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RESUMEN

Los Fructooligosacaridos (FOS) son compuestos de gran interés comercial debido a sus
caracteristicas prebidticas. Se pueden obtener tanto por hidrdlisis quimica como enzimatica de la
inulina de plantas, asi como por sintesis directa a partir de sacarosa por medio de enzimas de tipo
fructosiltransferasa fungales o bacterianas. En este trabajo se explord inicialmente la factibilidad de
producir FOS de manera independiente a la disponibilidad de inulina vegetal, mediante una reaccién
enzimatica simultanea de sintesis e hidrdlisis. Para este efecto se empled la Inulosacarasa (IslA) de
Leuconostoc citreum CW28, capaz de sintetizar inulina de alto peso molecular (3000 kDa),
equivalente a un alto grado de polimerizacién (18000 unidades aprox.) y la endoinulinasa Novozym
960. Se determinaron las mejores condiciones para producir inulina, que resultaron ser: 5 U/mL de
IslA y 250 g/L de sacarosa como sustrato a 30°C en amortiguador de acetatos 0.3 M pH 6.5,
obteniéndose hasta 40 g/L de inulina, es decir, un 16% de rendimiento con respecto a la sacarosa.
Aunque las condiciones de operacién de la endoinulinasa son relativamente diferentes, se demostré
la capacidad de esta enzima para trabajar en las mismas condiciones que la inulosacarasa para llevar
a cabo la reaccion de forma simultanea. Sorprendentemente, al llevar a cabo ensayos para verificar
la actividad de la endoinulinasa sobre sacarosa, se encontrd que puede usarla como sustrato para
producir FOS de diversos tipos y grados de polimerizacién. En las reacciones empleando ambas
enzimas en forma simultanea, se obtuvo un perfil de productos (FOS) muy similar al producido por
Novozym 960 directamente sobre sacarosa, aunque en la reaccidén bi-enzimdtica se observa la
formacién de inulina. Cuando ambas enzimas trabajan juntas se obtiene un perfil de productos

diferente al de las reacciones de sintesis e hidrodlisis de inulina individualmente.



1. INTRODUCCION

Los Fructooligosacaridos (FOS) y la inulina constituyen hoy en dia productos indispensables en la
industria de los alimentos debido a las caracteristicas tecnoldgicas y propiedades prebidticas que
poseen. En el 2012 el mercado global de prebidticos era de poco mas de un billdn de ddlares y ha
estado en crecimiento, aumentando tasas anuales de 10 a 15%, por lo que se espera que llegue a

los 4.5 billones de délares en el 2018. (TRM, 2013).

La inulina se obtiene directamente a partir de las raices de achicoria y algunas otras plantas,
mientras que los FOS se producen mediante la hidrdlisis controlada ya sea quimica o enzimatica de
lainulina vegetal (Singh y col., 2016). Por lo tanto, la produccién de ambos compuestos esta limitada
por las necesidades fisioldgicas de la planta, su ciclo vegetativo, las condiciones climatolégicas y la

disponibilidad de suelo agricola cultivable.

Como consecuencia de lo anterior, se han buscado métodos de alta productividad y factibilidad
econdmica para la obtencién de FOS e inulina que resulten ademas de facil control. En este sentido,
el uso de enzimas para su sintesis directa a partir de sacarosa o hidrdlisis de inulina vegetal, ha
demostrado ser una manera mas efectiva de producirlos. Por esta razén, se han hecho multiples
estudios relacionados con la busqueda de enzimas estables que tengan un alto rendimiento en la
reaccion de hidrdlisis, encontrando como fuentes potenciales a hongos, levaduras y bacterias
(Ganaie y col., 2014; Singh y col., 2016). En los procesos enzimaticos para producir FOS se obtienen
productos de bajo grado de polimerizacion (GP), fracciones de monosacaridos y sustrato residual

que generalmente deben ser eliminados mediante un proceso de purificacién (Singh y col., 2016).

Entre las enzimas capaces de sintetizar FOS a partir de sacarosa, existen unas pocas que pueden
producir inulina. Sin embargo, la hidrélisis de ésta inulina para obtener FOS es un proceso que no se

ha explorado todavia, y mucho menos la sintesis e hidrélisis llevadas a cabo de forma simultanea.

En el laboratorio de Tecnologia Enzimatica del IBt UNAM, desde hace varios afios se trabaja en la
busqueda de opciones para producir inulina y FOS enzimaticamente a partir de estrategias tanto de
ingenieria de reaccion, identificando y caracterizando las mejores condiciones para que la reaccién
enzimatica se lleve a cabo; o bien mediante ingenieria de proteinas, modificando en la enzima los

residuos que participan en la polimerizacion de las fructanas y favorecer asi la sintesis de FOS.

En 2002, Olivares-lllana y col. caracterizaron una inulosacarasa (IslA) proveniente de la bacteria

l[actica Leuconostoc citreum CW28, que es capaz de producir inulina a partir de sacarosa, y en 2004



Ortiz-Soto y col. realizaron experimentos para optimizar la produccién del polimero, tomando en
cuenta la naturaleza y concentraciéon del catalizador enzimatico, la concentracién de sustrato y las
condiciones de reaccién. Paralelamente, se han hecho diversas aportaciones al proceso a través del
estudio de la enzima recombinante, que Olivares-lllana y col. (2003) produjeron expresando el gen
IsIA en E. coli. Se caracterizd la enzima recombinante en su forma completa, asi como variantes
truncadas a las que se eliminé una porcién del dominio C terminal, encontrando las condiciones
bajo las cuales, las variantes son capaces de producir inulina o FOS (Del Moral, 2008; Pefia, 2014).
Estos procesos no han podido ser implementados a gran escala, debido a que en todos los casos las
enzimas resultantes tienen vidas medias muy cortas (400 min o0 menos) en condiciones de reaccion

(35°C) (Olivares-lllanay col., 2003; Del Moral, 2008).

En este contexto, el objetivo de este trabajo consistid en evaluar la factibilidad de la produccién de
FOS mediante un proceso novedoso: el uso de la IslA asociada a las células de L. citreum y una
endoinulinasa comercial en un proceso simultdneo con sacarosa como sustrato, analizando el
comportamiento de ambas enzimas y el perfil de productos que se obtenga de la reaccién

simultanea.

Se presentan los resultados relacionados con la produccién de IslA mediante cultivos de células de
L. citreum, la caracterizacion de la estabilidad de la enzima asociada a las células bajo diferentes
condiciones de almacenamiento, asi como, la estabilidad de la enzima en operacidn, es decir, la
retencién de actividad enzimdtica en las células después de varios ciclos de produccidn. Se presenta
también la caracterizacion de la endoinulinasa comercial, incluida la capacidad de hidrélisis de
inulina bacteriana bajo diferentes condiciones de reaccién y el estudio cinético de la misma. En lo
tocante a los FOS obtenidos de esta reaccidn, se analizan los perfiles de las reacciones bi-enzimaticas
simultaneas, demostrando que ambas enzimas pueden trabajar simultdneamente sobre sacarosa
y que el perfil de productos que se obtiene es diferente al obtenido por hidrdlisis o sintesis de

inulina individualmente.



2. ANTECEDENTES

2.1. Fructanas

Las fructanas son polimeros u oligdmeros de fructosa que forman parte de los carbohidratos de
reserva de por lo menos el 15% de las plantas con flores (Ritsema y Smeekens, 2003). Estos

compuestos también son producidos por una gama de bacterias que incluyen patégenos de plantas

y bacterias de la microbiota oral e intestinal de animales (Vijn y Smeekens, 1999).

Las fructanas se clasifican segun el tipo de enlace que une a sus mondémeros, como de tipo levana,

que contienen mayoritariamente enlaces 3(2-6), y de tipo inulina con enlaces (2-1) (Olivares-Illana

y col.,

aunque no siempre es el caso, particularmente por la existencia de productos de hidrdlisis de
polimero (fructanas tipo F.) (Roberfroid, 2007). Existe un tercer grupo de fructanas que se
encuentran principalmente en las plantas de agave y que contienen tanto enlaces B(2-1) como B(2-

6), formando estructuras ramificadas y complejas, asi como cadenas a partir del carbono 6 (Cs) de

la glucosa (neo-fructanas F.GF,) (Avila, 2009) (Figura 1).

2002). Algunas fructanas pueden contener un residuo glucosilo inicial (fructanas tipo GFn)
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Figura 1. Estructura quimica de las fructanas: a) Inulina, b) Neo-inulina, c) Levana, d) Agavinas (Ritsema y

Smeekens, 2003).




2.1.1. Las Levanas

Las levanas son fructanas con enlaces 3(2-6) en la cadena principal, que pueden tener ramificaciones
en B(2-1), dependiendo del origen de la enzima que las sintetice. Son producidas principalmente
por microorganismos, entre los que se encuentran Bacillus subtillis, Zymomonas mobilis, Aerobacter
levanicum, Streptococcus salivarius y algunas cepas de Lactobacillus. También son producidas por
algunas gramineas como Agropyron cristatum, Dactylis glomeratay Poa secunda. En los
microorganismos, la levana contribuye a la formacion de biopeliculas y en las plantas funciona como

carbohidrato de reserva (Srikanth y col., 2015).

Como polimeros, las levanas son biocompatibles, biodegradables, flexibles y amigables con el
ambiente. Han demostrado tener propiedades biomédicas pues pueden servir como antioxidantes,
antiinflamatorios y anticancerigenos. Asi mismo, pueden ser un componente adecuado en la dieta
de pacientes con diabetes. Ademas, son agentes espesantes y adhesivos naturales por lo que se

usan ampliamente en la industria cosmética (Srikanth y col., 2015).
2.1.2. Las Inulinas

Las inulinas son fructanas con enlaces B(2-1) en la cadena principal y enlaces tipo B(2-6) en
ramificaciones. Son producidas principalmente por plantas que las utilizan como carbohidrato de
reserva y ademds contribuyen a la resistencia de las mismas contra bajas temperaturas, sequia y
salinidad (Ritsema y Smeekens, 2003). También son producidas por microorganismos, entre los que

destacan los géneros Aspergillus, Bacillus y Penicillium (Ganaie y col., 2014).

Las inulinas se han clasificado segun el nimero de mondmeros que forman sus cadenas, es decir, su
grado de polimerizacion (GP). Pueden clasificarse como “inulinas nativas” cuando el GP es elevado
(mas de 60 unidades), “oligosacaridos” (con GP entre 10 y 20 unidades) y “Fructooligosacaridos”
(FOS, de 2 a 10 unidades). Las inulinas de plantas contienen generalmente poco mas de 200
unidades fructosilo, mientras que las inulinas bacterianas pueden alcanzar mas de 20,000 (Ritsema

y Smeekens, 2003; Ortiz-Soto y col, 2004).

Las inulinas han sido estudiadas ampliamente, debido a que se ha demostrado que cuando son
consumidas en la dieta tienen efectos benéficos en la salud humana a través de su fermentacion

selectiva en el colon, por lo que estan consideradas como prebidticos (Roberfroid, 2007).



2.1.3. Fructanas mezcladas

Las fructanas mezcladas son estructuras complejas formadas por cadenas de fructosilos con enlaces
tanto en (2-1) como B(2-6) en las ramificaciones y con un GP de 3 a 30 unidades. Los estudios
estructurales muestran que en este tipo de fructanas las cadenas de fructosa se pueden desarrollar
a partir también del carbono 6 de la glucosa, dando lugar a las denominadas neoseries, es decir,
fructanas en las cuales la glucosa se encuentra al interior de la molécula, y no en un extremo
terminal, como sucede en la inulina o la levana (Figura 1d). Se encuentran principalmente en las
plantas de agave, por lo tanto son conocidas como agavinas. Al igual que la inulina, las agavinas
forman parte de los carbohidratos de reserva de los agaves y contribuyen al desarrollo de la planta

y a su resistencia en ambientes secos (Avila, 2009).

Durante mucho tiempo, en México se han utilizado las fructanas del agave como fuente de
carbohidratos para la fermentacidn alcohdlica en la producciéon de bebidas como el tequila y el
mezcal. Recientemente han comenzado a utilizarse como materia prima para la produccion de

jarabes de fructosa, fructanas de alta pureza, inulina y FOS (Avila, 2009; Praznick y col, 2013).

2.2. Propiedades prebidticas de la inulina y los FOS

Los prebidticos son componentes o ingredientes de los alimentos cuya fermentacién selectiva
permite cambios especificos, ya sea en la composicién o la actividad de la microbiota intestinal,
confiriendo beneficios de bienestar y salud al hospedero. Para que un compuesto sea clasificado
como prebidtico debe cumplir con ciertas caracteristicas: 1) no ser hidrolizado o absorbido en la
parte superior del sistema digestivo, 2) ser un sustrato selectivo para un limitado grupo de bacterias
benéficas que habiten el colon, de manera que estimule su crecimiento o las active
metabdlicamente, 3) que consecuentemente altere la flora del colon hacia una composicién mas

saludable e 4) inducir efectos sistémicos benéficos para el hospedero (Gibson y col., 2004).

Para determinar si las fructanas tipo inulina tienen un efecto prebidtico y por lo tanto, benéfico en
la salud de los seres humanos, se han realizado muchas investigaciones en las ultimas cuatro
décadas. El enlace de las moléculas de fructosa en éstos compuestos no puede ser hidrolizado por
las enzimas del sistema digestivo humano, por lo que pasan a través de la boca, estdmago e intestino
delgado sin cambios significativos y sin ser metabolizados, hasta que llegan al intestino grueso o
colon donde pueden ser fermentados por la microbiota. Estas evidencias permiten clasificarlos

como fibra dietética (Moser y col., 2014). Mas alla de esta propiedad, se ha demostrado que la



inulina y los FOS pueden modular la composicion de la microbiota del colon, lo que estd
directamente relacionada con la salud del hospedero. En investigaciones recientes se ha
determinado que la microbiota gastrointestinal tiene interaccidn con el epitelio del intestino grueso,
participando activamente en la regulacién de varias vias metabdlicas, asi como respuestas inmuno-
inflamatorias conectadas con el sistema digestivo, el higado, el cerebro y los musculos. También se
ha demostrado que el desbalance de microorganismos en el colon (disbiosis) pueden causar
enfermedades como el sindrome del colon irritable, obesidad, sindrome metabdlico, diabetes tipo
1, alergias, enfermedad Celiaca e incluso algunos tipos de autismo, aunque las relaciones causa-
efecto han sido dificiles de establecer. Por ejemplo, en personas enfermas se ha notado un

incremento en la proporcidn de enterobacterias (Moser y col., 2014).
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Figura 2. Via metabdlica de las inulinas como prebiéticos. La Inulina, los Oligosacaridos y los FOS (inulinas)
son ingeridos y pasan por el estémago e intestino delgado sin ser modificados. Al llegar al intestino grueso
primero se utilizan los compuestos pequenios (oligosacaridos y FOS) y hacia la parte final la inulina; en las
fermentaciones se producen CO, H2 y AGCC y se incrementa la poblacidn de bacterias benéficas.
(Adaptado de Kelly, 2008).



Dentro de esta microbiota benéfica, se han identificado grupos de bacterias, como Bifidobacterium
spp., algunos tipos de Lactobacillus y Faecalibacterium, que son capaces de fermentar FOS (GP 2 a
7) para obtener energia, con la consecuente produccidn de 4cido lactico y 4cidos grasos de cadena
corta (AGCC) principalmente propionato, butirato y acetato (Kelly, 2008). Estos compuestos pueden
servir como fuente energética para otros grupos de bacterias y desde luego para el ser humano.
Ademas, los AGCC tienen efecto sistémico en la homeostasis de la glucosa y lipidos, de manera que
pueden contribuir a la saciedad, asi como al control de la obesidad y la hiperglicemia. Los AGCC
junto con el acido lactico logran que el pH del microambiente del colon disminuya, impidiendo que
bacterias patdégenas puedan incrementar su poblacidén y repercutir en la salud del hospedero.
(Moser y col., 2014). En particular, la produccién de butirato ha demostrado tener un efecto en la
inmunidad del hospedero al fortalecer las defensas de la mucosa intestinal e incrementar las

respuestas del organismo ante desafios de salud (Sangeetha y col., 2005).

En otros estudios se ha demostrado que la ingesta de inulina y FOS (mezclas con GP 2 a 60) , mejora
la absorcion de minerales como el calcio e incrementa la recepcidon de vitamina D como
consecuencia de la disminucién del pH, aumentando la mineralizacién de los huesos y previniendo

enfermedades como la osteoporosis (Roberfroid, 2007).

En el caso de la lucha contra el céncer, la ingesta de FOS e inulina ha demostrado tener efectos
positivos al evitar la aparicién de cancer de colon, cuando estos compuestos pueden ser utilizados
para producir AGCC (Barclay, 2010; Sangeetha y col., 2005). En estudios con roedores con dietas
altas en éstos compuestos (15% de la dieta basal), se ha observado una disminucién en la aparicion
de tumores mamarios inducidos y en la incidencia de metastasis pulmonar ocasionada por tumores
musculares, asi como una reduccidon en el crecimiento de tumores malignos trasplantados

(Sangeetha y col., 2005).

En la gran mayoria de los estudios in vivo se han utilizado productos comerciales que son mezclas
de inulina y FOS tipo inulina con diversos tamafios (GP) y estructura (FOS tipo F, y GF,) (Abed y col.,
2016; Kolida & Gibson, 2007; Kolida y col., 2002). Por otro lado, los estudios in vitro con diferentes
cepas de bacterias benéficas del sistema digestivo humano, han demostrado que los FOS con menor
GP (principalmente entre 2 y 6) favorecen el crecimiento de las mismas (Shoaib y col., 2016;

Guarner, 2007; Sannohe y col., 2007).



2.3. Aplicaciones tecnoldgicas de la inulina y los FOS

La inulina y los FOS poseen caracteristicas fisico-quimicas Unicas. Presentan buena solubilidad en
agua debido a que los grupos hidroxilo los hacen polares. En el caso de la inulina, ésta es capaz de
formar geles a concentraciones de entre 13-15%, de manera que puede ser utilizada como
reemplazo de grasas en la preparacion de alimentos. Los FOS presentan un poder edulcorante
menor comparado con el de la sacarosa (alrededor de 35%) que aumenta conforme decrece la
longitud de la cadena que las constituye, pero que presenta cierta sinergia con otros edulcorantes

disminuyendo el resabio amargo que producen, ademds no son cariogénicos (Franck, 2002).

Estas caracteristicas, junto con la evidencia de que son productos benéficos para la salud humana
les ha valido el estatus GRAS (Generalmente Reconocidos como seguros, por sus siglas en inglés) de
la Administracion de Farmacos y Alimentos de los EUA (FDA) y los ha convertido en ingredientes
ampliamente utilizados en la industria de bebidas y alimentos. En la Tabla 1 se muestra un resumen
de sus aplicaciones.
Tabla 1. Algunos usos de las inulinas en la industria alimentaria.*
Aplicacion Funcionalidad Concentracion
utilizada (%p/p)
Productos lacteos Reemplazan al azlcar y la grasa, son 2-10
sinérgicos con edulcorantes, dan texturay
cuerpo, fuente de fibra dietética y
prebidticos, estabilidad en la formacién de
espuma
Postres congelados Reemplazan al azucar y la grasa, mejoran 2-10
textura y evitan derretimiento, sinérgicos
con edulcorantes, fibra dietéticay
prebidtico
Alimentos untables Mejoran textura y “untabilidad”, estabilizan 2-10
emulsiones, fibra dietética y prebidtico,

Reemplazan grasa

Pan y alimentos Fibra dietética y prebidtico, reemplazan 2-15
horneados grasay azucar, mejoran la retencion de
humedad



Cereales para
desayuno
Rellenos
Aderezos para
ensalada
Preparaciones con

frutas

Productos carnicos

Chocolate

Productos dietéticos

Fibra dietética y prebidtico

Los hacen mas crujientes y menos densos
Mejoran textura, reemplazan azucar y grasa
Dan textura y cuerpo

Reemplazan grasa

Reemplazan azucar

Sinérgicos con edulcorantes

Dan textura y cuerpo

Fibra dietética y prebidtico

Fibra dietética

Reemplazan grasa

Textura y estabilidad

Reemplazan azlcar

Fibra dietética

Dan resistencia al calor

Reemplazan azlcar y grasa

Sinérgicos con edulcorantes

Dan textura y cuerpo

Fibra dietética y prebidtico

Bajo valor caldrico

2-25

2-30
2-10

2-10

2-10

5-30

2-15

* Franck, 2002.

Ademas de sus usos en la industria alimentaria, se ha probado en recientes investigaciones que la

inulina y los FOS son también atiles en aplicaciones biomédicas. En el caso de la inulina de achicoria,

la propiedad de formar geles permite que sea utilizada para controlar la liberacion de medicamentos

qgue deben llegar al intestino grueso (Vervoort y col., 1997); también se ha utilizado para estabilizar

y proteger la actividad de drogas y vacunas a base de péptidos durante procesos de secado o

congelacion (Hinrichs y col., 2001) y se ha demostrado que las particulas cristalinas de inulina de

alta masa molecular actian como coadyuvantes de algunas vacunas al incrementar la respuesta

inmunoldgica de los organismos (Barclay y col., 2010).
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2.4. Sintesis de las fructanas

Las plantas y los microorganismos que producen fructanas, lo hacen a partir de sacarosa mediante
reacciones enzimaticas que involucran a las fructosiltransferasas (FTFs). Estas enzimas pueden
transferir los residuos fructosilo de una molécula de sacarosa a una molécula receptora que puede
ser sacarosa, glucosa o fructosa, una cadena de fructosas, agua o incluso otro tipo de aceptores con
una funcién alcohol (Ortiz-Soto, 2004). En la Figura 3 se esquematiza el mecanismo de las FTFs. La
energia que se desprende de la hidrélisis del enlace glicosidico de la sacarosa se emplea para lograr
la sintesis del enlace fructosilo, de modo que la reaccién no requiere de cofactores ni intermediarios

de alta energia (Velazquez y col., 2009).

Fructana
Glucosa

.
®

Sacarosa Fructosido

Figura 3. Mecanismo de sintesis de las fructanas mediante fructosiltransferasas. Usando sacarosa como
sustrato, las FTFs son capaces de liberar la glucosa y transferir la fructosa a una fructana en crecimiento, a
una molécula de agua o a una molécula de otro compuesto.

Las FTFs tienen la habilidad de ser regioselectivas y quimioespecificas, es decir, son capaces de
enlazar el residuo fructosilo que transfieren en una posicion especifica del aceptor y con un enlace
determinado. De esta manera, pueden clasificarse como levansacarasas o inulosacarasas si sus

productos poseen principalmente enlaces B(2-6) o B(2-1) respectivamente.

2.4.1. Fructosiltransferasas de plantas

En las plantas, las fructanas se sintetizan por la accién de dos o mas enzimas que pueden formar
cadenas relativamente largas (de entre 65 a 250 unidades) y ramificaciones diversas. La primera
reaccion que se lleva a cabo para la formacidn de inulina es la sintesis de un trisacarido (1-kestosa)
por la enzima Sacarosa:Sacarosa 1-fructosiltrasnferasa, (1-SST) a partir de la transferencia del
residuo fructosilo de una molécula de sacarosa a otra. Después, la fructosa:fructosa 1-

ftuctosiltransferasa (1-FFT) interviene alargando la 1-kestosa para formar una cadena de inulina.
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Estas enzimas presentan comportamientos inusuales, porque no presentan una cinética tipo
Michaelis-Menten; su actividad depende tanto de la concentracién del sustrato como de la enzima

y esencialmente son no-saturables (Vijn y Smeekens, 1999).

2.4.2. Fructosiltransferasas de bacterias y hongos

Las bacterias que producen enzimas capaces de sintetizar inulina o FOS pertenecen solo a unos
cuantos géneros, entre los que destacan Athrobacter y Bacillus. Las bacterias solo requieren de una
enzima para producir fructanas, que suele poseer la capacidad tanto de crear nuevas cadenas de
fructana directamente a partir de sacarosa, como de alargarlas y ramificarlas también. Un aspecto
importante de las inulinas bacterianas es su alto GP en comparacion con las de plantas, ya que puede

llegar a alcanzar varios miles de unidades de fructosa (Ganaie y col., 2014).

En el caso de los hongos, las enzimas que se han estudiado catalizan principalmente la sintesis de
FOS de baja masa molecular (1-kestosa, nistosa, f-nistosa). Generalmente estas enzimas se secretan
en cantidades importantes al sobrenadante de los cultivos fungales, suelen ser termorresistentes y
tienen rendimientos de entre el 50 y 60% con respecto a la sacarosa en la sintesis de FOS La mayoria
de las enzimas FT fungales descritas pertenecen a los géneros Aspergillus y Penicillium (Ganaie y

col., 2014).

2.4.3. Las Inulinasas

Las inulinasas son enzimas que se utilizan en la produccion de fructanas, mediante la hidrdlisis de
inulina, de modo que pertenecen a la familia de las Glicosilhidrolasas. Pueden ser producidas por
hongos, levaduras y bacterias, aunque estas ultimas estan menos estudiadas. Pueden ser de tipo
exo si tienen la capacidad de hidrolizar los enlaces de los extremos del polimero liberando fructosa,

o de tipo endo cuando pueden hidrolizar enlaces internos y liberar FOS (Basso y col., 2010).

Se han encontrado inulinasas en Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas, Aspergillus, Penicillium,
Yarrowia, Rhizopus, Trichoderma y Kluyveromyces. La principal fuente de inulinasas son los hongos,
de los cuales incluso algunas especies pueden producir enzimas de tipo endo y exo. A escala
industrial se utilizan mayoritariamente endoinulinasas de diferentes cepas de Aspergillus niger para
preparar FOS a partir de inulina vegetal. Las exoinulinasas por su parte, tienen un nicho importante

en la produccién de jarabes de alta fructosa (Singh y col., 2016).
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2.4.4. Producciodn de inulina y FOS en la industria

La inclusiéon de la inulina y los FOS en la formulacidon de alimentos funcionales y productos
farmacéuticos ha ocasionado un gran incremento en la demanda a nivel internacional, que se cubre
casi totalmente a partir de la inulina proveniente de plantas. La raiz de achicoria es la fuente mds
utilizada para su produccion, dado que contiene entre 15 y 20% de inulina en peso humedo (Singh
y col., 2010), mientras que en México existe un creciente interés por el estudio y la produccion de

inulina proveniente de plantas de agave (Lépez y col., 2003).

El proceso general para obtener inulina, asi como otros productos de menor tamaio a partir de la

raiz de achicoria, se resume en la Figura 4.

Raices de
achicoria

( Hidrolisis |

Extraccio_n con parcial Purificacién
agua caliente enzimatica
Purificacion i
. Ta— Secado Evaporacién
A N |
Secado por
aspersion

Oligosacaridos

Inulina nativa VAR

Figura 4. Proceso general para obtener inulina y FOS a partir de raices de achicoria. Las raices de achicoria
son recolectadas, cortadas y sometidas a un proceso de extraccidon con agua caliente de modo que se
obtiene un jugo. Si el producto final es inulina, el jugo es purificado y secado; si el producto final son FOS u
oligosacdridos, es necesaria una hidrdlisis antes de la purificacion (Franck, 2002).

La alta demanda de estos compuestos ha impulsado la busqueda de fuentes alternativas de
produccién que resulten factibles a nivel industrial. Asi, la produccién de inulina y FOS a través de

enzimas es una de las opciones que actualmente se exploran.

Los FOS que pueden encontrarse en el mercado, son obtenidos mediante la hidrdlisis parcial de
inulina nativa de raiz de achicoria llevada a cabo por endoinulinasas o bien por sintesis directa via

enzimatica a partir de sacarosa.
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Los procesos enzimaticos en los que se usa sacarosa y una FTF fungal para la produccién de FOS,
generalmente se llevan a cabo con altas concentraciones del sustrato, debido a que estas enzimas
poseen también una actividad hidrolitica que se desfavorece en estas condiciones. Los productos
gue se obtienen son FOS pequefios (GP 3-6), mayoritariamente del tipo GF, y requieren una
purificacién por cromatografia o por filtracién en membranas para remover monosacaridos libres
(glucosa, cantidades pequefias de fructosa) y sacarosa sin reaccionar. Ademas la actividad hidrolitica

inherente a la enzima reduce el rendimiento del proceso (Singh y col., 2016).

Por otro lado, como resultado de los procesos en los que se utilizan inulinasas para la hidrélisis de
inulina como materia prima, se obtienen FOS mas grandes (GP de 2 a 9) y, dado que provienen de

largas cadenas de inulina, solo algunos FOS contienen glucosa terminal (Singh y col., 2016) (Figura5).

L FOS de Hidrolisis de Inulina

(r\‘ S FOS de Sintesis de Sacarosa
AN g T
\ J,t';""-—-o Endoinulinasa L(,
L e g .
Py 5 / Sacarosa “\\
i
iy P '.
P \‘/ \'..ﬁ\ Fructosiltransferasa
\ f?‘"\..__ o |
I D Q)
AN \E/\ —/\ /
{F ‘I,v;-—-—-..._o Inulina ' o
e "\{" AN et
I"._i."' \\ I'\I F f-'\_‘ ‘-\ F J \
P LA o S o
Hidrolisis \_Ff ?EO/| G/l (" ,a"l P / /\\‘.a
> \ P\.-\ CF A CF
- A \ A \\ =i \
| '\f/l\ i:: anos:lttans{msa 0 me““mfm &

ol oN G NG L/J

o
o /‘\/ e
A~/ 0 1 = <R
\_{\__:: — 1*-fructofuranosil nistosa Nistosa T
N AN
\F \Ef a-D-Glu(l - 2)~[p-D-Fru(1->2)-],
GFn Fn Donde=2-4

a=D=Glu(1- 2)~[f-D~Fru(1->2)-] B-D—-Fru(l—»2)-[B-D-Fru(1-2)],
Donde=2-9 Donde=1-9

Figura 5. Estructura de los FOS que se producen por hidrdlisis de inulina y por sintesis a partir de sacarosa.
Del lado izquierdo, con inulina como sustrato y una endoinulinasa, se pueden obtener FOS de tipo GFn o
Fn. Del lado derecho, con sacarosa como sustrato y una FTF se obtienen FOS de tipo GF. (Singh y col.,
2016).

2.5. La Inulosacarasa (IslA) de Leuconostoc citreum

En el laboratorio de Tecnologia Enzimatica del IBt, se han hecho multiples estudios con el objetivo

de encontrar enzimas capaces de producir inulina o FOS a partir de sacarosa.
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Como parte de estos esfuerzos, se realizd una caracterizacion bioquimica de una enzima FTF cuya
produccién se induce con sacarosa en el medio de reaccién, ademas estd asociada a la pared celular
de la bacteria Leuconostoc citreum CW28 y es capaz de producir inulina a partir de sacarosa, es decir
una Inulosacarasa (Is/A). La bacteria fue identificada de una coleccién de bacterias lacticas aisladas
del Pozol, una bebida fermentada no alcohdlica de origen maya que se prepara con maiz

nixtamalizado (Olivares-lllana y col., 2002).

Dentro de esta primera caracterizacion, se determind que la enzima IslA posee tres dominios
cataliticos, lo que ocasiona que tenga una masa molecular de 165 kDa, mucho mayor a los valores
gue se han reportado para otras FTFs (45 y 64 kDa). Se intentd purificarla a partir de las células
completas, pero en este proceso se pierde hasta el 90% de la actividad enzimatica. Las condiciones
6ptimas de reaccidn encontradas para la produccién de inulina con la enzima asociada a las células
tanto como solubilizada, incluyen un pH de 6.5 y una temperatura de 30°C. A temperaturas por
arriba de los 50°C la enzima presenta desactivacidn total en 30 minutos en ambos casos (Olivares-

Illanay col., 2002).

Posteriormente, se realizé una caracterizacién molecular del gen de la Is/A a partir de la secuencia
de péptidos secuenciados de la enzima purificada. La enzima estd compuesta de una serie de 1490
aminodcidos (aa) que proviene de un gen perteneciente al ADN gendmico de la bacteria y que
presenta un contenido de G+C de 37.25%. Los dominios de la enzima fueron delimitados (Figura 5)
y comparados con las secuencias de otras glicosiltransferasas (GTFs), familia a la que pertenecen las
FTFs. El dominio N terminal de IslA esta formado de 138 aa y posee un 40% de similitud con las
alternasacarasas, con una region variable no conservada entre las GTFs que parece no tener funcion
evidente. El dominio catalitico de la enzima muestra similitudes de hasta el 56% con levansacarasas
microbianas y un centro catalitico de 441 aa que podria estar emparentado con la familia 68 de las
Glicosilhidrolasas. También posee una region entre el dominio catalitico y el dominio C terminal, de
baja identidad con la alternasacarasa de L. mesenteroides NRRL B-1355, que se ha denominado
como la “regidén de transicién”. El dominio C terminal de la enzima tiene una identidad de 80% con
el mismo dominio de las alternasacarasas, con una posible funcidén de unién a polimeros. Este Ultimo
consiste de 4 series repetidas no idénticas de aa en tandem. Se expresaron dos versiones truncadas
del gen, en una se elimind solo el dominio C terminal y en la otra de eliminé el C terminal mas la
region de transicion. Las propiedades de ambas enzimas truncadas se compararon con las de la

versidn completa, demostrandose que las versiones truncadas presentan una mayor velocidad de
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reaccidn, aunque se hicieron mds hidroliticas. También se observé una reduccidn en el tiempo de
vida media a 40°C, lo que sugiere que el C terminal contribuye a la estabilidad de la enzima (Olivares-

Illanay col., 2003).

En un estudio posterior se determinaron las mejores condiciones para producir inulina con la IslA
tanto asociada a la pared celular, como solubilizada. Al cultivar las células, se determind que
utilizando una temperatura de incubacién de 30°C la enzima sufria una protedlisis que la hacia mas
hidrolitica, obstaculo que se resolvié al crecer el microorganismo a 20°C, de modo que se conserva
tanto la integridad como la actividad transferasa de la enzima. Por otro lado, durante la reaccidn la
enzima presentd mayor actividad transferasa a altas concentraciones de sacarosa, de manera que,
para minimizar la actividad hidrolitica debe emplearse una concentracién de sacarosa mayor a 200
g/L. Se observd que la enzima asociada a las células produce inulina de una masa molecular
promedio de 3000 kDa mientras que la enzima solubilizada puede producir adicionalmente
oligosacaridos e inulina de menor masa molecular (0.4 a 7.4 kDa) (Ortiz-Soto, 2004). Las marcas
comerciales de inulina vegetal presentan masas moleculares de entre 5 y 11 kDa segun la
presentacion (Roberfroid, 2007), de modo que, la inulina de L. citreum tiene una masa molecular

mucho mayor que las inulinas comerciales.

En experimentos llevados a cabo a nivel de planta piloto para la produccién de inulina, se optd por
emplear la enzima asociada a la pared celular, dado que las células son mas densas y por lo tanto
mas faciles de recuperar al final de proceso y, como ya se menciond, al solubilizarla se pierde un
porcentaje muy importante de la misma. Se cultivaron células a 20°C que fueron recuperadas por
centrifugacién y se usaron como biocatalizador. La reaccién se llevd a cabo en un volumen de 30 L
con una concentracién de sacarosa de 250 g/L, en una soluciéon amortiguadora de fosfatos 50 mM,
pH 6.5. Se usé una actividad enzimatica de 0.7 U/mL a una temperatura de 30°C durante 40 horas,
en las que se logro convertir el 84% del sustrato (aprox. 210 g/L de sacarosa). En estas condiciones
se alcanzd una alta viscosidad debida al polimero y se requirié de una centrifugacién intensa para
recuperar el biocatalizador del medio de reaccién. Enseguida el polimero pudo ser separado del
medio de reaccion mediante precipitacion con etanol industrial (2:1), para posteriormente
recuperarlo por centrifugacion y por ultimo secarlo. El producto seco pudo cuantificarse, dando

como resultado una produccién de 80 g de inulina por litro de medio de reaccién (Ortiz-Soto, 2004).
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En un trabajo posterior, con el fin de entender como intervienen los dominios cataliticos de la Is/A,
se construyeron mas versiones truncadas que fueron caracterizadas cinética y bioquimicamente

(Del Moral, 2008). La version completa y las truncadas construidas se presentan en la Figura 6.

Region Dominio catalitico Dominio C-terminal
N-terminal

Region de  Region de alta identidad con la Asr

1 209 310 734 940 1491
IsIA2 102 kDa
ANIsIA2 80 kDo
IsIA3 —
IslA4 W7/ ///////7///777 64kDa
GBDIsIA

Figura 6. Esquema del gen de la inulosacarasa de L. citreum IslA y sus versiones truncadas (Del Moral,
2008).
En la Tabla 2 se muestran algunos de los resultados obtenidos por Del Moral (2008) en el estudio de

caracterizacion cinética y bioquimica de las versiones truncadas de la enzima.
Tabla 2. Resultados del estudio de caracterizacion fisicoquimica y cinética de Is/A y sus versiones

truncadas.
Version de | Vida media Temperatura pH Polimero  Km Kcat Hidrdlisis/

la Enzima 35°C (min)  6ptima (°C) 6ptimo dealtoPM (mM) (s?) Transferencia*

IslA 420+10 40 6.5 Si 38 25 40/60
solubilizada

IsIA2 407%22 40 6.5 Si 24 28.2 38/62
ANIsIA2 60+15 35 6.5 NR 18 29.6 45/55
IsIA3 346+£16 28 6.3 Si NR NR 61/39
IslA4 128+18 25 6.3 Si 142 105 70/30

NR: no reportado
*Con 100 g/L de sacarosa en reacciones de 16 h

Segun los resultados obtenidos en este estudio, el dominio C terminal de la enzima es responsable
del anclaje a la pared celular de L. citreum, mientras que el dominio N terminal ayuda a estabilizar
a la enzima junto con la regién de transicidn y ésta Ultima participa en su especificidad hacia la

hidrdlisis o la transferencia. Por otro lado, la regién de transicién también se relaciona mas
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directamente con la afinidad de la enzima al sustrato y la velocidad de reaccién, de modo que parece

probable que esta regidn tenga interaccion con el sitio catalitico (Del Moral, 2008).

Por ultimo, se realizaron pruebas con la versién truncada IslA4, encontrando que produce FOS. Se
analizaron las condiciones éptimas para producirlos a partir de sacarosa y se determiné que con una
concentracién de sacarosa alta (700 g/L) y bajas concentraciones de enzima (1 U/mL) la especificidad
hacia la transferencia podia llegar hasta 70%, mientras que a menores concentraciones de sacarosa
0 mayores concentraciones de enzima se favorecia la hidrélisis. El perfil de productos de la reaccidn
que favorece la transferencia, (Figura 7) mostraba compuestos con un GP de entre 3 y hasta 25

unidades ademas de una fraccién de polimero de alta masa molecular (Pefia, 2013).
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Figura 7. Perfil de FOS obtenido en cromatégrafo de intercambio idnico de alta eficiencia acoplado a
pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) que se producen con la version truncada IslA4. 1) 1-kestosa, 2) 6-
kestosa, 3) neo-kestosa, 4) nistosa y 5) f-nistosa (Pefia, 2013).

2.6. La endoinulinasa Novozym 9600

Novozym 960© es un extracto enzimatico producido en fermentacién sumergida por Aspergillus
niger que contiene una endoinulinasa (E.C. 3.2.1.7), es decir una enzima que hidroliza los enlaces
internos de la inulina. La endoinulinasa purificada tiene una masa de 68.1 kDa, sus condiciones
optimas de reaccion son pH de 6.0 y temperatura de 60°C usando inulina de achicoria (GP 60) como

sustrato. En estas condiciones presenta una buena termoestabilidad y una vida media superior a
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100 h, ademas tiene un comportamiento tipo Michaelis-Menten con una Kn, de 3.53 mM y una Vmax
de 667 umol-mint-mL™. Los productos de la reaccidn de hidrdlisis son inulotriosa (Fs), inulotetrosa
(F4) e inulopentosa (Fs) principalmente, ademas de trazas de monosacéridos y sacarosa. Estos
productos fueron identificados mediante el uso de HPLC con una columna Prevail-Carbohidrate y
una fase de acetonitrilo:agua (73:27), en la Figura 8 se observa el perfil de productos obtenido

(Mutanda y col., 2008).

RI 2301
Pooled endo fractions + 5 % inulin
1.4 Nama L1.4
Relention Time
1.2 A 12
1.0 F3 1.0
= = |
or 08 0.8 o
E 2 €
06 : = 5 0.6
GF 8 &
g g
0.4 H H 0.4
8 = » T £
F, © 9( i
0.2 8 5 Fy L0.2
] 3 L e Fs
0.0 L M J | - \_I A b 0.0
50 75 10.0 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350
Minutes

Figura 8. Perfil de FOS de la hidrélisis de Novozym 960 sobre inulina vegetal obtenido mediante HPLC con
columna Prevail-Carbohydrate y una fase de acetonitrilo:agua (75:25): F2) inulobiosa, Gr) Sacarosa, F3)
Inulotriosa, F4) inulotetraosa, Fs) inulopentosa (Mutanda y col., 2008).

En estudios preliminares realizados en el laboratorio de Tecnologia Enzimatica se probd la capacidad
de la endoinulinasa comercial Novozym 9600, para hidrolizar la inulina de L. citreum y obtener FOS.
Se utilizaron 15.2 U/mL para la reaccidén con un sustrato de concentracion 1% p/v en 23 horas. Se
definié que la reaccién puede llevarse a cabo a un pH de 6.0 y una temperatura de 50°C con baja
agitacién (350 rpm). Se observo que esta endoinulinasa actuaba eficientemente sobre la inulina de

L. citreum, pero que su actividad era minima o nula sobre las agavinas (Maturano, 2013).
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3. JUSTIFICACION

La demanda creciente de FOS ha impulsado la diversificacidon de los procesos de produccion. El uso
de enzimas es una de las vertientes posibles para lograr un proceso eficiente. En este trabajo se
plantea llevar a cabo la producciéon de FOS mediante la accidn simultdnea de las dos enzimas: la
inulosacarasa asociada a pared celular de Leuconostoc citreum CW28 y la endoinulinasa comercial
Novozym 9600 producida por Aspergillus niger. El propdsito es determinar si es posible obtener un
proceso diferente para producir FOS usando la actividad combinada de ambas enzimas, dado que
las temperaturas dptimas que presentan son muy diferentes (30 y 60 °C respectivamente), y analizar

el perfil de productos que se produzca en la misma.

4. HIPOTESIS

La combinacion de las actividades de la Inulosacarasa de L. citreum y la endoinulinasa Novozym
9600© en una reaccion simultdnea con sacarosa como sustrato, controlando la velocidad y el tiempo
de reaccion de las enzimas, permitira producir una mezcla de FOS con un perfil asociado a la

combinacidn de ambas actividades y de mayor diversidad estructural que los existentes.
5. OBJETIVOS

5.1. General

Definir las condiciones mas favorables y la factibilidad de producir FOS a partir de sacarosa mediante
un sistema bi-enzimatico compuesto de células completas de L. citreum y la endoinulinasa Novozym

9600.

5.2. Particulares

e Revisar las condiciones que se conocen como 6éptimas para la produccidn y uso de las células
completas de L. citreum con actividad inulosacarasa, para ser utilizadas en la sintesis de inulina
(Ortiz-Soto, 2004) y definir las mejores condiciones para su almacenamiento.

e Definir las condiciones, propiedades bioquimicas y cinéticas de la endoinulinasa comercial
Novozym 960© para producir FOS a partir de inulina microbiana, asi como analizar el perfil de
productos (FOS) que resultan de la hidrdlisis.

e Estudiar la cinética de la reaccidn catalizada simultdneamente por la inulosacarasa de L. citreum
y la endoinulinasa de Novozym 9600 a partir de sacarosa.

e Analizar el tipo y estructura de los FOS obtenidos en el proceso simultdneo de sintesis que se
obtengan en reacciones donde se module la relacidn de actividades de las enzimas y el tiempo
de reaccion.
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6. MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental fue dividido en tres fases:

a) Produccidn y caracterizacién de la enzima IslA asociada a la pared celular de L. citreum.
Produccidn de las células, revisién de las condiciones éptimas de produccién de inulina,
determinacidn de las mejores condiciones de almacenamiento de las células y estudios de
estabilidad operacional de la enzima.

b) Caracterizacidon de la enzima endoinulinasa Novozym 9600. Analisis de la actividad y el
perfil de productos empleando como sustrato la inulina de L. citreum.

¢) Estudio de la reaccion bi-enzimatica (/s/A-endoinulinasa). Definicién de las condiciones
6ptimas de reaccién conjunta. Caracterizacién de los FOS obtenidos en funcién de las

condiciones de reaccion.

6.1. Caracterizacion enzimatica
6.1.1. Determinacion de actividad enzimdtica global

Una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que produce una umol
de producto en un minuto. En el caso de las FTFs, una forma rapida de medir la actividad global que
incluye la actividad transferasa y la hidrolitica es a través de la cuantificacién de la liberacion de
azucares reductores (AR). La actividad determinada asi sirve de referencia para estudios
comparativos pues no es una medicidn precisa. Una evaluacién directa requiere por un lado la
medicion de la desaparicién de sacarosa y por el otro de aparicidon de FOS via HPLC, pero no existe

un solo producto definible.

Esta determinacion se realizdo mediante el método de 4cido 3, 5 dinitrosalisilico (DNS) (Miller, 1959).
Se generd una curva estdndar (con pendiente mgrp), con soluciones equimoleculares de glucosa y
fructosa en concentraciones de 0, 0.5, 1, 1.5y 2 g/L que se utilizd después para calcular la actividad

de la enzima.

Para realizar pruebas de actividad global de la inulosacarasa, se utilizaron células cosechadas y
resuspendidas en amortiguador de fosfatos. La reaccién se llevd a cabo a 30°Cy 1000 rpm en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, con muestras de 50 pL de suspension de células, 100 pL de sacarosa en
solucion (600 g/L) y 450 ulL de soluciéon amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH 6.5) para completar

un volumen de reaccién de 600 pL.
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Para medir la actividad de la endoinulinasa, se usaron tubos Eppendorf de 1.5 mL y como
condiciones de reaccién 50°C y 1400 rpm. Se colocaron 500 pL de inulina de achicoria (HP de Orafti)
diluida en amortiguador de acetatos 100 mM pH 6.0 y 10 plL de preparado enzimdtico Novozym

9600, diluido en el mismo amortiguador 1 a 40 (v/v).

Se tomaron muestras de 50 uLa los 0, 2, 5, 7 y 10 minutos, que se mezclaron con 50 uL de DNS en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Las muestras se calentaron en agua en ebullicién por 5 minutos y luego
se diluyeron con 500 uL de agua destilada. Se leyd la absorbancia de las muestras a 540 nm
utilizando como blanco el tiempo inicial (tiempo 0). Las muestras fueron diluidas, en caso de ser
necesario, para poder tener lecturas confiables en el espectrofotémetro (valores de 0.1 a 0.9). Se
obtuvo una grafica con los datos obtenidos (tiempo vs. absorbancia), y a partir de ésta, la pendiente
(my) de la recta ajustada. Se utilizaron las siguientes ecuaciones para calcular la velocidad (vi) de la
reaccion:

Absorbancia
mx( min ) _ .(mgAR)

Absorbancia) "V \min = mL
Msrp ( mg AR/mlL )

La velocidad puede entonces convertirse en unidades de actividad enzimatica:

(mgAR) ( 1 mmol ) (1000umol> (vol.dereacci()nuL) U , umol AR
i * * *

- *(FD)=— 6 ———
min * mL 180 mg AR 1 mmol vol.de muestra uL mL  min*mlL

Donde FD corresponde al factor de dilucion empleado en las muestras, para lectura en el

espectrofotémetro.

6.5.1. Determinacion de las tasas de hidrdlisis y transferencia de las enzimas

En el caso del extracto enzimatico Novozym 960 con inulina como sustrato, debido a que la inulina
de L. citreum estd compuesta casi completamente por fructosa, el rendimiento de FOS estd
relacionado con la hidrélisis de la misma y la liberacién de fructosa al medio de reaccién, de modo

que se utilizaron las siguientes ecuaciones para determinar el rendimiento de FOS:

i
%c,:(‘l f)*100

i

Fru
% Fru,; =<1 1)*%6‘,
i—f

% FOS :%CI_FT'U.[
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Donde, % C; es el consumo de inulina, /; y Ir se refieren a la inulina al inicio y final de la reaccidn

respectivamente (en mM de equivalentes de fructosa) y Fru; es la cantidad de fructosa liberada al

medio (mM).

En el caso del extracto enzimatico Novozym 960 sobre sacarosa y de la reaccion donde se utilizan

el extracto de Novozym 960 y la IslA simultdneamente sobre sacarosa, las tasas de hidrélisis (%H)

y transferencia (%T) se calcularon en base a la sacarosa que se consumio en la reaccién (S mM) y la

liberacidn de fructosa al medio de reaccion (Fru;, mM):

S
%SC=(‘S 6*100

i

Wi = (2 ) o s
S =5, ¢

%NT=%S.—%H

Donde Sy Sfson sacarosa inicial y final (mM).

6.2. Células de Leuconostoc citreum

6.2.1. Produccion de las células

Para la realizacion de este trabajo se utilizé una alicuota de la cepa de L. citreum CW28 almacenada

en glicerol al 40% a -20°C del cepario del laboratorio.

Para la produccidn de células se utilizé medio Leuconostoc (Lm) con la composiciéon que se muestra

en la Tabla 3.
Tabla 3. Composicion del medio de cultivo Lm*
Compuesto
Fuente de carbono Sacarosa
Fuente de nitrégeno  Extracto de levadura (BD Nutrients)

Amortiguador Fosfato dipotasico (K;HPO,)
Ajuste pH Acido clorhidrico (HCl)
Sales Sulfato de magnesio (MgS04-7H,0)

Cloruro de calcio (CaCl,-2H,0)

Sulfato Ferroso (FeSO4-7H,0)

Sulfato de manganeso (MnSQ,- 7H,0)
Cloruro de sodio (NacCl)

Concentracion (g/L)
20
20
20

0.2
0.05
0.01
0.01

0.01
* Maturano, 2014
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Las fermentaciones se llevaron a cabo en una incubadora New Brunswick Scientific. Todas las
lecturas de Densidad Optica (DO) relacionadas con el crecimiento del microorganismo, se realizaron
en un espectrofotometro Beckman DU650 a 600 nandmetros (nm). Las muestras se diluyeron con
agua destilada en proporciéon 1:10 para tener medidas de DO de entre 0.1y 0.9, este factor se tomé

en cuenta para reportar todas las DO.

Para producir las células se pre-inocularon 25 mL de medio al 1% v/v con la alicuota de células en
glicerol. Se cultivaron en matraces Erlenmeyer de 250 mL a 200 rpm y 30°C por hasta 14 horas,
cuando alcanza una DO de por lo menos 7.5, correspondiente al inicio de la fase estacionaria del

cultivo.

Para la etapa de crecimiento del microorganismo, se tomé como indculo una alicuota del pre-
indculo a una concentracion de 2% v/v con respecto al medio estéril, bajo las mismas condiciones
de temperatura y agitacién. En esta etapa, cuando el cultivo alcanzé una DO correspondiente a la
parte final de la fase exponencial, es decir entre 5.5 y 6.5, se tomaron alicuotas de 500 pL del medio
a las que se adiciond glicerol 80% en proporcién 1:1 para ser almacenadas a -80°C. Para caracterizar
la etapa de crecimiento de las células, se tomaron muestras de 1 mL cada hora hasta llegar a la fase

estacionaria, a las cuales se determind DO, pH, contenido de monosacéridos y sacarosa.

Al alcanzar la fase estacionaria, el medio fue centrifugado en un equipo Beckman Coulter a 9282 x
g por 15 minutos a 4°C. Las células separadas del sobrenadante se lavaron dos veces con solucion
amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH 6.5, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo las células
después de cada lavado. Al final las células se resuspendieron en la menor cantidad posible de
amortiguador y se determind su actividad enzimdtica, como se explica en el apartado 6.2.1 de este

trabajo.

6.2.2. Pruebas de estabilidad en almacenamiento

Con el fin de determinar la estabilidad de las células bajo diferentes condiciones de
almacenamiento, se produjeron tres lotes de células que fueron separadas en tres grupos: la
primera fracciéon de células se almacend en congelacién a -20°C en alicuotas de 100 pL en tubos
Eppendorf, de modo que las muestras descongeladas no volvieron a congelarse; la segunda fraccion
se colocé en tubos Eppendorf en alicuotas de 1 mLy se mantuvo a 4°C; la tercera fraccidn de células

se congeld con hielo seco sobre las paredes de tubos Falcon de 50 mL y fue liofilizada.
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Se determind la actividad global de cada lote por triplicado, valor que fue tomado como el 100% de
la actividad de cada lote. Se realizaron pruebas semanales para determinar la actividad remanente

de las células almacenadas mediante cada uno de los tres métodos.

En el caso de las células liofilizadas la cantidad de células pesadas y la relacion entre las células
liofilizadas y las que se encontraban en solucién se tomé en cuenta para los cdlculos de actividad

enzimatica global.
6.2.3. Produccidn polimero

Para la produccién de polimero con la IslA, se utilizé una solucion patrén de sacarosa 600 g/L en
amortiguador de fosfatos de 50, 200 y 300 mM o acetatos 300 mM y pH 6.5. Las reacciones se
llevaron a cabo en volimenes de 1 mL, con un termomixer Eppendorf para tubos de 1.5 mL a 30°C
y 1000 rpm. El pH de las muestras fue verificado con tiras indicadoras de pH 0-14 de Merck. Se
definié el tiempo de cada reaccién como el tiempo necesario para convertir por lo menos el 90% de
la concentracién inicial de la sacarosa. Este calculo se realizé a partir de la ecuacién integrada de

Michaelis-Menten:

t_SO*X—Km*ln(l—X)
Vmax

Donde:

t = Es el tiempo (min) necesario para llegar a la conversidn X

S, = Concentracidn inicial de sacarosa (mM)

X = Fraccion de la conversidn (0.9 en este caso)

K., = 66 mM de sacarosa en las células completas (Ortiz-Soto, 2004)

Vinax = Las unidades enzimaticas utilizadas por unidad de volumen de reaccion

6.2.4. Pruebas de estabilidad operacional

Se colocaron tres reacciones de 5 mL en viales de vidrio en un termomixer Eppendorf, a 30°C y 1000
rom durante ciclos de 3 horas. Se utilizaron 5 U/mL de células liofilizadas y 250 g/L de sacarosa en
amortiguador de acetatos 0.3 M pH 6.5. Después de cada ciclo las células fueron recuperadas por

centrifugacion por 15 minutos a 9282 x g a 4°C, se tomé una muestra del sobrenadante para
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cuantificar inulina y las células fueron lavadas dos veces con el mismo amortiguador. Se midié la

actividad remanente en las células después de cada ciclo.

6.3. Propiedades cinéticas de Novozym 960

Se determinaron las constantes cinéticas de la endoinulinasa con la inulina de L. citreum como
sustrato de la enzima, a una temperatura de 30°C en amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5.
Para determinar la velocidad inicial de reaccidn (v;,) se utilizé un rango de concentraciones de inulina
desde 1 hasta 60 g/L y 25 U/mL (150 pL diluidos 1:10 en el amortiguador) de Novozym 960. Las
velocidades iniciales se midieron por medio de la liberacidn de AR, de manera similar a la
determinacién de actividad inulosacarasa, a partir de reacciones de 1 mL en tubos Eppendorf de 1.5
mL, en un termomixer Eppendorf a 1000 rpm. Los cdlculos para determinar los pardmetros se

realizaron mediante el software Solver de Excel 2013.
6.3.1. Efecto de la temperatura sobre Novozym 960

Se determinéd el efecto de la temperatura sobre la actividad de Novozym 960, con inulina de
achicoria e inulina bacteriana, en una concentracion de 50 g/L en amortiguador de acetatos 300 mM

pH 6.5y 10 plL de enzima diluida 1:40 en el mismo amortiguador.

6.4. Produccion de FOS

Los ensayos de produccién de FOS se realizaron con Novozym 960 e inulina como sustrato, o IslA'y
Novozym 960 con sacarosa como sustrato. Se utilizé solucién amortiguadora de acetatos 300 mM a
pH 6.5. Las reacciones se llevaron a cabo en viales de vidrio de 7 mL, con volumenes de reaccién de
3 mLa30°Cy 1000 rpm en un termomixer Eppendorf para tubos de 15 mL. Se establecié un tiempo

de reaccidn de al menos tres horas, acorde con los tiempos de las reacciones de sintesis de polimero.

6.6. Analisis de productos de reaccién

Todas las muestras de reaccidon fueron congeladas en hielo seco para detener la reaccién
inmediatamente después de tomarse. Las enzimas fueron desactivadas calentando las muestras en
agua en ebullicion por 10 minutos. Se centrifugaron por 10 minutos a 20160 x g en una centrifuga
Eppendorf 5424 y el sobrenadante se paso por filtros de nylon para jeringa de 0.2 um. Las muestras
fueron diluidas con agua ultrapura segln los requerimientos de los equipos. Se utilizaron como

estandares soluciones de Fructosa, Manitol, Glucosa y Sacarosa (Sigma Aldrich), inulina de achicoria
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(HP de Orafti) y mezclas de FOS tipo inulina (Raftilosa P95 de Orafti) e inulina de L. citreum producida

en la planta piloto del IBt en 2009.

6.6.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

La cromatografia en placa fina (Thin Layer Chromatography, TLC) permite determinar de manera
cualitativa la evolucion de una reaccion. Con éste método es posible comprobar la existencia de FOS
en la reaccion, asi como determinar su GP; hacerse una idea del consumo de la sacarosa en la misma
y la aparicién de monosacaridos (glucosa y/o fructosa). Para realizarla se utilizaron placas de
aluminio cubiertas con gel de silice Alugram Xtra Sil G con una fase mévil de cloroformo:etanol:acido
acético:agua (3:11:11:1). Las muestras se diluyeron 1:10 con agua destilada y se aplicaron a las
placas. Estas fueron eluidas en una cdmara horizontal CAMAG dos veces y luego reveladas con
a-naftol y calor. En la Figura 9 se observa una placa con estandares de los principales compuestos

que se pueden determinar con este método.

#: = A.-Estandarde FOS
a Orafti B(2-1) DP 3-7
B.-Sacarosay

fructosa (10 g/L)
C.-Inulina

Figura 9. Una placa TLC con estandares de FOS, sacarosa, fructosa e inulina.

6.6.2. Cuantificacion de sacarosa, fructosa y glucosa

Para cuantificar de manera precisa las cantidades de fructosa, manitol, glucosa y sacarosa
contenidas en las muestras de la reaccidn, se utilizé un cromatdgrafo de liquidos de alta presidon
(HPLC Waters 717). La determinacidn se realiz6 con una columna Prevail carbohydrate ES 5 um,
usando como fase mévil una mezcla 70:30 de acetonitrilo (grado reactivo) y agua, con un flujo
isocratico de 1 mL/min. Las muestras se diluyeron 1:10 con agua. En la Figura 10, un cromatograma

tipico de estdndares de fructosa, glucosa y sacarosa.
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Figura 10. Cromatograma de un estandar de una solucién de 10 g/L de fructosa, glucosa y sacarosa en la
columna Prevail con acetonitrilo:agua (70:30).

6.6.3. Cromatografia de permeacion en gel (GPC)

Para determinar la cantidad de polimero que produce la enzima asociada a pared, se utilizé un
cromatdgrafo Ultimate 3000 Dionex con deteccidn por indice de refraccién, con dos columnas en
tandem, marca Waters (WAT011545 y WAT011530) con un flujo isocratico de 0.8 mL/min de Nitrato
de Sodio (NaNOs) 0.1 M a 35°C. Se utilizaron estandares de 10 y 50 g/L de inulina de L. citreum
producida en la planta piloto (2009) con los que se obtuvo una curva estandar para calcular la

cantidad de inulina producida en las reacciones. Las muestras se inyectaron sin diluir.

/1 Inulina

Figura 11. Cromatograma de permeacion en gel (GPC) de un estandar de inulina de L. citreum a 10 g/L con
NaNOs 0.1 M.
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6.6.4. Cromatografia de intercambio ionico (HPAEC-PAD)

En la determinacidn del tipo de FOS de las reacciones, se utilizé6 un cromatégrafo de intercambio
idnico de alta eficiencia acoplado a pulsos amperométricos (HPAEC-PAD) modelo Ultimate 3000
Dionex con un detector electroquimico ED50 (Dionex) y una columna PA200 para analisis de
carbohidratos. Se utilizé una fase de NaOH 150 mM a 30°C en flujo de 0.5 mL/min para equilibrar la

columna. Las muestras fueron diluidas 1:100.
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Figura 12. Cromatograma de intercambio idnico de alta eficiencia acoplado a pulsos amperométricos
(HPAEC-PAD) de un estandar de FOS tipo B(2-1): una mezcla comercial (Raftilosa P95 de Orafti) de FOS con
GP 2 a 7 y estructuras GF, y Fn.

6.7. Analisis de proteinas

6.7.1. Zimogramas

Los zimogramas son geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) en los que se
recupera la actividad de la enzima después de la electroforesis. Para detectar la actividad de la
inulosacarasa de L. citreum se prepararon geles al 6% y para la endoinulinasa se prepararon geles al
10% que contenian inulina bacteriana con una concentracion final de 10 g/L. Las células fueron
mezcladas con amortiguador de carga (2x) que contenia SDS al 10% (de modo que fueron lisadas) y
luego se cargaron en el gel para ser corridas en una cdmara de electroforesis Hoefer Mighty Small ||

a amperaje constante de 20 mA.

Los carriles correspondientes al marcador de masa molecular y una de las muestras se cortarony se
tiferon en solucién GelCode Blue Stain de Thermo Scientific por 4 o 6 horas y luego se lavaron con

agua hasta obtener un fondo claro. El resto de los carriles de cada gel fueron lavados tres veces por
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30 minutos con una solucion de Tween 80 al 1% (v/v) y solucion amortiguadora para renaturalizar
la enzima de las muestras. Para la inulosacarasa se incubaron en una solucion de sacarosa 100 g/L
en amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5 mientras que para la endoinulinasa se incubaron en
amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5 durante 18 horas a 30°C. Una vez incubados, los geles se
lavaron con una solucion de etanol:agua (75:25) por 30 minutos para fijar el polimero en el gel.
Enseguida los geles fueron tratados con una solucion de acido peryddico 0.7% (p/v) y 5 % de acido
acético 5% (v/v) por una hora para oxidar los grupos hidroxilos del polimero y formar aldehidos.
Después se lavaron tres veces por 20 minutos con una solucion de 0.2% (p/v) de metabisulfito de
sodioy 5 % de acido acético y por ultimo se les adiciond reactivo de Schiff que al entrar en contacto
con los aldehidos genera un colorante purpura insoluble. De esta manera, lo que se tifie en ambos
casos es el polimero y la enzima activa se detecté por la formacién polimero (unido a la

inulosacarasa) o por halos transparentes (endoinulinasa).
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Produccion de las células de L. citreum CW28

Con el fin de estudiar el comportamiento y estabilidad de la enzima inulosacarasa en las células de
L. citreum CW28 se revisé el proceso de produccién de células completas con actividad inulosacarasa
reportado con anterioridad en el grupo de trabajo (Ortiz-Soto, 2004). Para ello, se hicieron ensayos
de crecimiento del microorganismo y consumo de sustrato, lograndose reproducir adecuadamente
los resultados reportados (Figura 10). Para el cultivo de las células se utilizd6 una temperatura de
crecimiento de 30°C dado que en trabajos recientes se observoé que la enzima mantenia la capacidad
de producir polimero si la etapa de crecimiento se llevaba a esta temperatura, ademas de

incrementarse la cantidad de células producidas (Maturano, 2014).

DO —¥—pH
10 - - 10
i T T I e
8 1 1 1 1 [ 8
7 - - 7
E 6 - i - 6
8 5 - L 5 T
Q 4 - - 4
3 A F - 3
2 - 2
1 - ¥ - 1
0 T T T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tiempo de la fermentacién(h)

Figura 13. Evolucidn del cultivo de Leuconostoc citreum CW28 en medio Lm a 30°Cy 200 rpm. La fase
exponencial comienza en la segunda hora de cultivo, y la fase estacionaria empieza después de la quinta
hora de cultivo.

La Figura 13 muestra las etapas de crecimiento del microorganismo. La fase estacionaria comienza
después de la quinta hora de incubacidn cuando la sacarosa se termina (Figura 14) y la DO alcanza
un valor de 7.5-8.5. Durante el crecimiento del microorganismo, se producen metabolitos que
incluyen inulina y acidos orgdnicos, principalmente el lactico y el acético (Maturano, 2014), lo que
da como resultado la acidificacién del medio, de modo que el pH inicial es de 6.9 y disminuye hasta
alrededor de 5.0 (Maturano, 2014; Olivares-lllana, 1998). En general, los valores encontrados

coinciden con los datos obtenidos previamente por Maturano (2014) y Ortiz-Soto (2004).
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Figura 14. Evolucidn del consumo de sustrato y liberacion de azicares durante el cultivo de células de
Leuconostoc citreum CW28 en medio Lm a 30°C y 200 rpm. La caida drastica de la concentracion de la
sacarosa coincide con la etapa exponencial del cultivo, mientras que la aparicion de fructosa y glucosa es
evidencia de la actividad de la enzima; la disminucion de la glucosa se debe a su uso por la bacteria.

En la Figura 14 se observa cdmo cambian los niveles de sacarosa, glucosa y fructosa en el medio
conforme se desarrolla el cultivo, particularmente una vez que se inicia la fase de crecimiento
exponencial. Puede notarse que la sacarosa se consume totalmente a la quinta hora de la
fermentacién, coincidiendo con el inicio de la fase estacionaria. La liberacidn de glucosa al medio
evidencia la actividad de la enzima, sin importar el tipo de actividad que predomina (hidrolitica o
transferasa). El microorganismo comienza a utilizar la glucosa liberada para mantener su
metabolismo, una vez que la sacarosa del medio se termina. El incremento inicial en la
concentracién de la fructosa se debe a la actividad hidrolasa de la IslA, cuando la fructosa disminuye
se debe en parte a la produccién de inulina (Maturano, 2014). Este ensayo sélo se realizé en una
ocasion porque los datos que se obtuvieron reprodujeron los obtenidos por Maturano (2014) para

el cultivo de L. citreum.

Otro de los datos que debian reproducirse con las células de L. citreum fue la actividad enzimatica
global, calculada mediante la liberacidn de azlcares reductores por el método DNS. En la Tabla 4 se
comparan los datos reportados anteriormente por el grupo de trabajo y los obtenidos en este

trabajo.
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Tabla 4. Comparacion de la actividad enzimatica en medio Lm alcanzada en el cultivo de células de L.
citreum CW28

DO Actividad (U/mL)
Ortiz-Soto (2004) 7.0 0.89
Maturano (2014) 6.96 0.94
Este trabajo 6.85 0.86

Para hacer una comparacién valida, debia asegurarse que la cantidad de células y por tanto de
enzima fuera lo mas similar posible, razén por la que en la tabla anterior se relacioné la DO del

cultivo alcanzada con la actividad global determinada.
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Figura 15. Evolucién del crecimiento (DO) y de la actividad global (U/mL) durante el crecimiento de
Leuconostoc citreum CW28 en medio Lm a 30°C y 200 rpm. La actividad enzimatica global que se obtiene
esta directamente relacionada con la cantidad de células que se producen en el cultivo.

La Figura 15 se obtuvo calculando la actividad global de la enzima de las muestras que se tomaron
durante el crecimiento celular. Es evidente que hay una relacién directa entre la concentracién de
células en el medio (DO) y la actividad enzimatica, debido a que la enzima estd asociada a la pared
celular, por lo que en condiciones de induccién la actividad total es directamente proporcional a la

cantidad de células que se producen (Olivares-lllana y col., 2003).

7.2. Condiciones de almacenamiento de las células de L. citreum

Continuando con los objetivos de este trabajo, se llevaron a cabo pruebas de estabilidad de la
enzima, por medio del seguimiento de la actividad enzimadtica global de las células a través del

tiempo. Las células se produjeron y cosecharon al alcanzar una DO aproximada de 7.5 conforme a
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la metodologia ya descrita, para asegurar una produccidn importante de células y por lo tanto de

enzima. Se procedio a dividirlas en tres fracciones para probar tres condiciones de almacenamiento:
a) Células liofilizadas, conservadas a temperatura ambiente.

b) Células suspendidas en solucién amortiguadora de fosfatos, refrigeradas a 4°C.

c¢) Células suspendidas en soluciéon amortiguadora de fosfatos, congeladas a -20°C

Las determinaciones de actividad durante el almacenamiento se realizaron inicialmente de forma
semanal, pero se fueron espaciando debido a que no se percibieron cambios drasticos en la
actividad global durante las primeras 4 semanas de pruebas. Las determinaciones pudieron

realizarse hasta 36 semanas de almacenamiento.
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Figura 16. Estudio comparativo de estabilidad de la actividad inulosacarasa en células almacenadas de tres
distintas formas. Las células congeladas mantuvieron la actividad global durante el experimento, al igual
que las liofilizadas que perdieron alrededor del 25% de actividad con la liofilizacion. Las células
refrigeradas fueron perdiendo actividad durante todo el experimento.

En la Figura 16 se aprecia que la congelacién a -20°C es el método que mejor conserva la actividad
de la enzima asociada a la pared de L. citreum, pues hasta la Ultima determinacion realizada en el
marco del experimento, la actividad inicial se mantuvo casi en su totalidad. Sin embargo, el
mantener las células congeladas a esa temperatura podria no ser viable para una aplicacién

industrial dados los costos y volimenes a congelar.
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Por otro lado la liofilizacidon es un método de conservacion interesante porque aunque las células
de este lote perdieron entre 25 y 30% de actividad al ser sometidas a este tratamiento, durante el
resto del experimento la actividad se mantuvo prdacticamente igual, por lo que este método de
conservaciéon podria ser mas conveniente que la congelacion. Aunque el proceso de liofilizacién es
costoso, podria compensarse con el hecho de que no se necesita equipo de refrigeracién para

almacenar las células una vez liofilizadas.

Por ultimo, refrigerar las células parece ser el método de conservacién menos recomendado, ya que
las células pierden alrededor del 50% de actividad al paso de una semana y se sigue perdiendo con
el paso del tiempo. Es muy probable que el mismo proceso de inactivacién de la enzima pero de

forma mds acelerada se presente si las células se almacenan a temperatura ambiente.

Para explicar la pérdida de actividad de la enzima en las células en las diferentes condiciones de
almacenamiento, se planted como hipétesis que las células estuvieran vivas después del proceso
para cosecharlas, de modo que conservaran capacidad metabdlica y siguieran produciendo
metabolitos como en la fermentacidn a partir de la sacarosa que hubieran internalizado antes de
sacarlas del medio donde fermentaron, de modo que los acidos organicos que se sabe produce L.
citreum (Maturano, 2014) disminuyeran el pH de a solucion donde se almacenan. Se procedid
entonces a analizar el pH de las células en solucién con tiras reactivas. En efecto, se encontré que
en las células refrigeradas hubo una disminuciéon hasta un pH de 4.0 después de 24 horas de
refrigeracion. Por otro lado, se sabe que el pH al que esté expuesta la enzima, tiene un efecto
importante sobre la actividad de la misma, tanto que a un pH de 4.5 se pierde un 60% de la actividad

global (Olivares-lllana, 1998).

En la solucion de las células congeladas se mantuvo el pH al cual fueron congeladas (6.5) y hasta por
tres semanas una vez descongeladas y almacenadas a temperatura ambiente. Después de este

periodo, el pH comenzd a descender.

En el caso de las células liofilizadas se midié el pH de las células resuspendidas en amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 6.5 y se incubaron nuevamente a temperatura ambiente, observandose que el

pH se mantuvo constante durante las 6 semanas que se realizé el seguimiento.

Es posible que la liofilizacién y la congelacion tengan un efecto sobre la viabilidad de las células, es
decir, que al menos una fraccién de las mismas muera de modo que no haya o disminuya la

produccién de acidos orgdnicos. Sin embargo, es necesario determinar la viabilidad de las células en
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cada caso de almacenamiento, ademds de determinar la cantidad de 4cidos organicos que pueden

producir una vez cosechadas para probar la hipdtesis planteada.

7.3. Revision de las condiciones dptimas para la produccion de inulina a partir de sacarosa con la
enzima asociada
Con el fin de tener como referencia y sobretodo, para aprender sobre la produccién de inulina por
la enzima, se verificaron las condiciones de sintesis reportadas como dptimas para la produccién de
inulina, se realizaron reacciones de sintesis con diferentes concentraciones de sacarosa y células,
tomando en cuenta la actividad global calculada anteriormente. La primera prueba se realizé con
100 g/L de sacarosa y 1 U/mL de enzima, con células completas que habian sido congeladas. La
reaccion se llevd a cabo a 30°C con una agitacién de 300 rpm siguiendo la evolucién de la misma
cada hora hasta la 52 hora de reaccidn, tiempo al que se determiné el polimero producido como se

describe en la metodologia.
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Figura 17. Cromatograma de permeacién en gel (GPC) de la reaccién de 1 U/mLy 100 g/L de sacarosa.
Cada linea representa la muestra a diferentes horas, la linea superior es un estandar de inulina, lo que
demuestra que en el resto de las muestras no hay inulina.

En la Figura 17 se muestran los cromatogramas comparativos de la reaccién descrita anteriormente.
Del lado derecho se observa un pico, que corresponde a monosacaridos y sacarosa. La inulina de L.

citreum eluye alrededor del minuto 14 en las columnas de GPC (Maturano, 2014) por lo que, como
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puede observarse, no hay produccion de inulina en esta reaccion, lo que resulté desconcertante

dado que pudo medirse actividad global en las células antes de ponerlas en la reaccién.

Para poder explicar esta situacidn, se plantearon algunas hipdtesis con base en el conocimiento que

ya se tenia del microorganismo y la enzima asociada.

7.3.1. Contaminacion del cultivo

Con el fin de descartar una posible contaminacion de las células de L. citreum utilizadas en la
reaccion, con alguna de las cepas de E. coli (Gram negativo) con las que se trabaja en el laboratorio,

se realizaron observaciones al microscopio de las células producidas y una tincion de Gram.

Figura 18. Fotografias de las vistas al microscopio de las células de L. citreum solubilizadas (a) y tratadas
con la tincién de Gram (b) (100X).

En la Figura 18 se puede observar que el cultivo utilizado en la reaccidn, es una Gram positiva (color
violeta), ademds las células presentan una forma ovoide caracteristica de Leuconostoc citreum
(Olivares-lllana y col., 2002). También es notable la homogeneidad en la poblacién y que no existen
otras estructuras en la muestra al microscopio. Por lo tanto se descartd contaminacion por alguna
bacteria Gram negativa, aunque para asegurar que solo se tienen bacterias de Leuconostoc citreum

CW28 es necesario hacer estudios mas profundos.
7.3.2. Pérdida de la actividad transferasa

Se considerd entonces que podria haber una pérdida de la actividad transferasa, resultado de una
protedlisis parcial de la enzima por haber realizado el cultivo del microorganismo a 30°C, de acuerdo
a lo reportado por Ortiz-Soto (2004), aunque tampoco se determind la razén de la protedlisis en ese

trabajo. Dado que cuando se mide la actividad con el método de DNS se obtiene la actividad global,
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la enzima puede tener la misma actividad global reportada en otros trabajos (Tabla 4) pero
presentar una actividad hidrolitica mucho mayor a la de transferencia, de manera que no se observe

produccién de inulina en la reaccion.

Para descartar esta posibilidad, se analizaron muestras directamente del medio de cultivo durante
la etapa de crecimiento de las células (6 y 7 horas de cultivo) de un glicerol del mismo lote que las
utilizadas para obtener las células que sirvieron de biocatalizador en las reacciones de sintesis de
inulina, tanto a 20 como a 30°C para determinar si existia una diferencia en la produccion de inulina,

y por lo tanto de la enzima, en estas condiciones.
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Figura 19. Cromatograma de muestras de cultivo de L. citreum tomadas a diferentes tiempos a dos
temperaturas. En todas las muestras hay inulina, lo que demuestra la actividad de Is IslA.

En la Figura 19 se muestra que durante el crecimiento de L. citreum a ambas temperaturas existe
sintesis de inulina, de manera que el cambio de temperatura no parece afectar a la enzima. Por lo

tanto, se descartd que la protedlisis de la enzima le hiciera perder la actividad transferasa.

Cabia la posibilidad de que durante la cosecha de las células o sobre todo al descongelarlas se
estuviera dafando la enzima, de manera que se perdiera la actividad transferasa, por lo tanto, se
realizd un zimograma (Figura 20) con el objetivo de asegurar que la enzima activa, capaz de formar

polimero, estuviera aun en las células.
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Figura 20. Zimograma de células de L. citreum. 1) células refrigeradas, 2) células congeladas. La IslA esta
sefialada con la flecha azul.

Para el zimograma, se utilizaron células completas, con una semana de almacenamiento y las células
congeladas fueron descongeladas a temperatura ambiente por 30 minutos para ser colocadas en el
gel. Las bandas que se observan, son polimero tefiido con reactivo de Schiff. De esta manera quedd
demostrado que las células refrigeradas y congeladas aun contenian a la enzima y que ésta tenia la
capacidad de producir polimero, descartandose la pérdida durante la cosecha. Sin embargo, es
interesante hacer notar que en ambos casos la enzima se esta proteolizando, lo que puede
concluirse por la aparicion de bandas mas tenues por debajo de la banda principal. Este fenémeno
ya habia sido reportado para esta enzima (Ortiz-Soto, 2004) y para otras FTFs (Argliello-Morales y

col., 2005) y al parecer es debido a las proteasas que producen las células.

7.3.3. Desactivacion de la enzima por pH

Hasta este punto todos los resultados mostraban que la enzima estaba activa en las células antes
de utilizarlas en una reaccién de sintesis, de manera que la inactivacion de las células tenia que
ocurrir durante la reaccidn. Entonces el siguiente punto a revisar fue el comportamiento del pH del
medio de reaccion durante las reacciones de sintesis reportadas en la primera seccién de éste
subcapitulo, dado que Maturano (2014) ya habia observado una caida del pH en un medio minimo
con sacarosa como fuente de carbono, relacionada con la produccién de acidos organicos y que
Olivares-lllana (1998) en la caracterizacion de la enzima asociada a las células determind que ésta
pierde alrededor del 60% de su actividad global cuando el pH del medio de reaccién es de 4.5. Las
mediciones de pH se llevaron a cabo con tiras reactivas (Merck) debido a la pequefa cantidad de

muestra disponible.
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Se observd que el pH durante la primera hora de reaccién descendia hasta valores menores de 4.0,
a pesar de que la reaccién se llevé a cabo en una solucidn amortiguadora a pH 6.5. Este nivel de
acidez alcanzado tan temprano en la reaccién podria ser la causa de la inactivacion de la enzima,

evitando la sintesis de inulina.

Para verificar si la disminucién del pH es efectivamente el factor que desactiva a la enzima, se realizé
una prueba utilizando una solucién amortiguadora de fosfatos de mayor concentracién, de manera
que el pH se mantuviera durante mas tiempo cercano al valor inicial. Se colocaron reacciones a 30°C
con 1 U/mL de células que se hallaban en congelaciéon, 100 g/L de sacarosa y soluciones
amortiguadoras de fosfatos a 200 mM y 50 mM con pH 6.5. Se tomaron dos muestras: 1y 4 h de

reaccion, y se cuantificd la inulina (Figura 21).
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Figura 21. Produccidon de inulina y comportamiento del pH de la reaccion con soluciones amortiguadoras
de diferente capacidad. Al incrementar la capacidad de amortiguamiento de la solucién de la reacciodn, el
pH se mantiene y la enzima puede producir inulina.

Como puede observarse en la Figura 21, en las reacciones en las que el amortiguador se empled a
una concentracion baja (50 mM), no hay producciéon de inulina como consecuencia de la

disminucién del pH hasta un valor menor a 4.0, de acuerdo con la medicidn con tiras reactivas.

En contraste, en la reaccion con la solucidn amortiguadora de 200 mM se observé produccion de
inulina. Dado que el pH se mantuvo estable durante el tiempo que durd la reaccidn, se puede
explicar el fenédmeno de pérdida de actividad por los cambios asociados al pH de la reaccién. Estos
datos corroboran que la ausencia de inulina en la reaccién de la primera seccidn de este apartado,

se debid a la desactivacién de la enzima por una disminucién drastica del pH.
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7.3.4. Efecto de la caida de pH durante la reaccion de sintesis de inulina.

Una vez demostrado que la regulacidon del pH es un factor determinante en la produccién de inulina,

y que el uso de una solucién amortiguadora con mayor capacidad amortiguadora puede controlar

el descenso del mismo, se analizé el efecto de diversas concentraciones de sacarosa y dosis de

enzima en la produccion de inulina, buscando el mejor rendimiento posible. Se utilizé una solucién

amortiguadora de fosfatos 200 mM pH 6.5 que resultd ser insuficiente para mantener el pH durante

el tiempo que requieren las reacciones. En la Tabla 5 se reportan las condiciones experimentales de

reaccion y el tiempo requerido para alcanzar mas del 90% de conversion (tedrica).

Tabla 5. Condiciones usadas para la produccion de inulina con amortiguador de fosfatos 200 mM pH 6.5.

Sacarosa inicial (g/L)

Tiempo de reaccion tedrico (h, % conv > 90)

pH final

1U/mL 5U/mL
100 250 400 100 250 400
7 135 20 14 27 4

3-4 34 34 34 34 34

En las muestras de una de las reacciones donde el pH descendié mas lentamente (1U y 100 g/L de

sacarosa) se realizaron pruebas cromatograficas para determinar la cantidad de polimero que se

produjo en la reaccién a través del tiempo.
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Figura 22. Cromatograma de la produccion de inulina con 1 U/mL de IslA y 100 g/L de sacarosa en
amortiguador de fosfatos 200 mM pH 6.5. Al paso del tiempo de la reaccidn es posible observar un cambio
en la sefal de la inulina, que podria corresponder con una disminucién en la masa molecular.
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Como puede observarse en la Figura 22, el cromatograma muestra la existencia de inulina a 2 h de
haber iniciado la reaccidn, la concentracién que se alcanza es de aproximadamente 9 g/Ly el pH se
mantiene en 6.0. Sin embargo, al descender el pH a 4.0, el perfil de la inulina cambia,
incrementandose la distribucion de masas moleculares, lo que sugiere que existe una hidrélisis de

la misma.

Considerando que existen reportes de hidrdlisis no enzimdtica para la inulina de achicoria cuando
se tiene un pH de 4.0 (Glibowski y col., 2011) se realizaron pruebas colocando inulina de L. citreum
(9 g/L) en una solucién con ese pH (preparada con amortiguador de fosfatos 50 mM y acido acético)
a 30°Cy 1000 rpm por 7 h, condiciones como las que se tienen en la reaccion. Se tomaron muestras
a las que se les determind liberacién de AR, obteniendo resultados negativos. Las mismas muestras
se sometieron a andlisis de GPC donde no se observé diferencia en el perfil de la inulina al principio
y al final de la incubacidn, es decir, no hay hidrdlisis de la inulina bacteriana cuando el medio de

reaccion tiene un pH bajo.

Dado que la modificacién del perfil de la inulina se observé en presencia de células de L. citreum, se
repitio el experimento anterior en presencia de las células (1U/mL) a pH 6.5y pH 4.0 a 30 °C por 7h.
Las muestras de horas iniciales y finales fueron analizadas por cromatografia (GPC), sin encontrar
diferencias en el perfil del polimero. Se realizaron ensayos para medir AR, mismos que resultaron
negativos. Se realizé también una cromatografia en capa fina (TLC) mostrada en la Figura 23, donde
se observa que no existe liberacion de otros productos, por lo tanto no hay hidrélisis de inulina. Los

puntos en la parte inferior de la placa corresponden a inulina de gran masa molecular.
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Figura 23. TLC de la reaccién 1U de células, 9 g/L de inulina bacteriana a pH 6.5 y 4.0. Las manchas en la
parte inferior demuestran la existencia de polimero. La ausencia de manchas en la parte media y superior
de la placa indica que la muestra no contiene productos de hidrdlisis de inulina.
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Posteriormente se procedid a usar células que ya hubieran llevado a cabo una reaccidn de sintesis
donde el pH hubiera descendido. Estas se recuperaron y se colocaron con inulina (9 g/L) en
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6.5 a 30°C por 7h a 1000 rpm. Se hicieron analisis con el fin de
detectar liberacién de azlcares reductores, mismos que resultaron negativos, al igual que placas de
TLC, concluyéndose que no existe hidrdlisis. Sin embargo, las muestras se analizaron con el

cromatdgrafo, donde se pudo observar el cambio en el perfil de elusidn de la inulina (Figura 24).
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Figura 24. Perfil cromatografico (GPC) de la inulina bacteriana en reaccion con células de L. citreum al
inicio y después de 7 horas de incubacién. Se observa el cambio en la seial de la inulina, que
corresponderia a un cambio en su masa molecular.

Se realizé un control tratando la inulina tanto con células frescas, como con células de una reaccién
de sintesis donde el pH se mantuviera cercano al 6.5 inicial (con la solucién amortiguadora de mayor
capacidad), obteniéndose que el perfil cromatogréfico para la inulina no presentaba ninguna

variacion entre el inicio y el final de la incubacién para cada prueba.

De ésta manera, se determind que las células que pasan por una reaccién de sintesis donde el pH
haya disminuido drdsticamente, son capaces de provocar un cambio en el perfil del masa molecular

de la inulina, que solo fue observado en GPC.

Con base en los resultados obtenidos en los experimentos que se han presentado, se realizd un
zimograma cargado con inulina, utilizando células de una reaccidn de sintesis en la que el pH hubiera
descendido hasta 3-4, con el fin de buscar una posible endoinulinasa que explicara el cambio en el
perfil de la masa molecular.
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Figura 25. Zimograma cargado de inulina. Carriles 1: marcador de masa molecular. 2 y 5 células sin
reaccion. 3, 4, 6 y 7 células recuperadas de la reaccidn de sintesis con pH final 4.0. No hay halos
transparentes que indiquen la existencia de una inulinasa.

En la Figura 25 puede observarse que no hay ningun halo transparente en el zimograma que indique
la existencia de una enzima que actue sobre la inulina, dando lugar a los productos de menor masa
molecular que se observan en los cromatogramas por GPC. Sin embargo, es posible que el cambio
en la masa molecular de la inulina que se detecta por éste método, no sea lo suficientemente
drastico, y los productos aun sean susceptibles al cambio de color por parte del reactivo de Schiff

(polimeros mas pequefios), de modo que no se observan cambios en el zimograma.

Una opcidn para resolver la incognita del cambio en el perfil de la masa molecular de la inulina, es
secuenciar el genoma de la bacteria L. citreum y analizarlo buscando secuencias similares a las de
las inulinasas que ya se conocen. Esta opcidn se esta desarrollando. No se descarta tampoco que el
cambio de perfil sea un artefacto del GPC dado que es el Unico método por el que se observa un

cambio en la inulina.

7.3.5. Condiciones para produccion de inulina.

Entonces, dado que la liofilizacién de las células parece inactivar el metabolismo de las células, y por
lo tanto la produccidn de acidos organicos, se decidio utilizar este procedimiento para almacenarlas
para el resto del proyecto. Adicionalmente, se probaron concentraciones mayores de amortiguador
de fosfatos para evitar la caida del pH durante la reaccion. Sin embargo, el pH desciende en todos

los casos (Tabla 6).
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Tabla 6. Condiciones de sintesis de inulina con amortiguador de fosfatos 300 mM, pH 6.5 y enzima de
células liofilizadas.

1U/mL 5U/mL
Sacarosa inicial (g/L) 100 250 400 100 250 400
Tiempo de reaccidn tedrica (h, 7 13.5 20 1.4 2.7 4
% conv > 90)
pH final 6 5-6 5-6 5-6 5-6 5-6
Inulina producida (g/L) 9.710.7 23.720.9 27.4+0.7 21.210.5 24.1+0.3 33.4%+3

En las muestras tomadas al final de cada reacciéon se determind la produccidon de inulina,
encontrando que la concentracion maxima obtenida fue de poco mas de 30 g/L para la reaccién de
5 U/mL y 400 g/L de sacarosa inicial. Esta cifra ain estd muy por debajo de la reportada por Ortiz-
Soto (2004), donde se utilizd un reactor y el pH fue controlado con la adicién de NaOH 1M en un
reactor, aunque no se sabia que las células eran capaces de producir dcidos organicos en la reaccién

de sintesis y que éstos podian afectar la actividad enzimatica de IslA.

En este proyecto, por otro lado, se considerd que para el tamafiio de las reacciones llevadas a cabo
(la mayoria de 1 mL), era mas facil controlar el pH incrementando la capacidad de la solucidn
amortiguadora (concentracién). Sin embargo, ésto incrementa la fuerza iénica del medio de
reaccion y existen reportes de que la fuerza idnica del amortiguador tiene un efecto negativo en la

formacién de polimeros sintetizados por otras fructosiltransferasas (Tanaka y col., 1978).

Se probd una soluciéon amortiguadora de acetatos 300 mM pH 6.5, que mantiene el pH constante
durante la reaccidn sin importar que haya incrementos en la concentracidn de sacarosa inicial o en

la cantidad de células utilizadas.

A comparacion de usar el amortiguador de fosfatos, con el amortiguador de acetatos, la produccién
maxima de inulina aumentd a 40 g/L cuando se emplearon 5 U/mL de enzima (células liofilizadas)
con 250 g/L de sacarosa en 3 h de reaccion, con una conversién de sacarosa del 75%. Probablemente
la mejora al cambiar la solucién amortiguadora tenga que ver con el cambio de ion en la solucidn,

pero hacen falta mas pruebas para determinar esta situacion.

7.3.6. Estabilidad de la enzima en el proceso de produccion de inulina

Hasta este punto del proyecto, todos los experimentos desarrollados han demostrado que durante

la reaccidn de sintesis el control del pH es indispensable para obtener mejores rendimientos de
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inulina. Bajo esta consideraciéon, dado que el amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5 es capaz de
mantener el pH constante durante la reaccidn de sintesis, las nuevas pruebas de estabilidad
operacional se realizaron con esta solucién, a 30°Cy 1000 rpm, con ciclos de sintesis de 3 horas. En
la Figura 26 se reporta la caida de actividad con el redso de las células observandose que las células

soportaron 5 ciclos de sintesis de inulina antes de perder aproximadamente la mitad de su actividad

enzimatica.
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Figura 26. Determinacion de la actividad operacional de la enzima Is/A asociada a las células de L.citreum 'y
produccion de inulina en ciclos de sintesis. La actividad reportada es con la que se inicia cada ciclo y la
cantidad de inulina reportada es la obtenida al final de cada reaccién.

El incremento en la actividad enzimatica observado en este experimento después del primer ciclo
de sintesis se debe probablemente a una modificacién de la pared celular debido a la reaccién, que
incremente la permeabilidad de la misma y por tanto la disponibilidad de la enzima, incrementando
a su vez la actividad global que puede medirse. En las reacciones catalizadas por células completas
a menudo es necesario permeabilizar la pared celular por medios fisicos o quimicos para
incrementar las tasas de actividad de las enzimas de interés (de Carvalho, 2011). Siguiendo esta
l6gica, lo mas probable es que en los ciclos subsecuentes la pared siga perdiendo integridad, de
manera que la enzima ya no pueda seguir anclada a ella, perdiéndose en los lavados o

desactivandose al quedar libre.
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La produccién de inulina que se obtuvo varié entre 25y 35 g/L, con una caida en la sintesis conforme
transcurrieron los ciclos de reaccion debido a la pérdida de actividad. Con la pérdida de actividad es
necesario incrementar el tiempo de la reaccién de sintesis para alcanzar mayores concentraciones

finales de inulina.

El hecho de que las células soporten tan solo 5 ciclos de sintesis antes de perder la mitad de su
actividad, parece complicar el uso de las mismas a escala industrial. Sin embargo son necesarias mas
pruebas a otras escalas y optimizar el reciclado de las células para poder determinar la viabilidad

econdmica de este biocatalizador.

7.4. Actividad de Novozym 9600 sobre inulina de L. citreum

Se habian hecho pruebas muy basicas sobre la capacidad hidrolitica de la endoinulinasa de Novozym

con la inulina bacteriana, en esta parte del proyecto se ampliaron los estudios al respecto.

7.4.1. Estabilidad de la actividad enzimdtica de Novozym 960©

Se determind la actividad enzimdtica del lote de Novozym 960© del que se dispone en el
laboratorio. Siguiendo la metodologia ya descrita para la medicién de la actividad a 50°C, se
encontrd que la preparacidn tenia una actividad de 1664 U/mL sobre inulina HP de Orafti. Maturano
(2013) reporté una actividad de 1518 U/mL a 50°Cy en un estudio previo en el laboratorio se habian
calculado 1878 U/mL a 60°C. Esto da cuenta de una buena estabilidad de la enzima almacenada,
superior a la vida de anaquel que indica el proveedor en la ficha técnica del extracto (3 meses a

partir de la fecha de entrega), pues la enzima tiene ya 5 ainos en refrigeracion.

7.4.2. Capacidad hidrolitica de Novozym 9600 sobre la inulina bacteriana

Se realizd una prueba preliminar con inulina bacteriana en la concentracién maxima obtenida en
sintesis con IslA, es decir 40 g/L en amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5 a 30°C, 1000 rpm por
3 h con diferentes cantidades de Novozym. Los productos de reaccidn en las muestras en tiempo

final de reaccién se analizaron en placas de TLC.
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1. Inulina L. citreum 4o gfL

2. Fructosaiog/L

3. FOS Orafti + Sacarosa

4. Sacarosa
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7. 125U/mL de Novozym +
8. 140UfmL f*o 9‘”‘ de
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10. 200 U/mL clteum

Figura 27. Productos obtenidos en reacciones de hidrdlisis de inulina de L. citreum con diferentes
cantidades de Novozym 9600©, observados mediante TLC.

En la Figura 27 puede observarse que al final de todas las reacciones hay liberacién de FOS de GP 3
a 7y de fructosa, incrementandose esta Ultima proporcionalmente a la cantidad de enzima utilizada.
La inulina residual aun se observa en las muestras, aunque debe recordarse que el tiempo de

reaccion se limité a 3 h.

A pesar de confirmarse la actividad endoinulinasa de la preparacién mediante la apariciéon de FOS
durante la reaccidn, la deteccién de fructosa libre detectada en la placa y el hecho de que Novozym
960 se venda como extracto enzimatico y no como enzima pura, hizo dudar sobre la posible
existencia de una exoinulinasa en el preparado enzimatico. Los reportes para Novozym 960© solo
sefialan trazas de monosacaridos como resultado de la reaccidn sobre inulina de achicoria, es decir,
una actividad tipicamente endo-hidrolitica (Mutanda y col., 2008). Para probar si el preparado
contenia mas de una enzima se realizé un zimograma con inulina de L. citreum (bacteriana) (Figura

28).
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Figura 28. Zimograma del preparado de Novozym 9600. 1: marcador de masa molecular, 2: Novozym
9600 teiiido con Blue stain, los carriles del lado derecho (morado) son de Novozym 9600 teiiidos con

g5 kDa
72 kDa

55 kDa

43 kDa

reactivo de Schiff. Las bandas transparentes del lado derecho demuestran la actividad inulinasa contenida

en la banda correspondiente.

El zimograma permitié determinar que si bien existe mds de una proteina en el extracto enzimatico,

solo una de ellas tiene actividad sobre la inulina (halo transparente).

Por lo tanto, la liberacién de fructosa en las reacciones preliminares, podria deberse a la existencia

de una exoinulinasa en el extracto que tenga una masa molecular muy cercano al de la

endoinulinasa o a un exceso en la dosis de enzima, en relacidén con la concentracion inicial de inulina.

Se realizd otra placa de TLC para observar el comportamiento de la reaccién con una menor cantidad

de enzima (20 U/mL de endoinulinasa) en tiempos cortos.
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Figura 29. Evolucién de los productos obtenidos en reacciones con Novozym 9600 sobre inulina de L.

citreum (40 g/L) a través del tiempo, observados mediante TLC.
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En la placa de la Figura 29 la liberacién de FOS y fructosa después de 30 minutos de reaccion es
visible, productos que se incrementaron con el avance de la misma. Los resultados obtenidos en
estas reacciones, permiten plantear la posibilidad de conseguir reacciones donde se liberen la

menor cantidad de fructosa a partir de la regulacidn de la dosis del extracto y el tiempo de reaccién.

Se realizé una prueba de la actividad de la enzima sobre inulina HP de Orafti, para determinar si la
liberacion de fructosa puede ser funciéon de la estructura de la inulina, en este caso a la estructura

ramificada de la inulina de L. citreum.

M -
-

1. FOS Orafti : b4
2. G+F+5 Y ¢
3. Inulina L. citreum, 4o gL : J Fs
4. Tiempo inicial ‘ '
5 15 rm'nutos Reaccion 20 U/mL de |
6. 30minutos Novozyme
7- 45 minutos y 40 g/L de inulina HP
8. 60 minutos de Orafti
9. 3h

Figura 30 Evolucion de los productos obtenidos en reacciones con Novozym 9600© sobre inulina de
achicoria (HP, 40 g/L) a través del tiempo, observados mediante TLC.

En la reaccidon que se muestra en la Figura 30 también hay liberacidon de fructosa, y ésta va
incrementandose con el paso del tiempo, igual que en la reaccién con inulina de L. citreum. Este
resultado confirma la presencia de actividad exoinulinasa en la muestra y respalda la conclusién de
que es posible controlar la produccién de FOS y la liberacidn de fructosa modificando los tiempos

de reaccion.

7.4.3. Constantes cinéticas de Novozym sobre inulina bacteriana

Se calcularon los parametros cinéticos de la endoinulinasa de Novozym 960 en la solucidn
amortiguadora de acetatos 300 mM pH 6.5 a 30°C con la inulina de L. citreum como parte de la

caracterizaciéon de la enzima en la hidrélisis de este sustrato. Dado que la inulina que se utilizdé no
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tiene una masa molecular exacta, sino que existe en un rango de 2600 a 3400 kDa (Ortiz-Soto, 2004),

la concentracidn estd expresada en equivalentes de fructosa.
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Figura 31. Comportamiento cinético de Novozym 960 sobre inulina de L. citreum a 30°C. Se utilizé un
rango de concentraciones de inulina desde 1 hasta 60 g/Ly 25 U/mL de reacciéon de Novozym 960.

El comportamiento de la endoinulinasa sobre la inulina bacteriana en las condiciones planteadas es
de tipo Michaelis-Menten. A partir de estos datos se obtuvieron los valores de las constantes Km =
89.9 MM Yy Vmax=141.1 umol mLmin para la inulina de L.citreum. Es importante sefialar que para
la inulina de achicoria se reportd un valor de Ky, de 3.3 mM con una actividad de Vmax= 666.6 pmol
mL*min™, aunque a 60°C, estos datos estan referidos a la enzima purificada a partir del extracto
comercial (Mutanda y col., 2008). A partir de la comparacién de las constantes K, podria afirmarse
qgue la enzima tiene mas afinidad sobre la inulina de achicoria, probablemente porque es mucho
mas pequefia (GP 60) que la inulina bacteriana (GP>7000), también tiene una actividad especifica
(Vmax) mMas alta para la inulina vegetal que la que se obtiene con inulina de L. citreum como
consecuencia también de la diferencia en la masa molecular. Ademas, a las mismas concentraciones
de sustrato, la inulina bacteriana confiere una mayor viscosidad a la solucién, lo que podria
ocasionar problemas de difusién del sustrato en el medio de reaccién. Sin embargo esta
comparacion no es valida ya que se esta evaluando la actividad sobre inulina bacteriana a la mitad
de la temperatura éptima con el fin de adecuarla a la reaccidn de sintesis. Una comparacién

adecuada deberia realizarse en las mismas condiciones de reaccion.
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7.4.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad de Novozym en inulina bacteriana

Para hacer comparaciones validas entre las reacciones con diferentes sustratos, primero se
realizaron pruebas para determinar el efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccion de

la endoinulinasa tanto con inulina de achicoria como la de L. citreum.

—eo—Inulina de achicoria Inulina bacteriana

3500 ~

3000 A

2500 -+

2000 A

1500 -

Actividad (U/mL)

1000 -

500 -

0 I‘ T T T 1
20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura 32. Efecto de la temperatura sobre Novozym 960 con inulina bacteriana y de achicoria. Al
incrementar la temperatura de la reaccidn, existe un mayor efecto en la actividad de la enzima sobre la
inulina de achicoria que sobre la bacteriana (L. citreum).

Se puede apreciar el efecto de la temperatura en la velocidad de reaccién para la inulina de achicoria
y la bacteriana. Como puede observarse claramente, a la misma temperatura la velocidad de
reaccidn siempre es mayor con inulina vegetal que con inulina bacteriana, confirmandose asi la
mayor afinidad de la enzima por la inulina de baja masa molecular. Se observa que al incrementar
la temperatura de la reaccién, la velocidad aumenta para ambos sustratos, aunque con una
influencia mucho mayor para la inulina vegetal, consecuencia de una mayor energia de activacién.
En el caso de la inulina bacteriana, la actividad de la enzima a 60°C tiene un pequeiio descenso en

comparacion a la actividad a 50°C. Este fendmeno aun no ha podido ser explicado.

7.4.5. Productos de la reaccion de hidrdlisis

Se analizé la cinética de la hidrélisis de la enzima Novozym 960 sobre inulina bacteriana, la
produccién de FOS vy la liberacién de otros productos en la reaccién. Estos experimentos se
definieron con base en pruebas preliminares en las que se encontré que una dosis de 50 U/mL de

reaccion fue suficiente para hidrolizar 40 g/L de inulina en tres horas de reaccion a 30°C.
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Figura 33. Evolucidn de la reaccion de hidrolisis de la inulina bacteriana con la endoinulinasa Novozym
960, mediante la cuantificacion de FOS y la liberacién de fructosa. Condiciones de reaccién: 50 U/mL con
40 g/L de inulina a 30°C, pH 6.5

Debido a que la inulina de L. citreum esta casi completamente conformada por fructosa, sus
productos de hidrdlisis son Unicamente fructosa libre y FOS. La concentracion final de fructosa
correspondio a 25% de los productos de la reaccién (unos 10 g/L) y el resto son FOS que equivalen
a un rendimiento de 75% con respecto a la inulina. En general los rendimientos de produccion de
FOS con inulinasas a partir de inulina de achicoria van del 60 al 90% y se obtienen mezclados con
fructosa, glucosay sacarosa (Singh y col., 2016). El rendimiento obtenido en ésta reaccidn es comun,
pero lo mas interesante es que solo se obtiene fructosa como subproducto, debido a la composicion
de la inulina bacteriana. Las muestras de esta reaccién se analizaron mediante HPAEC-PAD para

determinar el tipo de FOS liberados en la reaccidn de hidrdlisis.
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Figura 34. Cromatogramas de HPAEC-PAD que muestran la evolucion de los productos de hidrélisis de
inulina de L.citreum mediante la endoinulinasa Novozym 960.

En la Figura 34 pueden observarse los productos principales de la reaccién, que son FOS de inulina
de tipo F, con GP de 2 a 7 unidades. Este perfil difiere de los que se producen comercialmente, como
la Raftilosa P95 cuyo perfil se observa en la Figura 12 y que tiene una mezcla de FOS tipo GF,y FOS
tipo Fy, (cony sin glucosa en el extremo de la cadena), lo que resulta de la diferencia en la estructura
de las inulinas, siendo la de achicoria mas pequefia y con mas residuos glucosidicos que la inulina
bacteriana. En el caso de los productos sefialados con un signo de interrogacion (?), son compuestos
que no han sido identificados todavia, pero que podrian corresponder a FOS con enlace (2-6) y una

una estructura quimica que fuera resultado de las ramificaciones propias de la inulina bacteriana.

7.4.6. Actividad de Novozym 960 sobre sacarosa

Los reportes que existen sobre el uso de Novozym 960 concuerdan con que la enzima no tiene
actividad hidrolitica sobre sacarosa (Mutanda y col., 2008 y 2015; Karunanithy y col., 2011). Sin
embargo, hay algunos reportes del uso de inulinasas (Santos y col., 2007, Risso y col., 2012) que
hidrolizan la sacarosa e incluso son capaces de producir FOS de tipo GF, a partir de ese sustrato. Por
estas razones, se decidié comprobar la capacidad de Novozym 960 a 50 U/mL sobre sacarosa a

250 g/L en amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5, 30°C y 1000 rpm, condiciones en las que

54



trabajaria en conjunto con la IslA de L. citreum. Se tomaron muestras durante 3 horas y se analizaron

con el método de DNS.

Las muestras obtenidas presentaron intensa coloracién, derivada seguramente de una muy alta
concentraciéon de AR, de modo que se hizo necesario diluirlas para cuantificar con el
espectrofotdmetro. Este resultado implicaba por lo menos la capacidad de hidrdlisis de la sacarosa
por la endoinulinasa. Las muestras fueron sometidas luego a analisis en el HPLC con la columna
Prevail-carbohydrate, con lo que pudo calcularse que el 84% de la sacarosa se utilizaba en los
primeros 15 minutos de la reaccidn y la conversidn llegaba a 93% después de cuatro horas de
reaccion. Sorprendentemente al analizar las muestras, la concentracién de fructosa liberada no
correspondia con la concentracidn de glucosa liberada, que deberian estar en proporcién 1:1 en

caso de existir solo hidrdlisis de la sacarosa.

Revisando los cromatogramas de HPLC de la reaccidn, se observd la aparicién de varios compuestos,
de los que al menos uno pudo identificarse como 1-kestosa. Por esta razén, las muestras se
analizaron también mediante HPAEC-PAD. Los cromatogramas correspondientes a éste analisis

aparecen en la Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas de HPAEC-PAD que muestran la evolucion de los productos de sintesis a partir
de 250 g/L de sacarosa empleando 50U/mL de la endoinulinasa Novozym 960. Ademas de FOS F. y GFn, se
identificaron: blastosa (BI), 6-kestosa (6-k), neo-kestosa(N-k) y bifurcosa (Bf).

En este cromatograma se aprecian una gran cantidad de sefiales en cada muestra, cada una
correspondiente a un sacarido diferente, en el caso del tiempo inicial, los sacdridos que se observan

son resultado de la actividad de la enzima en los momentos iniciales de la reaccién. Para
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identificarlos se utilizaron todos los estandares de FOS con los que se cuenta en el laboratorio: tipo
inulina con configuracién GF, y con configuracion F, y FOS tipo levana. Se identificaron
principalmente FOS de inulina tipo GF,y en menor cantidad de tipo F,, también algunos pocos de
tipo levana y estructuras mas complejas (Bf-bifurcosa). Se observan también algunos compuestos
gue no han podido ser identificados aun, pero que probablemente sean FOS pequefios (GP 5-8) que
pertenecen a otras series, es decir, que tienen estructuras ligeramente diferentes a las que ya se
tienen plenamente identificadas, puesto que la enzima podria tener capacidad de transfructosilar
sobre sacarosa o sobre alguno de los demas productos. Esto ha sido demostrado para otras enzimas

FTFs (Raga-Carbajal, 2013; Siebel, 2006).

Se analizaron las fracciones de fructosa libre (hidrdlisis) y transferencia (fructosa que forma parte
de los FOS) de la endoinulinasa Novozym 960 en estas condiciones, encontrandose que tiene altos
niveles de transferencia (82% del sustrato convertido), lo que da lugar a rendimientos en FOS

mayores al 60% a partir de sacarosa.

Para comprobar si la capacidad del extracto enzimdtico Novozym 960 para producir FOS a partir de
sacarosa era consecuencia de llevar a cabo la reaccidon con sacarosa a 30 °C, que es diferente a la
Optima reportada para esta enzima. Para lograrlo, se llevaron a cabo reacciones a 60 °C con 250 g/L
de sacarosa y 50 U/mL de la endoinulinasa. Se observé un incremento en la concentracion de
fructosa libre al final de la reaccién (153 g/L), lo que implica que la actividad hidrlitica sobre

sacarosa se favorece a 60 °C. También hubo una modificacidn en el perfil de productos (Figura 36).
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Figura 36. Perfil de productos de la reaccién de 4h con 50 U/mL de Novozym 960 y 250 g/L de sacarosa a
60 °C.
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Dado que el extracto de Novozym 960 contiene al menos tres proteinas, se procedié a identificar
cual de ellas era la responsable de la sintesis de FOS a partir de sacarosa. Para conseguirlo se prepard
un gel SDS-PAGE con varios carriles con el extracto enzimatico. La mitad del gel se tifié con azul de
Coomasie para identificar las proteinas por su masa molecular. A la otra mitad se le traté con Tween
80 al 1% en amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5 con el fin de renaturalizar las proteinas
presentes. El gel con las proteinas renaturalizadas fue dividido en dos partes, separando la
endoinulinasa ya identificada en el zimograma de la Figura 25, de las otras dos proteinas
desconocidas, de modo ge se obtuvieron dos fracciones de gel, que luego se hicieron reaccionar con
sacarosa 250 g/L en la solucién amortiguadora de acetatos durante 14 horas a 30°C. Muestras de
las dos reacciones (banda con endoinulinasa y banda de proteinas desconocidas) se analizaron

mediante TLC (Figura 32).

FGS10g/L

FOS de Orafti

Sacarosa 250 g/L

Bandas de proteinas no
identificadas en reaccion de 14 h
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5. Banda de la endoinulinasa en
reaccion de 14 h con sacarosa

B O

Figura 37. TLC de los productos obtenidos mediante una reaccién de 14 h y 30°C, con sacarosa como
sustrato y las bandas preparadas del gel de proteinas presentes en el producto Novozym 960. Las
manchas en el carril 5 son FOS sintetizados por una enzima contenida en la banda que contiene la

endoinulinasa.

Se observa que en los carriles de TLC obtenidos de las fracciones de gel pueden apreciarse FOS
Unicamente en la reaccién que contiene la banda de la endoinulinasa, de modo que se podria
afirmar que la enzima es responsable de la sintesis de FOS a partir de sacarosa, o al menos que la

enzima responsable tiene la misma masa molecular.

La capacidad del extracto enzimdatico Novozym 960 para producir FOS a partir de sacarosa generé
dudas con respecto a la hipétesis central de este trabajo, es decir, la factibilidad de que Novozym
960 pueda utilizarse en una reaccién simultdnea con la IslA, ya que existe una probabilidad de que

ambas enzimas compitan por la sacarosa.
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7.5. Reacciones bi-enzimaticas: IslA y Novozym 960.

Se llevaron a cabo los experimentos planeados en la justificacién del proyecto, empleando ambas
enzimas simultdneamente con el objetivo de observar si esta reaccién daba lugar a un perfil de
productos diferente al que produce Novozym 960 directamente sobre sacarosa. La estrategia inicial
que se planted para lograrlo, fue el de utilizar una cantidad de unidades enzimaticas de IsIA mayor
gue de la endoinulinasa Novozym 960, con la finalidad de que, al estar en mayor concentracion,
pudiera actuar primero sobre la sacarosa y producir inulina para que fuera hidrolizada

inmediatamente.

Para definir esta estrategia con mayor detalle, se determind la actividad de ambas enzimas en
sacarosa a 250 g/L con el amortiguador de acetatos 300 mM pH 6.5, dado que la especificidad y
actividad de las FTFs responden a cambios en la concentracién de sustrato. Con base en las nuevas
determinaciones de velocidad de reaccién, se llevaron a cabo reacciones con diversas
concentraciones de Novozym, equivalentes a 1, 2 3 y 4 U/mL, empleando una concentracion
constante de células equivalente a 5 U/mL de IslA. Las reacciones se llevaron a cabo con 250 g/L de
sacarosa durante 4 horas a 30°C y 1000 rpm. Se tomaron muestras para analizar el perfil de
productos de cada reaccidn. Sin embargo, como puede verse en la Figura 38, los perfiles con
concentraciones bajas (1 a 4 U/mL) de la endoinulinasa no presentan muchos productos, por lo que
se decidio realizar mas reacciones con concentraciones mayores de la endoinulinasa: 5, 8 y 10 U/mL
de ésta por 5 U/mL de la IslA. Como puede observarse en la misma Figura 38, las reacciones con

concentraciones mayores de la endoinulinasa presentan mayor cantidad de productos.
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Figura 38. Cromatogramas HPAEC-PAD de los productos de reacciones bi-enzimaticas con diferentes
concentraciones de Novozym 960 (1, 2, 3,5, 8 y 10 U/mL) y una concentracién de 5 U/mL de IslA. Las
reacciones se llevaron a cabo con 250 g/L de sacarosa durante 4 horas a 30°C.

De los resultados mostrados en los cromatogramas de la Figura 38, se decidié comparar con mas
detalle los productos de la reaccién con 5 U/mL de IslA y 10 U/mL de Novozym 960, con los
obtenidos de la reaccidn directa con sacarosa para definir si habia realmente algin cambio en el

perfil de productos.
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Figura 39. Comparacion del perfil de productos obtenidos en la reaccion bi-enzimatica de IslA-Novozym
960 (linea verde) y la reaccion directa de Novozym 960 sobre sacarosa (linea negra). Los productos
(sefiales) de cada cromatograma se corresponden, de modo que son el mismo producto.
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En la comparacion del perfil de productos de las reacciones (Figura 39), puede apreciarse que solo
hay variaciones con respecto a las proporciones de compuestos en cada reaccién, pero no en
términos del tipo de productos obtenido. En el caso de la reaccién bi-enzimatica hay una proporcién
mayor de FOS de tipo GF,/F,, mientras que la proporcidon es menor en la reaccion de Novozym con
sacarosa. Esto se debe probablemente a que la reaccién de sintesis con IslA y sacarosa también
genera FOS de tipo GF,, que se suman a los que puede generar Novozym. Es interesante que haya
FOS tipo F, en la reaccién directa, lo que indicaria que la enzima puede hacer trasferencias sobre

fructosa.

Era posible que la afinidad de Novozym 960 predominara en términos de especificidad sobre IslA,
por lo que para demostrar que ésta ultima es funcional en la reaccién, y que el perfil obtenido en
las reacciones bi-enzimaticas es realmente resultado de la accién simultdnea de las dos enzimas es
indispensable demostrar que la inulosacarasa produce inulina en algiin momento de la reaccidn. En
la Figura 40 se muestra una placa TLC resultado de la busqueda de inulina en las reacciones bi-

enzimaticas, analizando muestras a diversos tiempos de la reaccion.
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2. FOS B(2-1) Orafti
3. Tiempoo |
4. 15
5 30 Minutos de la reaccion,
6. 45 — cU/mLIsIA +
Ao 10 U/mL Novozym g6o + |
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i; ;82 acetatos0.3M pH 6.5
& . M  ece ®o000e
1234567 8gq10

Figura 40. Evolucidn de los productos de la reaccion bi-enzimatica analizados por TLC. Las condiciones de
reaccion se seiialan dentro de la figura.

La parte inferior de la placa muestra productos que corresponden a la inulina, comprobando que la
inulosacarasa tiene actividad sobre la sacarosa de la reaccidn inicial y acumula inulina, que es
hidrolizada por Novozym 960. Por otro lado, en la placa de la Figura 41 pueden verse los productos

de una reaccién de Novozym 960 con sacarosa y no se observa la formacién de inulina.
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Figura 41. Evolucidn de los productos de reaccion de Novozym 960 con sacarosa. No hay formacion de

inulina.

Ademas de la placa TLC las muestras de la reaccidén se analizaron por GPC para determinar

exactamente cuanta inulina se produce y en la columna Prevail.carbohydrate para determinar si hay

variacién en la conversion de sacarosa y en las relaciones hidrdlisis/transferencia de ambas

reacciones, de manera que pueda probarse que la reaccidn bi-enzimatica es diferente a la reaccién

directa de Novozym 960 sobre sacarosa.
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Figura 42. Evolucidn de la relaciones transferencia/hidrélisis y produccion de inulina en la reaccién bi-
enzimatica 5 U/mL de IslA y 10 U/mL de Novozym con 250 g/L de sacarosa.
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La conversidén en la reaccién bi-enzimatica llegé a 93%, mientras que el porcentaje de transferencia
fue de 83% (Figura 43). Ambos valores son muy similares a los calculados para la reaccién con
Novozym y sacarosa. La produccién maxima de inulina fue de 6 g/L y empez6 a decrecer a partir de
la tercera hora de reaccion, de modo que si hay actividad por parte de la IslA y la endoinulinasa

comienza a utilizar la inulina como sustrato.

Estos resultados indican que ambas enzimas pueden trabajar simultdneamente con sacarosa como
sustrato. El perfil de productos que se presenta en la reaccidn simultanea es diferente a los
obtenidos en la sintesis e hidrdlisis individuales de la inulina y al perfil de los FOS comerciales

(Raftilosa P 95) desarrollados hasta la fecha.

Sin embargo, todas las evidencias indican que la variedad de FOS que se obtienen en la reaccién bi-
enzimatica son productos de la actividad transferasa de alguna de las enzimas de Novozym 960

sobre la sacarosa.
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8. CONCLUSIONES

Se encontrd que la liofilizacidn es el mejor método de almacenamiento de la IsLA contenida en las
células de L. citreum. Las células pueden soportar al menos 5 ciclos de sintesis de inulina. Se observd

que el control de pH es determinante para que la enzima IslA pueda producir inulina.

La endoinulinasa de Novozym 9600 tiene actividad hidrolitica sobre la inulina de L. citreum a
temperaturas compatibles con la sintesis con IslA. El preparado comercial contiene varias proteinas,
pero solo una de ellas tiene actividad hidrolitica sobre la inulina bacteriana. En el perfil de FOS
obtenido de la hidrdlisis de inulina con la endoinulinasa Novozym 9600, se identificaron
principalmente compuestos de tipo F, con GP de 2 a 7 unidades. Desde el punto de vista cinético,
se encontré que la endoinulinasa de Novozym 9600 tiene un comportamiento tipo Michaelis-

Menten cuando actua sobre la inulina bacteriana .

La Inulosacarasa de L. citreum y la endoinulinasa que contiene el extracto enzimatico de Novozym
960, pueden trabajar simultdneamente a 30 °C con sacarosa como sustrato. El perfil de productos
gue se obtiene de esta reaccidon contiene una mezcla de FOS tipo inulina y tipo levana con
estructuras GF, y F, (n=2-5) ademas de inulina de alta masa molecular. Este perfil es diferente y mas

diverso que el obtenido de la sintesis e hidrdlisis secuenciales de la inulina.

Se demostrd que el extracto enzimatico Novozym 960 contiene al menos una enzima capaz de
sintetizar FOS de muy variada composicion a partir de sacarosa en una reaccién a 30°C y que ésta
enzima tiene el mismo peso molecular que la endoinulinasa. Ademas, también es la responsable de

la diversidad de productos de la reacciéon bi-enzimatica.
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9. PERSPECTIVAS

Dados los resultados que se obtuvieron de la hidrdlisis de sacarosa con Novozym 960 y la escasa
informacién que existe al respecto, es importante profundizar el estudio de la reaccién y de la

endoinulinasa misma, para conocer su mecanismo de accion.

Debe seguirse estudiando la reaccidon bi-enzimatica, ya que es probable que si se lleva hasta el final,
es decir que se agote la inulina producida por IslA mediante su hidrélisis, el perfil de los FOS
producidos cambie con respecto a la sintesis directa con Novozym 960. Incluso es interesante
incrementar la concentracidn inicial de sacarosa para probar si el comportamiento de la reaccidny

el perfil es diferente.

Paralelamente al desarrollo de este proyecto, se secuencié el genoma de Leuconostoc citreum
CW28. Es necesario revisarlo con detenimiento para determinar si existe alguna endoinulinasa que

ayude a comprender lo que pasa con la inulina en las reacciones donde el pH desciende.
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