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1. RESUMEN 

 

s sabido que varias fructofuranosidasas, particularmente exo-β-fructosidasas, 

pueden hidrolizar inulina, levana y fructanas mezcladas como las agavinas 

(fructanas presentes en plantas de agave). En este contexto, la habilidad de las 

fructosidasas para hidrolizar diferentes tipos de fructanas se comparó usando dos 

preparaciones enzimáticas: Fructozyme L (Novozymes), un producto comercial formado 

por una mezcla de endo y exoinulinasas, y una exoinulinasa (BfrA) de la bacteria T. 

maritima. 

 

 Como fue esperado, ambos productos enzimáticos hidrolizaron preferentemente 

enlaces β2-1 y fructanas de bajo peso molecular. La inulina de achicoria fue el substrato 

degradado con mayor velocidad por ambas preparaciones, seguido por la inulina 

bacteriana que posee un peso molecular alto y esta ramificada en posiciones β2-6, 

mientras que las levanas bacterianas fueron hidrolizadas mas lentamente. Se encontró que 

la hidrólisis de la sacarosa y las fructanas de bajo peso molecular (≤ 8.3 kDa) siguió una 

cinética tipo Michaelis-Menten con ambas preparaciones enzimáticas, mientras que la 

hidrólisis de fructanas de alto peso molecular (≥ 2,200 kDa) siguió una cinética de primer 

orden. De la comparación de las constantes de segundo orden se encontró que la inulina 

bacteriana (L. citreum CW28) fue hidrolizada a una velocidad 15 y 11 veces menor con 

Fructozyme L y la BfrA respectivamente, relativo a la inulina de achicoria. Para el caso 

de la levana de L. mesenteroides NRRL B-512F, la constante de segundo orden fue 200 y 

22 veces menor que la inulina de achicoria con las mismas preparaciones enzimáticas. 

Además de la información encontrada acerca de la cinética de hidrólisis de fructanas, 

estos resultados también sugieren que el comportamiento cinético puede emplearse para 

diferenciar entre fructanas con diferentes estructuras. Los resultados obtenidos fueron 

sometidos para su publicación en la revista Journal of Food Chemistry con el título: 

Enzymatic hydrolysis of fructans by two β-fructosidase preparations, anexado al final del 

escrito. 

E 
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2. INTRODUCCIÓN  

 

as fructanas son polímeros de fructosa sintetizadas a partir de la sacarosa que 

dependiendo del tipo de enlace que las une se pueden clasificar en: (A) inulina, 

formada por enlaces β2-1; (B) levana, formada por enlaces β2-6; (C) neo-inulina, 

formada por dos cadenas de inulina unidas a una molécula de glucosa, en sus carbonos 

uno y seis; (D) neo-levana, formada por dos cadenas de levana unidas a una molécula de 

glucosa, igualmente en sus carbonos uno y seis [1-3] (figura 1). La inulina puede estar 

ramificada con enlaces β2-6 y la levana con enlaces β2-1 generando estructuras más 

complejas (figura 1E). En algunas casos ninguno de los dos tipos de enlaces predomina 

por lo que es difícil considerar a la fructana como inulina o levana, recibiendo el nombre 

de fructanas mezcladas (figuras 1F y 1G), siendo el caso de las fructanas presentes en las 

plantas de agave, las cuales han sido denominadas agavinas [4]. 
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Alrededor del 15% de las plantas con flores utilizan fructanas como reserva de 

carbohidratos [5], dentro de las cuales se encuentran la achicoria, la alcachofa de 

Jerusalén, la dalia y las plantas de agave. Entre los microorganismos productores de 

fructanas se encuentran las bacterias ácido lácticas (BALs) de los géneros Streptococcus, 

Leuconostoc, Lactobacillus y Weissella, así como algunas especies no ácido lácticas 

como Zymomonas mobilis, Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus subtilis y 

Bacillus polymyxa [6]. 

 

El interés por la inulina y los fructoligosacáridos (FOS) con enlaces β(2-1), ha 

crecido debido a las propiedades nutracéuticas y organolépticas que poseen [7-9], 

mientras que las levanas son estudiadas pues se ha demostrado que tienen actividad 

antitumoral [10,11], así como actividad antiinflamatoria e hidratante sobre piel irritada 

[12]. Además, las fructanas representan una fuente importante para la producción de 

fructosa [13,14], azúcar con un poder edulcorante mayor que la sacarosa y que exhibe 

múltiples propiedades funcionales cuando se usa en alimentos y bebidas [15]. La 
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Figura 1. Ejemplos de diferentes tipos de fructanas. A) inulina; B) levana; C) neo-inulina; D) neo-levana; E) 
estructura propuesta por Tanaka y col. [52] para la levana de B. subtilis de bajo PM; F) y G) estructuras 
propuestas por Mancilla-Margalli y López [4] para las fructanas mezcladas presentes en plantas de A. 
tequilana Weber var. azul de la región de Los Altos, Jalisco, México.
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producción de inulina y FOS se ha realizado hasta ahora principalmente mediante su 

extracción de plantas de achicoria [8], mientras que en nuestro país, las fructanas 

presentes en las plantas de diversos tipos de agave y sotol han sido utilizadas casi 

exclusivamente para la producción de bebidas fermentadas tradicionales como el tequila 

[16,17], mezcal [18,19], bacanora [20] y sotol [21]. 

 

La hidrólisis de fructanas para la producción de FOS y fructosa es llevada a cabo 

enzimáticamente por las fructanohidrolasas, enzimas que pueden ser de origen vegetal o 

microbiano. Las endoinulinasas (EC 3.2.1.7), fructanohidrolasas que hidrolizan enlaces 

internos de la inulina, han sido ampliamente estudiadas para la producción de FOS a 

partir de inulinas de origen vegetal [22-24], mientras que las exoinulinasas, 

fructanohidrolasas que hidrolizan enlaces terminales de los extremos no reductores de 

inulina y levana, han sido estudiadas solas o en sinergismo con las endoinulinasas en la 

hidrólisis de inulina vegetal para la producción de fructosa [25-28]. Además del interés 

generado por la demanda de FOS y fructosa, las inulinasas han despertado el interés de 

grupos de investigación, incluido el nuestro, pues son un auxiliar en la identificación de 

fructanas al poder modificarlas en un medio por hidrólisis selectiva y su posterior 

cuantificación mediante fructosa y/o poder reductor. 

 

Diversos autores han reportado fructanohidrolasas eficientes para la producción 

de fructosa, siendo las levaduras del género Kluyveromyces y los hongos del género 

Aspergillus las fuentes mas versátiles para la producción de inulinasas [29], y el producto 

comercial Fructozyme L (Novozymes) compuesto por una mezcla de endo y 

exoinulinasas de Aspergillus niger, el más estudiado y aplicado en la industria 

actualmente [25,27,30]. En términos de su estabilidad y condiciones de operación, las 

enzimas de Aspergillus resumen las características apropiadas para una aplicación 

comercial. Sin embargo, dado que el producto final es susceptible de contaminación, es 

conveniente trabajar a temperaturas suficientemente altas para disminuir los riesgos. En 

este sentido destaca otra inulinasa, la exoinulinasa de T. maritima (BfrA) que es la β-

fructosidasa más termoestable reportada hasta la fecha [31], por lo que resulta atractiva 

para un proceso de esta naturaleza. 
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Dado los antecedentes de trabajo experimental del grupo, hemos encontrado que 

si bien las inulinasas actúan preferentemente sobre las inulinas, también las levanas son 

susceptibles de hidrólisis por estas enzimas, variando las características cinéticas con las 

que se lleva a cabo el proceso. Por esta razón hemos decidido estudiar el proceso cinético 

de hidrólisis aplicando tanto un producto comercial disponible (Fructozyme L) así como 

una exoinulinasa termorresistente (BfrA) que permita no solo realizar un análisis 

comparativo, sino también explorar la posibilidad de su aplicación en procesos de 

hidrólisis. Por otro lado, la determinación de la estructura de una fructana requiere de 

procedimientos finos y complejos como resonancia magnética nuclear (NMR) o análisis 

por metilación de los grupos hidroxilo mediante cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS) [32], por lo que contar con métodos rápidos que 

permitan obtener una idea inicial de la estructura sería de gran utilidad en la investigación 

y caracterización de fructanas. Por lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo 

consiste en una primera instancia, caracterizar cinéticamente la hidrólisis de diversas 

fructanas empleando un producto enzimático comercial (Fructozyme L) y una 

exoinulinasa de la bacteria hipertermofílica T. maritima (BfrA), y a partir de estos 

resultados, analizar la posibilidad de identificar la estructura de las fructanas o cambios 

estructurales en las mismas mediante un ensayo enzimático. 
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3. GENERALIDADES  

 

3.1. Origen de las fructanas 

 

as fructanas son sintetizadas principalmente por plantas y bacterias. En el caso de 

las plantas, alrededor del 15% de las Angiospermas (plantas con flores) utilizan a 

las fructanas como carbohidratos de reserva [5]. Éstas son sintetizadas y almacenadas en 

la vacuola y acumuladas en órganos especializados como en la raíz de la achicoria, el 

tubérculo de la alcachofa de Jerusalén, el bulbo de la cebolla (tabla I) o la piña en las 

plantas de agave (tabla II) [1,33]. Un rol diferente de las fructanas en plantas es la 

posibilidad de que funcionen de forma protectora durante el estrés causado por la sequía, 

la sal y/o el frío [1]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Por otro lado, la producción de polisacáridos extracelulares (PECs) como las 

fructanas, está ampliamente distribuida entre las BALs que han sido utilizadas por siglos 

para la obtención de productos fermentados (tabla III). Además de las BALs existen otras 

bacterias como las que se enlistan en la tabla IV, capaces de producir fructanas. Se ha 

L 

Tabla I. Contenido de inulina en plantas de consumo humano [34]. 

Fuente Parte comestible 
Contenido de inulina (% peso 

fresco) 

Cebolla Bulbo 2-6 

Alcachofa de Jerusalén Tubérculo 14-19 

Achicoria Raíz 15-20 

Puerro Bulbo 3-10 

Ajo Bulbo 9-16 

Alcachofa Hojas y corazón 3-10 

Plátano Fruto 0.3-0.7 

Centeno Cereal 0.5-1† 

Cebada Cereal 0.5-1.5† 

Diente de león Hojas 12-15 

† Valor estimado. 
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propuesto que la función de los PECs bacterianos es de protección contra la desecación, 

la fagocitosis, la depredación por protozoos, el ataque de fagos, antibióticos, toxinas y 

estrés osmótico. Los PECs también tienen un rol importante en el reconocimiento celular, 

adhesión a superficies y formación de biofilms facilitando de esta forma la colonización 

de varios ecosistemas [35]. 

 

 

Tabla II. Composición de la piña en especies de plantas de agave. Piñas de plantas con edades de 8 a 9 
años. Resultados expresados en % en peso [36]. 

Nombre común H2O 
Fibra 
Cruda 

Agavina 
Azúcares 

reductores totales 
Nitrógeno Cenizas pH 

Carpintero 70 11 15.4 1.03 0.021 3.9 5.5 

Pata de mula 63 12 19.8 1.00 0.019 2.9 5.0 

Bermejo 65 12.5 18.1 1.06 0.022 2.5 5.0 

Azul 62 11.8 20.1 1.03 0.024 2.5 5.5 

Zopilochino 70 12 14.3 1.03 0.023 2.7 4.5 

Sihuin 65 12.5 17.5 1.09 0.021 2.5 4.5 

Chato 68 12.5 15.6 1.23 0.020 2.4 5.0 

Azul 2 60 11 24.1 1.50 0.020 2.7 4.5 

Tabla III. Bacterias ácido lácticas productoras de fructanas. 

Microorganismo Tipo de fructana Referencia 

Lactobacillus acidophilus ND† [37] 

Lactobacillus crispatus ND [37] 

Lactobacillus frumenti ND [38] 

Lactobacillus mucosae ND [37] 

Lactobacillus panis ND [38] 

Lactobacillus plantarum ND [39] 

Lactobacillus ponéis ND [38] 

Lactobacillus reuteri ND [38] 

Lactobacillus reuteri 121 Inulina y Levana [40,41] 

Lactobacillus sanfranciscensis, 
L.  sanfranciscensis LTH1729 y L. sanfranciscensis LTH2590 

ND 
Levana 

[38] 
[42] 

Leuconostoc citreum  CW28 Inulina [43] 

Leuconostoc  mesenteroides ATCC 8293 Levana [44] 
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3.2. Estructura de las fructanas 

 

La estructura de las fructanas varía dependiendo de su origen. En plantas, la inulina se 

encuentra en las Asterales como la achicoria y la alcachofa de Jerusalén [61] (figura 1). 

La levana está presente en algunos pastos (Poaceae) como en Poa ampla [62], la neo-

inulina se produce en las Liliaceae como el espárrago y la cebolla [63,64], la neo-levana 

se encuentra en las Poales como en la avena [65] y finalmente las fructanas mezcladas o 

“gramminans” están presentes también en avena, Agave spp y Dasylirion spp [4,65]. 

 

Tabla III. Continuación 

Leuconostoc  mesenteroides NRRL B-512F Levana [45] 

Pediococcus pentosaceus Levana [39] 

Streptococcus mutans Inulina [46] 

Streptococcus salivarius Levana [46] 

Weissella cibaria ND [39] 

Weissella confusa ND [38] 

† ND – Estructura no determinada. 

Tabla IV. Bacterias no ácido lácticas productoras de fructanas 

Microorganismo Tipo de fructana Referencia 

Acetobacter diazotrophicus SRT4 Levana [47] 

Actinomyces viscosus Levana [48] 

Aerobacter levanicum Levana [49] 

Bacillus circulans Levana [50] 

Bacillus polymyxa Levana [51] 

Bacillus subtilis Levana [52] 

Bacillus subtilis (Natto) Takahashi Levana [53] 

Bacillus sp 217C-11 Inulina [54] 

Erwinia amylovora Levana [55] 

Microbacterium laevaniformans Levana [56] 

Pseudomonas aurantiaca Levana [57] 

Pseudomonas syringae pv.  Phaseolicola Levana [58] 

Rahnella aquatilis JCM-1683 Levana [59] 

Zymomonas mobilis Levana [60] 
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 Las bacterias producen principalmente levanas o inulinas ramificadas (figura 1, 

tabla III y IV), cuyo grado de polimerización (GP) puede alcanzar los 100,000 residuos 

de fructosa, mientras que las plantas producen toda una gama de estructuras de fructanas 

con un GP que varía entre los 30-50 residuos de fructosa y que ocasionalmente alcanza 

los 200 [2]. 

 

 La elucidación de la estructura química de carbohidratos complejos como las 

fructanas se lleva a cabo mediante instrumentación sofisticada como NMR y MS. Sin 

embargo, un análisis de metilación de los grupos hidroxilo obtenido mediante GC-MS es 

requerida para obtener información acerca de la posición de los enlaces glicosídicos, 

posición de ramificaciones, composición de los monosacáridos y tamaño de los anillos 

[32]. Este proceso consiste básicamente en la per-O-metilación del polisacárido seguido 

de una hidrólisis ácida que proporciona monosacáridos parcialmente metilados, su 

reducción a sus correspondientes alditoles, la acetilación de los nuevos grupos hidroxilo 

formados y finalmente su análisis mediante GC-MS [32]. 

 

3.3. Aplicaciones de las fructanas 

 

Las fructanas poseen diversas aplicaciones que dependen de su estructura y su peso 

molecular (PM). Debido al tipo de enlace que poseen no pueden ser hidrolizadas por las 

enzimas del sistema digestivo humano, por lo que resisten el paso por el estómago hasta 

llegar al colon donde son fermentadas por la microbiota intestinal. Esto ha permitido 

clasificar a las fructanas tipo inulina como prebióticos, ya que además de no ser 

hidrolizadas por los ácidos gástricos y las enzimas humanas, y no ser absorbidas por el 

tracto gastrointestinal, son fermentadas por la flora benéfica del intestino estimulando su 

crecimiento y/o actividad, lo que contribuye a la buena salud del hospedero [7-9]. 

Diversos estudios realizados con inulina in vivo e in vitro, han demostrado su capacidad 

para estimular el crecimiento de las bifidobacterias [66-69], microorganismos asociados 

con el buen funcionamiento del ciego y colon, además, se ha encontrado que una dieta 

rica en inulina incrementa la producción de butirato durante su fermentación [66,68], 

principal fuente de energía para los colonocitos (células epiteliales ciego-colónicas).  



Caracterización de la Hidrólisis Enzimática de Fructanas 

 13 

 Por otro lado, dependiendo del GP, la inulina y sus FOS poseen distintos atributos 

funcionales. Por ejemplo, la inulina tiene la habilidad de formar microcristales cuando se 

mezcla con agua o con leche, formando texturas suaves y cremosas por lo que puede ser 

utilizada como sustituto de grasa en alimentos [7], mientras que los FOS, al tener cadenas 

pequeñas, son más solubles que la inulina y ayudan a dar mejor cuerpo a los productos 

lácteos, disminuir el punto de congelamiento de postres y dar textura a productos de 

panadería, además, poseen de un 30 a un 50% de dulzura comparada con la sacarosa [7], 

siendo la planta de achicoria la principal fuente para la producción de inulina y FOS [8]. 

 

 El estudio de las fructanas mezcladas y levanas en aplicaciones farmacológicas ha 

sido amplio. Ophiopogon japonicus y Cyathula officinalis Kuan son plantas usadas como 

medicamentos en la cultura tradicional china. Estudios farmacológicos de los 

polisacáridos presentes en O. japonicus muestran su capacidad para estimular la 

proliferación de linfocitos [70], mientras que se ha demostrado que los polisacáridos 

presentes en C. officinalis poseen actividad antitumoral [71]. La estructura de estos 

polisacáridos fue determinada mostrando que son fructanas del tipo fructana mezclada. 

En lo referente a las levanas, se ha encontrado que también poseen capacidad antitumoral 

[72,73], y que características estructurales como el GP [11] y el PM [12,56,72] juegan un 

papel importante para tal efecto. Esto sugiere que la composición del polímero, el tipo de 

enlace glicosídico y el porcentaje de ramificación influencian la estructura secundaria y 

terciaria de la cadena principal y su ensamblaje macromolecular, definiendo de esta 

forma las propiedades biológicas y físicas de la fructana [56]. También se ha encontrado 

un potencial de las levanas en la industria cosmética al observar sus efectos hidratantes y 

antiinflamatorios sobre piel irritada [12]. 

 

 Las BALs han sido utilizadas por siglos para la producción de alimentos 

fermentados debido a las propiedades de conservación y de sabor que les confieren a 

estos productos. Otra característica importante de algunas de estas cepas es su habilidad 

para la síntesis de PECs como las fructanas (tabla III). Durante la producción tradicional 

de pan mediante masa madre (sourdough), la masa es fermentada por un cultivo 

simbiótico de levaduras y BALs que además de mejorar el aroma y la vida de anaquel 
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producen PECs que afectan positivamente la reología de la masa y la textura del pan. Se 

han realizado estudios sobre BALs procedentes de masa madre (sourdough) encontrando 

una gran variedad que produce fructanas durante la fermentación [38,39]. La producción 

in situ de PECs como las fructanas durante la fermentación del pan, permite además 

evitar el uso de aditivos durante el proceso. 

 

 Otro aspecto de interés industrial, es el hecho de que las fructanas representan una 

fuente importante para la producción de fructosa [13,14], azúcar que en forma cristalina 

exhibe un poder edulcorante relativo al de la sacarosa de 1.8 y en solución de entre 1-1.75 

dependiendo de la temperatura, pH y concentración [74,75]. Además, la dulzura de la 

fructosa es mayor a bajas temperaturas, incrementándose 1.8 veces cuando la temperatura 

se reduce de 60 a 5ºC [75], lo cual repercute de manera importante en su aplicación en la 

industria refresquera. 

 

 En nuestro país, las fructanas presentes en las plantas de agave y sotol ostentan 

una gran importancia, ya que mediante su hidrólisis y fermentación se obtienen bebidas 

espirituosas tradicionales como el tequila [16,17], mezcal [18,19], bacanora [20] y sotol 

[21]. Por otro lado, la producción de las denominadas “mieles de agave” derivadas de las 

agavinas son una alternativa de edulcorante con grandes beneficios nutricionales y 

fisiológicos [76]. 

 

3.4. Hidrólisis de fructanas 

 

La hidrólisis de fructanas para la producción de fructosa y FOS se lleva a cabo 

enzimáticamente por las fructanohidrolasas que, como se señaló, pueden ser de origen 

vegetal o microbiano. Las de origen microbiano se pueden clasificar en tres grupos 

distintos, de acuerdo con la clasificación propuesta por Avigad y Bauer [77]:  

 

A. β-Fructofuranosidasas inespecíficas, que además de hidrolizar la sacarosa son 

capaces de hidrolizar, a partir del extremo no reductor, fructósidos y fructanas 

en las que la fructosa está unida mediante enlaces tanto β2-1 como β2-6: a 
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este grupo pertenecen las Exo-β-D-fructosidasas (exoinulinasas o 

exolevanasas) (EC 3.2.1.80) y las 2,6-β-fructan 6-levanbiohidrolasas 

(3.2.1.64).  

B. Endoinulinasas (EC 3.2.1.7), enzimas específicas para la hidrólisis de enlaces 

internos β2-1 de inulinas.  

C. Endolevanasas (EC 3.2.1.65), enzimas específicas para la hidrólisis de enlaces 

internos β2-6 de levanas.  

 

En el caso de las fructanohidrolasas de origen vegetal, únicamente se conocen 

Exo-β-D-fructosidasas, pero debido a que éstas presentan una alta especificidad por los 

enlaces β(2-1) o β(2-6) y baja o nula actividad invertasa [78] se agrupan en: (a) fructan β-

(2-1)-fructosidasas (EC 3.2.1.153) y (b) fructan β-(2-6)-fructosidasas (EC 3.2.1.154). 

 

 La búsqueda de fructanohidrolasas para su aplicación en la producción de fructosa 

y FOS ha sido amplia, como se resume en la tabla V, en la que se presentan referencias 

de enzimas de diversos orígenes. También ha sido amplio el estudio de la hidrólisis de 

inulina vegetal para la producción de fructosa, planteada como una alternativa a la 

producción clásica de fructosa a través de la hidrólisis del almidón de maíz y la 

isomerización de glucosa [25-28]. Sin embargo, dado que la inulina presenta baja 

solubilidad a temperatura ambiente y el producto final es susceptible de contaminación, 

el proceso industrial para la producción de fructosa y FOS de inulina se lleva a cabo a 

60ºC, lo que requiere de enzimas que posean una buena actividad y estabilidad a esta 

temperatura. Diversos autores han reportado enzimas eficientes para este fin, siendo las 

inulinasas de Kluyveromyces ssp y Asperigillus spp las mejor conocidas [29] y el 

producto comercial Fructozyme L (Novozymes) compuesto por una mezcla de endo y 

exoinulinasas de Aspergillus niger el más empleado actualmente [25,27,30]. En términos 

generales estas enzimas resumen las características apropiadas para una aplicación 

comercial, teniendo propiedades adecuadas para su uso industrial. Por otro lado, dada la 

necesidad de trabajar a altas temperaturas es importante señalar que hasta la fecha, la 

BfrA es la inulinasa más termoestable y termoactiva reportada [31], por lo que resulta 

atractiva para este proceso. 
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Tabla V. Microorganismos productores de fructanohidrolasas. 

Microorganismo Tipo de enzima Temperatura† 
(ºC) 

Referencia 

Aspergillus awamori Exo-β-D-fructosidasa 60 [79] 

Aspergillu candidus Exo-β-D-fructosidasa 45 [80] 

Aspergillus ficuum Exo-β-D-fructosidasa ND‡ [81] 

Aspergillus fumigatus Exo-β-D-fructosidasa 60 [82] 

Aspergillus niger Exo-β-D-fructosidasa ND [28] 

Aspergillus oryzae Exo-β-D-fructosidasa 55 [83] 

Bacillus polymyxa Exo-β-D-fructosidasa 35 [84] 

Bacillus sphaericus 188-1 Exo-β-D-fructosidasa 40 [85] 

Bacillus subtilis Exo-β-D-fructosidasa 55 [86] 

Bacillus subtilis 430ª Exo-β-D-fructosidasa ND [87] 

Bacteroides fragilis BF-1 Exo-β-D-fructosidasa 37 [88] 

Bifidobacterium adolescentes G1 Exo-β-D-fructosidasa ND [89] 

Bifidobacterium infantis Exo-β-D-fructosidasa 55 [90] 

Bifidobacterium infantis ATCC 15697 Exo-β-D-fructosidasa 37 [91] 

Bifidobacterium lactis DSM10140(T) Exo-β-D-fructosidasa 40 [92] 

Candida guilliermondii Exo-β-D-fructosidasa ND [28] 

Chrysosporium cladosporioides Exo-β-D-fructosidasa 55 [93] 

Geobacillus stearothermophilus KP1289 Exo-β-D-fructosidasa 60 [94] 

Gluconacetobacter diazotrophicus SRT4 Exo-β-D-fructosidasa 30 [95] 

Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278 Exo-β-D-fructosidasa 50 [96] 

Kluyveromyces marxianus CBS 6556 Exo-β-D-fructosidasa 50 [97] 

Kluyveromyces marxianus var. Bulgaricus Exo-β-D-fructosidasa 55 [98] 

Kluveyromyces marxianus and K. lactis Exo-β-D-fructosidasa ND [99] 

Lactobacillus pentosus Exo-β-D-fructosidasa 25 [100] 

Lactobacillus paracasei ssp paracasei P 
4134 Exo-β-D-fructosidasa ND [101] 

Penicillium janczewskii Exo-β-D-fructosidasa 55 [102] 

Penicillium sp Strain TN-88 Exo-β-D-fructosidasa 55 [103] 

Pichia guillermondi Exo-β-D-fructosidasa ND [104] 

Pseudomonas mucidolens Exo-β-D-fructosidasa 55 [105] 

Scytalidium acidophilus Exo-β-D-fructosidasa ND [106] 

Streptococcus mutans Exo-β-D-fructosidasa ND [107] 

Streptomyces sp Exo-β-D-fructosidasa 70 [108] 

Thermotoga maritima Exo-β-D-fructosidasa 90-95 [31] 

Microbacterium laevaniformans ATCC 
15953 

2,6-β-fructan 6-
levanbiohidrolasa 

30 [109] 
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3.5. Cuantificación y determinación de fructanas presentes en plantas y alimentos, 

así como las producidas por microorganismos 

 

Además del interés generado por las fructanohidrolasas por su capacidad para la 

producción de FOS y fructosa, también han despertado el interés de diversos grupos de 

investigación, incluido el nuestro, pues son un auxiliar en la identificación de fructanas al 

poder modificarlas y cuantificarlas en un medio por hidrólisis selectiva mediante fructosa 

liberada y/o poder reductor [124]. De hecho, la empresa Megazyme ha desarrollado 

varios kits para la cuantificación de fructanas y FOS en plantas y alimentos que consiste 

en una primera etapa de hidrólisis enzimática de sacarosa, almidón y maltosacáridos y su 

Tabla V. Continuación. 

Rhodotorula sp 2,6-β-fructan 6-
levanbiohidrolasa 

40 [110] 

Streptomyces exfoliatus F3-2 2,6-β-fructan 6-
levanbiohidrolasa 

60 [111] 

Streptomyces sp No. 7-3 2,6-β-fructan 6-
levanbiohidrolasa 

40 [112] 

Arthrobacter sp S37 Endoinulinasa 50 [113] 

Aspergillus ficuum Endoinulinasa ND [81,114] 

Aspergillus niger Endoinulinasa ND [28] 

Aspergillus niger 20 OSM Endoinulinasa 55 [24] 

Candida guillermondii Endoinulinasa ND [28] 

Chrysosporum pannorum Endoinulinasa 50 [115] 

Penicillium purpurogenum Endoinulinasa ND [116] 

Penicillium sp TN-88 Endoinulinasa 50 [117] 

Psuedomonas sp Endoinulinasa ND [118] 

Xanthomonas oryzae No. 5 Endoinulinasa 50 [119] 

Actinomyces viscosus ATCC 19246 Endolevanasa 45 [120] 

Arthrobacter sp Endolevanasa ND [77] 

Bacillus sp No. 71 Endolevanasa 40 [121] 

Bacillus sp 17 Endolevanasa 50 [122] 

Streptomyces sp 366L Endolevanasa 40 [123] 

† Temperatura óptima de hidrólisis. 
‡ ND. Temperatura no determinada. 
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posterior reducción a alditoles, y una segunda etapa en la que se realiza la hidrólisis de 

fructanas y FOS usando inulinasas, que finalmente se cuantifican mediante la liberación 

de azúcares reductores [125].  

 

Como antecedentes a este trabajo, en el laboratorio de Biocatálisis en el IBt, 

hemos encontrado que aunque con diferente especificidad, tanto inulinas como levanas 

son susceptibles de hidrólisis por inulinasas. Por esta razón hemos decidido caracterizar 

el proceso de hidrólisis de fructanas empleando tanto un producto enzimático comercial 

(Fructozyme L, Novozymes) que contiene una mezcla de endo y exoinulinasas así como 

una exoinulinasa termorresistente de la bacteria T. maritima (BfrA), con el fin de llevar a 

cabo un análisis comparativo. Por otro lado, como ya se mencionó, la determinación de la 

estructura en fructanas requiere de procedimientos analíticos finos y complejos como la 

NMR y el análisis del tipo de enlace de las fructosas mediante metilación de los grupos 

hidroxilo y posterior cuantificación de los productos de hidrólisis mediante GC-MS [32], 

por lo que contar con métodos rápidos que den una idea aproximada de la estructura, 

sería de gran utilidad en la investigación y caracterización de fructanas. Por lo antes 

expuesto, el objetivo del presente trabajo consiste primeramente en caracterizar 

cinéticamente la hidrólisis de diversas fructanas empleando dos tipos de catalizadores: 

Fructozyme L y la BfrA expresada heterólogamente en Escherichia coli, y a partir de los 

resultados cinéticos obtenidos, tratar de definir un método de análisis preliminar de la 

estructura de una fructana basado en su hidrólisis enzimática, que permita determinar 

mediante una estudio cinética sencilla, las características de una fructana, y 

particularmente, diferenciar entre inulinas y levanas. Para cumplir con este objetivo se 

estudiará el comportamiento cinético del proceso de hidrólisis cuando estos dos 

catalizadores actúen sobre diversas fructanas. 
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4. HIPÓTESIS 

 

 La caracterización cinética de la hidrólisis enzimática de fructanas permite 

diferenciar entre fructanas y tener una idea preliminar sobre su estructura. 

 

5. OBJETIVO GENERAL  

 

Caracterización del proceso de la hidrólisis enzimática de fructanas. 

 

6. OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Caracterizar cinéticamente el proceso de hidrólisis enzimática de diferentes 

fructanas utilizando Fructozyme L. 

2. Analizar los productos finales de la reacción de hidrólisis de fructanas empleando 

Fructozyme L. 

3. Expresar el gen bfrA que codifica para la exoinulinasa de T. maritima en E. coli.  

4. Caracterizar cinéticamente el proceso de hidrólisis enzimática de diferentes 

fructanas mediante la BfrA. 

5. Analizar los productos finales de la reacción de hidrólisis de fructanas empleando 

la BfrA. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1. Sustratos 

 

ara la caracterización de la hidrólisis enzimática se seleccionaron fructanas de 

diferentes PM y diferentes características estructurales, dos fructanas de origen 

vegetal (bajo PM) y cuatro de origen bacteriano (alto PM). Las fructanas de origen 

bacteriano fueron producidas por microorganismos que han sido estudiados por varios 

años en nuestro grupo de investigación. Durante la caracterización además de las 

fructanas se utilizó sacarosa, debido a que, como se mencionó anteriormente las 

exoinulinasas hidrolizan tanto fructanas como sacarosa, asimismo, como se vera más 

adelante, fue el sustrato empleado como referencia para la determinación de unidades 

enzimáticas.  

 

 Los sustratos empleados durante la experimentación fueron: 

 

• Sacarosa (J. T. Baker, NJ, USA) grado ACS. 

• Inulina de achicoria Raftiline HP (Orafti, Tienen, Bélgica) con un GP de 

23-60 y PM promedio de 8.3 kDa. 

• Agavinas de plantas de Agave tequilana Weber var. azul extraídas con 

agua a una relación kg agave/L agua de 1/3 usando agave desgarrado con 

un diámetro aproximado de partícula de 2 cm y a una temperatura de 60 ºC 

durante 4 horas en agitación a 320 rpm. Posteriormente el extracto se filtró 

y dializó, para finalmente secarlo mediante liofilización durante 8 horas. 

• Inulina de Leuconostoc citreum CW28 producida en un trabajo previó por 

Ortiz-Soto y col [126] utilizando las células completas. 

• Levana de Bacillus subtillis sintetizada usando un extracto enzimático de 

la enzima expresada en E. coli como fue descrito por Ortiz-Soto y col. 

[127]. 

P 
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• Levana de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F sintetizada usando 

un extracto enzimático de la enzima expresada en E. coli como fue 

descrito por Morales-Arrieta y col. [45]. 

• Levana de L. mesenteroides ATCC 8293 sintetizada usando un extracto 

enzimático de la enzima expresada en E. coli como fue descrito por Olvera 

y col. [44]. 

 

Las fructanas microbianas fueron producidas tal como fue descrito en las 

referencias, se recuperaron por precipitación adicionando dos volúmenes de etanol e 

incubando a 4 °C toda la noche observándose la formación de un precipitado blanco 

viscoso (fructana). Posteriormente, el precipitado se disolvió en agua y se dializó, para 

finalmente secarlo mediante liofilización. 

 

7.2. Clonación y expresión heteróloga del gen bfrA de T. maritima en E. coli 

 

El gen bfrA de T. maritima que codifica para una β-fructosidasa (invertasa, exoinulinasa) 

[31], fue amplificado mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) usando 

ADN cromosomal de T. maritima como templado donado por el grupo del Dr. Enrique 

Morett del Instituto de Biotecnología de la UNAM (Cuernavaca, Morelos).  

 

Los oligonucleótidos diseñados para la amplificación tienen las siguientes 

secuencias: 

                                       Sac I 

Primer directo: CCG GAG CTC GAT GTT CAA GCC GAA TTA TCA C 

                                                    Hind III  

Primer reverso: GCG CTG CGA AGC TTC CAT ATG TTC TCG AGT TCA A 

 

Las PCRs se llevaron acabo en un volumen de 25 µL con una concentración de 

oligonucleótidos de 0.75 pmol/µL, empleando la enzima Expand High Fidelity PCR 

System (Roche, Mannheim, Alemania), aplicando las concentraciones de enzima y 

reactivos indicados por el proveedor, en un equipo RoboCycler Gradient 96 (Stratagene, 
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CA, USA). El programa empleado para la amplificación se presenta en la tabla VI. Los 

productos de la PCR fueron purificados mediante el kit High Pure PCR Product 

Purification (Roche). 

 

 

 

 Para la clonación se utilizó el vector de expresión pET-22b(+) (Novagen, CA, 

USA). El gen se insertó entre los sitios de restricción Hind III y Sac I usando el kit de 

ligación Quick ligationTM Kit (New England BioLabs) según indicaciones del proveedor. 

Para la producción de plásmido se electroporaron células de la cepa DH5α, y su 

extracción y purificación se realizó mediante el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche). 

Las clonas positivas fueron analizadas mediante PCR en colonia y patrones de 

restricción. 

 El análisis de electroforesis de los productos de la PCR se llevó acabo en geles de 

agarosa al 0.8 % a voltaje constante de 100 V en una cámara EC320 Primo Minicell 

Submarine Gel System (Thermo Scientific, MA, USA), utilizando como marcador de 

peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, CA, USA). Los geles de agarosa se 

tiñeron con bromuro de etidio diluido 1:1000. Para verificar la construcción se realizó la 

secuenciacion del DNA utilizando el secuenciador automático Applied Biosystems 3100 

(CA, USA) de la Unidad de Secuenciación Automática de ADN del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM (Cuernavaca, Morelos). 

 

 Para la producción de la BfrA se electroporaron células de la cepa BL21 

empleando el vector pET-22b(+) con el gen bfrA. Las células transformadas se 

Tabla VI. Programa empleado para la amplificación del gen bfrA mediante la PCR. 

Etapa Ciclos Temperatura 
(ºC) 

Tiempo (min) 

1. Desnaturalización inicial - 94 2 

2. Desnaturalización 94 1 

3. Alineamiento 54 1 

4. Elongación 

30 

72 2 

5. Elongación final - 72 10 
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propagaron en 5 mL de medio LB ampicilina (100 µg/mL) y se incubaron a 37ºC y 250 

rpm durante 12 horas. Posteriormente se realizaron gliceroles de las células a una 

concentración del 30% (v/v) y se guardaron a -20ºC para su preservación.  

 

 La BfrA fue producida realizando un precultivo inoculando un glicerol de la cepa 

BL21 transformada con el gen bfrA en 50 mL de medio LB ampicilina (100 µg/mL) por 

12 horas a 37ºC y 250 rpm. Posteriormente, el precultivo se inoculó en 950 mL de medio 

LB ampicilina (100 µg/mL) a 37ºC y 200 rpm, permitiendo que las células crecieran 

hasta una densidad óptica de 0.5 leyendo en un espectrofotómetro Beckman DU 650 

spectrophotometer (Beckman Coulter, CA, USA) a una longitud de onda de 600 nm. En 

seguida, las células se indujeron con IPTG (0.2 mM) a 20ºC hasta que las células 

alcanzaron una densidad óptica de entre 1.5 y 2. La recuperación de las células se realizó 

por centrifugación durante 10 minutos a 4 ºC y 10,000 rpm, y el pellet se lavó tres veces 

con una solución amortiguadora de acetatos 50 mM pH 5.5. Finalmente, las células se 

resuspendieron en 4 mL de solución amortiguadora de acetatos y se prensaron a 900 psi 

con una prensa French para lograr la extracción de la enzima. Los restos celulares fueron 

separados por centrifugación durante 30 minutos a 4ºC y 12,000 rpm, y el extracto 

enzimático recibió un tratamiento térmico a 70°C por una hora para precipitar las 

proteínas termolábiles de E. coli, aprovechando el hecho de que la BfrA es estable por ser 

termofílica. Todos los ensayos enzimáticos de la BfrA se realizaron con el extracto previó 

tratamiento térmico. 

 

7.3. Zimogramas y tinción con reactivo de Schiff 

 

Para observar la actividad en gel de Fructozyme L, se realizaron geles de poliacrilamida 

en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 10% de acuerdo al método de 

Laemmli [128], adicionando inulina de achicoria o levana de L. mesenteroides NRRL B-

512F a una concentración final del 20 mg/mL. Debido a que se desconocen las 

estructuras de las inulinasas presentes en Fructozyme L, y para evitar una 

desnaturalización irreversible de las enzimas, no se utilizó mercaptoetanol. Los geles se 

corrieron utilizando una cámara Mighty Small II (Amersham Biosciences, NJ, USA) a 
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corriente constante de 20 mA con geles de 2 mm de espesor, empleando una solución 

amortiguadora con Tris-base 15.1 g/L, glicina 72 g/L y SDS 5 g/L. El marcador de PM 

utilizado fue PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas). Después de correr los 

geles, se lavaron tres veces con una solución amortiguadora que contenía Tween 80 al 

1% (v/v) con el propósito de renaturalizar las enzimas,  acetatos 50 mM y pH 4.5. 

Finalmente, los geles se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en solución 

amortiguadora de acetatos 50 mM y pH 4.5. 

 

Para el caso del gel de actividad con la BfrA, se preparó un gel SDS-PAGE al 

10% adicionando inulina de L. citreum CW28 a una concentración final del 10 mg/mL. 

Se cargó el gel con extracto de la enzima expresada en E. coli BL21, previo tratamiento 

térmico. Después de correr el gel y lavarlo tres veces con una solución amortiguadora que 

contenía Tween 80 al 1% (v/v), acetatos 50 mM y pH 5.5, se incubó toda la noche a 

55°C. 

 

Para observar la actividad enzimática, el carril de los geles que contenía el 

marcador de PM se cortó y se tiñó incubándose toda la noche en una solución de ácido 

acético 10% (v/v), metanol 30% (v/v) y azul de Coomassie 0.2% (v/v). Posteriormente, 

se efectuaron lavados para eliminar los excesos del colorante con una solución de ácido 

acético 10% (v/v) y metanol 30% (v/v). El resto de los carriles que contenían las 

proteínas con la actividad enzimática se tiñeron con reactivo de Schiff (Sigma), el cual se 

utiliza para detectar aldehídos mediante un cambio de la transparencia original al 

magenta o púrpura en presencia de aldehídos de acuerdo a la siguiente metodología: los 

carriles fueron sometidos a un tratamiento con etanol al 75% durante 30 minutos, 

posteriormente se incubaron 1 hora en ácido periódico 0.7% - ácido acético 5% y se 

lavaron tres veces con metabisulfito de sodio 0.2% - ácido acético 5% durante 20 

minutos. Finalmente, los geles se pusieron en contacto con el reactivo de Schiff. La 

presencia de actividad se observó por la aparición de halos de claridad en el lugar donde 

la enzima realizó la hidrólisis. 
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7.4. Análisis enzimático 

 

Los ensayos enzimáticos se realizaron empleando Fructozyme L (Novozymes, 

Dinamarca) y la BfrA bajo las condiciones mostradas en la tabla VII. 

 

 

 

 

 

 

Durante la caracterización enzimática se midieron las velocidades iniciales de 

hidrólisis de las fructanas a diferentes concentraciones de sustrato, estando definido el 

límite superior de concentración por la solubilidad de cada fructana. Las fructanas 

empleadas se resumen en la tabla VIII. Las reacciones se monitorearon siguiendo la 

aparición de azúcares reductores por el método del ácido 3,5-dinitrosalisílico (DNS) 

reportado por Miller [129]. Una unidad de actividad enzimática (U) está definida como la 

cantidad de enzima que libera una µmol de fructosa en un minuto de reacción.  

 

Bajo las condiciones de reacción establecidas anteriormente y empleando sacarosa 

a una concentración de 439 mM (150 mg/mL), se encontró experimentalmente que 

Fructozyme L contiene una actividad de 25,323 U/mL, mientras que el extracto de la 

BfrA contiene una actividad de 165 U/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla VII. Condiciones de reacción para los ensayos enzimáticos 

Enzima Buffer pH Temperatura (°C) 

Fructozyme L Acetatos 50mM 4.5 60 

BfrA Acetatos 50mM 5.5 75 

Tabla VIII. Fructanas empleadas en el proceso de hidrólisis 
enzimática. 

(A) Inulina de achicoria 

(B) Agavina de  Agave tequilana Weber var. Azul 

(C) Inulina de Leuconostoc citreum CW28 

(D) Levana de Bacillus subtilis 

(E) Levana de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F 

(F) Levana de Leuconostoc mesenteroides ATCC 8293 
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7.5. Análisis de los productos finales de reacción de las distintas fructanas a 24 y 48 

horas por HPLC 

 

Se realizaron reacciones con una concentración de fructana de 50 mg/mL usando 

Fructozyme L o extracto enzimático de la BfrA ambas a 15 U/mL y se calculó el 

porcentaje de hidrólisis enzimática de fructanas a las 24 horas de reacción midiendo la 

cantidad de fructosa liberada. La fructosa liberada se midió mediante HPLC usando una 

columna Carbohydrate High Performance Column (4.6 x 250 mm cartridge) que permite 

la separación de monosacáridos y disacáridos usando como fase móvil Acetonitrilo:Agua 

a una relación de 75:25, a un flujo de 1.4 mL/min y a una temperatura de 35 ºC.  

 

 Los productos obtenidos a las 24 horas y 48 horas se analizaron por HPLC para 

observar la distribución de PM y la formación de FOS. El análisis de la distribución de 

PM de las fructanas se llevó a cabo en un sistema de columnas de permeación en gel 

conectadas en serie: Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 

mm), con un índice de exclusión entre 0.50 y 10,000 kDa, empleando como eluyente 

nitrato de sodio 0.1 M a un flujo de 0.8 mL/min y a una temperatura de 35ºC. Para 

analizar la formación de oligosacáridos durante las reacciones, se utilizó una columna de 

fase reversa C18 (Waters Spherisorb ODS2 Column, 4.6 x 250 mm), usando como fase 

móvil agua a un flujo de 0.7 mL/min a temperatura ambiente. El equipo de HPLC y las 

columnas utilizadas fueron de Water Corporation (MA, USA). En todos los ensayos se 

usó un detector Waters 410 Differential Refractometer. 

 

7.6. Determinación del PM de las fructanas 

 

La determinación del PM de las fructanas de origen bacteriano empleadas durante la 

experimentación se llevó a cabo mediante HPLC usando el sistema de columnas de 

permeación en gel Ultrahydrogel Linear y Ultrahydrogel 500 bajo las condiciones 

mencionadas anteriormente, para lo cual se construyó una curva patrón con estándares de 

dextranas con un intervalo de PM entre 5.2 y 668 kDa. 
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 Para el caso de la agavina, debido a que el PM promedio calculado usando el 

sistema de columnas de permeación en gel daba un valor que salía del límite menor de 

exclusión del sistema, la determinación del PM y GP promedio se realizó mediante su 

hidrólisis y su posterior cuantificación como fructosa y glucosa por HPLC. Asumiendo 

que por cada molécula de fructana existe una molécula de glucosa [2], la determinación 

del GP promedio se obtuvo empleando la ecuación (2): 

 

 

 

 

 

1nGP +=  (1) 

1
][glucosa-][glucosa

][fructosa-][fructosa
GP

libretotal

libretotal
promedio +=  (2) 

 

Antes de la hidrólisis se determinó primeramente la concentración de fructosa y 

glucosa libre presente en la muestra. Posteriormente se realizó una hidrólisis ácida 

durante una hora a 121ºC usando H2SO4 a una concentración 0.05 N y se determinó la 

concentración de fructosa y glucosa total. La cuantificación de fructosa y glucosa se 

realizó por HPLC empleando la columna Carbohydrate High Performance Column bajo 

las condiciones señaladas anteriormente. 

 

 Durante la formación de un enlace glicosídico se pierde una molécula de agua: 
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Por lo tanto, al realizar un balance de masa de la ecuación química anterior se tiene que el 

PM promedio de la agavina se puede calcular mediante la ecuación: 

 

1)18-(GP-(GP)180PM =  (3) 

 

Donde 180 es el PM de la fructosa y glucosa, y 18 es el PM del agua. 

 

7.7. Cálculo de parámetros cinéticos 

 

Para aquellas fructanas, incluyendo la sacarosa, que fueron hidrolizadas enzimáticamente 

de acuerdo con un comportamiento cinético de tipo Michaelis-Menten, se determinó la 

velocidad máxima de hidrólisis (Vmax) y la constante de Michaelis (Km) mediante un 

ajuste al modelo tipo Michaelis-Menten, en su variante linearizada de Lineweaver-Burk a 

datos obtenidos de velocidades iniciales en función de la concentración de sustrato. 

También se determinaron las constantes de pseudo primer y segundo orden que 

corresponden a la condición de baja concentración de sustrato (S) como se describe a 

continuación. 

 

Dada la cinética de Michaelis-Menten: 
][

]max[

SKm

SV
v

+
=  (4) 

Cuando: ][ SKm>>   

KmSKm ≈+ ][   

entonces: ][
max

S
Km

V
v =  (5) 

donde: 
Km

V
k

max
'=  es la constante de pseudo primer orden. 

 

Por lo que se puede plantear que: 

][' Skv=  (6) 
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Por otro lado, dado que la velocidad depende de la concentración de enzima: 

]][['' SEkv=  (7) 

donde ][''' Ekk =  (8) 

siendo k’’  la constante de segundo orden.  

 

 En la mayor parte de los casos, particularmente de fructanas de origen bacteriano, 

el comportamiento cinético observado correspondió al de una cinética de primer orden 

con respecto al sustrato, cuando la concentración de enzima permanece constante. En 

estas reacciones se calcularon las constantes de velocidad de pseudo primer y segundo 

orden (k’ y  k’’ ) como se describe a continuación, a partir de datos de concentración a lo 

largo del tiempo obtenidos directamente de la reacción. Para este fin se integró el modelo 

de primer orden considerando la concentración de enzima constante: 

 

modelo de primer orden: Fkdt
dFv '−==  (9) 

modelo integrado de primer orden: tkF
Fo 'ln =  (10) 

 

 Donde F representa la concentración molar de fructosa en el polímero, t es el 

tiempo y k’ es la constante de velocidad de primer orden. Debido a que la velocidad 

depende también de la concentración de la enzima se tiene que (al igual que en la 

ecuación 6 y 7): ][''' Ekk = , donde k’’  es la constante de velocidad de segundo orden. 

 

 Fo, se calculó mediante la ecuación: 

 

r

F
F

o
o

180

'=  (11) 

 

donde Fo es la concentración inicial equivalente de fructosa de la fructana en solución 

(moles de fructosa / L), Fo’  es la concentración inicial másica de fructosa de la fructana 

en solución (g de fructosa / L), 180 es el PM de la fructosa y r es un factor de corrección 
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al cambiar de concentración en masa de fructosa en la fructana a concentración molar que 

toma en cuenta el número de moléculas de agua involucradas. Es decir: 

 

a)GP(fructos    O)1(HGP    fructana 2GP →−+  (12) 

 

 

De tal forma que: 

 

sa(GP)fructo

fructanaGP=r  (13) 

GP)fructosa)( la de (PM

fructana la de PM=r  (14) 

 

 Cuando GP >> 10, el factor r ≈ 0.9. 

 

 F se calculó mediante la diferencia entre Fo y los moles de fructosa liberados 

durante la reacción a un determinado tiempo cuantificados mediante la aparición de 

azúcares reductores como se describió previamente. 
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8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

8.1. Determinación del PM promedio de las fructanas bacterianas y agavina 

 

l PM promedio calculado para las diferentes fructanas empleadas durante la 

experimentación se presenta en la tabla IX. Para calcular el GP a partir del PM se 

empleó la ecuación 14. En el caso de la agavina, debido a que durante la determinación 

del PM su valor salía por debajo del límite inferior de exclusión del sistema de columnas 

empleado, se decidió obtener su PM a partir de la determinación de su GP. 

 

Tabla IX. PM y GP promedio de fructanas empleadas durante la experimentación. 

Fructana PM promedio (kDa) GP estimado(†) 

Inulina de achicoria 8.3(‡) 51 

Agavina de A. tequilana Weber var Azul 6.2 38(†) 

Inulina de L. citreum CW28 3,000 18,519 

Levana de B. subtilis 8.3 y 3,500(¶) 51 y 21,605 

Levana de L. mesenteroides ATCC 8293 3,000 18,519 

Levana de L. mesenteroides NRRL B-512F 2,200 13,580 

† El GP estimado se calculó utilizando la ecuación 14. Para el caso de la agavina, como se mencionó en 
materiales y métodos, primero se calculó el GP promedio y posteriormente se estimó el PM promedio. 

‡ El PM promedio de la inulina de achicoria es el correspondiente al producto HP de Orafti. 
¶ La levana de B. subtilis esta formada por dos distribuciones, una de bajo PM de 8.3 kDa y otra de alto 

PM de 3,500 kDa. 

 

 Los resultados presentados en la tabla IX muestran como las fructanas bacterianas 

poseen PM promedio tres órdenes de magnitud mayores a los PM promedio de las 

fructanas de origen vegetal. Sin embargo, la levana producida por B. subtilis esta 

constituida por una distribución bimodal formada por levana de bajo PM (8.3 kDa) y de 

alto PM (3,500 kDa), estando la de menor PM en el intervalo de valores de las fructanas 

vegetales. 

 

 En lo que respecta a la inulina de achicoria, se sabe que las plantas de achicoria 

producen inulina con un intervalo de GP entre 3 y 60 [8]. En nuestro trabajo la inulina de 

E 
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achicoria empleada fue la HP de Orafti, la cuál, mediante un proceso de refinamiento es 

estandarizada a un GP entre 23 y 60, con un PM promedio de 8.3 kDa. 

 

8.2. Análisis del proceso de hidrólisis de fructanas mediante Fructozyme L 

 

8.2.1. Zimogramas 

 

El zimograma realizado con Fructozyme L en un gel con inulina (figura 2A) permite 

apreciar tres halos de claridad, uno a la altura de 40 kDa, otro entre los 40 y 50 kDa y un 

tercero entre los 50 y 60 kDa, mientras que el zimograma realizado con levana (figura 

2B) presenta sólo un halo de actividad enzimática entre los 50 y 60 kDa. Estos geles 

revelan que, efectivamente, el producto Fructozyme L es una mezcla de al menos tres 

inulinasas, siendo la actividad presente en el gel de levana presumiblemente perteneciente 

a una exoinulinasa, ya que como se mencionó en generalidades, las exoinulinasas son β-

fructofuranosidasas inespecíficas que hidrolizan tanto inulinas como levanas. 

 

 

 

 

 

Figura 2. Zimogramas realizados con A) inulina de achicoria y B) levana de L. mesenteroides NRRL B-512F para 
observar la actividad de Fructozyme L. En el gel realizado con A) inulina se pueden apreciar tres actividades 
enzimáticas entre los 60 y 40 kDa, mientras que en el gel realizado con B) levana se observa solamente una 
actividad enzimática entre los 60 y 50 kDa.
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8.2.2. Hidrólisis de fructanas mediante Fructozyme L 

 

Se llevaron a cabo cinéticas enzimáticas con el fin de estudiar el comportamiento de la 

preparación comercial Fructozyme L en la hidrólisis de fructanas de diferentes orígenes. 

Las gráficas que describen la velocidad inicial de hidrólisis observada a diferentes 

concentraciones de sustrato se muestran en la figura 3. 

Figura 3. Cinéticas de hidrólisis de fructanas y sacarosa utilizando Fructozyme L. Las líneas continuas 
representan para el caso de la sacarosa y las fructanas vegetales el ajuste al modelo de Michaelis-Menten, 
mientras que para las fructanas bacterianas representan el ajuste al modelo de primer orden. Todas las 
velocidades están definidas por mL de Fructozyme L.
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Únicamente se pudieron describir mediante el modelo de Michaelis-Menten los 

comportamientos de hidrólisis enzimática de las fructanas de origen vegetal, ya que, 

como se puede observar en la figura 3A, aunque no se alcanzaron concentraciones de 

saturación enzimática, los datos experimentales tuvieron un buen ajuste con el modelo 

lográndose determinar los parámetros cinéticos. Es importante señalar que la sacarosa fue 

el único sustrato con el que se observó un claro comportamiento michaeliano al alcanzar 

un nivel de saturación con el sustrato, y con respecto a las fructanas vegetales, aunque se 

pudieron determinar parámetros cinéticos, éstos son hipotéticos, ya que estamos 

suponiendo que Fructozyme L se satura con el sustrato, sin embargo, la baja solubilidad 

de las fructanas vegetales a las condiciones empleadas durante la experimentación 

impidió que se ampliara el intervalo de concentraciones hasta observar una etapa de 

orden cero en las cinéticas. Los valores de Vmax y Km estimados para la sacarosa, la 

inulina de achicoria y la agavina se muestran en la tabla X. Para el resto de las fructanas, 

y en los mismos intervalos de concentración se observaron cinéticas de primer orden 

(figura 3B), y como se muestra en la figura 4, los datos experimentales no se ajustaron al 

modelo de Michaelis-Menten. Cabe mencionar que, como ocurrió con las fructanas 

vegetales, la concentración de fructana bacteriana en estos casos se llevó hasta el límite 

de solubilidad sin que se observaran cambios en el comportamiento cinético de primer 

orden. 

 

 

 

Tabla X. Parámetros cinéticos de sacarosa y fructanas vegetales hidrolizadas por 
Fructozyme L estimados mediante la representación gráfica de Lineweaver-Burk del modelo 
de Michaelis-Menten. 

Sustrato Vmax (U/mL)(†) Km (mM) 

Sacarosa 29,876 ± 227 59.9 ± 0.6 

Inulina de achicoria 34,117 ± 2,246 7.2 ±  0.8(‡) 

Agavina de A. tequilana Weber var. 
Azul 

32,254 ± 3,301 27 ±  3.8(‡) 

† Velocidad definida por mL del producto comercial Fructozyme L. 
‡ Asumiendo un PM promedio para la inulina de achicoria y agavina de 8.3 y 6.2 kDa 

respectivamente. 
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 La preferencia de Fructozyme L por hidrolizar estructuras de fructanas de bajo 

PM y con enlaces β2-1 queda de manifiesto al comparar la escala de valores de velocidad 

de los datos reportados en la figura 3, en la que se puede observar como se alcanzaron 

mayores velocidades con las fructanas de origen vegetal que con las bacterianas en los 

mismos límites de concentración. Es sabido que las moléculas de fructana de plantas son 

más pequeñas que las bacterianas y poseen en promedio entre 30 y 50 residuos de 

fructosa, excediendo ocasionalmente los 200, mientras que las fructanas de origen 

bacteriano pueden estar constituidas por más de 100,000 unidades de fructosa [2]. En lo 

referente al tipo de enlace, se puede observar como dentro de las fructanas vegetales, con 

Fructozyme L se alcanzan mayores velocidades de hidrólisis con la inulina de achicoria 

que con la agavina, ya que la inulina de achicoria es una inulina lineal sin ramificaciones 

Figura 4. Ajuste de las cinéticas de hidrólisis de fructanas bacterianas mediante Fructozyme L a los  modelos 
de Michaelis-Menten (M-M) y Primer Orden (PO). A) Inulina L. citreum CW28, B) levana B. subtilis, C) levana 
L. mesenteroides ATCC 8293 y D) levana L. mesenteroides NRRL B-512F. La velocidad está definida por mL
de producto comercial Fructozyme L.
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mientras que la agavina tiene estructura de fructana mezclada (figura 1). En el caso de las 

fructanas bacterianas se observan mayores velocidades con la inulina de L. citreum 

CW28 que con el resto de las levanas. 

 

 Al comparar los parámetros cinéticos obtenidos con la sacarosa y las fructanas 

vegetales (tabla X) se observa como Fructozyme L alcanza actividades semejantes con 

los diferentes sustratos, sin embargo, al comparar las Km queda claro que el complejo 

enzimático presentó una afinidad muy alta por la inulina de achicoria, ya que esta es 8 y 4 

veces menor que la de sacarosa y agavina respectivamente. En lo que referente a las 

fructanas de origen vegetal, se observa una mayor afinidad por la inulina de achicoria que 

por la agavina de A. tequilana Wever var. Azul. Esto es debido probablemente, a que la 

agavina posee una estructura compleja tipo fructana mezclada con una combinación de 

enlaces β2-1 y β2-6, mientras que la inulina de achicoria es una fructana lineal. 

 
 

Figura 5. Determinación de las constantes de velocidad de primer orden de las fructanas de origen bacteriano 
hidrolizadas con Fructozyme L a diferentes concentraciones de sustrato. Las líneas representan la recta calculada 
con las constantes de velocidad de primer orden promedio.
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 En lo que respecta a la hidrólisis de fructanas de origen bacteriano, como ya se 

mencionó, el proceso no obedece una cinética tipo Michaelis-Menten sino de primer 

orden. En la figura 5 se muestran las gráficas de las que se calculan las constantes de 

velocidad de primer orden para cada fructana bacteriana. Los puntos de concentración 

experimentales en la figura son relativos a la concentración inicial de sustrato, por lo que 

se puede observar claramente el comportamiento de primer orden a 60ºC a diferentes 

concentraciones de sustrato y a lo largo del tiempo. En la tabla XI se presentan los 

valores de las constantes de velocidad obtenidas para cada una de las fructanas, 

observándose una importante variación de acuerdo con la estructura y PM del polímero. 

Al comparar los datos de constantes de segundo orden de reacción presentados en la tabla 

XI (la constante de primer orden es función de la concentración de enzima), y como 

complemento de lo reportado en la tabla X, se observa que las fructanas vegetales (A y 

B) fueron hidrolizadas con una mayor rapidez que las bacterianas (C a F), siendo la 

inulina de achicoria el mejor sustrato para la hidrólisis con una constante de segundo 

orden 3 veces mayor que el obtenido para la agavina. Entre las fructanas de origen 

bacteriano, la inulina de L. citreum CW28 (C) fue hidrolizada con mayor rapidez que las 

levanas, teniendo una constante de segundo orden de 6.5% con respecto a la de achicoria. 

Para el caso de las levanas, la presencia de polímero de bajo PM en la levana de B. 

subtilis (C) puede explicar la mayor rapidez de hidrólisis con respecto a las levanas de las 

dos cepas de L. mesenteroides (E y F). 

 

 La estructura propuesta por Tanaka y col. [52] para la levana de B. subtilis 

consiste de un polisacárido con cadenas lineales de levana unidas entre ellas mediante 

enlaces β2-1 (figura 1); las estructuras propuestas para otras fructanas de origen 

bacteriano [46,49,130] siguen los mismos patrones estructurales sólo que en el caso de 

las inulinas los enlaces β2-6 constituyen las uniones de las cadenas. El tamaño y el 

número de ramas en cada fructana bacteriana, así como la posición de los enlaces de 

ramificación dependen de la enzima que la produce. A excepción de B. subtilis que 

produce una mezcla de levanas con un PM promedio de 8.3 kDa y 3,500 kDa, las 

fructanas bacterianas utilizadas en este estudio poseen PM promedio mayores a 2,000 

kDa. Al analizar las constantes de velocidad de segundo orden de las fructanas 
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bacterianas se observa como la inulina de L. citreum CW28 (C) se hidroliza más 

rápidamente, a pesar de que la levana de B. subtilis (D) posee un PM tres órdenes de 

magnitud menor. Estas diferencias son debidas a la mayor afinidad que posee 

Fructozyme L por los enlaces β2-1 con respecto a los enlaces β2-6; además, mientras que 

la inulina de L. citreum CW28 es hidrolizada por la mezcla de endo y exoinulinasas, las 

levanas en principio sólo son susceptibles al ataque de las exoinulinasas. El hecho de que 

la velocidad de hidrólisis obtenida con las levanas de las dos cepas de L. mesenteroides 

sea similar posiblemente se debe a que tienen el mismo GP en las ramificaciones. Por lo 

tanto, de los resultados antes expuestos se puede inferir que Fructozyme L tiene una 

escala de preferencia hidrolítica mayor hacia estructuras de bajo PM y con enlaces β2-1, 

que disminuye con el incremento en el GP y que se hace más difícil con la presencia de 

enlaces β2-6. 

 

 

 

Tabla XI. Comparación de constantes de velocidad de reacción usando Fructozyme L para hidrolizar 
diversas fructanas. 

Fructana Tipo de cinética 
[E] 
(U/mL) 

k’  x 1000 
(min-1) 

k’’  fructana / k’’  
inulina de 
achicoria(‡) (%) 

(A) Inulina Achicoria Michaelis-Menten 6.3 25.6 100 

(B) Agavina A. t.  Weber var. Azul Michaelis-Menten 6.3 9.01 35.2 

(C) Inulina L. c. CW28 Primer orden 6.3 1.68 6.5 

(D) Levana B. s. Primer orden 63.3 4.88 1.9 

(E) Levana L. m. ATCC 8293 Primer orden 126.6 2.64 0.5 

(F) Levana L. m. NRRL B-512F Primer orden 126.6 2.66 0.5 

† La levana de B. subtilis esta formada por dos distribuciones, una de bajo PM de 8.3 kDa y otra de alto 
PM de 3,500 kDa. 

‡ Dado que Fructozyme L se trata de un producto comercial, la concentración molar de enzima es 
desconocida, por lo que no se pueden obtener k’’ . Por lo tanto se realizó una comparación relativa de las 
k’’  de las diferentes fructanas respecto a la de inulina de achicoria, calculadas usando la concentración en 
U/mL de enzima utilizada. 
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8.2.3. Conversión alcanzada en las reacciones de hidrólisis de distintas 

fructanas con Fructozyme L 

 

En la figura 6 se compara el nivel de hidrólisis a las 24 horas de acción de Fructozyme L 

sobre las diferentes fructanas, observándose que las fructanas vegetales (A y B) y la 

inulinas de L. citreum CW28 (C) fueron hidrolizadas a un nivel mayor que las levanas, 

siendo la inulina de achicoria la fructana con la que se alcanzó la mayor conversión 

llegando hasta un 86% de hidrólisis, mientras que con la agavina y la inulina de L. 

citreum CW28 se alcanzaron niveles de conversión alrededor del 80%. Aunque 

estructuralmente las inulinas de achicoria y L. citreum CW28 son diferentes, poseen una 

relación de enlaces β2-1/β2-6 muy alta que puede explicar los niveles semejantes de 

hidrólisis alcanzados. La estructura de la agavina de A. tequilana Weber var. azul es más 

compleja que la que poseen las inulinas de achicoria y L. citreum CW28 y está reportado 

que la relación de enlaces β2-1/β2-6 en las agavinas varían entre 1.6 y 2.69 dependiendo 

de la región de producción [4], por lo que la explicación a los niveles de hidrólisis 

semejantes alcanzados junto con las inulinas se debe a que la agavina posee un PM 

promedio muy pequeño (6.2 kDa) comparado con la inulina de L. citreum CW28 (3,000 

kDa). 
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 En el caso de las levanas, los porcentajes de hidrólisis inferiores obtenidos son 

congruentes con sus estructuras, ya que poseen una muy baja relación de enlaces β2-

1/β2-6. Aunque al realizar una comparación entre ellas, se observa que las levanas de B. 

subtilis (D) y de L. mesenteroides ATCC 8293 (E), dado que posiblemente tengan 

estructuras semejantes, son hidrolizadas en las mismas proporciones (aproximadamente 

54%), mientras que la levana de L. mesenteroides NRRL B-512F tan solo fue hidrolizada 

en un 44%. 

 

 Anteriormente se comentó que el GP de las ramas de las levanas producidas por 

las dos cepas de L. mesenteroides era la posible causa de que se hidrolizaran a 

velocidades iniciales semejantes, por lo que una explicación al hecho de que se alcancen 

distintos niveles de hidrólisis es que las ramificaciones en estas levanas tengan un arreglo 

distinto, siendo más complejo el de la levana de la cepa NRRL B-512F. De estos 

resultados se puede observar claramente cómo dos fructanas procedentes de 

microorganismos de la misma especie pero de diferentes cepas, dan lugar a fructanas con 

características de hidrólisis diferentes, de lo que se infieren estructuras diferentes. 

 

8.2.4. Productos de la degradación de fructanas con Fructozyme L 

 

Los productos finales de hidrólisis de las fructanas en reacciones realizadas durante 24 y 

48 horas se analizaron en columna de permeación en gel con el fin de analizar la 

distribución de PM. Los resultados se muestran en la figura 7. En el caso de las fructanas 

vegetales y la inulina de L. citreum CW28 se puede observar que a las 24 horas de 

reacción el polímero es hidrolizado prácticamente en su totalidad. Sin embargo, en el 

caso de las levanas, la hidrólisis es más lenta y a las 24 horas se puede aun observar una 

distribución de PM de las fructanas, requiriéndose de hasta 48 horas para no detectar 

polímero por HPLC; en el caso de la levana de L. mesenteroides NRRL B-512F el tiempo 

requerido es aún mayor. Al analizar el proceso de hidrólisis de la levana de B. subtilis se 

observa como a las 24 horas de reacción la levana de bajo PM se ha hidrolizado en su 

totalidad, mientras que se mantiene una proporción de la levana de alto PM, resultado que 

concuerda con la conclusión de que Fructozyme L posee una mayor afinidad por 
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polímeros de bajo PM, y a su vez, permite demostrar que la mayor constante de velocidad 

de segundo orden obtenida para la levana de B. subtilis, respecto a las otras levanas, se 

debe a la presencia de polímero de bajo PM que es rápidamente hidrolizado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Sigue en la página 45
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Figura 7. Análisis de la distribución de PM de fructanas hidrolizadas 
mediante Fructozyme L en columna Ultrahydrogel Linear. Las líneas 
negras representan reacciones a las 0 horas, las líneas verdes 
reacciones a las 24 horas y las líneas rojas reacciones a las 48 horas.
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 Del análisis de la formación de productos durante las hidrólisis de las fructanas en 

columna C18 (figuras 8), se desprende que en ningún momento durante la reacción se 

acumularon FOS que pudieran ser detectados por el método utilizado. 
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Figura 8. Análisis de la formación de oligosacáridos de fructanas 
hidrolizadas mediante Fructozyme L en columna C18. Las líneas negras 
representan reacciones a las 0 horas, las líneas verdes reacciones a las 24 
horas y las líneas rojas reacciones a las 48 horas.
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 Con el fin de determinar si se acumulaban FOS durante la reacción, se realizaron 

cinéticas de hidrólisis de la inulina de L. citreum CW28 y la levana de L. mesenteroides 

NRRL B-512F por 12 horas muestreando cada 3 horas. Este análisis tampoco mostró 

acumulación de FOS (figura 9). 
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8.3. Análisis de hidrólisis de fructanas mediante la BfrA 

 

Con el fin de extender este análisis a otro sistema enzimático se produjo BfrA, 

fructanohidrolasa que libera residuos de fructosa a partir del extremo no reductor de 

inulina y levana, y se determinaron los patrones cinéticos correspondientes. Para el 

análisis realizado con la BfrA se seleccionó a la inulina de achicoria, inulina de L. 

citreum CW28 y levana de L. mesenteroides NRRL B-512F como fructanas 

representativas del primer estudio. 

 

8.3.1. Amplificación y Clonación del gen bfrA de la bacteria T. maritima en E. 

coli 

 

Después de haber amplificado el gen bfrA de la bacteria T. maritima se llevó a cabo la 

ligación del gen al vector pET-22b(+) entre los sitios de restricción Hind III y Sac I. Se 

transformaron bacterias E. coli DH5α. Posteriormente se seleccionaron 2 colonias 

transformadas y se realizó una PCR en colonia para verificar la presencia del gen de 

interés. La PCR se realizó usando los mismos oligos diseñados para amplificar el gen 

bfrA del ADN cromosomal de T. maritima. En la figura 10 se presenta un gel donde se 

muestran los productos de amplificación de la PCR en colonia, observándose que las 2 

colonias poseen el gen con un tamaño de aproximadamente 1,400 pb. 

 

8.3.2. Zimogramas 

 

La actividad enzimática de la BfrA expresada en E. coli BL21 se puede apreciar en el 

zimograma mostrado en la figura 11. En el cual se observa un halo de claridad a la altura 

de los 50 kDa que concuerda con el PM esperado reportado por W. Liebl y col [31] para 

esta enzima. 
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8.3.3. Hidrólisis de fructanas mediante la BfrA  

 

De la misma manera que ocurrió con Fructozyme L, la cinética de hidrólisis de la 

sacarosa e inulina de achicoria por la BfrA se ajustó al modelo de Michaelis-Menten, 

mientras que las fructanas de origen bacteriano mostraron un comportamiento cinético de 

primer orden (figuras 12 y 13). Al tratar de ajustar los datos experimentales de las 

cinéticas de hidrólisis de las fructanas bacterianas al modelo de Michaelis-Menten (figura 

14), se observa claramente para el caso de la inulina de L. citreum, que el modelo no se 

ajusta a los datos, sin embargo, para el caso de la levana de L. mesenteroides NRRL B-

512F, aunque se observa que el modelo de Michaelis-Menten se ajusta un poco a los 

datos, el modelo de primer orden describe mejor la cinética. 

 

Figura 11. Zimograma 
realizado con inulina de L. 
citreum CW28 para 
observar la actividad de la 
BfrA. Se alcanza a apreciar 
un halo de claridad a los 50 
kDa.
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Figura 10. Gel que muestra los productos 
de la PCR en colonia. Carril 1, marcador 
de peso molecular; carril 2, control 
positivo; carril 3, control negativo; carriles 
4 y 5, colonias seleccionadas. Como 
control positivo se uso el gen amplificado 
del ADN cromosomal y como control 
negativo se uso el vector sin el inserto. 
Las 2 colonias poseen el gen con un peso 
de aproximadamente 1,400 pb.
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Los parámetros cinéticos calculados para la sacarosa y la inulina de achicoria se muestran 

en la tabla XII, observándose que la Km calculada para la sacarosa y la inulina de 

achicoria son de 48.5 y 26.7 mM respectivamente, valores muy cercanos a los reportados 

por Liebl y col [31] de 64 mM y 19 mM (Tabla XIII), aunque, la inulina empleada en los 

experimentos de Liebl y col. tenía un PM promedio de 5 kD, mientras que la inulina de 

achicoria utilizada en este trabajo posee un PM promedio de 8.3 kD. 
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Figura 14. Ajuste de las cinéticas de hidrólisis de fructanas bacterianas mediante la BfrA a los  modelos de 
Michaelis-Menten (M-M) y Primer Orden (PO). A) Inulina de L. citreum CW28 y B) levana de L. 
mesenteroides NRRL B-512F. La velocidad está definida por mL de extracto enzimático de BfrA.
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Al igual que ocurrió con Fructozyme L, con la BfrA se reprodujo el hecho de que 

las constantes de velocidad de segundo orden y el nivel de hidrólisis de las diferentes 

fructanas fueran dependientes de la estructura y del PM del polímero (tabla XIV y figura 

15), siendo la inulina de achicoria el mejor sustrato, seguido de la inulina de L. citreum 

CW28, y por último la levana microbiana. De acuerdo con los datos de las constantes de 

velocidad de segundo orden se encontró que la inulina de L. citreum CW28 (B) y la 

levana de L. mesenteroides NRRL B-512F (C) fueron hidrolizadas con una velocidad del 

9.2 y 4.5 % respecto a la inulina de achicoria (A), guardando el mismo orden de 

preferencias por sustratos que Fructozyme L. En lo que a eficiencia catalítica se refiere, 

las diferencias mostradas entre la BfrA y Fructozyme L son debidas a que los 

mecanismos de reacción son diferentes, mientras que Fructozyme L es una mezcla de 

endo y exoinulinasas que actúan sinergísticamente, dando lugar a mayores velocidades de 

hidrólisis, la BfrA involucra sólo el ataque de una exoinulinasa sobre las fructanas. Sin 

embargo es interesante resaltar que la especificidad hacia el tipo de fructana se mantiene. 

Tabla XII. Parámetros cinéticos de sacarosa e inulina de achicoria hidrolizados por la BfrA 
calculados usando la representación gráfica de Lineweaver-Burk del modelo de Michaelis-
Menten. 

Sustrato Vmax (U/mL)(†) Km (mM) 

Sacarosa 215.1 ± 8.1 48.4 ± 4.2 

Inulina achicoria 97.6 ± 19.1 26.7 ± 5.8 

† Velocidad definida por mL de extracto enzimático de BfrA. 

Tabla XIII. Parámetros cinéticos de sacarosa e inulina hidrolizados por la BfrA reportados por Liebl y col. 
[31]. 

Sustrato Vmax (U/mg)(†) Km (mM) kcat (s-1) kcat /Km (M-1s-1) 

Sacarosa 3117 64 2.6 x 103 4.1 x 104 

Inulina 710 19(‡) 5.9 x 102 3.1 x 104 

† Una unidad de actividad enzimática (U) está definida como la cantidad de enzima que libera una µmol de 
fructosa en un minuto de reacción 

‡ La Km y kcat calculada para la inulina de achicoria es asumiendo que tiene un PM promedio de 5 kD. 
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 El análisis del porcentaje de hidrólisis en 24 horas de reacción con la BfrA (figura 

15) muestra que el nivel de hidrólisis alcanzado, es menor para fructanas de alto PM y de 

estructura compleja. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre con Fructozyme L, donde 

se observa una diferencia muy marcada entre los niveles de hidrólisis de las inulinas y las 

levanas, con la BfrA se obtiene un nivel de hidrólisis muy semejante entre la inulina de L. 

citreum CW28 y la levana de L. mesenteroides NRRL B-512F, debido a que los 

mecanismos de reacción de los dos sistemas enzimáticos utilizados son diferentes, y por 

Tabla XIV.  Comparación de constantes de velocidad de reacción usando la BfrA para hidrolizar diversas 
fructanas. 

Fructana Tipo de cinética [E] (U/mL) 
k’ x 1000 
(min-1) 

k’’  fructana / k’’  
inulina de 
achicoria(†) (%) 

(A) Inulina Achicoria Michaelis-Menten 8.25 3.95 100 

(B) Inulina L. c. CW28 Primer orden 16.5 0.73 9.2 

(C) Levana L. m. NRRL B-512F Primer orden 16.5 0.35 4.5 

† Dado que no se purificó la BfrA, la concentración molar de enzima es desconocida, por lo que no se 
pueden obtener k’’ . Por lo tanto se realizó una comparación relativa de las k’’  de las diferentes fructanas 
respecto a la de inulina de achicoria, calculadas usando la concentración en U/mL de enzima utilizada. 
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Figura 15 . Análisis del porcentaje de hidrólisis a 24 horas de reacción de distintas fructanas 
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lo tanto, el ataque de la mezcla de inulinasas de Fructozyme L provoca una mayor 

diferencia entre los niveles de hidrólisis de la inulina de L. citreum CW28 y la levana de 

L. mesenteroides NNRL B-512F que el sólo ataque de la BfrA. Sin duda en este caso, al 

igual que ocurre con Fructozyme L, existe una hidrólisis preferente de los enlaces β2-1, 

lo que explica la mayor hidrólisis obtenida conforme disminuye la proporción de enlaces 

β2-6, alcanzándose 68% en el caso de la inulina de achicoria y un 41% de hidrólisis para 

la levana. 

 
 Los productos finales de hidrólisis durante 24 horas de reacción se analizaron por 

HPLC mediante una columna de permeación en gel para ver la distribución de PM (figura 

16). De igual forma que ocurrió con el análisis realizado con Fructozyme L los patrones 

hidrolíticos se mantienen, observándose como la inulina de achicoria fue hidrolizada en 

mayor proporción, siendo las fructanas bacterianas más resistentes a la hidrólisis. 
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CONCLUSIONES 

 

n el presente trabajo se muestra como las cinéticas de hidrólisis de fructanas 

realizadas con Fructozyme L y la BfrA generan parámetros cinéticos que son 

característicos de la estructura y el PM de la fructana. Al comparar las constantes de 

velocidad de primer y segundo orden, se observa cómo con las fructanas de bajo PM 

(origen vegetal) se obtienen las mayores velocidades de hidrólisis, siendo las fructanas de 

alto PM (origen bacteriano) más difíciles de hidrolizar. Aunque las Vmax calculadas para 

las fructanas vegetales hidrolizadas con Fructozyme L son virtualmente iguales, la 

comparación de sus Km demuestra que la afinidad de Fructozyme L por enlaces β2-1 es 

la mas alta, ya que, la inulina de achicoria (fructana lineal sin ramificaciones con un PM 

promedio de 8.3 kDa) presenta una Km 4 veces menor que la Km de agavina (fructana 

mezclada con un PM promedio de 6.2 kDa).  

 

 En general la inulina de achicoria fue la fructana con la que se obtuvieron las 

mayores velocidades de hidrólisis, por esta razón se usó como fructana de referencia al 

realizar las comparaciones de las constantes de velocidad de segundo orden, de lo que se 

puede concluir que para el caso de las inulinas, la de L. citreum fue hidrolizada con una 

velocidad tan solo de 6.5% de la velocidad con la que se hidroliza la de achicoria. En lo 

referente a las fructanas bacterianas, la inulina de L. citreum fue hidrolizada a mayor 

velocidad, y al comparar las levanas, la producida por B. subtilis se hidrolizó a mayor 

velocidad debido posiblemente a la presencia de levana de bajo PM. Estos resultados 

muestran como Fructozyme L tiene una preferencia hidrolítica hacia estructuras de bajo 

PM con enlaces β2-1, por lo que estructuras de mayor PM y con la presencia de enlaces 

β2-6 resultan mas difíciles de hidrolizar, comportamiento que resultó similar en el 

estudio realizado con la BfrA. Esto permite plantear que mediante un estudio del 

comportamiento cinético de hidrólisis, es posible obtener evidencia de forma sencilla y 

rápida sobre qué tipo de fructana está presente en una determinada muestra problema; la 

hidrólisis permite particularmente diferenciar entre inulinas y levanas que son producidas 

por una gran variedad de microorganismos. 

E 
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 En particular, este tipo de ensayos hidrolíticos, podrían funcionar como una 

primera aproximación a la estructura de una fructana antes de llevar a cabo estudios más 

complejos, ya que, mediante un estudio cinético realizado con una enzima comercial 

como Fructozyme L o una exoinulinasa como la BfrA a una fructana problema de 

estructura desconocida, y usando como referencia fructanas de estructura conocida, se 

puede inferir algunos elementos relacionados con su estructura. Este análisis sería de 

particular ventaja en la búsqueda de cambios de especificidad en las reacciones de 

síntesis de fructanas mediante enzimas modificadas por mutagénesis sitio dirigida. 

 

 Es importante hacer notar que la hidrólisis de levanas fue menor que la de inulinas 

en 24 horas de hidrólisis, alcanzándose niveles de conversión de alrededor del 50% 

usando el producto Fructozyme L. Esta observación se debe tomar en cuenta cuando se 

están realizando cuantificaciones de fructanas en alimentos, incluso es una observación 

que omiten los kits para la determinación de fructanas en alimentos. 

 

 Una característica de fundamental importancia que deben poseer las inulinasas 

para su aplicación a nivel industrial es resistir temperaturas mayores a los 60 ºC para 

evitar contaminaciones y aumentar la solubilidad de la fructana, siendo la BfrA la 

inulinasa más termorresistente reportada hasta la fecha con una temperatura óptima de 

hidrólisis de 90-95 ºC [31]. Un estudio reciente ha mostrado que durante el proceso 

tradicional para la hidrólisis de agavinas en hornos de ladrillo existe una pérdida del 6% 

de etanol ya que una cantidad considerable de fructana no es hidrolizada [3]. El uso de 

otros métodos de hidrólisis como autoclaves ha sido utilizada, sin embargo, esto resulta 

en la pérdida de compuestos esenciales que dan las características organolépticas al 

tequila, por lo que se deben buscar métodos que ayuden en la hidrólisis y que se adapten 

al proceso tradicional. En el presente trabajo se demostró igualmente la capacidad que 

tiene la BfrA para hidrolizar inulinas y levanas de alto y bajo PM, alcanzándose niveles 

de conversión muy semejantes para la inulina de L. citreum CW28 y la levana de L. 

mesenteroides NRRL B-512F en 24 horas de hidrólisis, lo que nos permite concluir que 

esta enzima posee un alto potencial para su implementación como biocatalizador en la 

industria tequilera, ya que además, los jugos que salen de los hornos tienen una 
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temperatura que varía entre los 66.5 y 78.5 ºC durante la etapa de cocción, por lo que no 

se requeriría de una etapa más de enfriamiento para adaptar al biocatalizador  pudiéndose 

terminar la hidrólisis de los jugos del agave. 

 

 Los resultados de esta investigación fueron sometidos para su publicación en la 

revista Journal of Food Chemistry con el título: “Enzymatic hydrolysis of fructans by two 

β-fructosidase preparations”, anexado al final del escrito. 
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It is known that scveral f'ructofuranosidascs, exo-B-fructosidsses in particular may sct not

on lyon inu l in ,bu tB lsoon|evanaswel lasonother typeof f ruc tosepo lymerssuchas

agBvifit¡ (from agave plants); in this context, the ability of ffucto8i¿tHfes to hydrolyee

diffcrcnt fypc of fñrctans w85 comparcd ruing two Énzymc prcpsrations: B commcrcial

p roduc t (Fruc tozymeL)andsncxo inu l in8se(Bf rA)producedf romThermotoga

maritima-

Ascxpectcd,bothcnrymaticproductsprcferentiallyhydrolyzedpz-llinkagesand

low molecular wcight fructáns. It is shown ttrat chicory inulin ic ürc fastest dos.adcd

Bubsmte with both prcpaftItions, followcd by bactcrial inulin which has a higher

molecular weight and branching in B2-6 po$ition, while all bacterial levans werc more

slowly hydrolyzcd. It was found üat Michaclis-Mcnten kinetics describe thc hydrolyris

process of sucrose and low molecular weight fructans ({ 8'3 kDa) with both enzyme

prepBrations, whilc first order kinctics with respcct to fructan conccntrstion was obscfl/ed

for thc hydrolysis of high molecular weight inulins and lcvans (r 2200 kDa). From

seconrl ordcr rstc constant comparison (when including enzymc conccntrfltion) it w8s

found that bacterial inulin (L. dtreum cw28) is hydrolyzed 15 or 9 timcs morc slowly

with F'ructozymc L and BfrA respectivcly, rclativc to chicory inulin. In the case of I'

mesenteroides NRRL B-5 12F levan thc second order rate constant is 200 or 19 timcs

smaller that chicory inulin with thc samc two enzyme preparations. Beeidcs the



30 information provided conceming thc kinetic of frrrctan hydrolysis, thesc results also

3 | suggcst that thc kinetic behavior may bc used to differentiatc among fructan structurcs,

a)

33 Keln+ords: Frucune; Inulinases; Fructozymc L; T. marltlma exoinulinase (BfrA);

34 Enzymatichydrolysis.

35

3ó Introducdon

J I

38 Fructans are fructoac polymon s¡mtheeized in nahro from sucrosc and classified a¡

39 inullw, when bcaring mainly p2-l glycosidic linkages among fiuctose molecules or

40 lev¿¿v when fir¡ctogc molecules are joincd by p2a links. Neverthclcss, a wide variety of

4l more complcx structurEs derive from thc possibility of brnnching in the comploncntary

42 position (p2-6 in thc casc of inuline and pZ-l in thc case of levans), This is thc c¡se of

43 inulin from Agave tequila¿a Weber vtr- mul, the Mcxican plant from which Tequila is

44 produced, where the lcvel of branching has lcd to rcname this frucbns us agavlns

45 (Mancilla-Margulli & Lopee, 2006). Several fnrctan structures are illu.stratcd in Fig.l .

46

47 Fructans a¡e found as rcscrve carbohydrates in l5o/¡ of flowering plants (Hcndry,

48 1993), representing after starch, the mo$t common mcchanism of cncrgy storage: this is

49 pafiicularly the case of chicory (Cichorlum intybus) and Jenrsalem artichokc (Heliantus

50 luberosus\ which arc now important sources of industrial fructans, while ;lgave and

5l Dasylirion plants fructans {A. tequilana, A. angustifolia, A. potatorum, A. salmiana,

52 Dasyllrlon spp) arc thc ca¡bon sourcc ofimportant spirituous bcverages such ae Tcquila,
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Mezcal, Bacanora, and Sotol, originally from Mexico, but now aleo produccd in other

countries (ccdcffo, 1995; t¡on-Rodrigucz, Gonzalcz-HemandcZ, De la Ross, Escalantc-

Minakat¡, & Lopez, 200ó; waleclo<, cschaedler, colonna-ceccaldi, & Monsan, 2008)'

Fructans arc also produccd by microorganisms, mainly lactic acid bacteria such as

streptococcus, Leuconostoc, Lactobaclllus and welssella, as well a¡ other ePccics such a8

Z,omonas mobtlls, Gluconautobscter dimotrophicas, Bacillus subtilis and Bacillus

polym¡txa(Korakli & Vogcl, 2006).

In order to hydrolyze frr¡cta¡re to produce fir¡ctosc or ftnctooligosaccharides

(Fos), fructanhydrolascs both of plant or microbial origin may be used. Thc microbial

EnzJ¡mes arc cltssified according to Avigad & Baucr (1966) as:

A. Non-spccific p-fructofuranoeid83es, which bcsides sucro$G, can also hydrolyzc

fnrctosides from the rcducing p2-l or p2-ó end, such as exo-p-fructosidanes

(cxoinulinascs or cxolevanascs) (Ec 3.2.1.80) and 2,6-p-fructan 6-

lcvanbiohydrolases (EC 3.2. 1.64)

B. Endoinulinases (EC 3.2.1.7) which are

hydrolysis in inulin.

C. Endolcvanascs (EC 3.2.1.65) which arc

hydrolysis in levan.

specifrc for internal p2-l linkages

specific for intemal P2-6 linkages

Only exo-p-fnrctosidases have been identified in plans; thcy have been claesificd

as (a) frr.rctan p-(2-l)-fructosidases (EC 3,2,1.153) and (b) f¡r¡ctEn p{2-6)-fiuctosidasce



76 (EC 3.2.1.154), due to thcir high epecificity for each particular typc of linkagc and their

77 low or nil invertacc activity (Van den Endc, Yoshid4 clcrens, vergauwen, & Kawakami,

78 2fi)5; Vcrlucet, Van den Endc, La Roy, Dc Ranter, Van Laort, & Rabijne, 2005). It ia

79 important herc to obccwc that exoinulinasos can act on both rypc of linkages and

80 tharsforc aro tblc to hydfob'¿e inulin ag woll as levan. As already mcntioned, in soü¡c

8l cascs tho percctr'r8c of both 5ae of lirrkagcs is such that it is difficult to dcfins fructan¡

82 clearly al inulins or lcvane, eo from the epecificiry and kinctic point of vicry, it ic

83 intere+ting to obacrvo how inulinas$ behrve in this wida rangc of subetrats Btructrtrrs.

84 Furthermorc, mnny microorganinns prtacnt in somc fcrmcnt¡don systems such all

85 rourdough ¡fieking, Korakli, Ehml¡nn, Ganzle, & Vogel, 2003), pozol (Olivares-lltan4

86 wacher-Rod¡rte, Lc Borgrre, & Loprz-Munguia, 2002) or pulquo (Escalantc, Gilcs-

87 Gómoz, Hernández, Córdova-Aguilar, Lópaz-Mungufu, Goseet, & Bollvar, 2fi)B), are

88 able to produce inulin or levan from diffcrent enzymatic pathways; this is aleo thc ca¡c of

89 thc murth microbiota whcro S. mutans (inulin producer) and ,S. salivarizs (lcvan

90 producer) cosxist (Ebisq Kato, Kotani, & Misaki, 1975). It is thereforc intcresting ro

9l know if all type of fructans are eubjcctcd to fructosidase hydrolysis and the

92 conesponding rates.

93

94 In thc last decadc, intercst for inulin as wcll as for its fructooligosaccharides has

95 dramatically incrcased due to thcir outstanding nutraceutical and organoleptic propertier

96 (Nincss, 1999) while ant¡tumorsl and cosmctic properties have also been rcported for

97 levans (Calazans, Lims, de Franc4 & Lopes,2000; Kim, Chung, Kim, Kim, Han, & Kim,

98 2005; Yoon, Yoo, Cha, & Lee, 2004). Similar to starch, inulin is therefore becoming an
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important agroindustrial rsw mntcr¡sl that msy be transformed through Enzymttic

procesees in highcr added valuc products (Gill, Manhas, & Singh, 2006; Jin' Wang'

Jiang, & xu, 2005). For üis pufpose, scvcral erüzyme8 have becn rcportcd and widcly

srudied, particularly thosc fipm Aspergilus spp' (Singh & Gill' 2006)' and some

commcrcifll products combining both cndo and cxoinulinass sctivities arc availablo, such

as Fructozymc L (Novozyures). In a differcnt contÉxt' Megaeyme Intcmationsl lrelaDd

Ltd. has devcloped an otzymatic kit based on frrrctanhydrolascs from A' nlger in order to

quantiff frr¡ctane bascd on the mcssufgment of üs rcurlting fructosc. In both systemg,

working tempcreturEs of around 50 oC afe rcported. Although theee cnzymatic productu

arÉ rather stable, thermostablo inulinases arc an intcrceting option for this dcvcloping

indusüy as thcy allow for highcr proceesing tcmperatures which may rcsult convcnient

due to thc higher solubility of rubetrates and products, highcr rtaction retes, and lces riskc

of microbial contEmination. In this contcxt, BfrA, an cxoinulinssc from Termotoga

maritlma is one of thc most stable p-frr.rctosiduses reportcd so far (Liebl, Brcm, &

Gotschlich, 1998).

Considering the increasing rolc of fructa¡s and fructan hydtolysis in industry, it ie

importflnt to cxplore their kinetic behavior when subjected to enzymatic hydrolysis by p-

fructosidases. This is important not only for reaction designing purposc$ but also ts I tool

for fructan characterization based on the¡r susceptibility to liuctanhydrolases, tbr instancc

to establish changes in fructan structulc dcrivcd from mutrtions in the synthesizing

enrymcs. Thercfore, the purposc of this rcsearch is to obscrue thc kinetic behavior of

fructans of microbial and plant origin, when subjectcd to hydrolysis by a commercial



122 inulinase pruduct (Fructozyme L) and thc thermoctablo exoinulinase BfrA from ln

123 maritlma.

t24

125 Mrterhl¡ & Methodt

l2ó

127 Fructans

128 Sevcral fr¡srqn* were uclcctcd for thia rtudy: Raftilino HP, n vogetal inulin from chicory

129 plants (Orafti, Bclgium), vcgetal inulin (agavin) cxtracted from l. tequllana Webcr var.

130 aul, microbial lnulin fi:om /+uco¿ostrc cil¡eum CW28 produccd ae dcacribcd by Ortiz-

I 3 | Soto ct al- (?0O4), microbial lcvatr from Bailtlus sabttlk produccd as describcd by Ortiz-

132 Soto ct al- (2008), levan from Lnutonostoc mesentcmldcs NRRL B-5IZF produced a*

133 describcd by Morales-Arrietg ct sl. (2006) and levan from L. mesenteroldes ATCC BZg3

134 produccd as describcd by Olvcra et al, (2007). Microbial fructans were recovered from

135 the corrceponding culturee by prccipitation witb ethanol, wtthcd by repeated cycles of

136 precipitntion, and freeze dricd. Inulin from agave was exhactcd using 3 parts of water per

137 part of mashed agavc pinee at 60 "C, ccntrifuged and freeze dricd. Fructan molccular

138 weights are reported in Table II of the Results and Discussion section.

139

t40

l 4 l

142 Enzymepreparütlons

143 Fructozymc L, a comrncrcial enzymatic product obtained from I. arger combining cndo

144 and exoinulinase activiticc was kindly provided by Novozymes, Mexico. Exoinulinase
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from L maritima (BfrA) was sclccted for comparison se it is a singlc cnzyme bearing

activity towards p2- I and p2-6 linkakcs. The inulinaso gerc hfrA which codcs for a p-

fiuctosidase (Liebl, Brcm, & Gotschlich, 1998) was amplified using the enzymÉ "Expand

High Fidelity PCR System" (Rochc, Mannheim, Germany) from a Z maritlma gcnomc

bank kindly provided by Profcssor E, Moreü from thc Inetituto do Biotccnologla of

UNAM (Cucrnavaca, México), in nn PCR equipmcnt "RoboCyclcr Gndicnt 9ó"

(Sratagenc, La Jolla, CA), using two oligonucleotides:

S¿c I

f)iTCCt: CCG OAG CTC GAT GTT CAA GCC OAA fiA TCA C

Hind lll

Reverse: CCG CTG CGA¿GCIC CAT ATC TTC TCG AGT TCA A

The amplificd product was cloned in thc expression vector pET-2zb (+)

(Novngcn, San Diego, CA) employing the restriction enzJmes Hind lll and .Tac I ucing

thc Quick ligation TM Kit (Ncw England Biot¿bs). Electro compctcnt Escherlchla coll

DH5a cells were transformed with this vcctor which was finally sequenced to verifr thc

construction. After growth and induction, cclls wcre harvcsted by ccntrifugation at 4oC

during l0 min and l0 000 rpm, and thc pcllet treated in a Frcnch press. The E- coli

cxrracr was heat trcatcd I hr at 70 oC to climinate the thcrmostable proteins and used as

the source of the cnzymc after demonstrating by B zymogfam that BfrA was the only

protein active towards fructans.
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Zymogram

Sodium dodccyl rulphate / polyacrylamidc gcl clcctrophorcsis (SDS-PAGE) werc

prcpsrtd Et l0% n¡ dcscribod by t-aemmli (1970) mixed with inulin or lcvnn to a fin¡I

concentrltion of 20 mg/ml-. After protein scporntion, the gcla wcrc washÉd th¡ee time¡

with a 50 ütM flEctatc buffer, pH 4.5 in thc c¿¡c of Fructozymc L or 5.J in üe cás€ of

BfrA ard l% of Twccn 80 for protein ren¡turalizatiort In sltu hydrolyair wns thcn

induced hcubating tho gels with buffcr ovcmight Thc usc mcrcaptocthatrol wa¡ avoidcd

during SDS-PAGE as thc stnrcture of üo inulinascs prcecnt in Fructozymo L is unhown.

In order to observc üo cnzymatic activity directly on üc gcl thc rails containing

the rnolecular weight markcrr were stsined with Coomassic Brilliant Bluo, while thos€

containing Fructozymc L or BfrA were strincd with üc Schiffrcagent (Signe, St. t ouir,

Missouri) uting the following procedure: first, thc gels wcrc incubatod during 30 minutes

in a 75Vt ethanol solution, followod by ono hour incub¡tion in ¡ solution of pcriodic

(0.7o/o) and acetic acidr (5%). After th¡ee 20min washing stcpe with a sodium bisulfite

(0.2 %) acetic acid (5%) eolution, thc gels were finally placed in contnct with thc Schiff

reagent, staining thc wholc gels except the rcgions whcro p-fructosidase degraded thc

fructan polymcr.

Enzymatic reaclion and acllvlly

s
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Reactions with Fructoryme L wcrc pcrformed at 60 oC in pH 4.5, 50 mM acetate buffer;

for BfrA, rcactions wcrc pcrformed at 75 oc in a pH 5.5, 50 mM acetatc buffer- All

reactions were carned out in duplicatce,

Reaction werc monitorcrl by foltowing thc releasc of reducing power using thc 3,5

dinitrosslicilic acid (DNS) mcthod ru reportcd by Millcr (1959). Or¡c r¡nit of enzyme

activity was defined as thc amount of cnryme übcrating I ¡rmol of frr¡ctosc cquivaleDts

pcr minute. To stmdardizc thc comme'rsial product vis-a-vis the rccombinant emzyme, tho

cnzymatic Ectivity of both preparationo was mÉgsl¡fed using 439 mM sucrosc 8s

substratc. Under thcse conditions Fructoryme L contains 25,32f UlmL, while the

partially purified E coli extract containcd 165 U/ml.

Hydrolysis at J0 gil of fruct¡n wae carried out during 24 and 4t houru using 15

U/mL of Fructozyme L or BfrA. ln order to obtain the levcl hydrolysis and to analyzc the

cnd products of reaction, hydrolysis products wcrc measurcd both by thc DNS method' as

well as by HPLC (HPLC equipment and columns were from Waters Corporation,

Milford, Massachttsetts). Fructosc wss meosurcd in a Carbohydrate High Performance

Column (4.6 x 250 mm cartridge), using 1.4 mUmin of a 75:25 Ecetonitrile:wgtcr

mixrurc at 35 oC. Producrs werc also analyzcd by thcir molccular weight distribution

using a two columns chromatogfttphic system connccted in scrics: Ultrahydrogcl Lincar

Column (7.8 x 300 mm) and Ultrahydrogcl 500 Column (7.8 x 300 mm), resulting in a

fractionation rangc of500 and l0 x l0Ó Dn. Sodium n¡trate 0.1 M was used as cluant at a

0.t mUmin rate at 35 oC. A molccular wcight standard was constructed using dcxtran$ of



Zl2 known molecular weight in the 5.2 to 668 kDa range, and tho molecular weight averagc

213 was calculued for bactcrial fructans.

214

215 Agavin wru hydrolyzed wing H?SOI (0,05 N) at 120.C during I hour, and

216 Fructosc a¡d Glucosc wore mersurcd by HpLC as describc.d .above. Thc dcgree of

217 polymcrization wss obtsincd by thc ratio FructosdGlucorc, rruming that for each

218 Fructan molecule exiet ono Olucoec. Finally, oligooaccharides wcna mossured in a Clt

219 colu¡nn (Watcrs Spherisorb ODSZ Column, 4.6 x 250 mm) using 0.7 nlJmin of watcr r¡

22O tho mobil phasc at room ternperaturo. In all casGs a Watrrs 410 Differencial

221 Rcfractomctcr was uEG.d BT detcctor.

222

223 Rinteh analysls

224 Considering that, in thc caso of the commcrcial product, we are dcaling with a mixture of

225 activities, thc kinetic analysis and kinctic data generatcd give and idca of the rraction

226 behavior and the magnitude of üe rcaction rates, but can only be used for comparative

227 purposes, as will be discusscd later. In thosc casee in which initial fruct¡n hydrolysis ratcr

228 ns a function of substratc concentration could be described by aimple Michaelis-Mcnten

229 type kinctics, including sucrose hydrolysis, I/max and Kn werc determincd from linear

230 rcgression analysis of üc experimcntal data. First and second ordcr rare conslants were

231 also detcrmincd. considcring tharl

I/maxf.9l
v = -

fzr+[S]

T

0

0
( l )

t 0



I
233 In the casc oflow substrate coDccnration (Knt >> S):

234

" = r-'1r 
¡s1= rr'tsl = k"t¿'ltsl

235

zJ6 Where: r,= 
I'm"I 

ie the first ordcr rarc constsnt and t"* f:af rhc second order
Km Km

237

238 rf,tc constsnt of the Michaelis Menten, with also: É'=,t"[f].

239

240 However, in must cEsc8, particularly thosc involving bacterial fitrctano, firet order

241 kinetics wcrc obseryed in a wide rangc of substrate conccnFat¡on at a given enzlrmc

i
242 activity. In thosc cascs, fnrctan hydrolysis was described by a pscudo first order model:

241

=-!L = t'r (r)
dt

244

245 or thc intcgrated equation:

246

241

248 Whcrc F is the molar fructosc conccntral¡on in the polymcr and ¡t' de pseudo

Ü 249 first ordcr rate constant. As thc rate is also dependent on enzymc conccntrstion, we can

250 also describc thcse reactions by a second ordcr rate constant (,t" ) as:

(2)

(4)In& = t 'r
F

l l



25r
t

, = - !L= t " [ f JF

252

233 In ordcr to despribe the rcactions in terms of frr¡ctoee production or fnrctoso

254 cquivalcnE, polymcr conceutration wa¡ dcfincd in terms of F, the totrl molar frr¡cto¡c

255 conccntrntion. In thesc conditions üe initial conccntrst¡on { is dcfined as:

256

^ Fo'

I 80r

257

258 Where {"' is thc initial m¡ss fiuctosc conccntratioq 180 ie the fir¡ctoee molc$¡lar

7.59 weight and "r" ie a concction factor to flccount for thc watcr molecules involved in thc

260 traneformation of fructosc to frr¡ctan considering that:

26r

Fructann + n - I (HrO) -+ n(fructosc)

262

263 So that:

264

Fructnn.
r =  "

n(fructosc)

265

266 Wherc "n" rcprcsents the polymerization degrce of the polymer, lt is clear thst r 
Í

267 approacher 0.9 for'h" values larger than 10, so that s constnnt trancformation factor can

(5)

(6)

3

(7)

(8)

t2



2ó8

269

270

271

272

273

be applied for üis calcularion without introducing an important crror. Polymerizat¡on

dcgreee of plant frr.lctan uscd were higher than 30, while bacterial fructan rcached valuos

gteater than l0 000.

Thc evolution of F wiü timc was thereforc cstimated from the differencc

betwcen ,{ and thc fructoss conccntration value dctcrmined by DNS meüod Thic is an

274 approximation baeed on thc assumption that all reducing fiuctans productc can bo

Z7S rcprcseuted by a firrctoso equivalcnt concentrstion. Fnrctoee cquivalents will appronch

Zi6 rcsl fructost conccnbation at high firrctan conversion or in thc case of oxoinulinsse

277 which directly rcleases fructosc from fiuctan-

278

279 Recult¡ tnd Dltcusrlon

280

281 Zymograms

282 Fructo4fmc L has at least th¡cc cnuymc$ acting on chicory inulin as can be observcd

283 between 40 and ó0 kDa in the rymogram shown in figurc 2A, whilc in üe case of I'

284 mesenteroides NRRL B-512F lcvan, only one uctivity is observcd bctween 50 and 60

285 kDa in thc lcvan rymogram (figure 2B), that may corrcspond to an cxoinulinasc, as thc'sc

286 rype of inulinases can hydrolyze both inulin and levan. Thcrcfore this experimcnt

287 demonstrares that Fructo?ryme L is cornposed by a mixture of cndo and exoinulinascs, A

288 singlc activiry band corrcsponding to a molecula¡ weight of 50 kDa was observed in

289 inulin and levan zymograms when reacted with BfrA, as alrcady rcported by Liebl ct al.

290 (1998) (results not shown).

l 3



291

292 Ftactan hydrolysts by Fruttoryme L

293 As shown in Figure 34, only sucrose and plant frr¡ctans follow a Michaelis-Menten typc

294 kinetic behavior when the initial renction rates arc measured at difTercnt substrate

295 conccntrations. Howcvcr, in the c¡se of the plant polymcru, the limirs of rolubility were

296 retched bcforc ¡ maximum resction ratc (saturation) wae obscrvcd. Thc calculated

297 Pararnctcrc for chicory inulin and agavin are given in Tablo I, whcrc thc cetimsted

298 maximunl initial ruaction ratc ( I/ max ) is givcn per volume of T. maritlma culhue 3¡(tmct

2gg or Fructorymc L. ln Figurc 38 it may also bG obeerved that bacterial fructanr are

300 hydrolyzed following ¡ first ordcr kinetic bchsvior, in the same concÉntmtion rangc and

301 explorcd up to thcir solubility limits.

302

303 As expccted, Fructozymc L preferentially hydrolpe polymcrs with p2-l linkages

304 of relativcly low molccular weight, as cvident from üc rato data in figurc 3 and the

305 pararnctcnl reported in Table I, with the highcst rates observed for thc hydrolysie of

306 chicory inulin. As also chown in Tablc l, sucrose and vegctal fructans havc almost üe

3O7 sBmc l/max valucs; however, when K¿r valuc¡ arc comparcd, it was found that chicory

308 inulin was hydrolyzcd with the highcst aflinity, Among plunt fiuctnns, a higher afliniry

309 was obserucd for chicory inulin (8.3 kDa) than tbr agavin (6.2 kDa), with an almost 4-

310 fold smaller Km, due to the complex structurc of aguvins containing a highcr p2-ó

3l I branching level. It shor¡ld be noted that kinetic paramctcrs obtained wiü vcgetol fructans

312 are hypothetical, since wc are dealing with eeversl enrymcs and extrapolating the

313 ssturation values.
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Bactcrial fnrctan hydrolyeie data wss analyzed with a first order reaction model as

reported in Figure 4, and from this data, thc reaction ratc constflnts wert dctcrmined

according to equation 4. These rcsults arc summarizcd in Table II whcrc it may be

observcd that a wide dcgrec of epecificity in the hydrolysic of fructans cxisto depending

on the substrate srucq¡fe and molccular weight plant fiuctana usually range in thc 30-60

polymerization dcgrcc (PD), rarely cxcceding 200, whilc bacterial fructang may have PD

higher than 100 000 (Vijn & Smcekcne, 1999).

ExperimcrrB at known cnuyme and subetrate concCnFatiOn allowed the

calculation ofsecond ordcr rate conatánt$ t" which arc also reported in Tablc II, relative

to thc value obtaincd for chicory inulin. This allows a comparetivo Enalysis of all frr¡ctans

indcpendently of thcir kinetic behaviour (whether first ordcr or Michaclis-Mcnten in the

first order region), From thesc valucs it is evidcnt that plant fructans (A & B) ure morc

rapidly hydrolyzcd than bactcrial fiuctans (C-F), and may bc concludcd thtt chicory

inulin is hydrolyzed at the highest rate, with a ,t" th¡ee timcs higher than that of ngavin.

Among bacterial fructans, L. dtreum inulin (C), was hydrolyzcd morc rapidly than all

levans, however with a *" of only 6.5% of that of chicory.

Levan structure, as proposed by Tanaka ct 8l (1980) for lcvan fromB. suáli/is is

shown in Figurc l; similar structure$ have bccn proposed for othcr bacterial fructans of

different sizc and level of branching (Ebisu, Kato, Kotsni, & Misaki' l9?5; Feingold &

Gehatia, 195?; Simms, Boyko, & Edwards, 1990). In this context, B. subtllls levan has a

l 5
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348

349

350

351

152
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355

bimodal dietribution of fructans with 8.3 and 3500 kDa of averagc molccular weighq the

presencc of thc low molecular wcight fraction may explain thc highcst t" obtained fur

this levsn whcn compared to thc two L. mesenlerolder etrains levan (E&F), which havc

an averu8e molecular weight highcr than 20fi) kDa. Howevet, L. citranm inulin (C) is

hydrolyzed f¡eter than B. suhtIIE lcvan, ovon though it hre a thrcc ordcrg ofmagnitudc

higher molocular weight, duo to thc highcr afffnity of üe enzymc complcx for p2-l

linkage* In this eneymatic complcx, only the oxoinulinases are activc towarda levan4

while inullns, including L. cltranm inulin, aru hydrubzed by boü cndo and exo

fructanhydrolarcs.. Thc rather rimilar boh¡vior obe€rvcd for lcvanc of two üffercnt ¿.

mesenteroides strains (E&F), r¡uggests they havo similar structuree.

Aftcr 24 hours of rcsction, it wat obecrvcd that plant snd L. citreum inulins arc

highly hydrolyzed, with chicory inulin rcaching tho highest hydrolysir conversion (Tablc

II), Again, tbÉ high level of branching in agavins may explain thc lower convereion¡

reached aftor 24 houre, ag compared to chicory inulin. It has been reportcd that the ratio

ofB2-l/p2-6 linkages in agavins varies bctwcrn 1.6 and 2.7 depcnding on the production

rcgion (Mancilla-Margalli & Lopcz, 2fi)6); on the orher hnnd 1,. dtreurn inulin although

vcry much larger (3000 kDa) than agavin (6.2 kDa) ir hydrolyzcd ro rhe srmc cxtcnt duc

to its rathcr linear p2-l structure, as it was found from I methylf,tion analysis carricd out

t

t

356 by Orafti Group (Belgium) that it only contains 1.8% of B2-6 tinkages (resulrr not

357 shown).

3s8 
t
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t o 359 The lower conversion observed for lcvans when arc compared with inulins 6nd

360 agavin are consistcnt with üeir structure, although higher conversions (around 50%)

361 ccrtainly reeult from a higher F2-llF2-6 linkages ratio. Changes in strucrurc thercfore

362 result in changes both, in initial resction rats parameters as wcll in $ubstrate conversion.

3ó3

364 Tho hydrolyeis products were followcd sfter 24 and 48 h of reaction by HPLC in

365 order to analyze the residual polymer molccular weight dictribution as a firnction of timc.

366 Thesc rcsultg are shown in Figuro 5 for chicory inulin and B. sabtllls levan, whcrc it may

367 bc obecrved üat for chicory inulin thc polymer is dograded completely, whilo in the css€

36E of B. subtttts levan, the hydrolysis is slower and thc changes in the polymcr molecultr

369 weight distribution aru obscrvablc, and ag discusscd csrlicr, the Iow molecular weight

37O polymers are first dcgradcd, Agavin and inulin from I. mesenteroldes and chicory nrc

371 degraded up to firrctose, and levans from thc two levan producing L, mesenteroldes

372 strains followed the same behavior as B. subtllls levan, being L, mese¿ferofd¿s NRRL

373 85l2F levan the most recalcitrant (resul* not shown).

374

375 When the hydrolysis products werc analyzed in a Cl8 column to follow the

376 synthesis of oligosaccharidcs (Figure 6), it was found that, at all times, the combinc<l

377 Bction of exo and cndoinulinascs oi L- Eitreum inulin, hydrolyzed fructants to fructosc

378 wirhout the accumulation of measurablc amounts of oligosaccharides. In the casc of L.

379 mesenteroides NRRL Bi l2-F levan, bccauec only exoinulinasee c&n act on thc polymcr,

380 fructose is thc only product. The strme behavior was obeerved for other fructans bcing

381 fructose thc only product present during the reaction (data not shown).

t

I
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382 *

383 Fntctan hydrolysis áy BfrA

384 In order to fi¡nhcr cxplore and validate thecc rcsults, üc ssme typc of cxpÉriments were

385 performed with BfrA and th¡ee repreuentativc fir¡ctans from thc prEvious experiments:

386 chicory inulin,.f,. citreum CW28 inulin and L. mesenteroldes NRRL Bilz-F levan. BfrA

387 libtrrutee fructosc rcsiducs from the non reducing cnd of both tlryc of frr¡ctans. As shown

388 in Figures 7 and 8, thc overall kinctic bchavior and spocificity alrcady rcported for

389 Fructozymc L was obscwod aleo with BfrA, following a Michaelie-Mcnrctr kinetic

390 behavior for cucrosc and chicory inulir¡ and a pscudo fint ordcr kinctic bchavior for

391 bacterial fructan. Tha kinctic parsmcteru c¡lculatcd for sucroac and chicory inulin are

392 also shown in Table I, demon¡Fsting that BfrA has the higheut activity tows¡d sucrose

393 with a l¡¡na two timcs higher than for chicory inulin; howevor, BfrA shows I highost

394 affinity for chicory inulin with a Krz two timcs smaller than üat of sucrosc. This is not

395 surprising since BfrA has bccn defined both as invcrtasc and inulinasc. eo that fim

396 psrameters obttincd during our experimentr are congrucnt with the data reportcd by Licbl

397 ct El. (1998) for sucrose and inulin. BfrA hydrolysas L. cttrcua inulin (H) nt

398 approximately l/10'h of tho chicory inulin hydrolysis rate and L. mesenreroides lcvan (l)

399 at l/20thas deduced from thc rntÉ constranF reportcd in Table tl.

400

401 As ¡esults given in tigurcs 3 and 7 are reponcd in tcrms of mL of Fructozymc L or

402 recombinant cnzymc cxtract, the rate valucs among thc two enzymatic prcporations are

403 not directly comparablc; in tcrms of sucrosc cnzJmc activity uniu, I mL of Fn¡ctozymc

4M L is cquivalart to 153.5 mL of the recombinant inulina¡e, As shown in Table II enzymc

5

3

}
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406

407

408

409

4 1 0

4 l l

4t2

4r3

4t4

4 1 5

4 1 6

4t7

4 1 8

4 1 9

420

421

422

423

424

425

426

427

concentration based on sucrose activiry units was almost the same for chicory inulin

hydrolyois. In this conditions, lhe pseudo first order constants is reduced from 25.6 with

fructozymc to 3.3 min-l with BfrA for the hydrolysis of chicory inulin, that is to say, for

this substfate, the Enzyme complex "Fructozyme" is 7 timcs more efficient than the single

cxoinulinase f¡om Z. maritlma.

When reactiono were explorcd in the long tcrm I more important diffcrence wa¡

obeervcd anrong fructsns ss rcported in Tablc II. The lowcr convettione reached by thc

BfrA may in gcncral be explaincd by the Iowcr cfTiciency of tlrc oinglc cxoinulinasc ae

compared to thc combined action of an exo and endo inuünascs in Fructozyme L; they

are aleo the consequcncc of the higher spccificity towards p2-l linkages of the cnzymc as

levans are not completely hydrolyzed in the dcfined rerction timc.

Conclu¡lonr

Fructans in naturc havc a wide variety of structurcs; some of üem are radical, as the

categoric diffcrcnce between linca¡ inulins and lincar lcvans, but some othcr ones are less

obvious: thc diffcrence between a highly branchcd inulin and a highly branched levan.

Inulinases Brc becoming vcry important for the hydrolysis proccsscs of inulins in

industry. Howcver, as these cnzymes can also sct on brflncbed inulins and levans, the

kinetic behavior msy be uscd, not only to charactcrize the hydrolytic process itsclt, but

aleo to differenrirte omong fructan structurcs. This has been demonstrated in üis study,

as both kinctic behavior and parameters havc bcen shown dependcnt on f¡uctan structurc.

Thercfore, a preliminary idca on the structurc of a given fn¡ctsn may bc obtained by its

l 9



42t kinctic bchavior whcn compored with frr¡ctanc of known Btructure, Furthermore, changoa

429 on polymcr structure rc'rulting from mut¡tions in üe nyntheuizing onrymce (cg

430 lewnsucra8c or inulooucraso) may bc detected by changes in the kinetic bchavioru,

43 | beforu proceeding to morc cxpensivc and cumbcruomc tcchniques. Thie may become a

432 valuable tool in eitc directcd mutagencsis studiee of ftuctosylnannferascs.

433
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532 Tnble rnd Flgure Legendr

533

534 Trble I. Michaelis Menten kinetic paramctcrs calculated for the sucrose and rwo plant

535 fructans hydrolysis with Fructozymc L and an exo-fnrctohydrolase from T.maritima

536 (BfrA).

537 Trbte IL Molecular weigh! kinetic properties (reactlon modcl, pscudo first and sccond

538 ordcr rute constants) and conversion aftcr 24h of rcsction for fiuctane hydrolyzcd with

539 Fructozymc L and an exo-frtrctohydrolaso from T-mwitima (BfrA).

540

541

542 Figure l. Fructan structure. A) inuh+ B) Ievan, C) and D) l. tequllana Weber va¡. l.r¡rl

543 fiuctan structure$ proposed by Mancilla-Margalli and López (2006) for plants grown in

5M Los Altos, Jalisco, Mexico, and E) low wcight B. subttlls levan structure as proposcd by

545 Tanaka et al. (1980).

546

547 Figure 2. Fructozymc L zymograms csrried out with A) chicory inulin and B) l.

548 mesenteroldes NRRL B-512F lcvan. In both gels: line l, molecular mass marker; lincs 2

549 and 3, Fructo'rymc L activity.

550

551 Figure 3. Fructans and sucrose hydrolysis kinetics with Fructozymc L at pH 4.5 and 60

552 oC. Continued lincs rcpresent the adjustment with thc Michaelis-Menten model for

553 sucro$e End vegctal fiuctans, and with a first order modcl for bacterial fructans, All rates

554 are defined by mL of Fructozyme L bearing 25 323 UlmL.
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555

556 Figure 4. Fint order modcls deocribing bactcrial frr¡ctanc hydrolysis with Fructozyme L

557 at differcnt subdtrElc conccntrntion (pH 4.5, 60 cC). Continuous lines roprrscnt the fi¡et

55t rate adustment.

5J9

560 Figurc 5. Molecula¡ woight distsibution of fi¡¡l hydrolyrin productr obtaincd with

5ól Fn¡ctozyrno L fr,om: A) chicory inulin and B) B. nráfills lcv¡n. Black linor rcprurcnt tho

562 inttial product, grcc'n liner productr ¡ftcr 24 hourc of rcaction, and rud linc¡ aftr 48 hu¡n

563 ofreaction.

564

56j Figurc 6. A) L. cttreum CW28 inulin ¡nd B) L. mesenteroides NRRL B-512F lev¡n

566 cvolution during hydrolyrtr. No oligosaccharide form¡tion i¡ obccrvcd"

567

568 Figurc 7. Frustans and rucroso hydrolysie kinetics with BftA at pH 5.5 and 75 oC.

569 Continued linee rtprcscnt the Edjurffilcnt with the Michaclis-Menten model for eucrosc

57Q and chicory inr¡Iin and with a firBt order model for bacterial frr¡ctans. All rates arÉ defined

571 by mL of BfrA bcaring 165 U/mL.

57?

573 Figurc 8. First ordcr models describing bacterial fructan hydrolysis with BfrA at different

574 substrate concentration (pH 5.5, 75 "C). Continuous lincs rcprcscnt thc first rate

575 adjuetment.

576

577
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l. ¡f|t¡rn Mutm ldradc prnülu c¡krld.d b¡ tL ffiil ¡!d twü Phfl

fir<tu lyrlnl¡rb wltl Frücbrym L ild il u;lHe¡ydr¡br llm f,x¡Érr

FffitüyrffiL

SEbdtf,!ü Yru(U/nLÍf) ifr (nM)

$rc¡w

Chiffitf inulir

.{. ,!qrt ff Wó.r vr. crl ¡8wlf

?liW6r?:}7

y lt7 +7u6

1225¡ l r330 l

59.9 * 0.6

z.z + o.s(t)

zr * ]DCr)

Stm

Cldctry IDultD

2 l 5 r t . l

97.ó¡ l9.l

48.¡f + 4.24

26.! * l-t(t)

t Rd6 h doñrd b}' oL of Pütolyffi L n nL of BftA ( Putsym L cqrbim 2J 323 U
¡nd BftA lóJ U ofmttlütypcnL).

I caiwy inulin ud A¡rün ffilnhtiff m br¡d m r rmler¡lq rvf,F wi8ht of 8.1
mdó.?khrArcúvdY.
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¡a¡ .f rE úil hr lYrcrrff ¡ydnlyrd wfil Fn *yb L ¡¡¡ [ f,dtüro¡ydñb. fr.o r.r¡lrr]r (ElhA]

Fmrm/mL

MoloL¡
wd¡ht
rv6¡t (}Dr)

t"fttstfi /
l"chi(rw

l-¡rn (%)lt)
KiÉictlF 

rurlt"
I 'x l { f f i

( - ln,)
Htd¡Dhd¡

orflt

(A) Chlcoryiilulh

(B) ,¡- r- WGücf w. ml r¡rvhr

(C) L c. CW2t lrulin

(O) f.r. ltu

(E) La.ATf,E8293!m

(F) f,-HRf,L&tl2Fkilm

MlchüIEMffi

Mi(+slh Mfit fi

Fht ordür

Ptnr ddcf

Fhlqds

PLd dúr

lm 86+2.1

35.2 8t ü 0.9

ó.5 7üi I

1.9 53 + t.6

0.5 5,+ + 0.1

0.5 ,l¡f+ 1.8

8.1

ó.2(')

lom

g.l(')

3500

TxIl

x¡m

óJ

6.1

6J

ó3J

r?ó.6

t26.6

15.6

9.01

|.ól

4.88

7^U

2.66

ü

(a)

(H)

(f)

t
t
I

tm f l i4 .4

9J ,tó ú 0.8

4.5 4t + 0.9

Tbr rvmp dc¡m of pd}[ffilatkil df |3rvi¡ obrlnrd [ ffiilthrd in m¡rkl¡ d ]i.aoü w ló.9..e- r!árlt& hff h ftrri.d
by m mhcuhrwcl¡ht di*ih¡dw of !.3lft üd tfmfDr ¡vf,$ ffilcst&ftitbl
Euym mmthn u#d .ldrl f i¡d t" ddilrflhdff.
Ar l " cffi b. c¡lcul¡rGd, tlut$ t" E ¡!frnrd 10 rho cldGory ifrlin t,,-
Duin¡ dmlmthn of cnffiin ¡frfi 24h of hyüúlt4¡ |ffiim¡, ¡n 6r¿flÉ ffiHim of lJ U/mL wr¡ u¡¡d wirb mh
Itffi.

Chkry lmlin 8.3

L ¡. CW2E Inulin 3{m

¿- r. NRRI- FJI2F hvft t20O

Mlsbrlb Müi6 t.t 3.95

Flrio.dü ló.J 0.71

FEI sür 16.5 0.16
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