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Resumen

RESUMEN

Se realiz6 la caracterizacién fisicoquimica y cinética de la inulosacarasa (IS) de
Leuconostoc citreum CW28, una fructosiltransferasa (FTF) asociada a la pared celular
que cataliza la formacién de inulina, un polimero de fructosa con enlaces -(2-1) a partir
de la sacarosa. El estudio de la enzima se efectud tanto en su forma asociada como

solubilizada mediante un tratamiento con urea.

Al trabajar con la enzima asociada a células, se determiné que L. citreurn CW28
produce también una manitol deshidrogenasa intracelular dependiente de NADH, que

reduce la fructosa proveniente de la reaccién de hidrdlisis a manitol.

El andlisis de las constantes cinéticas de la IS para las reacciones de transferencia
e hidrdlisis mostr6 que la IS es mas eficiente para transferir el residuo fructosilo hacia el
agua. Se logré dirigir la especificidad enzimética hacia la sintesis de polimero, tanto en la

enzima en solucién como en su forma asociada, al aumentar la concentracion de sustrato.

A diferencia de otras FTF,, esta enzima transfiere el residuo fructosilo hacia el
agua y a la sacarosa, y no hacia otros probables aceptores adicionados al medio de

reaccion.

Fueron definidas las condiciones de sintesis para la obtencién de una mayor
productividad de inulina y se llevé a cabo la produccién del polimero en planta piloto.
Estudios comparativos entre la inulina sintetizada por Leuconostoc citreum CW28 y la

inulina comercial de origen vegetal (Raftiline®), indican una diferencia considerable en la

distribucién y el tamafio de pesos moleculares.

Se analiz6 la influencia de la forma enzimatica (asociada a células y solubilizada),
de la concentracién de sustrato y del tiempo de reaccién en la variacién del peso
molecular de la inulina, encontrando diferencias notables en la distribucién de pesos

moleculares en el polimero producido por ambas formas enzimaticas.

Los resultados obtenidos indican que es posible implementar un proceso

enzimadtico para la obtencién de la inulina.
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INTRODUCCION

Los polimeros de fructosa reciben el nombre genérico de fructanas y son
sintetizadas por més de 36,000 especies de plantas (Carpita y col., 1989) y por una amplia
gama de microorganismos. Entre las fructanas destacan la inulina y la levana. La inulina
es un polisacarido constituido por unidades de fructosa unidas por enlaces P-(2-1).
Dependiendo de su origen, estas cadenas pueden ser lineales o presentar ramificaciones

en posicién B-(2-6).

Entre las plantas que almacenan fructanas se encuentran cereales como el trigo y
la avena, vegetales como cebolla y achicoria, plantas ornamentales y pastos para forraje
(Hendry y Wallace, 1993), asi como algunas especies de agave. Estos polisacéridos,
ademds de ser una reserva de carbohidratos alternativa al almiddn, también se encuentran
implicados en la proteccién contra el déficit de agua causado por sequia y contra bajas

temperaturas.

La sintesis de fructanas en plantas se efectia por la accién concertada de dos o
mas FTF, (Hendry y Wallace, 1993), en tanto que en bacterias se realiza por la accién de
una sola enzima. En la sintesis bacteriana de inulina interviene la enzima IS que ha sido
reportada Unicamente en Streptococcus mutans (Rosell y Birkhed, 1974), Leuconostoc
citreum (Olivares-Illana y col., 2002), Lactobacillus reuteri (van Hijum y col., 2002) y
Bacillus sp. (Wada y col., 2003). La IS cataliza la transferencia del residuo fructosilo de
la sacarosa a una molécula de polisacarido en crecimiento. La energia necesaria para
formar el enlace glicosilo es proporcionada por la ruptura del enlace de la sacarosa, por lo
que no es necesaria la presencia de cofactores (Duboc y Mollet, 2001). La glucosa es la

molécula inicial del polimero, ya que la sacarosa actia como primer aceptor.

El grado de polimerizacién (GP) de la inulina varia dependiendo de su origen.
Cuando las cadenas de fructosa presentan un GP de 2 a 10 unidades, reciben el nombre
de fructooligosacaridos (FOS). Los FOS pueden obtenerse a partir de la extraccién en
plantas, por hidrélisis de la inulina (Niness, 1999), por sintesis enzimatica utilizando
FTF; (Tanaka y col., 1981) o por una complicada sintesis quimica (Oscarson y
Sehgelmeble, 2002.
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Debido a la configuracién B del C-2 anomérico en sus mondmeros de fructosa, la
inulina y los FOS resisten la hidrélisis de las enzimas digestivas especificas para enlaces
glicosidicos alfa presentes en el intestino delgado ( Roberfroid, 2002). Esta caracteristica
sitda a la inulina como el prototipo de prebidtico. Por definicién, un prebiético es un
ingrediente no digerible que beneficia al hospedero por estimulacién selectiva del
crecimiento y/o actividad de una o un nimero limitado de especies bacterianas (Gibson y

col., 1995).

Inherente a su condicién prebidtica, la inulina induce efectos
fisiol6gico/nutricionales importantes, ya que mejora la biodisponibilidad de calcio y
magnesio, debido a las altas concentraciones de acidos grasos de cadena corta, resultantes
de su fermentacion en el colon (Roberfroid, 1999 a, 2000). También se ha demostrado
que reduce el desarrollo de lesiones precancerosas colonicas, la hipotrigliceridemia y la
hipoinsulinemia en modelos experimentales ( Roberfroid, 2002). Aunado a lo anterior, se
encuentran en fase de estudio las posibles implicaciones del consumo de inulina y FOS
en la reduccién del riesgo de sufrir una serie de padecimientos que incluyen osteoporosis,

obesidad y arterosclerosis cardivascular entre otros.

En la industria alimentaria, la inulina se emplea como fibra dietética, sustituto de
grasas, texturizante y estabilizante (Roberfroid, 2000). Por su bajo valor caldrico, la
inulina y los FOS son utilizados como sustitutos de aztcar en productos l4cteos y postres.
Los FOS son mas solubles que la sacarosa y poseen aproximadamente de 30 a 50 % del
dulzor de la misma (Niness, 1999). La hidrélisis y fermentacion tanto de los FOS como
de la inulina por la microflora colénica (principalmente bifidobacterias y lactobacilos),
aporta aproximadamente 1.5 kcal/g, lo que representa el 38 % del valor aportado por una

molécula de hexosa digerida (Roberfroid, 1999 b).

Es importante sefialar que la inulina disponible actualmente a nivel comercial se
extrae principalmente de la raiz de achicoria (Cichorium intybus), aunque también se usa
la alcachofa de Jerusalem (Helianthus tuberosus) y podria incluirse al agave azul

tequilana.

En el grupo de Biocatélisis del Instituto de Biotecnologia, se aislé la cepa CW28

de Leuconostoc citreum que presenta actividad FTF especifica hacia la sinteisis de inulina
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(Olivares-Illana y col., 2002). Posteriormente se realizé el aislamiento del gen y la
expresion heter6loga en Escherichia coli con vias a la produccién de inulina (Olivares-

Illana y col., 2003).

En este trabajo reportamos la caracterizacion cinética y bioquimica de la IS de
Leuconostoc citreum CW28, asi como la identificacién de los productos de reaccion.
Debido al interés creciente hacia este tipo de polimeros, y especialmente hacia la inulina,
estudiamos las condiciones de reaccién en que puede llevarse a cabo la sintesis

enzimatica del polisacarido como una alternativa a su extraccion de fuentes vegetales.

Hasta la fecha no existe ninguna propuesta de produccién microbiana o

enzimatica de este importante prebiotico.
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1 GENERALIDADES

1.1 Fructosiltransferasas

Las FTF; son enzimas que catalizan la transferencia de un residuo fructosilo desde

la sacarosa o la rafinosa hacia un polisacarido en crecimiento, dando lugar a diferentes

polimeros que reciben el nombre de fructanas. El residuo de fructosa puede ser

transferido también hacia otras moléculas que actiian como aceptoras. Entre estas dltimas

se encuentran el agua (hidrélisis de la sacarosa), la sacarosa, diversos alcoholes,

monosacaridos y oligosacaridos (Chambert y col,

1974). Estas reacciones se

esquematizan en la figura 1, ejemplificando con la maltosa las reacciones de aceptor.

ﬂ&\ L
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Figura 1. Reacciones catalizadas por las fructosiltransferasas.
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La energia del enlace glucosidico de la sacarosa hace posible la transferencia

eficiente de un residuo D- fructosilo via la formacidon de un intermediario covalente

fructosil-enzima (Monsan y col, 2001), por lo que no es necesaria la presencia de

cofactores para la formacién del polimero. Las fructanas son sintetizadas por

aproximadamente el 15 % de las especies de plantas que producen flores, asi como por

hongos y bacterias.

1.1.1. Fructosiltransferasas de plantas

Como el almidén, las fructanas se encuentran presentes en las plantas como

reserva de carbohidratos.

Tabla 1. Contenido de inulina en plantas empleadas para consumo humano (van Loo y col, 1995). * Valor

estimado.

Fuente Parte comestible Contenido de
inulina
(% de peso fresco)
Cebolla Bulbo 2-6
Alcachofa de Tubérculo 14-19
Jerusalem
Achicoria Raiz 15-20
Puerro Bulbo 3-10
Ajo Bulbo 9-16
Alcachofa Hojas y corazén 3-10
Plitano Fruto 0.3-0.7
Centeno Cereal 0.5-1%
Cebada Cereal 0.5-1.5*
Diente de le6n Hojas 12-15
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A diferencia del almidén que se almacena en los plastidios, las fructanas son
sintetizadas y almacenadas en las vacuolas. Algunas especies vegetales las almacenan en
organos especializados, por ejemplo, la raiz de la achicoria (Cichorium intybus), los
tubérculos de la dalia (Dahlia variabilis), y los bulbos del el tulipan (Tulipa gesneriana)

y de la cebolla (Allium cepa).

El almacenamiento de estos polimeros es inducido por altas concentraciones de
sacarosa, mientras que la degradacién ocurre durante procesos como la defoliacion
(Ritsema y Smeekens, 2003). Ademds, las fructanas aumentan la resistencia de las plantas
al frio y a la desecacion. En la tabla 1 se reporta el contenido de inulina de diversos

vegetales (van Loo y col, 1995).

Los polisacaridos de origen vegetal presentan estructuras y GPs diferentes que
pueden ir desde 3 unidades de fructosa hasta mas de 200. En la figura 2 se puede observar
la diversidad estructural de las fructanas y del tipo de enlaces de acuerdo con la enzima

responsable. De acuerdo a lo anterior, las fructanas se clasifican de la siguiente manera:

(a) Inulina. Esta constituida por residuos fructosilo unidos mediante enlaces 3 (2
-1) en forma lineal. Generalmente se encuentra en especies pertenecientes al
orden Asterales, como la achicoria y la alcachofa de Jerusalem. La molécula

mds pequena de inulina es el trisacarido 1-kestosa (Vijn y Smeekens, 1999).

(b) Neoseries de inulina. Presentan dos cadenas lineales de fructosa de diversos
tamafios unidas mediante enlaces B(2 -1), una unida a la glucosa y otra a la
fructosa de la molécula de sacarosa inicial (Ritsema y Smeekens, 2003). Se les

encuentra en plantas pertenecientes a las Liliaceae, como cebolla y asparragos.

(c) Levana. Las levanas de plantas también reciben el nombre de phleinas. Estén
formadan por unidades de fructosa unidas por enlaces B(2 -6) y se encuentra

en algunas plantas del orden Poaceae (Vijn y Smeekens, 1999).

(d) Fructanas ‘“mezcladas”. Son polimeros ramificados en los cuales los
residuos fructosilo se unen mediante enlaces B(2 -1) y B(2 -6). Ademis,

puede haber una cadena de fructosa unida al residuo glucosilo.
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(a) (b)

CHOH o

6]
CH, OOH ™ cH,0H

H ° HO

Current Opinion in Plant Biology

Figura 2 . Ejemplo de diferentes tipos de fructanas. La sacarosa se encuentra sefialada en circulos y se
muestra la enzima formadora de cada tipo de enlace. Las fructanas esquematizadas son: a) inulina; b) neo-

series de inulina; ¢) levana; d) fructanas “mezcladas”.

De acuerdo al modelo de Edelman y Jefford (1968), la sintesis de este tipo de
polimeros inicia con la conversién de la sacarosa a l-kestosa por medio de la enzima
sacarosa:sacarosa 1- fructosiltransferasa (1-SST, EC 2.4.1.99). Posteriormente, la enzima
fructana:fructana 1- fructosiltransferasa (1-FFT, EC'2.4.1.IOO) usa como donadores de

fructosa a la 1- kestosa o a cadenas de fructanas con un grado de polimerizacién mayor y
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puede realizar la transferencia de este residuo hacia la sacarosa o a una gran variedad de

fructanas que actian como moléculas aceptoras (Figura 2a).

En la formacién de fructanas mas complejas actia otro tipo de enzimas. Para la
sintesis de neo-series de inulina (Figura 2b) se requiere de la enzima fructana: fructana
6G-fructosiltransferasa (6G-FFT), que produce el trisacarido neokestosa. Este trisacarido
tiene una segunda unidad fructosilo unida al C6 del residuo de glucosa de la sacarosa
inicial. La enzima 6G-FFT usa la 1-kestosa (formada por accién de la 1-SST) como
donador de fructosa y transfiere el grupo fructosilo al residuo de glucosa de la sacarosa a
través de un enlace B(2-6), dando lugar a la formacién de neokestosa. Este trisacarido
puede ser elongado mediante enlaces [3(2-1) en ambos residuos de fructosa (Vijn y
Smeekens, 1999), siendo probable que en esta reacciéon también esté involucrada la

enzima 6G-FFT (Ritsema y Smeekens, 2003).

En la formacién de la bifurcosa, un tetrasacarido con un enlace adicional (2-6)
que introduce una ramificacién, interviene la enzima sacarosa:fructana 6-
fructosiltransferasa (6-SFT, EC 2.4.1.10). Esta enzima utiliza como sustrato a la 1-
kestosa. La enzima 6-SFT puede sintetizar también 6-kestosa y se encuentra involucrada

en la formacién de levana (figura 2c).

Al parecer, la sintesis de fructanas complejas como las “mezcladas” (figura 2d)
se realiza por la accién combinada de las enzimas 1-SST, 1-FFT, 6-SFT y 6G-FFT
(Ritsema y Smeekens, 2003).

1.1.2  Fructosiltransferasas de hongos

Se han identificado varias cepas de hongos que sintetizan fructanas de una amplia

gama de pesos moleculares.

Hirayama y col. (1989), reportaron la produccién de FOS por Aspergillus niger.
La sintesis de FOS también fue observada en Fusarium oxyporum (Patel y col. 1997).
Rehm y col (1998), realizaron la expresién heteréloga de la enzima 1-SST, una FTF de

Aspergillus foetidus. Finalmente, se demostré que Penicillium chrysogenum (Olah y col,
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1993) y Aspergillus sydowy (Kawai y col, 1973; Harada y col, 1994) sintetizan inulina de

alto peso molecular.

Al modificar las condiciones experimentales, la FTF de Aspergillus sydowy
sintetiza productos de diferentes pesos moleculares. Cuando los conidios fungales son
suspendidos, se obtiene inulina con un peso molecular de mas de 10 millones (Kawai y
col, 1973; Harada y col, 1994). El micelio liofilizado y posteriormente rehidratado
produce una mezcla de oligosacaridos con un grado de polimerizacion de 3 a 13

(Muramatzu y Nakakuki, 1995).

Heyer y Wendenburg (2001), lograron la expresién heteréloga de la FTF de
Aspergillus sydowy en S. cerevisiae, E. coli y en plantas de papa. Sus resultados respecto
al peso molecular coinciden con los de Muramatzu y col (1995), ya que al incubar
extractos proteicos de conidios de A. sydowy, asi como extractos proteicos de la FTF
expresada en S. cerevisiae y en E. coli, solo observaron la produccién de FOS. Sin
embargo, los productos de la sintesis in vivo con conidios fungales fueron de pesos
moleculares mayores a 1x 10’ Da. Por otra parte, la sintesis de fructanas en plantas
transgénicas dio como resultado moléculas de inulina de aproximadamente 40 unidades
de hexosa. Una explicacién de los autores sobre esta diferencia en pesos moleculares es la
presencia en los conidios de un factor adicional necesario para la sintesis de inulina de
peso molecular elevado, ya que el gen que codifica para esta FTF no se expresa en

micelio. Dicho factor podria haberse perdido o inactivado durante la extraccién proteica.

Cuando la FTF de A. sydowy fue expresada en plantas de papa se observé un
fuerte fenotipo de retraso en el crecimiento, necrosis de las hojas y finalmente la muerte
en pocas semanas. Este fenotipo coincide en plantas que expresan levansacarasas (LS;)
bacterianas, ya que estas enzimas muestran baja especificidad hacia moléculas aceptoras
del residuo fructosilo. Lo anterior permite que ésta molécula sea transferida a una
variedad de compuestos que contienen grupos hidroxilo. El hecho de que la actividad LS
pueda interferir con la glicosilacién proteica en otros procesos celulares es la causa

probable del dano celular en plantas transgénicas.
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1.1.3 Fructosiltransferasas de bacterias

Entre las bacterias Gram-positivas que producen FTF, especificamente LS, se ha
reportado diferentes especies de Bacillus, como B. subtilis, B. circulans, B. polymyxa y B.
amyloliquefaciens, ademas de Rahnella aquatilis y Lactobacillus reuteri. Entre las
especies de Gram-negativos se encuentran Zymomonas mobilis, Erwinia herbicola,
Pseudomonas syringae pv. glycinea, P. syringae pv. phaseolicola y Acetobacter
diazotrophicus (Olivares-Illana y col, 2002).

Las inulosacarasas han sido aisladas de plantas, hongos y, como se menciond
con anterioridad, de cuatro géneros bacterianos: Streptococcus mutans (Shiroza vy
Karamitzu, 1988), Lactobacillus reuteri (van Hijum y col, 2002), Leuconostoc citreum

(Olivares-Illana y col., 2002) y Bacillus sp (Wada y col., 2003).

1.1.3.1 Mecanismo de reaccion

Las FTF; son enzimas capaces de realizar varias reacciones en presencia de
sacarosa, por lo que ha sido complicado elucidar el mecanismo de reaccién mediante el
cual efectdan la sintesis de polimero. La enzima mas estudiada incluido este aspecto es la
LS de Bacillus subtilis. Chambert y col. (1974), reportaron que esta enzima cataliza

principalmente la siguiente reaccion:
Sacarosa + Aceptor —— Glucosa + Fructosil-Aceptor

Entre los compuestos que pueden actuar como aceptores se encuentran algunos
alcoholes, monosacaridos, sacarosa, oligosacdridos, levanas y el agua. En presencia
exclusivamente de sacarosa se generan fructosa libre, levana y glucosa. Cuando son
adicionadas al medio de reaccién levanas pequefias, la velocidad de transfructosilacién
aumenta y se incrementa la relaciéon de levana formada a la de fructosa libre, es decir,
disminuye la transferencia de fructosa al agua con relacién a la reaccién de hidrélisis. En

presencia de levana se demostro la reversibilidad de la reaccion de transfructosilacién:
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«—
Sacarosa + Levana, =—— Glucosa + (levana}

La LS también mostré actividad hidrolitica de levanas pequenas y de la sacarosa,
ademds de catalizar la reaccion de intercambio del residuo glucosilo de la sacarosa por la

glucosa libre.

Para establecer el mecanismo de reacciéon de la LS, Chambert y col. (1974),
agregaron levana al medio de reaccion para eliminar la reaccién de hidrdlisis y
simplificar el modelo. Las constantes cinéticas para el mismo se obtuvieron midiendo
velocidades iniciales de las diferentes reacciones y suponiendo condiciones de estado

estacionario.

Un aspecto importante en la determinacién de las expresiones cinéticas fue el
mecanismo de elongaciéon de la cadena, ya que se ha propuesto tres mecanismos

diferentes para tal efecto:

(a) Crecimiento de una cadena. Los residuos fructosilo se agregan de forma

sucesiva a una sola molécula aceptora, hasta que concluye su sintesis.

(b) Crecimiento multiple. Los residuos de fructosa se adicionan uno a uno a las

moléculas aceptoras, liberdndolas al medio después de cada adicion.

(c) Crecimiento multirepetitivo. Los residuos fructosilo se agregan en grupos de

mas de uno a la molécula aceptora.

El peso molecular de la levana fue analizado antes y después de la reaccién, ya
que se adicion6 al medio como molécula aceptora. Se encontré que el peso molecular es
practicamente el mismo, por lo que al hacer la comparacién del peso molecular teérico
que se alcanzaria en cada uno de los modelos propuestos con el obtenido, se concluyé
que la sintesis del polimero se realiza mediante el crecimiento multiple. Lo anterior
permitié simplificar las ecuaciones de velocidad inicial al considerar que la molécula de

levana-sustrato es la misma que la de levana-producto.

Mediante el andlisis de los datos obtenidos, estos autores concluyen que el
comportamiento enzimatico se ajusta a un modelo de Ping-Pong Bi-Bi (Fig 3). De

acuerdo con dicho mecanismo, la enzima forma un complejo enzima-sustrato que
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posteriormente da lugar a un intermediario covalente enzima-fructosilo (EF) al liberar a
la glucosa. Finalmente, el residuo fructosilo es transferido a la molécula aceptora

(levana), aumentando de esta forma el grado de polimerizacién de la misma.

S G L L(n+!r

(n)

| F—
g
—

'.\:r‘!& Wl B v T TG e )

E ES EF EFL E

Fig. 3. Mecanismo de Ping-Pong Bi-Bi (notacion de Cleland) propuesto para la levansacarasa. E- enzima;

S- sacarosa; G- glucosa; L;- levana con n residuos de fructosa.

Chambert y Gonzy-Treboul (1976) aislaron y caracterizaron el complejo EF,
proponiendo un mecanismo molecular para la reaccién de transfructosilacién. Estos
autores proponen que dicho residuo se encuentra covalentemente unido a la enzima a
través de un enlace glicosilo-éster, lo que implica la participacién del grupo B-carboxilo
de un residuo aspértico de la proteina y el carbono 2 de la fructosa. La fructosa y la
enzima podrian estar unidos mediante un enlace o. Tomando en cuenta que las LS,
catalizan la reaccién de transfructosilaciéon con retencion de la configuracién, se
propone un mecanismo de doble desplazamiento, en el que hay una inversion transitoria

de la configuracion de la fructosa en el complejo EF.

Para la formacién del intermediario, hay un ataque nucleofilico del grupo -
carboxilato de un residuo aspértico sobre el carbono 2 de la fructosa, seguido de Ia
transferencia de un protén de un grupo 4cido hacia el grupo saliente (la glucosa). La
reaccion anterior da lugar a la unién o de la fructosa con la proteina. Al entrar la
molécula aceptora, el grupo acido desprotonado remueve un protén de la misma, dando
lugar a un anion altamente reactivo que realiza finalmente un ataque nucleofilico sobre el

enlace éster del complejo EF.
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1.1.3.2 Estructura

Se ha observado que las estructuras tridimensionales y los residuos involucrados
en la catélisis se encuentran mas conservados que las secuencias de aminoacidos, por lo
que ambos, la comparacién de secuencias y los estudios estructurales, han sido las
herramientas empleadas para agrupar a muchas glicosil-hidrolasas de acuerdo a un

plegamiento y a un aparato catalitico comin (Henrissat y Davies, 1997)

Las B-fructofuranosidasas han sido agrupadas en la familia 32 de las glicosil-
hidrolasas que incluye a las invertasas, levanasas, inulinasas, sacarosa-6-fosfato
hidrolasas, y FTF; de hongos y plantas. Se les asocia también en la familia 68 de las
glicosil-hidrolasas que reune a las FTF, de bacterias y a las invertasas de Zymomonas

mobilis y Bacillus sp.

La estructura cristalogriafica de las FTF; no habia sido completamente
esclarecida, ya que solo se contaba con la estructura de la LS de Bacillus subtilis obtenida
a 3.8 A de resolucién (Le Brun y van Rapenbusch, 1980), lo cual no proporcionaba la
informacién suficiente sobre el sitio activo. Para obtener informacién al respecto, se

habia recurrido a estudios de prediccién de estructura de FTF, de diferentes origenes.

Pons y col. (2000) realizaron un andlisis de predicciéon de estructura para
diferentes glucosiltransferasas, localizando la regién conservada llamada “caja de
sacarosa” en LS y en las enzimas de la familia 32 de las glicosil-hidrolasas. Otra caja
conservada, el motivo RDP (Arg-Asp-Pro) se ubicé en FTF; de bacterias, plantas y
hongos. Finalmente, estos autores concluyen que las FTF; independientemente de su
origen, comparten una estructura tipo -propela , lo cual relaciona a estas enzimas con las
estructuras tridimensionales conocidas de la neuraminidasa y la sialidasa, pertenecientes a

las familias de las glicosil-hidrolasas de las familias 33 y 34 respectivamente.

Recientemente se logrd la cristalizacion de la LS de Bacillus subtilis (Meng y
Fiitterer, 2003) con y sin sustrato, a una resolucién de 1.5 y 2.1 A respectivamente. Estos
autores reportaron que la estructura secundaria basada en la superposicién de la LS con la

oc-L-arabinanasa A43 de Cellvibrio japonicus (Arb43A), indica una relacién cercana
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entre la familia 68 y la 43 de las glicosil-hidrolasas. Se plantea que lo anterior, asociado a
que dichas familias mostraron regiones conservadas, sugiere que provienen de un

ancestro comdun.

Meng y Fiitterer (2003), reportan que el dominio sencillo de la LS exhibe el
plegamiento de una f-propela de 5 hojas con la topologia cldsica de “W”, formada por
cuatro hebras  antiparalelas (figura 4). Esta estructura encierra una cavidad central “a
manera de embudo”. La estructura B-propela formada por cinco hojas habia sido
reportada en dos proteinas: en la taquilectina-2 (Meng y Fiitterer, 2003) y en Arb43A
(Nurizzo y col., 2002).

De la estructura cristalografica se desprende que la LS de Bacillus subtilis no
exhibe el “velcro molecular” tipico de las P-propelas; es decir, la estructura no se cierra
por la unién de ambos extremos en la misma hoja 3. En la figura 4 puede observarse que
el extremo N-terminal se localiza diametralmente a través de la primera hoja f3, en tanto

que el C-terminal se empaca contra la hoja V.

La explicacién de los autores a la ausencia del velcro molecular radica en que la
LS es una enzima extracelular, por lo que necesita desplegarse parcialmente para ser
exportada. Dicho mecanismo implica la liberacién del N-terminal que permita la

estabilizacion reversible de la B-propela.

Respecto al sitio activo, el complejo estructural enzima-sacarosa les permitié
ubicar a los probables residuos involucrados en el mecanismo molecular de reaccién

propuesto por Chambert y Gonzy-Treboul (1976).

La estructutra cristalografica sugiere que el aspartico 86 y el glutdmico 342 son
los residuos involucrados en el mecanismo catalitico que conlleva al rompimiento del
enlace glicosidico de la sacarosa. Respecto al otro residuo aspértico (Asp247) que se
encuentra cercano al sitio activo, se concluye que aun cuando interviene en la catdlisis no

se encuentra relacionado con el mecanismo quimico de la reaccién.

15



Generalidades

Figura 4. Diagrama de la levansacarasa
de B. subtilis. El extremo N-terminal se muestra

en azul y el extremo C-terminal en rojo.

Las deducciones previas derivan del analisis de las distancias entre los tres
residuos de aminoacidos y los atomos de la molécula de sacarosa implicados en el
mecanismo propuesto, asi como de las mutaciones individuales de estos tres aminoacidos

por alanina.

Como se observa en la figura 5, el grupo carboxilato del Asp86 se encuentra a 3.4

A del C2 anomérico del residuo fructosilo y el oxigeno del enlace glicosidico se localiza

a 2.5 A del Glu342. Sin embargo, el Asp247 se ubica a mas de 4.5 A del C2 de la

fructosa, y atin cuando forma puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo 3 y 4 de de
dicha molécula, se infiere que el aspartico relacionado directamente con el mecanismo

molecular es el Asp86.

Figura 5. Distancias y contactos entre
la enzima y la sacarosa basados en la estructura
cristalografica de la levansacarasa enlazada al

sustrato (Meng y Fiitterer, 2003).

Después de la hidrolisis de la sacarosa, el fructosilo terminal del aceptor podria
ocupar el sitio dejado por la glucosa y su grupo 6’-hidroxilo estaria en condiciones de ser
activado por el Glu 342, para realizar un ataque nucleofilico sobre el enlace covalente

enzima fructosilo.
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Estructuralmente, estas enzimas no presentan dominios, a diferencia de las
glucosiltransferasas (GTF;), enzimas andlogas en su funcién con las FTF,, ya que
catalizan la transferencia de glucosa a una cadena creciente de polisacdrido, dando lugar a
polimeros conocidos como dextranas. Las GTF; catalizan también la reaccién de
transferencia del residuo glucosilo hacia varios aceptores. En funcién del origen de estas
enzimas, las dextranas pueden tener diversas estructuras. Las GTF; presentan tres
dominios: el dominio amino estd formado por una regién variable con funcién
desconocida y contiene al péptido sefial; el dominio catalitico y finalmente se encuentra
el dominio C-terminal que estd involucrado en la unién del glucano sintetizado (Figura

6).

Region N-terminal Regi6én C-terminal

Dominio
Péptido sefial ~ variable Dominio catalitico Dominio de unién a polimero

laa 35aa 225aa 1000 aa 1500 aa

Figura 6. Representacién de la estructura de las glucosiltransferasas.

Otra diferencia considerable entre las GTF; y las FTF, radica en sus pesos
moleculares, ya que el tamafio de las GTF; varia de 155 a 200 kDa (Olivares-Illana y
col., 2003), en tanto que las FTF; presentan pesos més pequefios, generalmente entre 50
y 80 kDa, con excepcion de la de S. salivarius para la que se reporta un PM de 140 kDa.

Olivares-Illana y col., (2003) reportaron la identificacion de una FTF,
especificamente de una IS de Leuconostoc citreum, describiéndola como una enzima
quimérica, ya que presenta tres dominios. El primer dominio en el extremo N-terminal
presenté una alta identidad (40 %)con la alternansacarasa (ASR), una GTF de
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1355 que produce al polimero alternana. Este
dominio incluye una regién variable que no se encuentra conservada entre GTF,. El
segundo es un dominio catalitico similar en IS y LS, de diferentes microorganismos, que
permite relacionar a esta IS con la familia 68 de las glicosil-hidrolasas. En los

alineamientos realizados con FTF, de organismos Gram-positivos se encontraron ocho
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motivos conservados que fueron ubicados también en esta enzima. En el andlisis de la
regién C-terminal se encontr6 una identidad del 80 % con la de ASR;. Este dominio se ha
identificado como de unién a polimero en las GTF;. Ademds, se encontré un grupo de
siete elementos repetidos que sélo estdn presentes en la ASR (Fig. 7). Por las
caracteristicas de esta enzima, los autores proponen que se trata de una ASR en la que el
dominio catalitico fue reemplazado por una FTF, o bien plantean la posibilidad de que
una FTF se adicioné de manera natural las regiones N- terminal y C-terminal de la ASR.
Independientemente del evento sucedido, el andlisis de la estructura explica el peso
molecular de la enzima, el cual corresponde a 165 kDa, el mas alto reportado para una

FIF,

Dominio variable Dominio catalitico Dominio C -terminal

Péptido sefial

[TTTTTTITI] ZEERERER R
l | ¥ !

209 734

Elementos repetidos 140

Figura 7. Representacion de la inulosacarasa de L. citreum.

Para tratar de explicar la funcién del C-terminal, Olivares- Illana y col. (2003),
realizaron deleciones de este dominio en la IS expresada en E. coli. En una de las
construcciones deletaron la regién del C-terminal con alta identidad con la ARS (EIS2) y
en la otra eliminaron también la regién de transicién. La forma esquematizada de las
diferentes versiones de la IS se muestra en la figura 8. Al realizar la caracterizacién de las
tres enzimas encontraron que su vida media disminuye a medida que se deletan
fragmentos, y que la actividad hidrolitica aumenta en este mismo sentido. Con base en
estos resultados, los autores concluyen que los dominios adicionales incrementan la
estabilidad de la enzima, reduciendo la actividad hidrolitica de la sacarosa y favoreciendo
por lo tanto la sintesis de polimero al limitar el acceso de las moléculas de agua al sitio
catalitico. Sin embargo, no descartan la posibilidad de que las FTF; puedan recombinar

para adquirir algunas propiedades como la de unién al polimero sintetizado.

18



Generalidades

Dominio C-terminal

Dominio N-terminal Dominio catalitico
Identidad con ASR Identidad con FTF, Baja identidad
con ARS (Zona Alta identudad
Péptido sefial de transicién} con ARS
T Z22A [T s
| | | |
0 I]38 I209 734 940 1490

=TT pagn )

g [T | EIS3

Figura 8. Diagrama de las tres versiones de la inulosacarasa expresada en E. coli. EIS (Forma completa;

165 k Da); EIS2 (102 kDa) y EIS3 (80 kDa).

1.1.4 Inulina, oligosacaridos y levana

El termino inulina se ha empleado para designar a los polimeros de fructosa que,
como se mencioné anteriormente, presentan enlaces [(2-1) y en algunos casos
ramificaciones 3(2-6). En este término no se hace una distincién entre los compuestos
GF, o Fy, donde n y m indican el nimero de unidades de fructosa unidas, G es la glucosa
de la sacarosa y F es fructosa.

Como se mencioné con anterioridad, la inulina de plantas generalmente alcanza
un GP menor de 200, mientras que el de bacterias alcanza varios miles. El grado de
polimerizacion de la inulina no solo varia dependiendo del origen de la misma, sino que
también se ve influenciado en el caso de especies vegetales por la edad de las mismas y
las condiciones climéticas.

Los posibles efectos benéficos en la salud, resultado del consumo de inulina y
FOS han sido estudiados desde hace méds de una década tanto en animales como en
humanos, a raiz de su ubicacién dentro de las sustancias conocidas como prebiéticos. En

la figura 9 se muestra el proceso digestivo de la inulina y de los FOS. De acuerdo a
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Kolida y col.( 2002), los criterios para que una sustancia sea clasificada como prebiético

son los siguientes :

a) No debe ser hidrolizado ni absorbido en la parte superior del tracto
gastrointestinal.

b) Debe ser fermentado de manera selectiva por uno o un nimero limitado de
bacterias colénicas potencialmente benéficas.

c) Debe ser capaz de alterar la microflora colénica hacia una composicién
més saludable, por ejemplo, incrementando el nimero de especies

sacaroliticas y reduciendo la poblacién de patégenos.

El efecto bifidogénico de la inulina y de los oligosacaridos ha sido estudiado
ampliamente. Kruse y col. (1999), reportan un incremento en la poblacién de
bifidobacterias al reemplazar la grasa por inulina en una dieta occidental tipica (45% de
energia proveniente de grasas y 40 % de carbohidratos). Por otra parte, Gibson y col.
(1995), observaron este mismo efecto en estudios con humanos empleando dosis de 5 a
20 g/dia durante 15 dias. Estos autores encontraron que un suplemento de oligosacaridos
en la dieta se veia reflejado en la disminucion de bacteroides, clostridia y fusobacteria, en
tanto que en el caso de la inulina se observ6 un decremento en la poblacién de Gram-
positivos.

Aunado a su efecto bifidogénico, se ha demostrado una influencia directa tanto de
la inulina como de los FOS sobre la absorcién de minerales. El aumento particularmente
en la absorcién de Ca** y Mg** puede deberse a un efecto osmético, mediante el cual se
transfiere agua al intestino grueso, incrementando el volumen de fluido en el que pueden
disolverse los minerales. Ademds, al ser fermentados extensivamente, este tipo de
carbohidratos acidifican el contenido coldnico y por lo tanto aumentan la concentracion

de minerales ionizados (Roberfroid, 2000).
La influencia de la inulina en la supresién de diarrea, especialmente causada por

infecciones intestinales, es otro aspecto que continda en estudio, asi como el efecto del

consumo de inulina en la reduccién del riesgo de sufrir osteoporosis, aterosclerosis
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cardiovascular, obesidad y diabetes tipo 2. Diversos autores reportan un efecto inhibitorio
de la inulina sobre el nimero de crypt foci aberrantes (lesiones preneoplasicas) en el

colon (Rao y col.,1998; Reddy, 1998).

* Boca (Sin hidrdlisis)

Estomago (Sin hidrélisis dcida;
sin absorcién).

Intestino delgado (sin hidrdlisis
enzimdtica; sin absorcién)

Colon (fermentacién bacteriana
por bifidobacterias y/o
lactobacilos).

Heces (sin excrecién)

Figura 9. Proceso digestivo de inulina y oligosacdridos (Kolida y col, 2002).

El efecto prebidtico de la levana no ha sido estudiado tan ampliamente como el de
la inulina y los FOS, sin embargo, un estudio realizado por Probert y Gibson (2002)
muestra que este polimero tiene escaso efecto bifidogénico y que de hecho aumenta la
poblacién de bacteroides, asi como la produccion de gases.

En la produccién a gran escala de inulina, la industria alimentaria puede utilizar
especies diversas de plantas, dentro de las cuales la mds utilizada es la achicoria
(Cichorium intybus) por su alto contenido de inulina que es casi constante de afio en afio
para una regiéon determinada (Carabin y Flamm, 1999). La variedad de achicoria utilizada
industrialmente es la misma que se emplea como sustituto de café. EI proceso para la
extraccion de inulina y FOS por una de las marcas comerciales (ORAFTI), se describe en

la figura 10.
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Extraccién con
agua caliente

‘ Purificacion ‘

Hidr6lisis enzimé4tica

Secado (S pray-dryin

‘ Inulina estdndar —‘

| Sueros de | Polvode
oligofructosa | oligofructosa

Figura 10. Proceso para la extraccién industrial de inulina y produccién de FOS (Franck, 2002).

De acuerdo a  Franck (2002), la inulina estindar es ligeramente dulce
(aproximadamente 10 % del dulzor de la sacarosa), no asi la inulina HP (high
performance). Esta udltima es moderadamente soluble en agua (miximo 10% a
temperatura ambiente), y forma una red en soluciones acuosas dando lugar a una
consistencia cremosa, que permite su aplicaciéon como sustituto de grasa en algunos
alimentos.

Dada la importancia de la inulina no s6lo como prebiético sino también como
aditivo en una gran variedad de productos alimenticios, cabe sefialar que ain cuando se
cuenta con un proceso industrial para su produccién por extraccién de diversas fuentes
vegetales, resulta atractivo implementar un proceso de produccién enzimatico altamente

eficiente como alternativa al proceso extractivo actual.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar fisicoquimica y cinéticamente la inulosacarasa de Leuconostoc

citreum como parte del disefio de un proceso enzimatico para la sintesis de inulina.

Objetivos particulares

¢ Estudiar la influencia de la concentraciéon de sacarosa en la actividad de la

inulosacarasa, en particular la especificidad hacia las reacciones de sintesis e
hidrélisis.

¢ Analizar la viabilidad de realizar la sintesis de inulina con células completas o

extractos enzimaticos.

¢ Estudiar el efecto de la concentracién de sacarosa, del tiempo y de la forma
enzimatica (la enzima asociada a células o solubilizada) en la variacién del

peso molecular de la inulina obtenida durante la reaccion.
¢ Estudiar la capacidad de la enzima para llevar a cabo reacciones de aceptor.

¢ Determinar la estructura de los productos obtenidos de las reacciones de

aceptor.

¢ Definir condiciones que permitan obtener una productividad adecuada de

inulina en el proceso enzimatico.

¢ Realizar la produccion de inulina a nivel de planta piloto.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Condiciones de crecimiento y medio de cultivo

Las condiciones para el crecimiento de Leuconostoc citreum fueron de 20 °C y
200 rpm en un medio de cultivo con sacarosa como fuente de carbono (Tabla 2). El pH
del medio al inicio de la fermentacién fue ajustado a 6.9. La seleccion de esta temperatura

para el proceso se justifica al inicio de la seccién de resultados.

Tabla2.Composicion del medio de cultivo de Leuconostoc citreum con actividad inulosacarasa.

Componente Concentracion (g/L)
Sacarosa 20
Extracto de levadura 20
K,HPO, 20
MgSO, 7 H,O 0.2
CaCl, 2 H,0O 0.05
FeSO, 7H,0 0.01
MnSO, "7 H;O 0.01
NaCl 0.01

2.2 Curva de crecimiento de Leuconostoc citreum

Para la obtencién del indculo, se partié de la cepa almacenada en glicerol a -20
°C. Se realizaron cultivos en matraces de 250 mL con 100 mL de medio estéril, los cuales
fueron incubados a 20 °C y 200 rpm hasta alcanzar una densidad 6ptica de 5. Para medir

la densidad Optica, las alicuotas del cultivo fueron diluidas 10 veces. Los valores
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reportados corresponden al valor medido multiplicado por el factor de dilucién.

Posteriormente, con este preindculo se inocularon 900 mL de medio en matraces

Fernbach (2.8 L), incubando a 20 °C y 200 rpm.

El crecimiento celular se siguié durante la fermentacién midiendo el incremento

de la densidad 6ptica en el tiempo a 650 nm en un espectrofotémetro Beckman DU 650.

2.3 Electroforesis de proteinas

Las proteinas se separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (1970). Se

empleé una cdmara Mighty small II y geles de 1 mm de espesor, con el gel concentrador

al 4% y el de separacién al 6% de poliacrilamida. Las c€lulas de L. citreum se incubaron

durante 5 minutos en una solucién desnaturalizante constituida por Tris-HCI] 0.125 M pH

6.8, SDS 4%, glicerol 20% y azul de bromofenol 0.05%. L.a migracién de las proteinas se

realizé a amperaje constante de 30 a 40 mA. Posteriormente los geles siguieron uno de

los dos tratamientos siguientes:

a)

b)

Coloracion de proteinas con azul de Coomassie. Los geles se
incubaron en una solucién de 4cido acético (10% v/v), metanol (30%
v/v) y azul de Coomassie (0.2% v/v). Posteriormente se realizaron
lavados en una solucién de dcido acético (10% v/v) y metanol (30%

v/v) para remover el exceso de colorante.

Coloracién con reactivo de Schiff-acido peryddico (PAS). Después
de la migracién, los geles se lavaron tres veces durante 30 minutos con
Tween 80 (1%) y buffer de fosfatos pH 6.5 a temperatura ambiente para
renaturalizar la IS. Después de esto se incubaron en la misma solucién
adicionada con sacarosa (100g/L) toda la noche a temperatura ambiente.
El polimero producido se fijé incubando los geles en una solucién de
etanol al 75% v/v durante 30 minutos. Posteriormente se realizd la

oxidacién de los grupos hidroxilo incubando una hora con una solucién
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de 4cido peryédico al 0.7% v/v y 4cido acético al 5% v/v. Transcurrido
este tiempo se realizaron tres lavados de 20 minutos cada uno con una
solucién de metabisulfito de sodio 0.2% p/v y dcido acético 5% v/v.
Finalmente se adiciond el reactivo de Schiff hasta detectar la aparicién
de color. El exceso de colorante se elimind lavando con una solucién de

metabisulfito de sodio 0.5% p/v y dcido acético 5% v/v.

2.4 Produccion de la Inulosacarasa asociada a células de Leuconostoc citreum
CWwW28

Al alcanzar una densidad 6ptica de 5, las células del cultivo en matraces Fernbach
fueron recuperadas por centrifugacion a 5000 rpm en un equipo eppendorf 5810R,
durante 15 minutos a 4 °C. Las células se lavaron dos veces con solucién amortiguadora

de fosfato de potasio pH 6.5 y se resuspendieron en el mismo buffer para ser liofilizadas.

2.5 Extraccion de la Inulosacarasa de Leuconostoc citreum

Para la extraccion de la enzima de las células de Leuconostoc citreum se

intentaron tres estrategias:

a) Tratamiento con cloroformo. 0.1 g de células liofilizadas fueron resuspendidos
en 30 mL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio y cloroformo
(concentracién final de 2 %). Las células se incubaron a 32 °C y 100 rpm durante
1, 3 y 13 horas. Después de este tiempo se centrifugaron y se recuperd el
sobrenadante (SN). La determinacién de actividad se realizd tanto en restos

celulares como en el SN.

b) Tratamiento con lisozima. 60 mg de células liofilizadas se resuspendieron en 2 y
3 mL de solucién amortiguadora de fosfato de potasio y se adicioné lisozima a

una concentracién de 2 y 3 mg/mL durante 2 y 4 horas a 30 °C. Posteriormente se
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centrifugd y se recuperé el SN. La determinacién de actividad se realizé tanto en

restos celulares como en el SN.

c) Tratamiento con urea. Las células cultivadas en un volumen de 1 L y lavadas
con buffer de fosfato de potasio fueron resuspendidas en 25 mL de una solucién
de urea 8 M, e incubadas a temperatura ambiente durante una hora (Hamada y
col., 1989). Posteriormente, la suspension se dializé contra solucién
amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 6.5 a 4 °C durante 24 horas, al término de
las cuales se centrifugaron a 10000 rpm durante 20 minutos a 4 °C y se recuper6
el sobrenadante. La determinacién de actividad se realiz6 tanto en restos celulares

como en el SN,

2.6 Cuantificacion de proteina

La determinaciéon de proteina se realiz6 por el método de Lowry en células
completas de L. citreum, asi como en el SN recuperado en la extraccion de la
inulosacarasa con urea 8 M . Se utiliz6 como patrén albdmina sérica bovina (fraccién V,
SIGMA).

2.7 Caracterizacién de productos obtenidos

2.7.1 Identificacion del manitol

La reaccion global (hidrélisis + transferencia) catalizada por la IS se puede

esquematizar de la siguiente manera:

IS :
Sacarosa ——————» Glucosa + Fructosa + Inulina

Sin embargo, al realizar la sintesis de inulina con la enzima asociada a células, se

observé la presencia de un compuesto adicional, probablemente de manitol.
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Para confirmar la presencia de una manitol deshidrogenasa intracelular en
Leuconostoc citreum CW28 y la identificacién como manitol del producto, se siguieron

los siguientes pasos:

a) Purificacion. Para la produccién de manitol, se incubaron las células de L.
citreum con 40 g/ L de fructosa a 30 °C durante 24 h. La purificacion se
realizé en un equipo de cromatografia de liquidos de alta presion (HPLC) de
Waters con detector de IR. Se empleé una columna preparativa uBondapak
NH; a 35 °C, con una fase mévil de acetonitrilo/ agua en relacién 75:25 y un
flujo de 8 mL/ min. Se colectaron las fracciones donde eluia el manitol y se
eliminé el acetonitrilo en un rotavapor. Finalmente, se secé la muestra en un

evaporador Labnet a doble efecto (35 °C, 500 mbar) .

b) Oxidacién de manitol a fructosa. Se incubaron 42 mg de células de
Leuconostoc citreum CW28 con 8 mg de manitol y 29 mg de NAD" ( en
relacion equimolar), en 5 ml de buffer Tris- HCI pH 8.7 a 40 °C durante 24
horas. Se tomaron alicuotas de 0.5 mL del medio de reaccién a diferentes
tiempos y se analizaron en un equipo de HPLC de Waters con un detector de
IR y una columna Waters aminada para determinacién de carbohidratos (4.6 x
250 mm) a 35 °C. Como fase mévil se utilizé acetonitrilo/ agua en relacion

75:25, con un flujo de 1.4 mL/ min.
c) Espectrometria de masas. El andlisis de manitol por espectroscopia de masas

(MS) se realiz6 en el Instituto de Quimica, UNAM.

2.8 Determinacion de la actividad enzimatica

El ensayo de la actividad IS se realiz6 midiendo la liberacién de azicares
reductores durante la reaccién en presencia de 100 g/ L de sacarosa en de fosfatos 50
mM pH 6.5 a 30 °C. El poder reductor se determiné por el método del 4cido 3,5-

dinitrosalisilico (DNS) reportado por Miller(1959). En la reaccién enzimética se
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emplearon las células completas y la enzima solubilizada mediante los tratamientos

descritos.

2.9 Determinacion de constantes cinéticas

Para determinar las constantes cinéticas tanto de la IS asociada a células como
solubilizada mediante el tratamiento con urea, se realizaron reacciones a 30 °C con
diferentes concentraciones de sustrato. Las velocidades iniciales de reaccion se midieron
mediante la liberacion de azdcares reductores en solucion amortiguadora de fosfatos 50
mM pH 6.5, asi como en un equipo de HPLC de Waters con un detector de IR y una
columna aminada para determinacién de carbohidratos (4.6 x 250 mm) a 35 °C. Como

fase movil se utilizé acetonitrilo/ agua en relacién 75:25, con un flujo de 1.4 mL/ min.

Las concentraciones de glucosa y fructosa medidas en HPLC para determinar las
constantes cinéticas de las reacciones de hidrélisis y de transferencia por separado, se

consideraron de la siguiente manera:

Glucosa libre = Actividad total

Fructosa libre = Hidrolisis

Transferencia = Glucosa libre - Hidrélisis

Para determinar la hidrdlisis en el caso de la enzima asociada a células, se

sumaron las concentraciones de fructosa y de manitol libres.

Las constantes cinéticas se obtuvieron mediante regresién lineal empleando el

método de Lineweaver-Burk.
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2.10 Determinacion de la relacién hidrélisis/ transferencia

Se analiz6 la especificidad enzimatica hacia hidrolisis y transferencia tanto para la
IS solubilizada como para la enzima asociada a células. Para el ensayo se midieron
velocidades iniciales incubando ambas formas enzimaticas con diferentes

concentraciones de sacarosa a 30 °C.

Para la determinacién, se midieron las concentraciones de fructosa, manitol y

glucosa en el medio de reaccién, considerando la glucosa libre como la actividad total.

Actividad total = Glucosa libre
% Hidrolisis = (fructosa/ glucosa total) * 100

% Transferencia = 100 - % Hidrolisis

Cuando se emplearon las células completas:

% Hidrolisis = (fructosa + manitol/ glucosa total) * 100

Las muestras se analizaron en un equipo de cromatografia de liquidos de alta
presion (HPLC) de Waters, con un detector de IR y una columna aminada para
determinacién de carbohidratos (4.6 x 250 mm) a 35 °C. Como fase movil se utilizo

acetonitrilo/ agua en relacién 75:25, con un flujo de 1.4 mL/ min.

Las muestras inyectadas fueron filtradas previamente para retirar el polimero y las

c€lulas en filtros ACRODISCO GHP 13mm x 0.45 um.

2.11 Reacciones de aceptor

La capacidad de la enzima asociada a células para llevar a cabo reacciones de

aceptor se analiz6 incubando las células en buffer de fosfato de potasio con 60 g/ L de
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sacarosa a 30 °C y pH 6.5. Como aceptores se emplearon glucosa, maltosa y lactosa en

relacion maésica aceptor/ sacarosa de 1 y 2. Posteriormente las c€lulas fueron separadas

por centrifugacién y los productos de reaccién se analizaron en HPLC empleando una

columna para andlisis de carbohidratos bajo las condiciones descritas anteriormente.

2.12 Produccion de inulina en planta piloto

La produccién de inulina en la planta piloto estuvo dividida en tres etapas, las

cuales se describen a continuacion:

a)

b)

Obtencion de la IS asociada a células de Leuconostoc citreum CW28. Se
realizaron cultivos de 100 mL de medio estéril en matraces de 250 mL a 20
°C y 200 rpm para la produccién del inéculo, partiendo de células
almacenadas en glicerol a -20 °C. Después de alcanzar una densidad 6ptica
de 5 se inocularon matraces Fernbach conteniendo 900mL de medio.
Posteriormente se inoculé con 3L un fermentador B. Braun (Biostat UD, 30
L), y se realiz6 un cultivo con las siguientes condiciones: 0.25 vvm, 150 rpm
y 20 °C. Después de 5 horas, cuando se alcanzé una densidad dptica de 5.5,

las células fueron recuperadas mediante centrifugacién en un equipo

Westfalia (CSA 1- 06- 475) a 10 000 rpm.

Produccion de inulina. La reaccién para la produccién de inulina se realiz6
en el mismo fermentador B. Braun. Las células de L. citreum se
resuspendieron en solucién amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM pH
6.5 con una concentracién de sacarosa de 250 g/ L en un volumen de trabajo
de 30 L. La actividad enzimética para este proceso fue de 0.7 U/ mL y se
desarrollé a 30 °C. La agitacién se incrementd en el transcurso de la
reaccién de 150 a 250 rpm. El pH del medio se mantuvo en 6.5 mediante la
adicién controlada de NaOH 4 M. Después de 40 horas la reaccién se detuvo

y las células fueron separadas en una centrifuga Sharples (AS- 16) a 14 000

rpm.
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c) Precipitacion y secado de la inulina. Una vez retiradas las células, el
polimero del medio fue precipitado adicionando etanol (en relacion 1:2 v/v).
Posteriormente una parte de la inulina sintetizada fue secada en una
liofilizadora USIFROID (SMH- IS) y otra parte se secé por aspersion
usando un secador BOWEN (BE- 1448), con un flujo de 100 mlL/min,

temperatura de entrada de 135 °C y presién de 1 kg/cm®,

2.13 Analisis de la inulina

2.13.1 Determinacion del peso molecular

El andlisis del peso molecular de la inulina se realizé en un HPLC de Waters con
un detector IR empleando dos columnas de permeacion en gel en linea: Ultrahydrogel
lineal y Ultrahydrogel 500 a una temperatura de 35 °C. Se emple6 nitrato de sodio 100
mM como fase mévil y un flujo de 0.9 mL/ min. Las muestras se inyectaron a una

concentracién de 2 mg/ mL.

Se analiz6 la influencia de la concentracion de sustrato, de la forma enzimaética
(enzima solubilizada y asociada a células) y del tiempo de reaccién en la variacion del
peso molecular de la inulina. Para los dos primeros casos se emplearon 20, 100 y 250 g/L
de sacarosa. La determinacién de acuerdo al tiempo de reaccion se realizé con 100 g/L de
sacarosa. El polimero se precipité con etanol (en relacién 1:2) y posteriormente fue

secado en un evaporador Labnet a doble efecto.

2.13.2 Pureza

Para determinar el grado de pureza de la inulina sintetizada con células completas
se suspendieron 67 mg de inulina liofilizada en 1 mL de agua destilada y a continuacién

se separé el polimero por medio de filtros ACRODISCO GHP (13mm x 0.45 um). El
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sobrenadante se analiz6 mediante HPLC bajo las condiciones antes mencionadas para

determinacién de azudcares.
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3 RESULTADOS

3.1 Condiciones de crecimiento

Como se mencioné en los objetivos, uno de los aspectos primordiales en que se
centra este trabajo es en la produccién de un polimero de gran importancia industrial: la
inulina. Sin embargo, a pesar de que la inulosacarasa lleva a cabo reacciones de sintesis y
de hidrélisis, al analizar los productos de la reaccién con sacarosa en lotes de células
producidos para el desarrollo de esta tesis, se encontré que la especificidad enzimitica se
dirigia practicamente en su totalidad hacia la hidrélisis. Cabe mencionar que los ensayos
se realizaron con la enzima asociada a células producidas en una fermentacién a 30 °C y
liofilizadas posteriormente. En estudios previos la enzima mostraba un alto porcentaje de

transferencia, incluso mayor al de otras fructosiltransferasas reportadas.

En un intento por dilucidar el problema, se hicieron pruebas de actividad en geles
de poliacrilamida incubando con sacarosa (100g/L) toda la noche, previa renaturalizacién
con Tween 80. La deteccién del polimero formado se realizé mediante la técnica del
acido peryddico-Shiff (PAS). Se utilizé como control un lote de c€lulas preparadas con

anterioridad y que aln presentaban mayoritariamente la reaccién de transferencia.

Como se observa en la figura 11A, se encontraron tres bandas de proteina con
actividad enzimdtica, adicionales a la banda principal de 165 kDa, lo que indica

probablemente que son producto de protedlisis de la enzima original.

Partiendo de la hipétesis de que las formas enzimaticas producto de la protedlisis
son mas hidroliticas, y de que eran obtenidas por algiin cambio en la forma de producir la
enzima, se cambiaron los lotes de los componentes del medio de cultivo para eliminar la
posibilidad de que alguno estuviese influyendo en este fenémeno y se probaron varios
lotes de extracto de levadura. Sin embargo, como puede constatarse en la Figura 11A, con

cada uno de estos cambios, el patrén de bandas observadas fue el mismo.

Con base en un antecedente del laboratorio en el que se observé que el extracto de

levadura influfa en la produccién de proteasas en Leuconostoc mesenteroides, este
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componente del medio de cultivo se remplazé por otras fuentes de nitrégeno,

especificamente sulfato de amonio, peptona, triptona y agua de cocimiento de maiz.

El andlisis por HPLC de los productos de la reaccion con 100g/L de sacarosa a 30
°C, mostr6 un incremento en la actividad de transferencia cuando se emplearon sulfato de

amonio y peptona como fuente de nitrégeno (Tabla 3).

Tabla 3. Especificidad de la enzima asociada a células provenientes de medios de cultivo con fuentes de

nitrégeno diferentes.

Especificidad Célulasde  Sulfato de . Licorde  Extracto de
Peptona Triptona
(%) referencia amonio maiz levadura
Hidrdlisis 27 49 49 57 56 98
Transferencia 3 51 | 43 44 2

Para tratar de modular la actividad proteolitica empleando extracto de levadura
como fuente de niotrégeno, se modificé el pH inicial del medio de cultivo para producir
la enzima de 6.9 a 5, ya que en trabajos anteriores se observd que las proteasas de
Leuconostoc mesenteroides eran mas activas a pH 7 y alcalinos. La temperatura de
crecimiento de L. citreum se redujo de 30 a 20 °C. Sin embargo, realizando la
fermentaciéon a 30 °C y partiendo de un pH inicial de 5 no se aument6 la relacién
transferencia/hidrdlisis. La actividad de transferencia fue recuperada partiendo de un pH
inicial de 6.9 en la fermentacién y creciendo a Leuconostoc citreum a 20 °C. En la figura
11B puede observarse que la disminucién de la temperatura de produccién permite evitar

la digestion de la IS correspondiente a la enzima nativa (165 kDa)

Posteriormente, las células obtenidas bajo las condiciones antes descritas (pH 6.9,
20 °C), se incubaron durante 26 h a diferentes temperaturas con 25 g/L de sacarosa en
buffer de fosfatos pH 6.5, el éptimo para la actividad inulosacarasa, empleando agitacién
magnética (250 rpm). Lo anterior se realiz6 con la finalidad de determinar si el proceso

proteolitico era posterior a la produccién de las células y si una vez producidas habia
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riesgo de protedlisis. Puede constatarse que la enzima no se degrada después del proceso
de produccion a pesar de incubarla a diferentes temperaturas (figura 11C), por lo que
puede concluirse que en la aparicion del fenémeno descrito anteriormente, la temperatura
de la fermentacién es el elemento clave. Aunque este cambio permitié resolver el
problema de produccién de la enzima, no explica como se origind la protedlisis a 30 °C

no observada con anterioridad.

165 kDa — [ s 500 it o T

Figura 11. Geles de SDS-PAGE teiiidos con el reactivo de Schiff. La fermentacién para la obtencidn de las
células se realizé empleando extracto de levadura y pH inicial de 6.9. A) IS de células crecidas a 30 °C.
Control: IS de células de referencia (3); IS producida con lotes diferentes de extracto de levadura (1, 2,4 y
5). B) IS de células obtenidas a 20 °C (1) y 30 °C (2). C) Células obtenidas a 20 °C. Control: IS de células
sin incubar(1); IS después de incubar las células durante 26 h a: 30 °C (2); 15 °C (3) y 2 °C (4).

En las fermentaciones previas llevadas a cabo a 30 °C, las cé€lulas de L. citeum se
recuperaban una vez alcanzada la fase estacionaria (DO = 6), ya que en este punto se
observé mayor actividad de la inulosacarasa. Con el crecimiento a 20 °C, la recuperacién
de las células se realiz6 al alcanzar una DO de 5 para evitar la protedlisis de la enzima, ya
que se observaron bandas adicionales después de 5 h de fermentaciéon. En la figura 12 se

muestran las curvas de crecimiento de Leuconostoc citreum a 20 y a 30 °C.
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Figura 12. Curva de crecimiento
de Leuconostoc citreum. (*) 30 °C; (+) 20 °C.
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En conclusién, al disminuir la temperatura a 20 °C, si bien se pierde en
productividad, el beneficio es mayor, pues se evita no solo la pérdida de enzima por
degradacion, sino también el cambio de especificidad de la reaccién hacia la hidrélisis del

sustrato .

3.2 Extraccion de la Inulosacarasa de Leuconostoc citreum.

Kees y col. (1999) reportaron cuatro formas de unién de proteinas ubicadas en la
pared celular para bacterias 4cido lacticas: unién transmembranal (A1), unién covalente a
lipoproteinas (A2), unién covalente a la pared celular (A3), unién a la pared celular (A4),
cuyo mecanismo de anclaje se desconoce y unién superficial no covalente a la pared

celular (AS).

La forma de anclaje a la pared celular de la inulosacarasa de Leuconostoc citreum
CW28 no ha sido determinada, por lo que para solubilizarla se siguieron tres protocolos:
tratamientos con lisozima, con cloroformo y con urea. En el primer caso no se detectd
actividad inulosacarasa (IS) ni en el sobrenadante ni en los restos celulares,
probablemente debido a la liberacién de proteasas al hidrolizar la pared celular. En el
segundo tratamiento, después de incubar durante una hora con cloroformo para
permeabilizar las células, solo se recuperd 3 % de actividad en el sobrenadante y 90 % de
actividad residual en células. En tiempos de incubacién mayores, la actividad IS se perdié
tanto en cé€lulas como en sobrenadante, probablemente debido a la inactivacién de la
enzima por el cloroformo. El tratamiento con urea 8M (Hamada y col., 1989) resulté ser

el més exitoso para la solubilizacion de la enzima, al recuperar 16 % de actividad IS en el
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sobrenadante y 60 % de actividad residual en células. Es posible que una parte de la
enzima no se renaturalice, ya que se pierde aproximadamente el 24 % de la actividad. No
se detectd actividad IS al incrementar el tiempo de incubacién con urea. Es probable que
no se trate de uniones tipo A2 y A3, ya que se trata de enlaces covalentes que no podrian

ser escindidos por la urea.

Es importante constatar que la enzima se encuentra fuertemente asociada a la
pared celular. Ain cuando no se ha determinado el tipo de anclaje, suponemos que
tampoco se trata de los tipos A4 y AS. Se ha reportado que proteinas con un dominio de
unién tipo A4, usualmente son detectadas tanto en fracciones de pared celular como en el
sobrenadante, lo que sugiere que la interaccién con la pared celular de la regién de unién

A4 es mds débil que en las de tipo A3 (Kees y col, 1999).

A partir de este resultado, se puede concluir que en el disefio de un catalizador, lo

mas adecuado parece ser el uso de células completas.

3.3 Caracterizacion de productos obtenidos

3.3.1 Produccion de manitol

El anélisis de los compuestos encontrados en el medio de reaccién al incubar la
sacarosa con la inulosacarasa solubilizada, indicé la presencia de inulina, glucosa,
fructosa y sacarosa residual. En presencia de sacarosa, la inulosacarasa puede llevar a
cabo la sinteis de inulina y la hidrélisis del sustrato, por lo que los compuestos anteriores

provienen de ambas reacciones.

Sin embargo, al analizar los productos de la reaccién observados en HPLC de la
inulosacarasa asociada a células con sacarosa, se encontré que ademés de los compuestos

ya mencionados, se producia un compuesto adicional que se supuso era manitol.

La identificacion de este poliol se realizé tomando como referencia la produccién
de una manitol deshidrogenasa intracelular por Leuconostoc mesenteroides (Dols y col.,

1997). Esta enzima cataliza la reduccién de fructosa a manitol en presencia de NADH.
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El tiempo de retencién del manitol en HPLC es muy cercano al de la glucosa, por
lo que para su purificacién se incubaron las células de L. citreum con fructosa y no con

sacarosa, evitando de esta forma la liberacién de glucosa al medio.

Modificando las condiciones de reaccién y adicionando NAD®, la manitol
deshidrogenasa cataliza también la oxidacion del manitol a fructosa, por lo que el
compuesto purificado se incubd con las células de L. citreum bajo las condiciones
descritas en materiales y métodos, siguiendo la reaccién en el tiempo. Al final de la
reaccién, todo el manitol se redujo a fructosa (Figura 13A). Finalmete, el andlisis por
espectrometria de masas realizado en el instituto de Quimica de la UNAM del compuesto

purificado, confirmo la identidad del producto (figura 13B).
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Figura 13. Identificacién del manitol. A) andlisis por HPLC de la regeneracién de fructosa a partir de
NAD" y manitol purificado de la reaccién de sintesis, empleando células completas. B) espectro de masas

del 1-D- manitol purificado de la reaccién de sintesis.

En una de las hipétesis iniciales se proponia que podia tratarse de un disacdrido o
algin otro producto resultado de la actividad transferasa de la IS. La caracterizacion de

este compuesto nos permitié eliminar la posibiliad de que la IS estuviese catalizando la
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formacion de algiin producto adicional a los ya mencionados. Se establecié también que
su origen, al trabajar con células completas, estd relacionado con la presencia de la

manitol deshidrogenasa intracelular, ya que no se detect6 actividad en el sobrenadante.

3.4 Determinacion de las constantes cinéticas

Las constantes cinéticas determinadas mediante regresién lineal empleando el
método de Lineweaver-Burk (Figura 14) para la enzima en solucién y asociada a células

se muestran en la tabla 4.

¢ Hidrdlisis
Transferencia

A Global

1/8

Figura 14. Regresién lineal mediante el método de Lineweaver-Burk. Para la determinacién de las

constantes cinéticas de las reacciones de hidrdlisis y transferencia se utilizé la enzima solubilizada.

De acuerdo con los pardmetros obtenidos, la reaccion de hidrélisis es
aproximadamente 2.6 veces més eficiente que la de transferencia, ya que la velocidad

para la transferencia del residuo fructosilo hacia el polimero es mayor

En andlisis posteriores se logré dirigir la reaccién mayoritariamente hacia la

sintesis de inulina modificando la concentracién de sustrato.

La diferencia de afinidad observada para la reaccién global (hidrélisis y

transferencia) entre la enzima asociada y en solucién, puede ser el producto de
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resistencias difusionales, ya que es probable que el polimero se concentre cerca de las

células o unido a ellas, dificultando el acceso de la sacarosa al sitio activo.

Tabla 4. Constantes cinéticas para la enzima asociada a células y en solucién (U= pgmoles de: “fructosa

- . . . L . . Ll . . -
transferida y sacarosa hidrolizada; ~ sacarosa hidrolizada o *fructosa transferida. min™")

ks Km (mM)
Enzima Asociada (U/mg de proteina
a células tatl)
Reaccion global 0.89" 66
Enzima en (U/mg de enzima)
solucién
Reacci6n global 834" 38
Hidr6lisis 357" 17
Transferencia 526" 64

3.5 Determinacion de la relacion hidrélisis/transferencia

Tomando como referencia que a concentraciones de sacarosa menores a 20 g/L,
las levansacarasas de B. subtilis y A. diazotrophicus exhiben sélo actividad hidrolitica
(Song y Jacques, 1999), se intenté dirigir la especificidad de la reaccién con la
inulosacarasa hacia una mayor sintesis de inulina modificando la concentracién de

sacarosa inicial en el medio.

Empleando la enzima tanto en solucién como asociada a células, se observé un
incremento en la relacién transferencia/hidrélisis proporcional a la concentracién de

sacarosa (figura 15 A y B).
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Este efecto se encuentra relacionado probablemente no solo con el aumento en el
nimero de moléculas aceptoras para la reaccién de transferencia, sino con el contenido
total de sélidos en el medio, ya que el nivel de transferencia hacia sintesis de polimero se

mantuvo constante en el transcurso de la reaccién (no se muestra).
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Figura 15. Especificidad de la reaccién con diferentes concentraciones de sacarosa. A) inulosacarasa en

solucién; B) inulosacarasa asociada a células. () hidrélisis; (+) transferencia.

La importancia de este resultado radica en haber identificado el problema que
implicaria la sintesis con bajas concentraciones de sacarosa. Sin embargo, se trata de
condiciones de proceso poco probables, pues en general se busca la alta productividad

asociada con las altas concentraciones de sacarosa.

Es probable que una disminucién en la concentracién de agua, aunada al aumento
en la concentracién de un aceptor alternativo, explique la disminucién en la reaccién de
hidrolisis. Este mismo efecto ha sido reportado por Castillo y Lépez-Munguia (2004)

para la levansacarasa en presencia de solventes.

42



Resultados

3.6 Reacciones de aceptor

Una caracteristica que comparten varias FTF; es la capacidad para transferir el
residuo fructosilo, ademds de al agua, hacia algunas moléculas alternativas a la sacarosa
que actiian como aceptoras del mismo. La sintesis de fructésidos es el resultado de estas
reacciones de aceptor. Sin embargo, la enzima sintetizé Gnicamente inulina cuando se
incubaron las células de L. citreun CW28 con actividad inulosacarasa y diversos
aceptores como glucosa, maltosa y lactosa en relacién 1:1 y 1:2 con sacarosa. No se
observaron reacciones de transferencia del residuo fructosilo hacia estas moléculas,
demostrando que las cadenas de inulina o el agua son mucho més activas para aceptar el
fructésido que las moléculas ensayadas. En el caso de la dextransacarasa, una GTF de
Leuconostoc mesenteroides, la maltosa desplaza casi totalmente la sintesis hacia el

trisacarido panosa.

En la figura 16 puede observarse que después de 24 h, la concentracion de lactosa

permanece constante.
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Figura 16. Anilisis en HPLC de las reacciones de aceptor. La concentracién constante de lactosa durante el
transcurso de la reaccién (24 h ), al incubar las células de L. citreum con sacarosa y lactosa en relacion 1:1,
indica que la enzima no realiza reacciones de aceptor. F-fructosa; G-glucosa; Man-manitol; S-sacarosa y

Lac-lactosa.
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3.7 Produccion de inulina en planta piloto

Con la finalidad de preparar un lote de inulina que permitiera iniciar estudios de
nutricién animal paralelos a este trabajo, se realiz6 la produccion de inulina en la planta
piloto en un reactor de 30 L, empleando las condiciones a las cuales se obtuvo una mayor
relacién transferencia/hidroélisis, es decir, la enzima asociada a células y una

concentracion de sacarosa de 250 g/L.

Las operaciones realizadas y las condiciones de reaccién se resumen en la figura
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Figura 17. Diagrama de la produccién de inulina en la planta piloto.

44



Resultados

Después de 40 horas de reaccién se convirtié el 84 % del sustrato. De la totalidad
de sacarosa transformada, 24 % se hidrolizé y el 76 % restante se dirigi6 hacia la sintesis

de polimero.

3.8 Analisis de la inulina

3.8.1 Determinacion del peso molecular

La inulina producida en la planta piloto presenté una distribucién bimodal de
pesos moleculares. Como se muestra en la figura 16, se observa una primera distribucién
de pesos moleculares de 400 a 7400 Da, y una segunda entre 90000 y 4 400 000 Da,

mostrando un maximo preferencial en 2 300 000 Da. Al realizar la comparacién con la
inulina comercial de origen vegetal (Raftiline®), se determiné que las diferencias en PM
fueron hasta de tres ordenes de magnitud, ya que la Raftiline® consiste en inulina con un

peso molecular promedio de 8 300 Da, teniendo ademds una distribucién mucho menos

dispersa (Figura 18).
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Figura 18. Distribucién de pesos moleculares de la inulina commercial (Raftiline*) y la inulina producida

por Leuconostoc citreum CW28.

La distribucién de pesos moleculares varfa dependiendo de la forma enzimdtica
empleada, ya que cuando la enzima se encuentra asociada se sintetiza practicamente solo

inulina de alto peso molecular (figura 19A), en tanto que con la enzima en soluci6n
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aumenta la produccién de polimero similar al de la inulina de origen vegetal (Figura
19B).

Este comportamiento ya ha sido observado con anterioridad por Steinberg y col,
(2002) y por Chambert y col. (1993), al inmobilizar FTF,, en el primer caso de S. mutans
y en el segundo de B. subtilis sobre hidroxiapatita (HA). En ambos casos se propone que
la distribucion bimodal puede sugerir la elongacion de la cadena por dos mecanismos
diferentes: crecimiento de una cadena para el polimero de bajo peso molecular, y
crecimiento multiple para el polimero de peso molecular elevado. Se propone que al
modificar las condiciones de reaccion, se influye de alguna manera en el mecanismo de
elongaciéon. Un amplio rango en la distribucion de pesos moleculares elevados es tipico

del mecanismo de crecimiento multiple, y puede ser observado en la figura 19B.

Ki-Hyo y col. (2001), reportaron un decremento en la producciéon de levana
sintetizada por la levansacarasa de Zymomonas mobilis expresada en E. coli a
concentraciones de sacarosa superiores a 200 g/L, probablemente debido a la formacion

de oligosacaridos a altas concentraciones de sustrato.
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Figura 19. Influencia de la concentracion de sacarosa en el peso molecular de la inulina. Distribucion de
pesos moleculares de la inulina producida por la inulosacarasa de L. citreum CW28 con diferentes

concentraciones de sacarosa: A) asociada a células y B) en solucion.
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A las concentraciones ensayadas de sacarosa (20 a 250 g/L), no se observaron
variaciones en el peso molecular de la inulina en ninguna de las formas enzimaéticas
(figura 19). Sin embargo, es necesario aumentar la concentraciéon de sustrato arriba de

250 g/L para poder concluir si la inulosacarasa sigue o no este comportamiento.

Al analizar la variacién del peso molecular de la inulina con el tiempo de reaccién
empleando ambas formas enziméticas, podemos observar que en el polimero producido
por la enzima asociada a células el peso molecular se mantiene constante, lo que no

sucede con la inulina sintetizada por la enzima en solucién (figura 20).
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Figura 20. Distribucién de pesos moleculares a diferentes tiempos de reaccién. A) enzima solubilizada; B)

enzima asociada a células.
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Es probable que existan resistencias difusionales del polimero sintetizado cuando
la enzima se encuentra asociada y que solo sea liberado al medio de reaccién al alcanzar
cierto tamaiio. Esto explicaria también la diferencia de los pesos moleculares al emplear

una u otra forma enzimatica.

El resultado anterior coincide con lo reportado por Steinberg y col. (2002). Estos
autores observaron al inmobilizar FTFs sobre HA, una variacion en la relacion de pesos
moleculares entre las fructanas retiradas de la superficie del catalizador mediante lavados
del mismo, y aquellas que permanecian adheridas y que fueron retiradas mediante

sonicacién, siendo las dltimas de peso molecular menor.

3.8.2 Pureza

Finalmente, se analiz6 por HPLC el contenido de azicares digeribles resultantes
del proceso de produccién del polimero y que no fueron eliminados en la etapa de
precipitacion. Los azicares encontrados fueron glucosa (38 g/L) y sacarosa (10 g/L),
ademas de manitol (38 g/L), que como se menciond anteriormente, proviene de la
reduccion de la fructosa por la manitol deshidrogenasa intracelular. Dada la naturaleza
segura de estos azicares y del manitol, consideramos que la calidad del producto no es

afectada, por lo que no se procedio a la purificacion de la inulina.

Cabe mencionar que el contenido de azicares en la inulina comercial de origen
vegetal, (Raftiline®) varia entre 80 y 120 g/L, a excepcién de la Raftiline® HP, en la que

se eliminan azdcares y oligosacaridos.
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CONCLUSIONES

La inulosacarasa de Leuconostoc citreun CW28 sufre protedlisis al ser producida
a 30 °C y cambia su especificidad dirigiéndola practicamente en su totalidad hacia la
hidrélisis de la sacarosa. Al modificar la temperatura de crecimiento de L. citreum, se
recupera la actividad de transferencia. Después de ser producida a 20 °C, la enzima

asociada a células permanece estable. El origen de la protedlisis no fue establecido.

Se determind la presencia de una manitol deshidrogenasa intracelular dependiente
de NADH en Leuconostoc citreum CW28. Esta enzima reduce la fructosa libre del medio
a manitol al realizar la sintesis de inulina con la inulosacarasa asociada a células. El

manitol fue identificado por espectrometria de masas.

Se determinaron las constantes cinéticas para las reacciones de transferencia e
hidrélisis, empleando la enzima solubilizada mediante un tratamiento con urea. La
inulosacarasa mostré una menor afinidad por el polimero que por el agua para transferir
el residuo fructosilo y es 2.6 veces més eficiente para transferir el residuo fructosilo hacia
esta molécula. Fue posible dirigir la reaccion mayoritariamente hacia la produccién de
inulina con ambas formas enzimadticas, al aumentar la disponibilidad de sacarosa en el
medio. No se observaron reacciones de transferencia del residuo fructosilo hacia otras

moléculas como lactosa, glucosa y maltosa.

El polimero producido por la IS asociada a células presenta una distribucién
monomodal de pesos moleculares, en tanto que el sintetizado por la enzima solubilizada
muestra un perfil bimodal. La relacién entre la inulina de peso molecular bajo y elevado
fue aproximadamente de uno para la enzima en solucién. Es probable que la distribucién

bimodal del polimero obedezca a dos mecanismos diferentes de elongacién de cadena.

El andlisis comparativo entre la inulina producida por la inulosacarasa de L.
citreum CW28 en su forma asociada y la inulina comercial de origen vegetal (Raftiline®),

mostré una gran diferencia en relacién a los pesos moleculares. Es importante sefialar que

los estudios que sustentan a la inulina como prebidtico, han sido realizados con inulina de
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origen vegetal, por lo que estudios de nutricién tanto animal como en humanos son

esenciales para determinar si este polimero puede ser ubicado como prebidtico.

Cabe mencionar que una de las distribuciones de peso molecular presentadas por
la inulina de L. citreum CW28, corresponde al peso de la Raftiline®, por lo que resulta

atractivo tratar de modular el grado de polimerizacion, especialmente con la enzima en

solucion.

Después de definir las condiciones para una mayor productividad de inulina, se
realizé la produccién de este polimero en la planta piloto con la enzima asociada,

alcanzando una produccién de 80 g/L.
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