dentro de una fermentacién

mixta, representa un patrdn tipico de una bacteria con un sistema de transporte del tipo PTS.

Para el crecimiento con glucosa mas isomaltulosa se presume el mismo sistema de transporte,

stn embargo el consumo del segundo azicar ocurre a una mucho menor velocidad.

Por el contrario, en una combinacion de glucosa mas sacarosa, el consumo de los azicares

ocurre simultdneamente, por lo que no es factible que se utilice el mismo sistema de transporte.
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» [La nueva estrategia de fermentacion en dos etapas permitié aumentar los niveles de actividad

hasta en un 100% respecto a los obtenidos en las fermentaciones anteriores.
pec)

Respecto a las reacciones con diferentes susiratos, es posible concluir que la enzima no es capaz de:

.

< Catalizar la reaccion en sentido inverso.

-

7+ Isomerizar fructosa en glucosa.

T

J Sintetizar isomaltuiosa a partir de mondémeros de glucosa y fructosa.
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Perspectivas

Vil. PERSPECTIVAS

Estudiar e! crecimiento de la bacteria utilizando como fuente de carbono un compuesto
formado dnicamente de mondmeros de fructosa, con el objeto de confirmar si el
reconocimiento del azacar para estimular la actividad ims ocurre en el residuo fructosilo de la

molécula.
Como una alternativa que ayudara a confirmar el hecho anteriormente mencionado, utilizar
un azicar formado Unicamente de monémeros de glucosa, diferente a la maltosa y que sea

asimilado por la bacteria.

Estudiar el crecimiento de P. rubrum y la actividad ims obtenida bajo condiciones controladas

de pH y agitacion.

Realizar fermentaciones con una concentracion menor de indeulo con el objete de estudiar

finamente las cinéticas de crecimiento de la bacteria.

Iniciar estudios a nivel molecular para que junto con la experiencia ya generada sea posible

definir un mecanismo de induccion de la actividad ims.

Complementar el presente trabajo con estudios de biologia molecular, para lograr la clonacién

¥y secuenciacidn del gene que produce la ims y su posterior caracterizacion molecular.
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Anilisis de los datos obtenidos en el cultivo de P. rubrum en diferentes fuentes de carbono.

APENDICE |

Abreviaturas empleadas en el apéndice.

Abreviatura Significado

Rx  Velocidad de crecimiento

Rx  Velocidad de crecimiento promedio

Rs Velocidad de consumo de sustrato

Rs Velocidad de consumo de sustrato promedioc
Rp  Velocidad de aparicion de preducto

RG  Velocidad de consumo de glucosa

RF  Velocidad de consumo de fructosa

RS  Velocidad de consumo de sacarosa

RI Velocidad de consumo de isomaltulosa

o Velocidad especifica de crecimiento

qs Velocidad especifica de consumo de sustrato
qp Velocidad especifica de aparicion de producto
qG  Velocidad especifica de consumo de glucosa
qF  Velocidad especifica de consumo de fructosa
qs Velocidad especifica de consumo de sacarosa
ql Velocidad especifica de consumo de isomaltulosa
K

Constante de la velocidad de crecimiento
(orden cero)

Tiempo

82

Unidades

mg células/ml *hora

mg células/ml.*hora

mg azucar/mL*hora

mg azicar/mL*hora

mg azcar/mL*hora

mg glucosa/mlL*hora

mg fructosa/ml.*hora

mg sacarosa/mL*hora

mg isomaltulosa/mL*hora
horas’’

mg azicar/ mg células*hora
mg azicar/mg células*hora
mg glucosa/mg células*hora
mg fructosa/mg células*hora

mg sacarosa/mg células*hora

Apéndice

mg isomaltulosa/mg células* hora

mg células/mL*hora

horas



1) glucosa como fuente de carhono.

Rx{mg cel/ml, medio*hr)

2 4 6 8

Tiempo (Horas)

# (1/hr)

Tiempo {Horas)

(17412 Bz Fuw) sb
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Apéndice

2) fructosa como fuente de carbono.

Rs (mg fwmL*hr)
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Apéndice

3) sacarosa como fuente de carbono,
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4) isomaltulosa como fuente de carbono.

Rs (mg mv/mL*hr)
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5) glucosa + fructosa como fuente de carbono.
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6) glucosa + sacarosa como fuente de carbono.

T

RG (mg glwml.*hr} g0 (mg glw/mg cel*hr)

RS {mg sac/mL*hr) ! qS (mg sac/mg cel®hr)
qp (mgim/mgcel*hr}
b4 o~

Rp {mgim/mL*hr)
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7) glucosa + isomaltulosa como fuente de carbono.
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