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1. RESUMEN

s sabido que varias fructofuranosidasas, particularmentef-&xctosidasas,
Epueden 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 comparé usando dos
preparaciones enzimaticas: Fructozyme L (Novozymes), un producto comercial formado
por una mezcla de endo y exoinulinasas, y una exoinulinasa (BfrA) de la bacteria

maritima.

Como fue esperado, ambos productos enziméaticos hidrolizaron preferentemente
enlace{32-1 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 poddehes
mientras que las levanas bacterianas fueron hidrolizadas mas lentamente. Se encontré que
la hidrélisis de la sacarosa y las fructanas de bajo peso molec@& KDa) siguié una
cinética tipo Michaelis-Menten con ambas preparaciones enzimaticas, mientras que la
hidrdlisis de fructanas de alto peso molecuta?,00 kDa) siguidé una cinética de primer
orden. De la comparacion de las constantes de segundo orden se encontré que la inulina
bacterianal(. 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 dk. mesenteroides NRRL B-512F, la constante de segundo orden fue 200 y
22 veces menor que la inulina de achicoria con las mismas preparaciones enzimaticas.
Ademas de la informacion encontrada acerca de la cinética de hidrdlisis 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 publicacion en la revista Journal of Food Chemistry con el titulo:
Enzymatic hydrolysis of fructans by tvilafructosidase preparations, anexado al final del

escrito.
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2.INTRODUCCION

L as fructanas son polimeros 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 enlacef2-1; (B) levana, formada por enlac2-6; (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 enlace2-6 y la levana con enlacg®-1 generando estructuras mas
complejas (figura 1E). En algunas casos ninguno de los dos tipos de enlaces predomina
por lo que es dificil 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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Figura 1. Continua en las paginas 4 y 5.
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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 Lopez [4] para las fructanas mezcladas presentes en plantas de A.
tequilana Weber var. azul de la region de Los Altos, Jalisco, México.

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 acido lacticas (BALS) de los dg&neptasoccus,
Leuconostoc, Lactobacillus y Weissella, asi como algunas especies no acido lacticas
como Zymomonas mobilis, Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus subtilis y

Bacillus polymyxa [6].

El interés por la inulina y los fructoligosacéaridos (FOS) con enlg(4), 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], asi como actividad antiinflamatoria e hidratante sobre piel irritada
[12]. Ademas, las fructanas representan una fuente importante para la produccién de
fructosa [13,14], azUcar con un poder edulcorante mayor que la sacarosa y que exhibe

multiples propiedades funcionales cuando se usa en alimentos y bebidas [15]. La
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produccion de inulina y FOS se ha realizado hasta ahora principalmente mediante su
extraccion de plantas de achicoria [8], mientras que en nuestro pais, las fructanas
presentes en las plantas de diversos tipos de agave y sotol han sido utilizadas casi
exclusivamente para la produccion de bebidas fermentadas tradicionales como el tequila
[16,17], mezcal [18,19], bacanora [20] y sotol [21].

La hidrdlisis de fructanas para la producciéon de FOS vy fructosa es llevada a cabo
enzimaticamente 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 produccién 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
hidrolisis de inulina vegetal para la produccion de fructosa [25-28]. Ademas del interés
generado por la demanda de FOS y fructosa, las inulinasas han despertado el interés de
grupos de investigacion, incluido el nuestro, pues son un auxiliar en la identificacion de
fructanas al poder modificarlas en un medio por hidrdlisis selectiva y su posterior

cuantificacion mediante fructosa y/o poder reductor.

Diversos autores han reportado fructanohidrolasas eficientes para la produccion
de fructosa, siendo las levaduras del géndigveromyces y los hongos del género
Aspergillus las fuentes mas versatiles para la produccion de inulinasas [29], y el producto
comercial Fructozyme L (Novozymes) compuesto por una mezcla de endo vy
exoinulinasas deAspergillus niger, el mas estudiado y aplicado en la industria
actualmente [25,27,30]. En términos de su estabilidad y condiciones de operacion, las
enzimas deAspergillus resumen las caracteristicas apropiadas para una aplicacion
comercial. Sin embargo, dado que el producto final es susceptible de contaminacion, es
conveniente trabajar a temperaturas suficientemente altas para disminuir los riesgos. En
este sentido destaca otra inulinasa, la exoinulinash deritima (BfrA) que es |aB3-
fructosidasa mas 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 actuan preferentemente sobre las inulinas, también las levanas son
susceptibles de hidrdlisis por estas enzimas, variando las caracteristicas cinéticas con las
gue se lleva a cabo el proceso. Por esta razon hemos decidido estudiar el proceso cinético
de hidrolisis aplicando tanto un producto comercial disponible (Fructozyme L) asi como
una exoinulinasa termorresistente (BfrA) que permita no solo realizar un analisis
comparativo, sino también explorar la posibilidad de su aplicacion en procesos de
hidrolisis. Por otro lado, la determinacion de la estructura de una fructana requiere de
procedimientos finos y complejos como resonancia magnética nuclear (NMR) o analisis
por metilacion de los grupos hidroxilo mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (GC-MS) [32], por lo que contar con métodos rapidos que
permitan obtener una idea inicial de la estructura seria de gran utilidad en la investigacion
y caracterizacion de fructanas. Por lo antes expuesto, el objetivo del presente trabajo
consiste en una primera instancia, caracterizar cinéticamente la hidrolisis de diversas
fructanas empleando un producto enzimatico comercial (Fructozyme L) y una
exoinulinasa de la bacteria hipertermofilita 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 enzimatico.
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3. GENERALIDADES
3.1. Origen de las fructanas

L 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]. Estas son sintetizadas y almacenadas en
la vacuola y acumuladas en organos especializados como en la raiz de la achicoria, el
tubérculo de la alcachofa de Jerusalén, el bulbo de la cebolla (tabla I) o la pifia en las
plantas de agave (tabla 1) [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 sequia,
la sal y/o el frio [1].

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

Contenido de inulina (% peso

Fuente Parte comestible fresco)
Cebolla Bulbo 2-6
Alcachofa de Jerusalén Tubérculo 14-19
Achicoria Raiz 15-20
Puerro Bulbo 3-10
Ajo Bulbo 9-16
Alcachofa Hojas y corazén 3-10
Platano Fruto 0.3-0.7
Centeno Cereal 0.5-1
Cebada Cereal 0.5-1.5
Diente de leén Hojas 12-15

T Valor estimado.

Por otro lado, la produccion de polisacéaridos extracelulares (PECs) como las
fructanas, esta ampliamente distribuida entre las BALs que han sido utilizadas por siglos
para la obtencion de productos fermentados (tabla Ill). Ademas de las BALs existen otras

bacterias como las que se enlistan en la tabla IV, capaces de producir fructanas. Se ha
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propuesto que la funcién de los PECs bacterianos es de proteccion contra la desecacion,
la fagocitosis, la depredacién por protozoos, el ataque de fagos, antibiéticos, toxinas y
estrés osmotico. Los PECs también tienen un rol importante en el reconocimiento celular,
adhesion a superficies y formacion de biofilms facilitando de esta forma la colonizacién

de varios ecosistemas [35].

Tabla 1l. Composicién de la pifia en especies de plantas de agave. Pifias de plantas con edades de 8 a 9
afos. Resultados expresados en % en peso [36].

Nombre comun KD 8%2 Agavina redlﬁ:%[gf:sri(s)tales Nitrégeno  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 29 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 25 55
Zopilochino 70 12 14.3 1.03 0.023 2.7 4.5
Sihuin 65 12.5 17.5 1.09 0.021 25 4.5
Chato 68 12.5 15.6 1.23 0.020 24 5.0
Azul 2 60 11 24.1 1.50 0.020 2.7 4.5

Tabla Ill. Bacterias acido lacticas 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 reuteril21 Inulina y Levana [40,41]
Lactobacillus sanfranciscensis, ND [38]

L. sanfranciscensisTH1729y L. sanfranciscensisTH2590 Levana [42]
Leuconostoc citreunCW28 Inulina [43]
Leuconostoc mesenteroidd$CC 8293 Levana [44]

10
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Tabla Ill. Continuacion

Leuconostoc mesenteroiddéRRL B-512F Levana [45]
Pediococcus pentosaceus Levana [39]
Streptococcus mutans Inulina [46]
Streptococcus salivarius Levana [46]
Weissella cibaria ND [39]
Weissella confusa ND [38]

T ND — Estructura no determinada.

Tabla IV. Bacterias no acido lacticas productoras de fructanas

Microorganismo Tipo de fructana Referencia
Acetobacter diazotrophicUSRT4 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 sp217C-11 Inulina [54]
Erwinia amylovora Levana [55]
Microbacterium laevaniformans Levana [56]
Pseudomonas aurantiaca Levana [57]
Pseudomonas syringg. Phaseolicola Levana [58]
Rahnella aquatilisiCM-1683 Levana [59]
Zymomonas mobilis Levana [60]

3.2. Estructura de las fructanas

La estructura de las fructanas varia 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 esta presente en algunos pastos (Poaceae) cdtoa ampla[62], la neo-

inulina se produce en las Liliaceae como el esparrago 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” estan presentes también en avigayespp yDasylirionspp [4,65].
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Las bacterias producen principalmente levanas o inulinas ramificadas (figura 1,
tabla 11l y 1V), cuyo grado de polimerizacion (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 varia entre los 30-50 residuos de fructosa y que ocasionalmente alcanza
los 200 [2].

La elucidacion de la estructura quimica de carbohidratos complejos como las
fructanas se lleva a cabo mediante instrumentacion sofisticada como NMR y MS. Sin
embargo, un andlisis de metilacion de los grupos hidroxilo obtenido mediante GC-MS es
requerida para obtener informacion acerca de la posicion de los enlaces glicosidicos,
posicién de ramificaciones, composicién de los monosacaridos y tamafio de los anillos
[32]. Este proceso consiste basicamente en |®peetilacion del polisacarido seguido
de una hidrdlisis acida que proporciona monosacaridos parcialmente metilados, su
reduccidn a sus correspondientes alditoles, la acetilacion de los nuevos grupos hidroxilo

formados y finalmente su analisis 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 estbmago hasta
llegar al colon donde son fermentadas por la microbiota intestinal. Esto ha permitido
clasificar a las fructanas tipo inulina como prebidticos, ya que ademas de no ser
hidrolizadas por los acidos gastricos 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 inulinavivo 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, ademas, se ha encontrado que una dieta
rica en inulina incrementa la produccion de butirato durante su fermentacion [66,68],

principal fuente de energia para los colonocitos (células epiteliales ciego-coldnicas).
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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
pequefas, son mas solubles que la inulina y ayudan a dar mejor cuerpo a los productos
lacteos, disminuir el punto de congelamiento de postres y dar textura a productos de
panaderia, ademas, poseen de un 30 a un 50% de dulzura comparada con la sacarosa [7],
siendo la planta de achicoria la principal fuente para la produccion de inulina 'y FOS [8].

El estudio de las fructanas mezcladas y levanas en aplicaciones farmacoldgicas ha
sido amplio Ophiopogon japonicug Cyathula officinalisKkuan son plantas usadas como
medicamentos en la cultura tradicional china. Estudios farmacologicos de los
polisacaridos presentes €D. japonicus muestran su capacidad para estimular la
proliferacion de linfocitos [70], mientras que se ha demostrado que los polisacéaridos
presentes erC. officinalis poseen actividad antitumoral [71]. La estructura de estos
polisacaridos 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 caracteristicas estructurales como el GP [11] y el PM [12,56,72] juegan un
papel importante para tal efecto. Esto sugiere que la composicion del polimero, el tipo de
enlace glicosidico y el porcentaje de ramificacion influencian la estructura secundaria y
terciaria de la cadena principal y su ensamblaje macromolecular, definiendo de esta
forma las propiedades biolégicas vy fisicas 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 produccion de alimentos
fermentados debido a las propiedades de conservacion y de sabor que les confieren a
estos productos. Otra caracteristica importante de algunas de estas cepas es su habilidad
para la sintesis de PECs como las fructanas (tabla Ill). Durante la produccion tradicional
de pan mediante masa madre (sourdough), la masa es fermentada por un cultivo

simbidtico de levaduras y BALs que ademas de mejorar el aroma y la vida de anaquel
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producen PECs que afectan positivamente la reologia 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 fermentacion [38,39]. La produccion
in situ de PECs como las fructanas durante la fermentacién del pan, permite ademas

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 produccién de fructosa [13,14], azlcar que en forma cristalina
exhibe un poder edulcorante relativo al de la sacarosa de 1.8 y en solucion de entre 1-1.75
dependiendo de la temperatura, pH y concentracion [74,75]. Ademas, la dulzura de la
fructosa es mayor a bajas temperaturas, incrementandose 1.8 veces cuando la temperatura
se reduce de 60 a 5°C [75], lo cual repercute de manera importante en su aplicacion en la

industria refresquera.

En nuestro pais, las fructanas presentes en las plantas de agave y sotol ostentan
una gran importancia, ya que mediante su hidrolisis y fermentacion se obtienen bebidas
espirituosas tradicionales como el tequila [16,17], mezcal [18,19], bacanora [20] y sotol
[21]. Por otro lado, la produccion de las denominadas “mieles de agave” derivadas de las
agavinas son una alternativa de edulcorante con grandes beneficios nutricionales y

fisiologicos [76].

3.4. Hidrélisis de fructanas

La hidrdlisis de fructanas para la produccién de fructosa y FOS se lleva a cabo
enzimaticamente por las fructanohidrolasas que, como se sefiald, pueden ser de origen
vegetal o microbiano. Las de origen microbiano se pueden clasificar en tres grupos

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

A. B-Fructofuranosidasas inespecificas, que ademas de hidrolizar la sacarosa son
capaces de hidrolizar, a partir del extremo no reductor, fructésidos y fructanas

en las que la fructosa estd unida mediante enlacesfiartocomop2-6: a
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este grupo pertenecen las Hkd®-fructosidasas (exoinulinasas o
exolevanasas) (EC 3.2.1.80) y las R;6uctan 6-levanbiohidrolasas
(3.2.1.64).

B. Endoinulinasas (EC 3.2.1.7), enzimas especificas para la hidrolisis de enlaces
internosP2-1 de inulinas.

C. Endolevanasas (EC 3.2.1.65), enzimas especificas para la hidrdlisis de enlaces

internosP2-6 de levanas.

En el caso de las fructanohidrolasas de origen vegetal, Gnicamente se conocen
Exo{3-D-fructosidasas, pero debido a que éstas presentan una alta especificidad por los
enlace3(2-1) of3(2-6) y baja o nula actividad invertasa [78] se agrupan en: (a) fifctan
(2-1)-fructosidasas (EC 3.2.1.153) y (b) frudBa(R-6)-fructosidasas (EC 3.2.1.154).

La busqueda de fructanohidrolasas para su aplicacion en la produccién de fructosa
y FOS ha sido amplia, como se resume en la tabla V, en la que se presentan referencias
de enzimas de diversos origenes. También ha sido amplio el estudio de la hidrdlisis de
inulina vegetal para la produccion de fructosa, planteada como una alternativa a la
produccion clasica de fructosa a través de la hidrolisis del almidon de maiz y la
isomerizacion de glucosa [25-28]. Sin embargo, dado que la inulina presenta baja
solubilidad a temperatura ambiente y el producto final es susceptible de contaminacion,
el proceso industrial para la produccion de fructosa y FOS de inulina se lleva a cabo a
60°C, 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 deKluyveromycesssp y Asperigillus spp las mejor conocidas [29] y el
producto comercial Fructozyme L (Novozymes) compuesto por una mezcla de endo y
exoinulinasas dAspergillus nigerel mas empleado actualmente [25,27,30]. En términos
generales estas enzimas resumen las caracteristicas apropiadas para una aplicacion
comercial, teniendo propiedades adecuadas para su uso industrial. Por otro lado, dada la
necesidad de trabajar a altas temperaturas es importante sefialar que hasta la fecha, la
BfrA es la inulinasa mas 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 ;I;%r;peraturh Referencia
Aspergillus awamori Exo{3-D-fructosidasa 60 [79]
Aspergillu candidus Exo{3-D-fructosidasa 45 [80]
Aspergillus ficuum Exo{3-D-fructosidasa ND* [81]
Aspergillus fumigatus Exo{3-D-fructosidasa 60 [82]
Aspergillus niger Exo{3-D-fructosidasa ND [28]
Aspergillus oryzae Exo{3-D-fructosidasa 55 [83]
Bacillus polymyxa Exo{3-D-fructosidasa 35 [84]
Bacillus sphaericug 88-1 Exo{3-D-fructosidasa 40 [85]
Bacillus subtilis Exo{-D-fructosidasa 55 [86]
Bacillus subtilis4302 Exo{-D-fructosidasa ND [87]
Bacteroides fragiliBF-1 Exo{3-D-fructosidasa 37 [88]
Bifidobacterium adolescent€xl Exo{3-D-fructosidasa ND [89]
Bifidobacterium infantis Exo{3-D-fructosidasa 55 [90]
Bifidobacterium infantidATCC 15697 Exo{3-D-fructosidasa 37 [91]
Bifidobacterium lactiDSM10140(T) Exo{3-D-fructosidasa 40 [92]
Candida guilliermondii Exo{3-D-fructosidasa ND [28]
Chrysosporium cladosporioides Exo{3-D-fructosidasa 55 [93]
Geobacillus stearothermophilis1289  Exo{3-D-fructosidasa 60 [94]
Gluconacetobacter diazotrophic®RT4  Exo{3-D-fructosidasa 30 [95]
Kluyveromyces marxianBDBB-L-278 Exo{3-D-fructosidasa 50 [96]
Kluyveromyces marxian3BS 6556 Exo{3-D-fructosidasa 50 [97]
Kluyveromyces marxianus var. Bulgaricu£xo{3-D-fructosidasa 55 [98]
Kluveyromyces marxianundK. lactis Exo{3-D-fructosidasa ND [99]
Lactobacillus pentosus Exo{3-D-fructosidasa 25 [100]
Iﬁgt;bacillus paracasei ssp paracagei Exo-B-D-fructosidasa ND [101]
Penicillium janczewskii Exo{3-D-fructosidasa 55 [102]
Penicillium sp StrairTN-88 Exo{3-D-fructosidasa 55 [103]
Pichia guillermondi Exo{3-D-fructosidasa ND [104]
Pseudomonas mucidolens Exo{3-D-fructosidasa 55 [105]
Scytalidium acidophilus Exo{3-D-fructosidasa ND [106]
Streptococcus mutans Exo{3-D-fructosidasa ND [107]
Streptomyces sp Exo{3-D-fructosidasa 70 [108]
Thermotoga maritima Exo{3-D-fructosidasa 90-95 [31]
Microbacterium laevaniformanaTCC 2,63-fructan 6- 30 [109]

15953

levanbiohidrolasa
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Tabla V. Continuacion.

2,6-fructan 6-

Rhodotorula sp levanbiohidrolasa 40 [110]
Streptomyces exfoliatls3-2 Izé\?fn-z)rilcj)(r:]tizrr]o?a;sa 60 [111]
Streptomyces djo. 7-3 Ize;\?frl-giléﬁizrr]o?alsa 40 [112]
Arthrobacter sp537 Endoinulinasa 50 [113]
Aspergillus ficuum Endoinulinasa ND [81,114]
Aspergillus niger Endoinulinasa ND [28]
Aspergillus nige20 OSM Endoinulinasa 55 [24]
Candida guillermondii Endoinulinasa ND [28]
Chrysosporum pannorum Endoinulinasa 50 [115]
Penicillium purpurogenum Endoinulinasa ND [116]
Penicillium spTN-88 Endoinulinasa 50 [117]
Psuedomonas sp Endoinulinasa ND [118]
Xanthomonas oryzado. 5 Endoinulinasa 50 [119]
Actinomyces viscosusTCC 19246 Endolevanasa 45 [120]
Arthrobacter sp Endolevanasa ND [77]
Bacillus spNo. 71 Endolevanasa 40 [121]
Bacillus sp17 Endolevanasa 50 [122]
Streptomyces sp66L Endolevanasa 40 [123]

t Temperatura 6ptima de hidrdlisis.
¥ ND. Temperatura no determinada.

3.5. Cuantificacion y determinacion de fructanas presentes en plantas y alimentos,

asi como las producidas por microorganismos

Ademés del interés generado por las fructanohidrolasas por su capacidad para la
produccién de FOS y fructosa, también han despertado el interés de diversos grupos de
investigacion, incluido el nuestro, pues son un auxiliar en la identificacion de fructanas al
poder modificarlas y cuantificarlas en un medio por hidrélisis selectiva mediante fructosa
liberada y/o poder reductor [124]. De hecho, la empresa Megazyme ha desarrollado
varios kits para la cuantificacion de fructanas y FOS en plantas y alimentos que consiste

en una primera etapa de hidrélisis enzimética de sacarosa, almidén y maltosacéaridos y su
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posterior reduccion a alditoles, y una segunda etapa en la que se realiza la hidrdlisis de
fructanas y FOS usando inulinasas, que finalmente se cuantifican mediante la liberacion

de azucares reductores [125].

Como antecedentes a este trabajo, en el laboratorio de Biocatalisis en el IBt,
hemos encontrado que aunque con diferente especificidad, tanto inulinas como levanas
son susceptibles de hidrolisis por inulinasas. Por esta razén hemos decidido caracterizar
el proceso de hidrdlisis de fructanas empleando tanto un producto enziméatico comercial
(Fructozyme L, Novozymes) que contiene una mezcla de endo y exoinulinasas asi como
una exoinulinasa termorresistente de la bacleraaritima(BfrA), con el fin de llevar a
cabo un andlisis comparativo. Por otro lado, como ya se menciond, la determinacion de la
estructura en fructanas requiere de procedimientos analiticos finos y complejos como la
NMR y el andlisis del tipo de enlace de las fructosas mediante metilacion de los grupos
hidroxilo y posterior cuantificacion de los productos de hidrélisis mediante GC-MS [32],
por lo que contar con métodos rapidos que den una idea aproximada de la estructura,
seria de gran utilidad en la investigacion y caracterizacion de fructanas. Por lo antes
expuesto, el objetivo del presente trabajo consiste primeramente en caracterizar
cinéticamente la hidrdlisis de diversas fructanas empleando dos tipos de catalizadores:
Fructozyme L y la BfrA expresada heterdlogament&scherichiacoli, y a partir de los
resultados cinéticos obtenidos, tratar de definir un método de andlisis preliminar de la
estructura de una fructana basado en su hidrdlisis enzimatica, que permita determinar
mediante una estudio cinética sencilla, las caracteristicas de una fructana, y
particularmente, diferenciar entre inulinas y levanas. Para cumplir con este objetivo se
estudiard el comportamiento cinético del proceso de hidrdlisis cuando estos dos

catalizadores actlen sobre diversas fructanas.
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4. HIPOTESIS

La caracterizacion cinética de la hidrolisis enzimética de fructanas permite

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

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizacion del proceso de la hidrdlisis enzimatica de fructanas.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar cinéticamente el proceso de hidrélisis enzimatica de diferentes
fructanas utilizando Fructozyme L.

2. Analizar los productos finales de la reaccion de hidrolisis de fructanas empleando
Fructozyme L.
Expresar el gebfrA que codifica para la exoinulinasa™emaritima enE. coli.

4. Caracterizar cinéticamente el proceso de hidrdlisis enzimatica de diferentes
fructanas mediante la BfrA.

5. Analizar los productos finales de la reaccion de hidrolisis de fructanas empleando
la BfrA.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Sustratos

Para la caracterizacion de la hidrélisis enzimatica se seleccionaron fructanas de
diferentes PM y diferentes caracteristicas 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
afos en nuestro grupo de investigacion. Durante la caracterizacion ademas de las
fructanas se utilizO sacarosa, debido a que, como se menciond anteriormente las
exoinulinasas hidrolizan tanto fructanas como sacarosa, asimismo, como se vera mas

adelante, fue el sustrato empleado como referencia para la determinacion de unidades
enzimaticas.

Los sustratos empleados durante la experimentacion 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 dégave tequilanaWeber var.azul extraidas con
agua a una relacion kg agave/L agua de 1/3 usando agave desgarrado con
un diametro aproximado de particula de 2 cm y a una temperatura de 60 °C
durante 4 horas en agitacion a 320 rpm. Posteriormente el extracto se filtrd
y dializg, para finalmente secarlo mediante liofilizacién durante 8 horas.

* Inulina deLeuconostoc citreur@W28 producida en un trabajo previo por
Ortiz-Soto y col [126] utilizando las células completas.

» Levana deBacillus subtillissintetizada usando un extracto enzimatico de

la enzima expresada éh coli como fue descrito por Ortiz-Soto y col.
[127].
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* Levana delLeuconostoc mesenteroidBRRL B-512F sintetizada usando
un extracto enzimatico de la enzima expresadeEermoli como fue
descrito por Morales-Arrieta y col. [45].

* Levana deL. mesenteroideATCC 8293 sintetizada usando un extracto
enzimatico de la enzima expresadaeroli como fue descrito por Olvera
y col. [44].

Las fructanas microbianas fueron producidas tal como fue descrito en las
referencias, se recuperaron por precipitacion adicionando dos volimenes de etanol e
incubando a 4 °C toda la noche observandose la formacién de un precipitado blanco
viscoso (fructana). Posteriormente, el precipitado se disolvié en agua y se dializg, para

finalmente secarlo mediante liofilizacioén.

7.2. Clonacion y expresion heterologa del gdafirA de T. maritima enE. coli

El genbfrA deT. maritimaque codifica para urgfructosidasa (invertasa, exoinulinasa)
[31], fue amplificado mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando
ADN cromosomal dél. maritimacomo templado donado por el grupo del Dr. Enrique
Morett del Instituto de Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos).

Los oligonucledtidos disefiados para la amplificacion tienen las siguientes
secuencias:
Sacl
Primer directo: CCG GAG CTGAT GTT CAAGCC GAATTATCAC
Hind 111
Primer reverso: GCG CTG CGA AGC TICAT ATG TTC TCG AGT TCA A

Las PCRs se llevaron acabo en un volumen dgl26on una concentraciéon de
oligonucledtidos de 0.75 pmol/uL, 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 amplificacion se presenta en la tabla VI. Los
productos de la PCR fueron purificados mediante el kit High Pure PCR Product

Purification (Roche).

Tabla VI. Programa empleado para la amplificacion debdefmediante la PCR.

Etapa Ciclos Terrzgg;atura Tiempo (min)
1. Desnaturalizacion inicial - 94 2
2. Desnaturalizacion 94 1
3. Alineamiento 30 54 1
4. Elongacién 72 2
5. Elongacion final - 72 10

Para la clonacion se utilizé el vector de expresion pET-22b(+) (Novagen, CA,
USA). El gen se inserto entre los sitios de restricélomd 111 y Sacl usando el kit de
ligacién Quick ligation™ Kit (New England BioLabs) segun indicaciones del proveedor.
Para la produccion de plasmido se electroporaron células de la ceps PHR
extraccion y purificacion se realizé mediante el kit High Pure Plasmid Isolation (Roche).
Las clonas positivas fueron analizadas mediante PCR en colonia y patrones de

restriccion.

El andlisis de electroforesis de los productos de la PCR se llevo acabo en geles de
agarosa al 0.8 % a voltaje constante de 100 V en una camara 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
tiieron con bromuro de etidio diluido 1:1000. Para verificar la construccion se realizo la
secuenciacion del DNA utilizando el secuenciador automatico Applied Biosystems 3100
(CA, USA) de la Unidad de Secuenciacion Automética de ADN del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM (Cuernavaca, Morelos).

Para la produccion de la BfrA se electroporaron células de la cepa BL21
empleando el vector pET-22b(+) con el gbfrA. Las células transformadas se
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propagaron en 5 mL de medio LB ampicilina (1@ImL) y se incubaron a 37°C y 250
rom durante 12 horas. Posteriormente se realizaron gliceroles de las células a una

concentracion del 30% (v/v) y se guardaron a -20°C para su preservacion.

La BfrA fue producida realizando un precultivo inoculando un glicerol de la cepa
BL21 transformada con el gdafirA en 50 mL de medio LB ampicilina (1Q@/mL) por
12 horas a 37°C y 250 rpm. Posteriormente, el precultivo se inoculé en 950 mL de medio
LB ampicilina (100pug/mL) a 37°C y 200 rpm, permitiendo que las células crecieran
hasta una densidad Optica de 0.5 leyendo en un espectrofotometro Beckman DU 650
spectrophotometer (Beckman Coulter, CA, USA) a una longitud de onda de 600 nm. En
seqguida, las células se indujeron con IPTG (0.2 mM) a 20°C hasta que las células
alcanzaron una densidad Optica de entre 1.5 y 2. La recuperacién de las células se realizd
por centrifugacion durante 10 minutos a 4 °C y 10,000 rpm, y el pellet se lavo tres veces
con una solucién amortiguadora de acetatos 50 mM pH 5.5. Finalmente, las células se
resuspendieron en 4 mL de solucién amortiguadora de acetatos y se prensaron a 900 psi
con una prensa French para lograr la extraccién de la enzima. Los restos celulares fueron
separados por centrifugacion durante 30 minutos a 4°C y 12,000 rpm, y el extracto
enzimatico recibié un tratamiento térmico a 70°C por una hora para precipitar las
proteinas termolabiles d& coli, aprovechando el hecho de que la BfrA es estable por ser
termofilica. Todos los ensayos enzimaticos de la BfrA se realizaron con el extracto previo

tratamiento térmico.

7.3. Zimogramas y tincion 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 levan&.deesenteroideSIRRL B-

512F a una concentracion final del 20 mg/mL. Debido a que se desconocen las
estructuras de las inulinasas presentes en Fructozyme L, y para evitar una
desnaturalizacion irreversible de las enzimas, no se utiliz6 mercaptoetanol. Los geles se

corrieron utilizando una cadmara Mighty Small Il (Amersham Biosciences, NJ, USA) a
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corriente constante de 20 mA con geles de 2 mm de espesor, empleando una solucion
amortiguadora con Tris-base 15.1 g/L, glicina 72 g/L y SDS 5 ¢/L. El marcador de PM
utilizado fue PageRuler Unstained Protein Ladder (Fermentas). Después de correr los
geles, se lavaron tres veces con una solucién amortiguadora que contenia Tween 80 al
1% (v/v) con el proposito de renaturalizar las enzimas, acetatos 50 mM y pH 4.5.
Finalmente, los geles se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en solucién

amortiguadora de acetatos 50 mM y pH 4.5.

Para el caso del gel de actividad con la BfrA, se prepar6é un gel SDS-PAGE al
10% adicionando inulina de. citreumCW28 a una concentracion final del 10 mg/mL.
Se cargo el gel con extracto de la enzima expresaffa &vli BL21, previo tratamiento
térmico. Después de correr el gel y lavarlo tres veces con una solucién amortiguadora que
contenia Tween 80 al 1% (v/v), acetatos 50 mM y pH 5.5, se incubo toda la noche a
55°C.

Para observar la actividad enzimatica, el carril de los geles que contenia el
marcador de PM se corto y se tifid incubandose toda la noche en una solucion de acido
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 solucion de acido
acético 10% (v/v) y metanol 30% (v/v). El resto de los carriles que contenian las
proteinas con la actividad enzimatica se tifieron con reactivo de Schiff (Sigma), el cual se
utiliza para detectar aldehidos mediante un cambio de la transparencia original al
magenta o purpura en presencia de aldehidos de acuerdo a la siguiente metodologia: los
carriles fueron sometidos a un tratamiento con etanol al 75% durante 30 minutos,
posteriormente se incubaron 1 hora en acido peridédico 0.7% - acido acético 5% y se
lavaron tres veces con metabisulfito de sodio 0.2% - acido acético 5% durante 20
minutos. Finalmente, los geles se pusieron en contacto con el reactivo de Schiff. La
presencia de actividad se observo por la aparicion de halos de claridad en el lugar donde

la enzima realizd la hidrélisis.
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7.4. Andalisis enzimatico

Los ensayos enzimaticos se realizaron empleando Fructozyme L (Novozymes,

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

Tabla VII. Condiciones de reaccion para los ensayos enzimaticos

Enzima Buffer pH Temperatura (°C)
Fructozyme L Acetatos 50mM 4.5 60
BfrA Acetatos 50mM 55 75

Durante la caracterizacion enzimatica se midieron las velocidades iniciales de
hidrdlisis de las fructanas a diferentes concentraciones de sustrato, estando definido el
limite superior de concentracion por la solubilidad de cada fructana. Las fructanas
empleadas se resumen en la tabla VIIl. Las reacciones se monitorearon siguiendo la
aparicion de azucares reductores por el método del acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS)
reportado por Miller [129]. Una unidad de actividad enzimética (U) esta definida como la

cantidad de enzima que libera ymaol de fructosa en un minuto de reaccion.

Bajo las condiciones de reaccién establecidas anteriormente y empleando sacarosa
a una concentracion de 439 mM (150 mg/mL), se encontré 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 VIII. Fructanas empleadas en el proceso de hidrélisis
enzimética.

(A) Inulina de achicoria

(B) Agavina deAgave tequilandVeber varAzul

(C) Inulina deLeuconostoc citreur@W?28

(D) Levana déacillus subtilis

(E) Levana dé.euconostoc mesenteroidd®RL B-512F
(F) Levana dé.euconostoc mesenteroida$CC 8293
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7.5. Andlisis de los productos finales de reaccion de las distintas fructanas a 24 y 48
horas por HPLC

Se realizaron reacciones con una concentracion de fructana de 50 mg/mL usando
Fructozyme L o extracto enzimatico de la BfrA ambas a 15 U/mL y se calculd el
porcentaje de hidrélisis enzimatica de fructanas a las 24 horas de reaccién midiendo la
cantidad de fructosa liberada. La fructosa liberada se midi6 mediante HPLC usando una
columna Carbohydrate High Performance Column (4.6 x 250 mm cartridge) que permite
la separacion de monosacaridos y disacaridos usando como fase mévil Acetonitrilo:Agua
a una relacion de 75:25, a un flujo de 1.4 mL/min y a una temperatura de 35 °C.

Los productos obtenidos a las 24 horas y 48 horas se analizaron por HPLC para
observar la distribucion de PM y la formacion de FOS. El analisis de la distribucion de
PM de las fructanas se llevé a cabo en un sistema de columnas de permeacion en gel
conectadas en serie: Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300
mm), con un indice de exclusion entre 0.50 y 10KIDA, empleando como eluyente
nitrato de sodio 0.1 M a un flujo de 0.8 mL/min y a una temperatura de 35°C. Para
analizar la formacion de oligosacaridos durante las reacciones, se utilizé una columna de
fase reversa C18 (Waters Spherisorb ODS2 Column, 4.6 x 250 mm), usando como fase
movil 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

uso6 un detector Waters 410 Differential Refractometer.

7.6. Determinacién del PM de las fructanas

La determinacién del PM de las fructanas de origen bacteriano empleadas durante la
experimentacion se llevé a cabo mediante HPLC usando el sistema de columnas de
permeacion en gel Ultrahydrogel Linear y Ultrahydrogel 500 bajo las condiciones
mencionadas anteriormente, para lo cual se construy6 una curva patron con estandares 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 permeacién en gel daba un valor que salia del limite menor de
exclusion del sistema, la determinacién del PM y GP promedio se realiz6 mediante su
hidrdlisis y su posterior cuantificacion como fructosa y glucosa por HPLC. Asumiendo
gue por cada molécula de fructana existe una molécula de glucosa [2], la determinacion

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

CH,OH

GP=n+1 (1)

[fructosata | {fructosaore] +1

GPpromedio:
[glucosaa | {glucosawre]

(2)

Antes de la hidrélisis se determind primeramente la concentracion de fructosa y
glucosa libre presente en la muestra. Posteriormente se realiz6 una hidrdlisis acida
durante una hora a 121°C usand®®, a una concentracion 0.05 N y se determiné la
concentracion de fructosa y glucosa total. La cuantificacion de fructosa y glucosa se
realizé por HPLC empleando la columna Carbohydrate High Performance Column bajo

las condiciones seflaladas anteriormente.

Durante la formacion de un enlace glicosidico se pierde una molécula de agua:

HOH,C H

o.
+ H OH
HO CH,OH

HOH,C H

T

HO CH,OH
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Por lo tanto, al realizar un balance de masa de la ecuacidon quimica anterior se tiene que el

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

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

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

7.7. Célculo de parametros cinéticos

Para aquellas fructanas, incluyendo la sacarosa, que fueron hidrolizadas enzimaticamente
de acuerdo con un comportamiento cinético de tipo Michaelis-Menten, se determing la
velocidad méaxima de hidrélisid/fnay y la constante de Michaeli&ify) mediante un

ajuste al modelo tipo Michaelis-Menten, en su variante linearizada de Lineweaver-Burk a
datos obtenidos de velocidades iniciales en funcion de la concentracién de sustrato.
También se determinaron las constantes de pseudo primer y segundo orden que
corresponden a la condicion de baja concentracion de susffatonjo se describe a

continuacion.

Dada la cinética de Michaelis-Menten= VLaX[S] (4)
Km+[ S]
Cuando: Km>>[S]

Kmt[ § = Km
entoncesy = v max[ S] (5)

Km

donde:k'= Vlinrjx es la constante de pseudo primer orden.
Por lo que se puede plantear que:

v= K[ 9] (6)
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Por otro lado, dado que la velocidad depende de la concentracién de enzima:
v= K[ H[ 9] (7)
donde K= K'[E] (8)

siendok” la constante de segundo orden.

En la mayor parte de los casos, particularmente de fructanas de origen bacteriano,
el comportamiento cinético observado correspondié al de una cinética de primer orden
con respecto al sustrato, cuando la concentracion 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 continuacion, a partir de datos de concentracion a lo
largo del tiempo obtenidos directamente de la reaccion. Para este fin se integré el modelo

de primer orden considerando la concentracion de enzima constante:

i -dF/ - _k
modelo de primer orderv. = At =-k'F (9)
modelo integrado de primer ordeln:F% =k't (20)

DondeF representa la concentracion molar de fructosa en el polimes el
tiempo yk' es la constante de velocidad de primer orden. Debido a que la velocidad
depende también de la concentracion de la enzima se tiene que (al igual que en la

ecuacion 6y 7)K= K'[E], dondek” es la constante de velocidad de segundo orden.

F,, se calcul6 mediante la ecuacion:

Fo'
18Cr

(11)

dondeF, es la concentracion inicial equivalente de fructosa de la fructana en solucién
(moles de fructosa / L, es la concentracion inicial masica de fructosa de la fructana

en solucion (g de fructosa / L), 180 es el PM de la fructasasyun factor de correccion
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al cambiar de concentracion en masa de fructosa en la fructana a concentracion molar que

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

fructaga + GP 1(H O)- GP(fructos) (12)
De tal forma que:
_ fructang,
(GP)fructsa (13)
PMdeldructana
r= (14)
(PMdeldructosa)GP)

Cuando GP >> 10, el factor 0.9.

F se calcul6 mediante la diferencia enfigy los moles de fructosa liberados
durante la reaccion a un determinado tiempo cuantificados mediante la aparicion de

azucares reductores como se describié previamente.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION
8.1. Determinaciéon del PM promedio de las fructanas bacterianas y agavina

EI PM promedio calculado para las diferentes fructanas empleadas durante la
experimentacion se presenta en la tabla IX. Para calcular el GP a partir del PM se
empled la ecuacion 14. En el caso de la agavina, debido a que durante la determinacién
del PM su valor salia por debajo del limite inferior de exclusion del sistema de columnas

empleado, se decidié obtener su PM a partir de la determinacién de su GP.

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

Fructana PM promedio (kDa) GP estimadlo
Inulina de achicoria 8.3% 51
Agavina deA. tequilanaWeber var Azul 6.2 38
Inulina deL. citreumCW28 3,000 18,519
Levana deB. subtilis 8.3y 3,500 51y 21,605
Levana dd.. mesenteroideATCC 8293 3,000 18,519
Levana dd.. mesenteroideSRRL B-512F 2,200 13,580

T El GP estimado se calculé utilizando la ecuacién 14. Para el caso de la agavina, como se mencion6 en
materiales y métodos, primero se calculé el GP promedio y posteriormente se estimé el PM promedio.

¥ El PM promedio de la inulina de achicoria es el correspondiente al producto HP de Orafti.

1 La levana deB. subtilisesta 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 6rdenes de magnitud mayores a los PM promedio de las
fructanas de origen vegetal. Sin embargo, la levana producidd.psubtilis esta
constituida por una distribucion 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
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achicoria empleada fue la HP de Orafti, la cual, mediante un proceso de refinamiento es

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

8.2. Andlisis del proceso de hidrdlisis 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 soOlo un halo de actividad enzimatica 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 menciond en generalidades, las exoinulinfisas son

fructofuranosidasas inespecificas que hidrolizan tanto inulinas como levanas.

A) B)

60 kDa —> 60 kDa —>
50KkDa —> 50 kDa —> <—

. 40kDa —>
40 kDa —> :

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
enzimaticas entre los 60 y 40 kDa, mientras que en el gel realizado con B) levana se observa solamente una
actividad enzimatica entre los 60 y 50 kDa.
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8.2.2. Hidrdlisis de fructanas mediante Fructozyme L

Se llevaron a cabo cinéticas enziméaticas con el fin de estudiar el comportamiento de la
preparacion comercial Fructozyme L en la hidrdlisis de fructanas de diferentes origenes.
Las gréficas que describen la velocidad inicial de hidrélisis observada a diferentes

concentraciones de sustrato se muestran en la figura 3.

A) 28,000
o
24,000 -
-
IS
< 20,000 A
£
©°
16,000 -
E::. &
T 12,000 -
°
(8}
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>
4,000 1 OSacarqsa o
B (A) Inulina achicoria
A(B) Agavina A. tequilana Weber var. Azul
0 !.—\ T T T T T T T
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Figura 3. Cinéticas de hidrdlisis de fructanas y sacarosa utilizando Fructozyme L. Las lineas 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 estan definidas por mL de Fructozyme L.
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Unicamente se pudieron describir mediante el modelo de Michaelis-Menten los
comportamientos de hidrélisis enzimética de las fructanas de origen vegetal, ya que,
como se puede observar en la figura 3A, aunque no se alcanzaron concentraciones de
saturacion enzimética, los datos experimentales tuvieron un buen ajuste con el modelo
lograndose determinar los parametros cinéticos. Es importante sefialar que la sacarosa fue
el Unico sustrato con el que se observé un claro comportamiento michaeliano al alcanzar
un nivel de saturacion con el sustrato, y con respecto a las fructanas vegetales, aunque se
pudieron determinar parametros 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 experimentacion
impidié que se ampliara el intervalo de concentraciones hasta observar una etapa de
orden cero en las cinéticas. Los valoresvVdeaxy 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 concentracion 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 ocurrié con las fructanas
vegetales, la concentracion de fructana bacteriana en estos casos se llevo hasta el limite
de solubilidad sin que se observaran cambios en el comportamiento cinético de primer

orden.

Tabla X. Pardmetros cinéticos de sacarosa y fructanas vegetales hidrolizadas por
Fructozyme L estimados mediante la representacién gréfica 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+0.89

Agavina deA. tequilanaWeber var.

32,254 + 3,301 27 +3.89
Azul

T 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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Figura 4. Ajuste de las cinéticas de hidrélisis 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 esta definida por mL
de producto comercial Fructozyme L.

La preferencia de Fructozyme L por hidrolizar estructuras de fructanas de bajo
PM y con enlaceB2-1 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 limites de concentracion. Es sabido que las moléculas de fructana de plantas son
mas pequefias 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 mas 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 hidrélisis con la inulina de achicoria

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

CW?28 que con el resto de las levanas.

Al comparar los parametros 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 comparakragueda claro que el complejo
enzimatico presentd una afinidad muy alta por la inulina de achicoria, ya que estaes 8y 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 dé. tequilanaWever var.Azul Esto es debido probablemente, a que la
agavina posee una estructura compleja tipo fructana mezclada con una combinacién de

enlace$32-1 y[32-6, mientras que la inulina de achicoria es una fructana lineal.
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Figura 5. Determinaciéon de las constantes de velocidad de primer orden de las fructanas de origen bacteriano
hidrolizadas con Fructozyme L a diferentes concentraciones de sustrato. Las lineas representan la recta calculada
con las constantes de velocidad de primer orden promedio.
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En lo que respecta a la hidrdlisis de fructanas de origen bacteriano, como ya se
menciond, el proceso no obedece una cinética tipo Michaelis-Menten sino de primer
orden. En la figura 5 se muestran las gréficas de las que se calculan las constantes de
velocidad de primer orden para cada fructana bacteriana. Los puntos de concentracion
experimentales en la figura son relativos a la concentracion inicial de sustrato, por lo que
se puede observar claramente el comportamiento de primer orden a 60°C 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,
observandose una importante variacion de acuerdo con la estructura y PM del polimero.
Al comparar los datos de constantes de segundo orden de reaccion presentados en la tabla
Xl (la constante de primer orden es funcion de la concentraciobn 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 hidrdlisis con una constante de segundo
orden 3 veces mayor que el obtenido para la agavina. Entre las fructanas de origen
bacteriano, la inulina de. citreumCW28 (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 polimero de bajo PM en la leBana de
subtilis (C) puede explicar la mayor rapidez de hidrdlisis con respecto a las levanas de las

dos cepas de. mesenteroidelE y F).

La estructura propuesta por Tanaka y col. [52] para la levara deibtilis
consiste de un polisacarido con cadenas lineales de levana unidas entre ellas mediante
enlacesP2-1 (figura 1); las estructuras propuestas para otras fructanas de origen
bacteriano [46,49,130] siguen los mismos patrones estructurales solo que en el caso de
las inulinas los enlace82-6 constituyen las uniones de las cadenas. El tamafio y el
namero de ramas en cada fructana bacteriana, asi como la posicion de los enlaces de
ramificacion dependen de la enzima que la produce. A excepci@ debtilis 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 inulinaLdecitreum CW28 (C) se hidroliza mas
rapidamente, a pesar de que la levan® dsubtilis (D) posee un PM tres érdenes de
magnitud menor. Estas diferencias son debidas a la mayor afinidad que posee
Fructozyme L por los enlac@2-1 con respecto a los enlaf@s6; ademas, mientras que

la inulina deL. citreumCW28 es hidrolizada por la mezcla de endo y exoinulinasas, las
levanas en principio sélo son susceptibles al ataque de las exoinulinasas. El hecho de que
la velocidad de hidrdlisis obtenida con las levanas de las dos cepasdeenteroides

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 hidrolitica mayor hacia estructuras de bajo PM y con BRlaces

gue disminuye con el incremento en el GP y que se hace mas dificil con la presencia de
enlace{32-6.

Tabla XI. Comparacion de constantes de velocidad de reaccién usando Fructozyme L para hidrolizar
diversas fructanas.

k" fructana k”

Fructana Tipo de cinética EE]/mL) I((mi(nll)OOO inuIi_na fje
achicori&” (%)
(A) Inulina Achicoria Michaelis-Menten 6.3 25.6 100
(B) AgavinaA. t. Weber varAzul  Michaelis-Menten 6.3 9.01 35.2
(©) InulinalL. c.CW28 Primer orden 6.3 1.68 6.5
(D) LevanaB. s. Primer orden 63.3 4.88 1.9
(E) LevanalL. m.ATCC 8293 Primer orden 126.6 2.64 0.5
(F) LevanaL. m.NRRL B-512F Primer orden 126.6 2.66 0.5

t La levana deB. subtilisesta formada por dos distribuciones, una de bajo PM de 8.3 kDa y otra de alto
PM de 3,500 kDa.

T Dado que Fructozyme L se trata de un producto comercial, la concentracién molar de enzima es
desconocida, por lo que no se pueden obtiehePor lo tanto se realizé una comparacion relativa de las
k” de las diferentes fructanas respecto a la de inulina de achicoria, calculadas usando la concentracién en
U/mL de enzima utilizada.
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8.2.3. Conversion alcanzada en las reacciones de hidrélisis de distintas
fructanas con Fructozyme L

En la figura 6 se compara el nivel de hidrdlisis a las 24 horas de accion de Fructozyme L
sobre las diferentes fructanas, observandose que las fructanas vegetales (A y B) y la
inulinas deL. citreumCW28 (C) fueron hidrolizadas a un nivel mayor que las levanas,
siendo la inulina de achicoria la fructana con la que se alcanzé la mayor conversién
llegando hasta un 86% de hidrolisis, mientras que con la agavina y la inulina de
citreum CW28 se alcanzaron niveles de conversion alrededor del 80%. Aunque
estructuralmente las inulinas de achicoria. gitreumCW28 son diferentes, poseen una
relaciéon de enlaceB2-132-6 muy alta que puede explicar los niveles semejantes de
hidrolisis alcanzados. La estructura de la agavinA. dequilanaWeber varazul es mas
compleja que la que poseen las inulinas de achicdriacijgreumCW28 y esta reportado

gue la relacion de enlacB2-132-6 en las agavinas varian entre 1.6 y 2.69 dependiendo
de la region de produccion [4], por lo que la explicacion a los niveles de hidrdlisis
semejantes alcanzados junto con las inulinas se debe a que la agavina posee un PM
promedio muy pequefo (6.2 kDa) comparado con la inulina dereumCWwW28 (3,000

kDa).

8.3 kDa
100 8.3 kDa 6.2 kDa 3,000 kDa 3,500 kDa 3,000 kDa 2,200 kDa

90
80 =
70
60 -
50
40 ~
30
20
10

HH

H

b

HH

Hidrolisis (%)

(A) Inulina (B) Agavina A.t. (C) Inulina L.c. (D) Levana B. s. (E) Levana L.m.  (F) Levana L. m.
Achicoria Weber var. Azul Cw28 ATCC 8293 NRRL B-512F

Figura 6. Andlisis del porcentaje de hidrélisis a 24 horas de reaccion de distintas fructanas usando
Fructozyme L. En la parte alta de las barras se muestran los PM de las fructanas.
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En el caso de las levanas, los porcentajes de hidrdlisis inferiores obtenidos son
congruentes con sus estructuras, ya que poseen una muy baja relacion de2nlaces
1/32-6. Aunque al realizar una comparacion entre ellas, se observa que las leBnas de
subtilis (D) y de L. mesenteroideATCC 8293 (E), dado que posiblemente tengan
estructuras semejantes, son hidrolizadas en las mismas proporciones (aproximadamente
54%), mientras que la levana demesenteroideSIRRL B-512F tan solo fue hidrolizada
en un 44%.

Anteriormente se comento que el GP de las ramas de las levanas producidas por
las dos cepas dé. mesenteroideera la posible causa de que se hidrolizaran a
velocidades iniciales semejantes, por o que una explicacion al hecho de que se alcancen
distintos niveles de hidrolisis es que las ramificaciones en estas levanas tengan un arreglo
distinto, siendo mas complejo el de la levana de la cepa NRRL B-512F. De estos
resultados se puede observar claramente como dos fructanas procedentes de
microorganismos de la misma especie pero de diferentes cepas, dan lugar a fructanas con

caracteristicas de hidrolisis diferentes, de lo que se infieren estructuras diferentes.

8.2.4. Productos de la degradacion de fructanas con Fructozyme L

Los productos finales de hidrdlisis de las fructanas en reacciones realizadas durante 24 y
48 horas se analizaron en columna de permeacion en gel con el fin de analizar la
distribucion de PM. Los resultados se muestran en la figura 7. En el caso de las fructanas
vegetales y la inulina de. citreum CW28 se puede observar que a las 24 horas de
reaccion el polimero es hidrolizado practicamente en su totalidad. Sin embargo, en el
caso de las levanas, la hidrolisis es mas lenta y a las 24 horas se puede aun observar una
distribucion de PM de las fructanas, requiriéndose de hasta 48 horas para no detectar
polimero por HPLC; en el caso de la levand dmesenteroideSRRL B-512F el tiempo
requerido es aun mayor. Al analizar el proceso de hidrdlisis de la lev@hadetilisse
observa como a las 24 horas de reaccion la levana de bajo PM se ha hidrolizado en su
totalidad, mientras que se mantiene una proporcion de la levana de alto PM, resultado que

concuerda con la conclusiéon de que Fructozyme L posee una mayor afinidad por
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polimeros de bajo PM, y a su vez, permite demostrar que la mayor constante de velocidad
de segundo orden obtenida para la levanB.dsubtilis respecto a las otras levanas, se

debe a la presencia de polimero de bajo PM que es rapidamente hidrolizado.
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Figura 7. Sigue en la pagina 45
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Figura 7. Analisis de la distribucion de PM de fructanas hidrolizadas
mediante Fructozyme L en columna Ultrahydrogel Linear. Las lineas
negras representan reacciones a las 0 horas, las lineas verdes
reacciones a las 24 horas y las lineas rojas reacciones a las 48 horas.
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Del analisis de la formacidn de productos durante las hidrdlisis de las fructanas en
columna C18 (figuras 8), se desprende que en ningin momento durante la reaccion se

acumularon FOS que pudieran ser detectados por el método utilizado.
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Con el fin de determinar si se acumulaban FOS durante la reaccion, se realizaron

cinéticas de hidrdlisis de la inulina decitreumCW28 y la levana de. mesenteroides

NRRL B-512F por 12 horas muestreando cada 3 horas. Este analisis tampoco mostrd

acumulacion de FOS (figura 9).
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Figura 9. Andlisis de la formacion de oligosacéaridos de (A) inlingtreum
CW28 y (B) levanaL. mesenteroide®IRRL B-512F hidrolizadas mediantg
Fructozyme L en columna C18. Las cinéticas se realizaron durante 12 fjoras
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8.3. Analisis de hidrdlisis de fructanas mediante la BfrA

Con el fin de extender este andlisis a otro sistema enzimético 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
andlisis realizado con la BfrA se seleccioné a la inulina de achicoria, inuliha de
citreum CW28 y levana delL. mesenteroidesNRRL B-512F como fructanas

representativas del primer estudio.

8.3.1. Amplificacion y Clonacion del getbfrA de la bacteriaT. maritimaenE.

coli

Después de haber amplificado el d#rm de la bacterid. maritimase llevé a cabo la
ligacion del gen al vector pET-22b(+) entre los sitios de restriddind Il y Sacl. Se
transformaron bacteriak. coli DH%. Posteriormente se seleccionaron 2 colonias
transformadas y se realiz6 una PCR en colonia para verificar la presencia del gen de
interés. La PCR se realizdé usando los mismos oligos disefiados para amplificar el gen
bfrA del ADN cromosomal d&. maritima En la figura 10 se presenta un gel donde se
muestran los productos de amplificacion de la PCR en colonia, observandose que las 2

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

8.3.2. Zimogramas

La actividad enzimética de la BfrA expresadakercoli 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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pb Figura 10. Gel que muestra los productos
2000 de la PCR en colonia. Carril 1, marcador

' > de peso molecular; carril 2, control
1,650 —>

positivo; carril 3, control negativo; carriles
4 y 5, colonias seleccionadas. Como
1,000—> 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.

kDa Figura 11. Zimograma
realizado con inulina de L.
ggz 4; citreum Cwz28 para
observar la actividad de la

40> BfrA. Se alcanza a apreciar

un halo de claridad a los 50
kDa.

8.3.3. Hidrdlisis de fructanas mediante I&8frA

De la misma manera que ocurri6 con Fructozyme L, la cinética de hidrdlisis de la
sacarosa e inulina de achicoria por la BfrA se ajusté 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 hidrdlisis de las fructanas bacterianas al modelo de Michaelis-Menten (figura
14), se observa claramente para el caso de la inulihad®eum que el modelo no se
ajusta a los datos, sin embargo, para el caso de la levanardsenteroideSIRRL 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.
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Figura 12. Cinéticas de hidrdlisis de fructanas y sacarosa usando la BfrA. Las lineas continuas
representan, para el caso de la sacarosa y la inulina de achicoria el ajuste al modelos de
Michaelis-Menten, mientras que para las fructanas bacterianas representan el ajuste al modelo
de primer orden. Todas las velocidades estan definidas por mL de extracto enzimatico de BfrA.
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Figura 13. Determinacion de las constantes de velocidad de primer orden de las fructanas de origen bacteriano hidrolizadas
con la BfrA a diferentes concentraciones de sustrato. Las lineas representan la recta calculada con las constantes de
velocidad de primer orden promedio.
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Figura 14. Ajuste de las cinéticas de hidrélisis 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 esta definida por mL de extracto enzimatico de BfrA.

Los parametros cinéticos calculados para la sacarosa y la inulina de achicoria se muestran
en la tabla Xll, observdndose que Kan 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 XllIl), aunque, la inulina empleada en los
experimentos de Liebl y col. tenia 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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Tabla XII. Pardmetros cinéticos de sacarosa e inulina de achicoria hidrolizados por la BfrA
calculados usando la representacion grafica de Lineweaver-Burk del modelo de Michaelis-

Menten.

Sustrato Vmax(U/mL)" Km (mM)
Sacarosa 215.1+8.1 484 +4.2
Inulina achicoria 97.6+19.1 26.7+£5.8

T Velocidad definida por mL de extracto enzimético de BfrA.

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

Sustrato Vmax(U/mg)™ Km (mM) kcat (s?) kcat/Km (M?*s?)
Sacarosa 3117 64 2.6 x 10 4.1x1d
Inulina 710 199 59x 16 3.1x1d

T Una unidad de actividad enzimética (U) esta definida como la cantidad de enzima que liperal utea
fructosa en un minuto de reaccion
¥ LaKmy kcatcalculada para la inulina de achicoria es asumiendo que tiene un PM promedio de 5 kD.

Al igual que ocurrié con Fructozyme L, con la BfrA se reprodujo el hecho de que
las constantes de velocidad de segundo orden y el nivel de hidrélisis de las diferentes
fructanas fueran dependientes de la estructura y del PM del polimero (tabla XIV y figura
15), siendo la inulina de achicoria el mejor sustrato, seguido de la inullnacdeeum
CW28, y por ultimo la levana microbiana. De acuerdo con los datos de las constantes de
velocidad de segundo orden se encontré que la inulina déreum CW28 (B) vy la
levana dd.. mesenteroideSIRRL B-512F (C) fueron hidrolizadas con una velocidad del
9.2 y 45 % respecto a la inulina de achicoria (A), guardando el mismo orden de
preferencias por sustratos que Fructozyme L. En lo que a eficiencia catalitica se refiere,
las diferencias mostradas entre la BfrA y Fructozyme L son debidas a que los
mecanismos de reaccién son diferentes, mientras que Fructozyme L es una mezcla de
endo y exoinulinasas que actlan sinergisticamente, dando lugar a mayores velocidades de
hidrdlisis, la BfrA involucra sélo el ataque de una exoinulinasa sobre las fructanas. Sin

embargo es interesante resaltar que la especificidad hacia el tipo de fructana se mantiene.
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Tabla XIV. Comparacion de constantes de velocidad de reaccién usando la BfrA para hidrolizar diversas
fructanas.

K x 1000 k" fructana k"

Fructana Tipo de cinética [E] (U/mL) (min') inulina d($
achicorid” (%)

(A) Inulina Achicoria Michaelis-Menten  8.25 3.95 100

(B) InulinaL. c.CW28 Primer orden 16.5 0.73 9.2

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

Tt Dado que no se purifico la BfrA, la concentracién molar de enzima es desconocida, por lo que no se
pueden obtend(” . Por lo tanto se realizé una comparacion relativa de’late las diferentes fructanas
respecto a la de inulina de achicoria, calculadas usando la concentracion en U/mL de enzima utilizada.

8.3 kDa 3,000 kDa 2,200 kDa

100
90 -
80 -
70 A T
60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10 -

H

Hidrélisis (%)

(A) Achicoria (B) Inulina L. citreum (C) Levana L.
cwz28 mesenteroides NRRL B-
512F

Figura 15 . Andlisis del porcentaje de hidrélisis a 24 horas de reaccion de distintas fructanas
usando la BfrA. En la parte alta de las barras se muestran los PM de las fructanas.

El anadlisis del porcentaje de hidrdlisis en 24 horas de reaccion con la BfrA (figura
15) muestra que el nivel de hidrdlisis 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 hidrdlisis de las inulinas y las
levanas, con la BfrA se obtiene un nivel de hidrélisis muy semejante entre la inulina de
citreum CW28 y la levana dd.. mesenteroidesNRRL B-512F, debido a que los

mecanismos de reaccion de los dos sistemas enzimaticos utilizados son diferentes, y por
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lo tanto, el ataque de la mezcla de inulinasas de Fructozyme L provoca una mayor
diferencia entre los niveles de hidrélisis de la inulind deitreumCW28 y la levana de

L. mesenteroideBINRL B-512F que el sélo ataque de la BfrA. Sin duda en este caso, al
igual que ocurre con Fructozyme L, existe una hidrolisis preferente de los giftates

lo que explica la mayor hidrélisis obtenida conforme disminuye la proporcion de enlaces
2-6, alcanzandose 68% en el caso de la inulina de achicoria y un 41% de hidrdlisis para

la levana.

Los productos finales de hidrdlisis durante 24 horas de reaccion se analizaron por
HPLC mediante una columna de permeacion en gel para ver la distribucion de PM (figura
16). De igual forma que ocurrié con el andlisis realizado con Fructozyme L los patrones
hidroliticos se mantienen, observandose como la inulina de achicoria fue hidrolizada en

mayor proporcion, siendo las fructanas bacterianas mas resistentes a la hidrdlisis.

320.0
A) Inulina Achicoria Fructosa
280.0} ) 24h —>

240.0{
200.0{
> 160.0]
=
120.0]
80.0]

Oh

40'0x/\&

0.07 | | | ‘ | | | | F
120 140 16.0 180 20.0 22.0 240 26.0 28.0 30.0

Minutes

Figura 16. Sigue en la pagina 56
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0 B) Inulina L. c. CW28

> 160.0| Oh
= Fructosa
120.0] 24 h —>

120 140 160 180 200 220 240 260 28.0 30.0
Minutes

320.0

C) Levana L. m. B-512F
280.04

240.0
200.01

> 160.0]
= Oh Fructosa

120.0 24 h—>
80.01

100l / 24 h

0.0

120 140 160 180 200 220 240 260 280 30.0
Minutes

Figura 16. Analisis de la distribucion de pesos moleculares de fructarfas
hidrolizadas mediante la BfrA en columna Ultrahydrogel Linear. Las linegs
negras representan reacciones a las 0 horas y las lineas verdes reaccigpes a
las 24 horas.
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo se muestra como las cinéticas de hidrdlisis de fructanas
realizadas con Fructozyme L y la BfrA generan parametros cinéticos que son
caracteristicos de la estructura y el PM de la fructana. Al comparar las constantes de
velocidad de primer y segundo orden, se observa como con las fructanas de bajo PM
(origen vegetal) se obtienen las mayores velocidades de hidrdlisis, siendo las fructanas de
alto PM (origen bacteriano) mas dificiles de hidrolizar. Aunqu&taex calculadas para

las fructanas vegetales hidrolizadas con Fructozyme L son virtualmente iguales, la
comparacion de susm demuestra que la afinidad de Fructozyme L por enB2eses

la mas alta, ya que, la inulina de achicoria (fructana lineal sin ramificaciones con un PM
promedio de 8.3 kDa) presenta Ufiam 4 veces menor que 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 hidrolisis, por esta razén se us6 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 déreum 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 inulind.d@treum fue hidrolizada a mayor
velocidad, y al comparar las levanas, la producidaBoaubtilis se hidrolizé a mayor
velocidad debido posiblemente a la presencia de levana de bajo PM. Estos resultados
muestran como Fructozyme L tiene una preferencia hidrolitica hacia estructuras de bajo
PM con enlacef2-1, por lo que estructuras de mayor PM y con la presencia de enlaces
B2-6 resultan mas dificiles de hidrolizar, comportamiento que resultd similar en el
estudio realizado con la BfrA. Esto permite plantear que mediante un estudio del
comportamiento cinético de hidrdlisis, es posible obtener evidencia de forma sencilla y
rapida sobre qué tipo de fructana esta presente en una determinada muestra problema; la
hidrdlisis permite particularmente diferenciar entre inulinas y levanas que son producidas

por una gran variedad de microorganismos.
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En particular, este tipo de ensayos hidroliticos, podrian funcionar como una
primera aproximacion a la estructura de una fructana antes de llevar a cabo estudios mas
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 analisis seria de
particular ventaja en la busqueda de cambios de especificidad en las reacciones de
sintesis de fructanas mediante enzimas modificadas por mutagénesis sitio dirigida.

Es importante hacer notar que la hidrélisis de levanas fue menor que la de inulinas
en 24 horas de hidrélisis, alcanzandose niveles de conversion de alrededor del 50%
usando el producto Fructozyme L. Esta observacion se debe tomar en cuenta cuando se
estan realizando cuantificaciones de fructanas en alimentos, incluso es una observacion

gue omiten los kits para la determinacién de fructanas en alimentos.

Una caracteristica de fundamental importancia que deben poseer las inulinasas
para su aplicacion a nivel industrial es resistir temperaturas mayores a los 60 °C para
evitar contaminaciones y aumentar la solubilidad de la fructana, siendo la BfrA la
inulinasa mas termorresistente reportada hasta la fecha con una temperatura optima de
hidrélisis de 90-95 °C [31]. Un estudio reciente ha mostrado que durante el proceso
tradicional para la hidrolisis 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 meétodos de hidrdlisis como autoclaves ha sido utilizada, sin embargo, esto resulta
en la pérdida de compuestos esenciales que dan las caracteristicas organolépticas al
tequila, por lo que se deben buscar métodos que ayuden en la hidrélisis y que se adapten
al proceso tradicional. En el presente trabajo se demostré igualmente la capacidad que
tiene la BfrA para hidrolizar inulinas y levanas de alto y bajo PM, alcanzandose niveles
de conversion muy semejantes para la inulind_.detreum CW28 y la levana dé.
mesenteroides NRRL B-512F en 24 horas de hidrdlisis, o que nos permite concluir que
esta enzima posee un alto potencial para su implementacion como biocatalizador en la

industria tequilera, ya que ademas, los jugos que salen de los hornos tienen una
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temperatura que varia entre los 66.5 y 78.5 °C durante la etapa de coccion, por lo que no
se requeriria de una etapa mas de enfriamiento para adaptar al biocatalizador pudiéndose

terminar la hidrdlisis de los jugos del agave.

Los resultados de esta investigacion fueron sometidos para su publicacion en la
revista Journal of Food Chemistry con el titulo: “Enzymatic hydrolysis of fructans by two

B-fructosidase preparations”, anexado al final del escrito.
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Abstract

1t is known that several fructofuranosidases, exo-p-fructosidases in particular may act not
only on inulin, but also on levan as well as on other type of fructose polymers such as
agavins (from agave plants); in this context, the ability of fructosidases to hydrolyse
different type of fructans was compared using two enzyme preparations: a commercial
product (Fructozyme L) and an exoinulinase (BfrA) produced from Thermotoga

maritima.

As expected, both enzymatic products preferentially hydrolyzed p2-1 linkages and
low molecular weight fructans. It is shown that chicory inulin is the fastest degraded
substrate with both preparations, followed by bacterial inulin which has a higher
molecular weight and branching in p2-6 position, while all bacterial levans were more
slowly hydrolyzed. It was found that Michaclis-Menten kinetics describe the hydrolysis
process of sucrose and low molecular weight fructans (< 8.3 kDa) with both enzyme
preparations, while first order kinetics with respect fo fructan concentration was observed
for the hydrolysis of high molecular weight inulins and levans (= 2200 kDa). From
second order ratc constant comparison (when including enzyme concentration) it was
found that bacterial inulin (L. citreum CW28) is hydrolyzed 15 or 9 times more slowly
with Fructozyme L and BfrA respectively, relative to chicory inulin. In the case of L.
mesenteroides NRRL B-512F levan the second order rate constant is 200 or 19 timcs

smaller that chicory inulin with the same two enzyme preparations. Besides the



30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

information provided conceming the kinetic of fructan hydrolysis, these results also

suggest that the kinetic behavior may be used to differentiate among fructan structures,

Keywords: Fructans; Inulinases; Fructozyme L; T. maritima exoinulinase (BfrA);

Enzymatic hydrolysis.
Introduction

Fructans are fructose polymers synthesized in nature from sucrose and classified as
inulins, when bearing mainly p2-1 glycosidic linkages among fructose molecules or
levans when fructose molecules are joined by B2-6 links. Nevertheless, a wide variety of
more complex structures derive from the possibility of branching in the complementary
position (B2-6 in the case of inulins and B2-1 in the case of levans). This is the case of
inulin from Agave tequilana Weber var. azul, the Mexican plant from which Tequila is
produced, where the level of branching has led to rcname this fructans as agavins

(Mancilla-Margalli & Lopez, 2006). Several fructan structures are illustrated in Fig.1.

Fructans are found as reserve carbohydrates in 15% of flowering plants (Hendry,
1993), representing after starch, the most common mcchanism of energy storage: this is
particularly the case of chicory (Cichorfum intybus) and Jerusalem artichoke (Heliantus
fuberosus) which are now important sources of industrial fructans, while dgave and
Dasylirion plants fructans (A. tequilana, A. angustifolia, A. potatorum, A, salmiana,

Dasylirion spp) are the carbon source of important spirituous beverages such as Tequila,
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Mezcal, Bacanora, and Sotol, originally from Mexico, but now also produced in other
countries (Ccdefio, 1995; Leon-Rodriguez, Gonzalez-Hernandez, De la Rosa, Escalantc-
Minakata, & Lopez, 2006; Waleckx, Gschaedler, Colonna-Ceccaldi, & Monsan, 2008).
Fructans are also produccd by microorganisms, mainly lactic acid bacteria such as
Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus and Weissella, as well as other species such as
Zymomonas mobilis, Gluconacetobacter diazotrophicus, Bacillus subtilis and Bacillus

polymyxa (Korakli & Vogel, 2006).

In order to hydrolyze fructans to produce fructose or fructooligosaccharides
(FOS), fructanhydrolascs both of plant or microbial origin may be used. The microbial

enzymes arc classified according to Avigad & Bauer (1966) as:

A. Non-specific B-fructofuranosidases, which besides sucrose, can also hydrolyze
fructosides from the reducing B2-1 or P2-6 end, such as exo-f-fructosidases
(exoinulinases or e¢xolevanases) (EC 3.2.1.80) and 2,6-p-fructan 6-
levanbiohydrolases (EC 3.2.1.64)

B. Endoinulinases (EC 3.2.1.7) which are specific for internal B2-1 linkages
hydrolysis in inulin.

C. Endolevanascs (EC 3.2.1.65) which arc specific for intemal P2-6 linkages

hydrolysis in levan.

Only exo-p-fructosidases have been identified in plans; they have been classified

as (a) fructan B-(2-1)-fructosidases (EC 3.2.1.153) and (b) fructan p-(2-6)-fructosidases
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(EC 3.2.1.154), due to their high specificity for each particular type of linkage and their
low or nil invertase activity (Van den Ende, Yoshida, Clerens, Vergauwen, & Kawakami,
2005; Verhaest, Van den Ende, Le Roy, De Ranter, Van Lacre, & Rabijns, 2005). It is
important here to observe that exoinulinases can act on both type of linkages and
therefore are able to hydrolyze inulin as well as levan. As already mentioned, in some
cases the percentage of both type of linkages is such that it is difficult to define fructans
clearly as inulins or levans, so from the specificity and kinetic point of view, it is
interesting to observe how inulinases behave in this wide range of substrate structures.
Furthermore, many microorganisms present in some fermentation systems such as
sourdough (Tieking, Korakli, Ehrmann, Ganzle, & Vogel, 2003), pozol (Olivares-Iliana,
Wacher-Rodarte, Le Borgne, & Lopez-Munguia, 2002) or pulque (Escalante, Giles-
Gémez, Henandez, Cdrdova-Aguilar, Lépez-Mungufa, Gosset, & Bolivar, 2008), are
able to produce inulin or levan from different enzymatic pathways; this is also the case of
the mouth microbiota where S. mutans (inulin producer) and S. salivarius (levan
producer) coexist (Ebisu, Kato, Kotani, & Misaki, 1975). It is therefore interesting to
know if all type of fructans are subjected to fructosidase hydrolysis and the

corresponding rates.

In the last decade, intcrest for inulin as well as for its fructooligosaccharides has
dramatically increased due 1o their outstanding nutraceutical and organoleptic properties
(Niness, 1999) while antitomoral and cosmetic properties have also been reported for
levans (Calazans, Lima, de Franca, & Lopes, 2000; Kim, Chung, Kim, Kim, Han, & Kim,

2005; Yoon, Yoo, Cha, & Lee, 2004). Similar to starch, inulin is therefore becoming an
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important agroindustrial raw material that may be transformed through enzymatic
processes in higher added value products (Gill, Manhas, & Singh, 2006; Jin, Wang,
Jiang, & Xu, 2005). For this purpose, scveral enzymes have been reported and widely
studied, particularly those from Aspergilus spp. (Singh & Gill, 2006), and some
commercial products combining both endo and exoinulinase activities arc available, such
as Fructozyme L (Novozymes). In a different context, Megazyme International Ireland
Ltd. has developed an enzymatic kit based on fructanhydrolases from A. niger in order to
quantify fructans based on the measurement of the resulting fructose. In both systems,
working temperatures of around 50 °C are reported. Although these enzymatic products
are rather stable, thermostable inulinases are an interesting option for this developing
industry as they allow for higher processing temperatures which may result convenient
due to the higher solubility of substrates and products, higher reaction rates, and less risks
of microbial contamination. In this context, BfrA, an exoinulinase from Termotoga
maritima is one of the most stable B-fructosidases reporied so far (Liebl, Brem, &

Gotschlich, 1998).

Considering the increasing role of fructans and fructan hydrolysis in industry, it is
important to cxplore their kinetic behavior when subjected to enzymatic hydrolysis by -
fructosidases. This is important not only for reaction designing purposes but also as a tool
for fructan characterization based on their susceptibility to fructanhydrolases, for instance
to establish changes in fructan structurc derived from mutations in the synthesizing
enzymes. Thercfore, the purpose of this research is to observe the kinetic behavior of

fructans of microbial and plant origin, when subjected to hydrolysis by a commercial
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inulinase product (Fructozyme L) and the thermostable exoinulinase BffA from T,

maritima.

Materlals & Methods

Fructans

Several fructans were selected for this study: Raftiline HP, a vegetal inulin from chicory
plants (Orafti, Belgium), vegetal inulin (agavin) extracted from 4. tequilana Weber var.
azul, microbial inulin from Leuconostoc citreum CW28 produced as described by Ortiz-
Soto ct al. (2004), microbial levan from Bacillus subtilis produced as described by Ortiz-
Soto et al. (2008), levan from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produced as
described by Morales-Arrieta et al. (2006) and levan from L. mesenteroides ATCC 8293
produced as described by Olvera et al, (2007). Microbial fructans were recovered from
the corresponding cultures by precipitation with ethanol, washed by repeated cycles of
precipitation, and freeze dried. Inulin from agave was extracted using 3 parts of water per
part of mashed agave pines at 60 °C, centrifuged and freeze dried. Fructan molecular

weights are reported in Table I1 of the Results and Discussion section.

Enzyme preparations
Fructozyme L, a commercial enzymatic product obtained from A, niger combining endo

and exoinulinase activities was kindly provided by Novozymes, Mexico. Exoinulinase
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from T. maritima (BfrA) was sclected for comparison as it is a single enzyme bearing
activity towards p2-1 and B2-6 linkakes. The inulinase gene bfid which codes for a f-
fructosidase (Liebl, Brem, & Gotschlich, 1998) was amplified using the enzyme “Expand
High Fidelity PCR System” (Roche, Mannheim, Germany) from a T. maritima genome
bank kindly provided by Profcssor E. Moreit from the Instituto de Biotecnologia of
UNAM (Cuernavaca, México), in an PCR equipment “RoboCycler Gradient 96"

(Stratagene, La Jolla, CA), using two oligonucleotides:

Sacl
Direct: CCG GAG CIC GAT GTT CAA GCCGAATTATCAC
Hind 111

Reverse: GCG CTG CGA AGC TTC CAT ATGTICTCG AGTTCA A

The amplified product was cloned in the expression vector pET-22b (+)
(Novagen, San Diego, CA) employing the restriction enzymes Hind 11l and Sac I using
the Quick ligation TM Kit (New England BioLabs). Electro competent Escherichia coli
DH50 cells were transformed with this vector which was finally sequenced to verify the
construction. After growth and induction, cclls were harvested by centrifugation at 4°C
during 10 min and 10 000 rpm, and the pellet treated in a French press. The E. coli
extract was heat treated 1 hr at 70 °C to climinate the thermostable proteins and used as
the source of the enzyme after demonstrating by a zymogram that BfrA was the only

protein active towards fructans.
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Zymogram

Sodium dodecyl sulphate / polyacrylamide gel clectrophoresis (SDS-PAGE) were
prepared at 10% as described by Laemmli (1970) mixed with inulin or levan to a final
concentration of 20 mg/mL. After protein separation, the gels were washed three times
with a 50 mM acetate buffer, pH 4.5 in the case of Fructozyme L or 5.5 in the case of
BftA and 1% of Tween 80 for protein renaturalization. Jn situ hydrolysis was then
induced incubating the gels with buffer overight. The use mercaptoethanol was avoided

during SDS-PAGE as the structure of the inulinases present in Fructozyme L is unknown,

In order to observe the enzymatic activity directly on the gel the rails containing
the molecular weight marker were stained with Coomassic Brilliant Blue, while those
containing Fructozyme L or BfrA were stained with the Schiff reagent (Sigma, St. Louis,
Missouri) using the following procedure: first, the gels were incubated during 30 minutes
in a 75% ethanol solution, followed by one hour incubation in a solution of periodic
(0.7% ) and acetic acids (5%). After three 20min washing steps with a sodium bisulfite
(0.2 %) acetic acid (5%) solution, the gels were finally placed in contact with the Schiff
reagent, staining the whole gels except the regions where B-fructosidase degraded the

fructan polymer.

Enzymatic reaction and activity
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Reactions with Fructozyme L were performed at 60 °C in pH 4.5, 50 mM acetate buffer;
for BfrA, rcactions were performed at 75 °C in a pH 5.5, 50 mM acetate buffer. All

reactions were carried out in duplicates,

Reaction were monitored by following the release of reducing power using the 3,5
dinitrosalicilic acid (DNS) method, as reported by Miller (1959). One unit of enzyme
activity was defined as the amount of enzyme liberating 1 pmol of fructose equivalents
per minute. To standardize the commercial product vis-a-vis the recombinant enzyme, the
enzymatic activity of both preparations was measured using 439 mM sucrose as
substrate. Under these conditions Fructozyme L contains 25,323 U/mL, while the

partially purified E. coli extract contained 165 U/ml.

Hydrolysis at 50 g/L of fructan was carried out during 24 and 48 hours using 15
U/mL of Fructozyme L or BfrA. [n order to obtain the level hydrolysis and to analyze the
end products of reaction, hydrolysis products were measured both by the DNVS method, as
well as by HPLC (HPLC equipment and columns were from Waters Corporation,
Milford, Massachusetts). Fructosc was measured in a Carbohydrate High Performance
Column (4.6 x 250 mm cartridge), using 1.4 mL/min of a 75:25 acetonitrile:water
mixwure at 35 °C. Products were also analyzed by their molecular weight distribution
using a two columns chromatographic systern connccted in series; Ultrahydrogel Linear
Column (7.8 x 300 mm) and Ultrahydrogel 500 Column (7.8 x 300 mm), resulting in a
fractionation range of 500 and 10 x 10% Da. Sodium nitrate 0.1 M was used as cluant at a

0.8 mL/min rate at 35 °C. A molccular weight standard was constructed using dextrans of
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known molecular weight in the 5.2 to 668 kDa range, and the molecular weight average

was calculated for bacterial fructans,

Agavin was hydrolyzed using HS0, (0.05 N) at 120 °C during 1 hour, and
Fructose and Glucose were measured by HPLC as described -above. The degree of
polymerization was obtained by the ratio Fructose/Glucose, assuming that for each
Fructan molecule exist one Glucose. Finally, oligosaccharides were measured in a C18
column (Waters Spherisorb ODS2 Column, 4.6 x 250 mm) using 0.7 mL/min of water as
the mobil phase at room temperature. In all cases a Waters 410 .Diﬂ"erencial

Refractometer was used as detector.

Kinteic analysis

Considering that, in the case of the commercial product, we are dealing with a mixture of
activities, the kinetic analysis and kinetic data generated, give and idea of the reaction
behavior and the magnitude of the reaction rates, but can only be used for comparative
purposes, as will be discussed later. In those cases in which initial fructan hydrolysis rates
as a function of substrate concentration could be described by simple Michaelis-Menten
type kinetics, including sucrose hydrolysis, ¥ max and Km were determined from linear
regression analysis of the experimental data. First and second order rate constants were
also determined, considering that;

V max[S

"= Km+[5] M

10
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In the casc of low substrate concentration (Km >> §):

v=h?ﬁwhkwh%1ﬂwl @
m

Where: k'= %x_ is the first order rate constant and k''= rlch_ai the second order
'm m

rate constant of the Michaclis Menten, with also: &'= k"[£].

However, in must cases, particularly those involving bacterial fructans, first order
kinetics were observed in a wide range of substrate concentration at a given enzyme

activity. In those cases, fructan hydrolysis was described by a pseudo first order model:

dF
y=—"ck'F 3
7 €))
or the integrated equation:
F
In—=*=4k't 4
7 @

Where F is the molar fructose concentration in the polymer and k' de pseudo
first order rate constant. As the rate is also dependent on enzyme concentration, we can
also describe these reactions by a second order rate constant (k'') as:

11



251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

dF
V=== =k (EF ©)

In order to describe the reactions in terms of fructose production or fructose
equivalents, polymer concentration was defined in terms of F, the total molar fructose

concentration. In these conditions the initial concentration £, is defined as:

L

F'
180r

(6)

Where F,' is the initial mass fructose concentration, 180 is the fructose molecular

weight and "r" ig a correction factor to account for the water molecules involved in the

transformation of fructose to fructan considering that:

Fructan, + n-1(H,0) — n(fructosc) n
So that:
_ Fructan, (8)
n{fructosc)

Where “n” represents the polymerization degree of the polymer, It is clear that r

approaches 0.9 for “n" values larger than 10, so that a constant transformation factor can

12
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be applied for this calculation without introducing an important error. Polymerization
degrees of plant fructan uscd were higher than 30, while bacterial fructan reached values

greater than 10 000.

The evolution of F with timc was therefore estimated from the difference

between F, and the fructose concentration value determined by DNS method. This is an

approximation based on the assumption that all reducing fructans products can be
represented by a fructose equivalent concentration. Fructose cquivalents will approach
real fructose concentration at high fructan conversion or in the case of exoinulinase

which directly releases fructose from fructan.

Results and Discussion

Zymograms

Fructozyme L has at least three enzymes acting on chicory inulin as can be observed
between 40 and 60 kDa in the zymogram shown in figure 2A, while in the case of L.
mesenteroides NRRL B-512F levan, only one activity is observed between 50 and 60
kDa in the levan zymogram (figure 2B), that may correspond to an exoinulinase, as these
type of inulinases can hydrolyze both inulin and levan. Therefore this experiment
demonstrates that Fructozyme L is composed by a mixture of cndo and exoinulinases. A
single activity band corresponding to a molecular weight of 50 kDa was observed in
inulin and levan zymograms when reacted with BfrA, as already reported by Liebl et al.

(1998) (results not shown).

13
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Fructan hydrolysis by Fructozyme L

As shown in Figure 3A, only sucrose and plant fructans follow a Michaclis-Menten type
kinetic behavior when the initial reaction rates are measured at different substrate
concentrations. However, in the case of the plant polymers, the limits of solubility were
reached before a maximum reaction rate (saturation) was observed. The calculated
parameters for chicory inulin and agavin are given in Table 1, where the estimated
maximum initial reaction rate (¥ max ) is given per volume of T, maritima culture extract
or Fructozyme L. In Figure 3B it may also be observed that bacterial f'ructam are
hydrolyzed following a first order kinetic behavior, in the same concentration range and

explored up to their solubility limits.

As expected, Fructozyme L preferentially hydrolyze polymers with B2-1 linkages
of relatively low molecular weight, as evident from the rate data in figure 3 and the
parameters reported in Table I, with the highest rates observed for the hydrolysis of
chicory inulin. As also shown in Table I, sucrose and vegetal fructans have almost the
samc ¥ max values; however, when Km values are compared, it was found that chicory
inulin was hydrotyzed with the highcst affinity. Among plant fructans, a higher affinity
was observed for chicory inulin (8.3 kDa) than for agavin (6.2 kDa), with an almost 4-
fold smaller Km, due to the complex structure of agavins containing a higher B2-6
branching level. It should be noted that kinetic parameters obtained with vegetal fructans
are hypothetical, since we are dealing with several enzymes and extrapolating the

saturation values.

14



314

315

316

317

318

319

320

321

322

323

324

325

326

327

328

329

330

333

334

335

336

Bacterial fructan hydrolysis data was analyzed with a first order reaction model as
reported in Figure 4, and from this data, the reaction rate constants were determined
according to equation 4, These rcsults are summarized in Table II where it may be
observed that a wide degree of specificity in the hydrolysis of fructans exists depending
on the substrate structure and molecular weight: plant fructans usually range in the 30-60
polymerization degree (PD), rarely exceeding 200, while bacterial fructans may have PD

higher than 100 000 (Vijn & Smeckens, 1999).

Experiments at known enzyme and substrate concentration allowed the
calculation of second order rate constants k"' which arc also reported in Table [I, relative
to the value obtained for chicory inulin. This allows a comparative analysis of all fructans
independently of their kinetic behaviour (whether first order or Michaelis-Menten in the
first order region). From these values it is evident that plant fructans (A & B) are more
rapidly hydrolyzed than bacterial fructans (C-F), and may be concluded that chicory
inulin is hydrolyzed at the highest rate, with a &'* three times higher than that of agavin.
Among bacterial fructans, L. cifreum inulin (C), was hydrolyzed more rapidly than all

levans, however with a k" of only 6.5% of that of chicory.

Levan structure, as proposed by Tanaka ct al (1980) for levan from B. subtilis is
shown in Figure 1; similar structures have been proposed for other bacterial fructans of
different size and level of branching (Ebisu, Kato, Kotani, & Misaki, 1975; Feingold &

Gehatia, 1957; Simms, Boyko, & Edwards, 1990). In this context, B. subtills levan has a

15
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bimodal distribution of fructans with 8.3 and 3500 kDa of average molecular weight; the
presence of the low molecular weight fraction may explain the highest &' obtained for
this levan when compared to the two L. mesenteroides strains levan (E&F), which have
an average molecular weight higher than 2000 kDa. However, L. citreum inulin (C) is
hydrolyzed faster than B. subtilis levan, even though it has a three orders of magnitude
higher molecular weight, due to the higher affinity of the enzyme complex for p2-1
linkages. In this enzymatic complex, only the exoinulinages are active towards levans,
while inulins, including L. citreum inulin, are hydrolyzed by both endo and exo
fructanhydrolases.. The rather similar behavior observed for levans of two different L.

mesenteroides strains (E&F), suggests they have similar structures.

After 24 hours of reaction, it was observed that plant and L. citreum inulins are
highly hydrolyzed, with chicory inulin reaching the highest hydrolysis conversion (Table
II). Again, the high level of branching in agavins may explain the lower conversions
reached after 24 hours, as compared to chicory inulin. It has been rcportcd that the ratio
of B2-1/B2-6 linkages in agavins varies between 1.6 and 2.7 depending on the production
region (Mancilla-Margalli & Lopez, 2006); on the other hand L. citreum inulin although
very much larger (3000 kDa) than agavin (6.2 kDa) is hydrolyzed to the same cxtent due
to its rather linear f2-1 structure, as it was found from a methylation analysis carried out
by Orefti Group (Belgium) that it only contains 1.8% of P2-6 linkages (resulis not

shown).
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The lower conversion observed for levans when ar¢ compared with inulins and
agavin are consistent with their structure, although higher conversions (around 50%)
certainly result from a higher B2-1/B2-6 linkages ratio. Changes in structure therefore

result in changes both, in initial reaction rate parameters as well in substrate conversion.

The hydrolysis products were followed after 24 and 48 h of reaction by HPLC in
order to analyze the residual polymer molecular weight distribution as a function of time.
These results are shown in Figure 5 for chicory inulin and B. subtilis levan, where it may
be observed that for chicory inulin the polymer is degraded completely, while in the case
of B. subtilis levan, the hydrolysis is slower and the changes in the polymer molecular
weight distribution are obscrvable, and as discussed carlier, the low molecular weight
polymers are first degraded. Agavin and inulin from L. mesenteroides and chicory are
degraded up to fructose, and levans from the two levan producing L. mesenteroides
strains followed the same behavior as B. subtilis levan, being L. mesenteroides NRRL

B512F levan the most recalcitrant (results not shown).

When the hydrolysis products werc analyzed in a CI8 column to follow the
synthesis of oligosaccharides (Figure 6), it was found that, at all times, the combincd
action of exo and cndoinulinases on L. citreum inulin, hydrolyzed fructants to fructose
without the accumulation of measurable amounts of oligosaccharides. In the case of L.
mesenteroides NRRL B512-F levan, because only exoinulinases can act on the polymer,
fructose is the only product. The same behavior was observed for other fructans being

fructose the only product present during the reaction (data not shown).
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Fructan hydrolysis by BftA

In order to further explore and validate these results, the same type of experiments were
performed with BfrA and three representative fructans from the previous experiments:
chicory inulin, L. citreum CW28 inulin and L. mesenteroides NRRL B512-F levan. BfrA
liberates fructose residues from the non reducing end of both type of fructans. As shown
in Figures 7 and 8, the overall kinetic behavior and specificity already reported for
Fructozyme L was observed also with BftA, following a Michaelis-Menten kinetic
behavior for sucrose and chicory inulin, and a pseudo fimt order kinetic &havior for
bacterial fructan. The kinetic parameters calculated for sucrose and chicory inulin are
also shown in Table I, demonstrating that BfrA has the highest activity toward sucrose
with 8 Vmax two times higher than for chicory inulin; however, BfrA shows a highest
affinity for chicory inulin with a Km two times smaller than that of sucrose. This is not
surprising since BfrA has been defined both as invertase and inulinase, so that Km
parameters obtained during our experiments are congruent with the data reported by Licbl
ct al. (1998) for sucrose and inulin. BfrA hydrolyses L. citreum inulin (H) at
approximately 1/10™ of the chicory inulin hydrolysis rate and L. mesenteroides lcvan (I)

at 1/20™ as deduced from the rate constants reported in Table L1,

As results given in higurcs 3 and 7 are reported in terms of mL of Fructozyme L or
recombinant enzyme cxtract, the rate values among the two enzymatic preparations are
not directly comparable: in terms of sucrose enzyme activity units, | mL of Fructozyme

L is cquivalent to 153.5 mL of the recombinant inulinase. As shown in Table II enzyme
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concentration based on sucrose activity units was almost the same for chicory inulin
hydrolysis. In this conditions, the pseudo first order constants is reduced from 25.6 with
fructozyme to 3.3 min-1 with BfrA for the hydrolysis of chicory inulin, that is to say, for
this substrate, the enzyme complex “Fructozyme” is 7 times more efficient than the single

exoinulinase from T. maritima.

When reactions were explored in the long term a more important difference was
observed among fructans as reported in Table 11. The lower conversions reached by the
BfrA may in general be explained by the lower efficiency of the single cxo‘inulinasc as
compared to the combined action of an exo and endo inulinases in Fructozyme L; they
are also the consequence of the higher specificity towards p2-1 linkages of the cnzyme as

levans are not completely hydrolyzed in the defined reaction time.

Conclusions

Fructans in nature have a wide variety of structurcs; some of them arc radical, as the
categoric diffcrence between lincar inulins and linear levans, but some other ones are less
obvious: the diffcrence between a highly branched inulin and a highly branched levan.
Inulinases arc becoming very important for the hydrolysis processes of inulins in
industry. However, as these cnzymes can also act on branched inulins and levans, the
kinetic behavior may be used, not only to characterize the hydrolytic process itself, but
also to differentiate among fructan structurcs. This has been demonstrated in this study,
as both kinetic behavior and parameters have been shown dependent on fructan structure.

Therefore, a preliminary idea on the structure of a given fructan may be obtained by its
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kinetic behavior when compared with fructans of known structure. Furthermore, changes
on polymer structure resulting from mutations in the synthesizing enzymes (cg
levansucrase or inulosucrase) may be detected by changes in the kinetic behaviour,
before proceeding to more expensive and cumbersome techniques. This may become a

valuable tool in site directed mutagenesis studies of fructosyltransferases.
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Table and Figure Legends

Table L. Michaelis Menten kinetic parameters calculated for the sucrose and two plant
fructans hydrolysis with Fructozyme L. and an exo-fructohydrolase from T.maritima
(BftA) .

Table I1. Molecular weight, kinetic properties (reaction model, pseudo first and second
order rate constants) and conversion after 24h of reaction for fructans hydrolyzed with

Fructozyme L and an exo-fructohydrolase from I.maritima (BfrA).

Figure 1. Fructan structures. A) inulin, B) levan, C) and D) A. tequilana Weber var. Azul
fructan structures proposed by Mancilla-Margaili and Lépez (2006) for plants grown in
Los Altos, Jalisco, Mexico, and E) low weight B. subtilis levan structure as proposed by

Tanaka et al. (1980).

Figure 2. Fructozyme L zymograms carried out with A) chicory inulin and B) L.
mesenteroides NRRL B-512F levan. In both gels: line 1, molecular mass marker; lines 2

and 3, Fructozyme L activity.

Figure 3. Fructans and sucrose hydrolysis kinetics with Fructozyme L at pH 4.5 and 60
°C. Continued lincs represent the adjustment with the Michaelis-Menten model for
sucrose and vegetal fructans, and with a first order model for bacterial fructans. All rates

are defined by mL of Fructozyme L bearing 25 323 U/mL.
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Figure 4. First order models describing bacterial fructans hydrolysis with Fructozyme L
at different subatrate concentration (pH 4.5, 60 °C). Continuous lines represent the first

rate adjustment.

Figure 5. Molecular weight distribution of final hydrolysis products obtained with
Fructozyme L from: A) chicory inulin and B) B. subtilis levan. Black lines represent the
initial product, green lines products after 24 hours of reaction, and red lines after 48 hours

of reaction.

Figure 6. A) L. citreun CW28 inulin and B) L. mesenteroides NRRL B-512F levan

cvolution during hydrolysis. No oligosaccharide formation is observed.

Figure 7. Fructans and sucrose hydrolysis kinetics with BfrA at pH 5.5 and 75 °C.
Continued lines represent the adjustment with the Michaelis-Menten model for sucrose
and chicory inulin and with a first order model for bacterial fructans. All rates are defined

by mL of BfrA bearing 165 U/mL.
Figure 8. First order models describing bacterial fructan hydrolysis with BfrA at different

substrate concentration (pH 5.5, 75 °C). Continuous lines represent the first rate

adjustment.
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Figure 2

Figure 2. Fructozyme L zymograms caried out with A) ahloory inulin and B) L
meseriaroides NRRL B-512F levan. In both gels: kne 1, molecular mass marker;
lines 2 and 3, Frucinzyme L activity.
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Figure 6
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Table(s)

Table . Michaslls Menten kiaetic parameters calculated for the sacrose and two phist
fructans hydrelysis with Fractozyma L wad an exe-fractokydrelass frem T.asarith
(BivA) .

Froctozyme L

Substrate Vmax (Ui ) Ko (mM)
Sucross 29876 £227 59.9% 06
Chicory inulin 14117+ 2246 72+ 08P
A. tequilona Weber var, axul ngavin 322543 301 272340

BfrA

Sucrose 215480 48.4 £4.24
Chicory inulin 97.6u19.1 268 58W

+ Reto I definad by mL of Fructozyme L or mL of BftA ( Pructozyms L contains 25 323 U
and BfrA 163 U of sucrose activity per mL).

t Chicory mulin and Agavin concentrations are based on & molcculac average weight of 8.3
and 6.2 kD respactively.




Table Il Melcalar weight, kinstic properties (reaction model, pseuds first and socond srder rate cousiants) and conversion after
24k of reaction for fructans hydrolyzed with Fracesryws L and am exe-froctohydrelase frem 7.maritivwa (BfrA)

Fruclozyme |
Molscular , A frucen /
Fructan weight Kinatic typa ('U IEEE‘)") & (':1:1‘),(;0 k" chi A H(":’){F"
avernge (kDs) inulin (%)
(A) Chicory mulin 8.3 Michsclis Mentan [X] 5.6 100 86428
(B) At Weber var. arud ngavin 62" Michsolls Menten 6.3 2.0 152 81 %09
(C) L e. CW2B hnulin 3000 Firwt order 63 1.68 [ Tl
*)
(D) B.s kven 8.3 Fist order 613 4.88 19 53416
3500 .
(E) L.m. ATCC 8293 levan 3000 First oxder 1266 2.64 05 54101
(F) L m NRRL B-312F levan 2200 Firnt order 1266 2.66 05 a4+:18
BftA
(@) Chicory Inulin 33 Michaelis Monten 83 3195 100 68mdd
(H) L c. CW28 inulin 3000 First order 16.3 0713 92 4w 08
() L m. NRRL B-512F levan 200 Frst order 16.5 0.34 4.5 41109
* The average degres of polymerization of agavin obixined as loned in fals and metods was 36.9. B. subtills Jevan s formed
by rwo molecular weight distributions of 8.3 kDa and 3300 kD= average molecular weight.

t Enryme concentration used during &’ and k' determination.

1 As A" cannot ba calculated, fructans & are refurred 1o the chicory imulin A",

§ During dotermination of conversion after 24h of hydrolysis ] an enzy ton of 15 U/mL was used with each
fructan.
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