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Introduccion

De acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y
la Agricultura (mundialmente conocida como FAO) un alimento es un producto
natural o elaborado, susceptible de ser ingerido y digerido, cuyas caracteristicas
lo hacen apto y agradable al consumo, constituido por una mezcla de nutrientes
y nutrimentos que cumplen determinadas funciones en el organismo. Existen
alimentos llamados “funcionales” que estan disefiados para proveer un beneficio
especifico para la salud mas alla de la nutricion basica, es muy conocido que
varios alimentos funcionales son afiadidos con los probiéticos y prebiéticos. Los
probidticos son microorganismos vivos que confieren un beneficio a la salud del
huésped (humano) cuando se administran en cantidades adecuadas, mientras
que los prebidticos son compuestos que los probiéticos transforman en otros
compuestos que tienen un beneficio para la salud del ser humano (FAO 2017).

Los ingredientes con propiedades prebioticas se encuentran en los polisacaridos
y los oligosacaridos que habitualmente forman parte de la dieta humanay animal.
Entre los oligosacaridos con potencial prebiético se encuentran los
fructooligosacaridos (FOS). Los FOS son hidratos de carbono compuestos
principalmente por fructosa y en algunos escasos residuos de glucosa (Chacon,
2006). Son también conocidos como fructanos, oligofructanos, glucofructosanos,
etc., cuya estructura se encuentra formada por uniones repetitivas de disacaridos

tales como sacarosa, inulobiosa y levanobiosa.

Los FOS son fructosil polimeros que consisten en cadenas lineales de D-fructosa
(aunque se pueden observar diferentes grados de ramificacion de acuerdo con
la complejidad), presentan un enlace B (2-1) y usualmente tienen una molécula
de D-glucosa terminal unida a una fructosa por un enlace a (2-1). La presencia
del enlace 3 (2-1) hace que los FOS no sean digeribles como lo seria cualquier
hidrato de carbono tipico, lo que a su vez tiene como consecuencia que tengan

un bajo valor calérico y una funcionalidad como fibra dietética (Niness, 1999).

Los FOS pueden ser obtenidos por sintesis quimica o enzimatica, el primer
método presenta inconvenientes debido a los bajos rendimientos (60%), gran

variabilidad de FOS debido a la inespecificidad de la reaccion y polimerizaciones.
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Mientras que, por sintesis enzimatica se producen compuestos con enlaces
glucosidicos B y con rendimientos de casi 100%, ya sea, por hidrdlisis parcial
enzimatica (endoinulinasa) de la inulina original o también la transfructosilacion

enzimatica de sacarosa.

El objetivo de este trabajo es emplear una mezcla de enzimas (exo y
endoinulinasas) Novozyme 960 (Producidas por Aspergillus niger), para
favorecer la sintesis de FOS a partir de sacarosa. Se busca proponer las
condiciones de pH, sustrato adecuado y cantidad de enzima para que la reaccion
de sintesis (transfructosilacion) sea favorable. De igual manera como método
adicional para la reaccion, con la enzima inmovilizada se tendrian ventajas de

reutilizacion de la enzima evitando asi pérdidas de la misma.



Antecedentes

Carbohidratos

Los carbohidratos son los compuestos organicos mas abundantes de la tierra,
desempeiian un papel central en el metabolismo de vegetales y de animales.
Estos compuestos pertenecen al grupo de nutrientes basicos y son la fuente de
energia mas importante en los seres vivos (Belitz, et al, 2011). Estos se clasifican
como simples (monosacaridos) y complejos. Un monosacérido: no puede ser
hidrolizado a moléculas mas pequefias, todos ellos son azlcares reductores
("Azucares” que tienen un carbono anomérico con un grupo aldehido o cetona
potencial libre, es decir, que su grupo carbonilo esta disponible para formar un

enlace. (Harper, 2012. Figura 1).

Los monosacaridos o mejor conocidos como azUcares simples se clasifican
adicionalmente como aldosas y cetosas segun el tipo de grupo carbonilo
presente en la molécula, ya sea éste un aldehido o una cetona (McMurry,et al J.,
2008).

Forma ciclica de la glucosa .
g Forma abierta de la glucosa

OH OH

H O OoH H OH o
= a
OH H -— OH H
OH H OH [l/ H
H OH H OH Grupo aldehido libre

Figura 1. Azdcar reductor.

Los carbohidratos complejos estan formados de dos (disacaridos) o mas
(polisacaridos) azucares simples unidos entre si, por un enlace tipo acetal
(glicosidico). Dependiendo del grado de “polimerizacién” y ramificaciones los
polisacaridos son clasificados en distintos tipos, uno de estos tipos son los

oligosacaridos.

Oligosacaridos
Los oligosacéaridos son azlUcares combinados que presentan de tres a veinte

unidades de monosacaridos, reciben el nombre de oligosacéaridos. Estas



unidades pueden ser iguales o diferentes, algunos autores nombran

oligosacaridos a los disacaridos puesto que también son de “cadena corta”

Se pueden obtener por la hidrdlisis de los polisacaridos. Durante la sintesis de
los oligosacaridos, uno de los azucares debe perder un hidroxilo anomérico para
poder formar el enlace glucosidico (Murray R., et al 2013). En caso de que los
dos monosacaridos estén unidos a través de sus respectivos carbonos

anomericos, forman un azucar no reductor Figura 2.

Disacarido reductor

Q Poder reductor OFF
O Poder reductor ON

Figura 2. Azicar no reductor.

Los oligosacaridos suelen tener cierta intensidad de dulzor, que generalmente
disminuye conforme aumenta la longitud de la cadena, estos a su vez son
solubles en agua (Belitz, 2011). La estructura molecular, resiste a la digestion en
la parte superior del intestino (intestino delgado), lo que evita su absorcion y le
permite continuar su recorrido intestinal hasta llegar al colon, donde se convierte
en alimento para las bacterias que estén presentes alli, eso permite el uso de los
oligosacaridos como prebibtico, estos compuestos tienen principalmente un
origen vegetal, pero también pueden ser encontrados en hongos y bacterias,
todo depende de la fuente de donde se obtengan, asi como el tipo de enlaces

gue forman para darle sus propiedades Unicas (Sudhir P., et al, 2017).



Tipos de oligosacéridos

Como ya se menciond la estructura de los oligosacaridos, incluida la naturaleza
de los enlaces glicosidicos, su solubilidad, viscosidad, fermentabilidad y grado
de polimerizacion son coordenadas importantes para determinar la funcionalidad
de un prebiotico. Los prebidticos son dtiles para minimizar los riesgos
relacionados con la salud, como la diabetes, los trastornos cardiovasculares, el
cancer, las infecciones agudas, la inflamacion y la obesidad. EI consumo de
prebibticos también mejora la biodisponibilidad de minerales nutricionalmente
importantes como calcio, magnesio y hierro. Diferentes microorganismos
probidticos emplean diferentes mecanismos genéticos para utilizar diferentes
tipos de oligosacaridos; por lo tanto, el grado de eficacia de las fibras dietéticas
en la salud depende del tipo de biomolécula prebiética consumida (Sudhir P.,
2017). La siguiente tabla muestra algunos diferentes tipos de oligosacaridos y de

manera natural donde encontrarlos (Tabla 1y 2).

Tabla 1 Tipos de oligosacéaridos

; Secuencia Naturaleza de la .
Categoria _, o Presencia
molecular union glucosidica
Esparragos,
remolacha, ajo,
achicoria, cebolla,

alcachofa de

Fructooligosacéaridos G-(F)n B (2-1)/pB (2-6) )
Jerusalén, trigo,
miel, platano,
cebada, tomate,
agave
Galactooligosacaridos G-(Ga)n B(1-3)y P (1-4) Leche
Isomaltooligosacaridos (G)n a (1-6) Miel, jugo de
cafia, melaza
Isomaltulosa (GF)n a (1-6)
Lactosacarosa Ga-GF B(1-4) ya(l1-2)
Maltooligosacaridos (Gn a(1-4)
Ciclodextrina (G)n a(1-4) Almidén
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Brotes de bamba,

Xylooligosacérido (X)n B (1-4) cascaras, paja,
maiz
] Soja y otras
Estaquiosa (Ga).-GF a(1-6) y a (1-2)
legumbres
Arabinooligosacarido (A)n a (1-5)

A) arabinosa, G) glucosa, F) fructosa, Ga) galactosa, X) xilosa

(Modificada de Sudhir p. Singh, Prebiotic Oligosaccharides: Special Focus on Fructooligosaccharides, Its
Biosynthesis and Bioactivity)

Fructooligosacaridos (FOS)

Uno de los grupos de oligosacéaridos que ha tomado fuerza en los dltimos afios
son los llamados fructooligosacaridos (FOS), estos son oligosacéaridos con un
grado de polimerizacién menor a 20 (los productos comerciales contienen un
valor medio de 9). Los FOS estan constituidos por unidades de fructosa unidas
entre si por un enlace B (2-1) y una glucosa terminal con enlace a (2-1)

(Sungsoo,et al., 1999. Figura 3).

OH

OH

CH,0H

OH

OH

CH,OH

OH

CH,0H

CH,OH

Figura 3. Estructura de los FOS proveniente de inulina.
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Al incrementarse el consumo de FOS se modula la composicién de la microbiota
en el colon, estimulando el crecimiento bacterias benéficas, especialmente del
género Bifidobacterium (Biedrzycka, et al., 2004).Por ello los efectos indirectos
del consumo de FOS sobre la salud son varios, puesto que las bacterias
colénicas fermentan estos carbohidratos dietéticos no digeribles, produciendo
una amplia gama de metabolitos en el intestino, por ejemplo, acidos grasos de
cadena corta. Los acidos grasos volatiles de cadena corta (1-6) lineales o
ramificados, tienen implicaciones fisiologicas cruciales, como la reduccion
concomitante del pH lumial que inhibe el crecimiento de microorganismos
patdgenos, la sefializaciéon del huésped y las interacciones bacterianas de

alimentacion cruzada (Sudhir P., 2017).

Los FOS también tienen aplicaciones industriales, que abarcan la sustitucion de
grasas al incluirse como ingrediente de mayonesas ligeras y quesos bajos en
calorias; contribuyen a la reduccion del contenido calorico y la retencidén de agua
(industria de reposteria y embutidos); evitan la formacion de grandes cristales
(helados) su funcionamiento en general es modificar las propiedades reoldgicas
de algunos alimentos, también su utilizacion como un edulcorante de bajo
contenido caldrico puesto que la inulina tiende a ubicarse en promedio en 1.6-2
Kcal/g (Chacon V, 2006) por su facil incorporacion y buenas propiedades
organolépticas.

Los FOS se extraen generalmente de vegetales como la achicoria, agave,
alcachofa, etc., donde se tratan por molienda y solubilizacién en agua caliente,
para posteriormente usar una mezcla de enzimas las cuales incluyen sacarasas,
amilasas, maltasas, inulinasas para hidrolizar a los polisacaridos que se
encuentran en dichas matrices. Los azUcares resultantes se eliminan por lavado
con etanol al 80% v/v, o bien, a través de elucion por una columna de intercambio
ionico (Chacén V., 2006). En pocas palabras la utilizacion de enzimas para
producir FOS es de suma importancia, el grupo mas estudiado para obtener FOS

son las inulinasas.
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Inulinasas

Las enzimas que hidrolizan los enlaces B de la inulina para formar FOS se les
conoce como inulinasas y se clasifican dentro del grupo de las hidrolasas, cuyo
nombre sistematico es 1- B-D fructan fructohidrolasa, y su reaccién es la
endohidrdlisis de los enlaces (2-1)- B-D-fructosidicos. Estas enzimas pueden
dividirse en endo- y exo-inulinasas. Las endo-inulinasas hidrolizan los enlaces
internos de la inulina para producir principalmente inulotriosa-pentosa mientras
que las exo-inulinasas hidrolizan el extremo no reductor de la inulina para
producir fructosa (Chi et al. 2009). Las inulinasas son producidas por plantas y
microorganismos, siendo estos ultimos los mayores productores de enzimas.
Entre los microorganismos capaces de producir altas concentraciones de
inulinasas se encuentran los hongos como Aspergillus niger (Tabla 3) (Sudhir P.,
2017).

Tabla 3. Microorganismos productores de inulinasas.

Tipo de inulinasa Microorganismo

Bacillus polymyxa MGL21
Bacillus licheniformis
Bifidobacterium longum
Bacillus sp.

Exoinulinasa Geobacillus stearothermophilus
Kluyveromyces marxianus
Penicullium sp. TN-88
Pseudomonas mucidolens
Thermotoga maritima
Aspergillus awamori
Aspergillus ficuum

e Arthrobacter sp. S37
Aspergullis niger
Penicillum sp. TN-88
Penicullim purpurogenum

(Modificada de Sudhir p. Singh, Prebiotic Oligosaccharides: Special Focus on Fructooligosaccharides, Its
Biosynthesis and Bioactivity)
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Las enzimas que llevan a cabo la sintesis enzimética de FOS usando sacarosa
como sustrato se conocen como frutosiltransferasas (FTasas) (EC 2.4.1.99) o -
fructofuranosidasas (EC 3.2.1.26) (Antosova, 2002). La naturaleza de los FOS
también puede variar dependiendo de las condiciones de reaccion y del tipo de
enzima que se use. Algunas FTasas catalizan la sintesis de FOS solamente,
pero no del polimero (Linde, 2012). La FTasa de Aspergillus aculeatus cataliza
la sintesis de FOS de cadena corta (kestosa, nistosa y fructosilnistosa), mientras
que la levansacarsa no solo sintetiza FOS sino que también produce polimeros
de fructosa, llamados levanos (Ghazi, 2007). Las FTasas poseen actividades
tanto hidroliticas como de transfructosilacién, dependiendo de la concentracién
de sacarosa. En caso de una alta concentracion de sacarosa, se ha observado
un aumento de la actividad de transfructosilacion (Fernandez, 2017). La
extension de las actividades hidroliticas o de transfructosilacion difiere con las
enzimas. Las FTasas se han reportado en plantas, bacterias y hongos, las
enzimas de estos difieren debido a quien es el que la produce (sean plantas o
microorganismos). Existe una estructura de Rayos X de una exo- inulinasa
proveniente de Aspergillus awamori, la estructura terciaria de esta enzima se
pliega en dos dominios: el dominio catalitico N-terminal de un inusual doble
hélice de cinco palas y el dominio C-terminal plegado en una estructura similar a
un sandwich B, (Nagem et al. 2004) presentada como la Figura 4, y una
estructura cristalina de una endoinulinasa proveniente de Aspergullis ficuum
presenta una disposicion bimodular comun a otras enzimas GH32: un dominio
catalitico de hélices 3 de5 veces N-terminal con cuatro laminas 8 y un C-terminal
Dominio B-sandwich organizado en dos hojas 3 con cinco cadenas 3 observada

en la Figura 5 (Pouyez J., et al, 2012).
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(a) Asn300n e,

Asnd30 N
5
[

Figura 4. (a)Representacion estructural secundaria de exo-inulinasa. (b) Representacion de la superficie
de exo-inulinasa. Tomado de Nagem, 2004

C-terminal
e rp42 WL’ \
SIS '
Q L. Glu43 \
< X \
w . ‘ V A
y )} N-terminal
R > 3 ={Asp176

Figura 5. Endo-inulinasa INU2 de A . ficuum con su sitio activo en el cuadro rojo. Los bucles cercanos a
este sitio se representan en magenta y se denominan loopl a loop4. Las moléculas de manosa se
representan en la caja negra. Las laminas 3 y las hélices estan coloreadas en amarillo y rojo,

respectivamente. Tomado de (Pouyez J., 2012).
Mezcla de inulinasas Novo 960
El combinado enzimético de endo y exoinulinasas Novo 960 para obtener FOS
viene de un microorganismo del género Aspergillus, por ello es importante saber
gue es un hongo filamentoso, saprofito, perteneciente al filo Ascomycota. Se
encuentra formado por hifas hialinas septadas y puede tener reproduccién
sexual (con formacion de ascosporas en el interior de ascas) y asexual (con

formacién de conidios) (Bonifaz J., et al., 2010)

Las diferentes especies se diferencian en tamafio, tasa de crecimiento, textura

(aterciopelada, granular, algodonosa) y color de la colonia (negro para A. niger).
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La coloracién aparece casi siempre en todas las estructuras aéreas, tanto en el

micelio como en las cabezas conidiales (Bonifaz J., 2010)

Comercialmente, la produccion de FOS se lleva a cabo principalmente a partir
de sacarosa mediante la actividad de transfructosilacion de pB-
fructofuranosidasas ( Hirayama et al., 1989; Ghazi et al., 2007; Kurakake et al.,
2010). A nivel industrial se utilizan las enzimas de diferentes especies de
Aspergillus, se considera al hongo Aspergillus niger como el microorganismo de
produccion de enzimas mas eficiente para la produccion de FOS (Yanai, et al.,
2001; Trollope et al., 2015 ). A nivel industrial como ya se mencioné a partir de
la sacarosa por una actividad de transfructosilacion de la B-fructofuranosidasas
(Ffase, EC 3.2.1.26) (Hirayama, 1989; Ghazi, 2007; Kurakake, 2010 ).

Transfructosilacion

Actualmente, los FOS disponibles comercialmente para el consumo humano son
exclusivamente prebidticos de tipo inulina con enlaces g8 (2-1) , tales como 1-
kestosa y nistosa (Figura 6); todos los cuales pueden ser producidos a partir de
sacarosa por la accion de la fructosiltransferasa (FTasa). Las FTasas se
encuentran en muchas plantas y microorganismos. La Figura 7 representa como

se lleva a cabo la sintesis de oligosacaridos utilizando diferentes FTasas.

OH
(0]
HO
HO
OH
HO (0]
O
HO
CH
OH .
HO O
(0]
HO
CH
oH [°
HO O
(0]
HO
HO OH
1-kestosa nistosa

Figura 6. Oligosacéridos de cadena corta sintetizados por FTasas.
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Slao uris Neo-Inulin Inulin ]:> Fructose ‘

Figura 7. Produccion de fructanos. Sacarosa 1-SST: sacarosa 1-fructosiltransferasa, 1-FFT: fructano 1-fructosiltransferasa, sacarosa

6-SST: sacarosa 6-fructosiltransferasa, 6-FFT fructano: fructano 6-fructosiltrasferasa, G® FFT fructano:fructano 6G-fructosiltransferasa, 6-
SFT sacarosa:fructano g-fructosiltransferasa, exl exoinulinasa, Enl endoinulinasa, EnLev endolavanasa, ExLev Exolevanasa. Tomado de
(Sudhir P., 2017).

Los sustratos aceptores naturales del FTasas de origen fangico incluyen
sacarosa, 1-kestosa y nistosa. La enzima actla sobre el sustrato donante de un
grupo fructosilo proveniente de la sacarosa a través de un mecanismo catalitico
de retencion y se demostr0 que tiene una alta actividad de
transfructosilacion. Sin embargo, en general, los FT conservan enzimas que
tienen un alto potencial para sintetizar FOS por transfructosilacion. La estructura
de FT comprende de dos dominios, con un dominio catalitico N-terminal que
contiene una B -hélice unido a un dominio 8- sandwich C-terminal, que contiene

el sitio activo. (Jintonnom J., et al. 2018)
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La reaccion tiene lugar a través de un mecanismo de doble desplazamiento con
retencion de la configuracion anomérica del resto fructosilo. Escision del enlace
glucosidico la sacarosa sustrato donante Fru-glu (2-1) , donde para dar como
resultado la formacion de un enlace covalente enzima a -fructosil intermedio y la
liberacion de glucosa. Posteriormente, la unidad de fructosilo puede transferirse
a agua o sustratos aceptor tales como sacarosa, lo que conduce a la generacion
de fructosa o 1l-kestosa como producto final, respectivamente (propuesto por

Jitrayut Jitonnom, Figura 8).

Enz HO oH (e)
\ S ; Q,
O.C 0 HO oM
< H/
- - OH ’ \‘
- ‘ ) -R
HO ( K oM /  oH 'Bgfo 3 T HO. :
1% \/o\w < B A T T TS <
W‘ wo> " Fructosa ""Rw ., Hidrolisis
/!
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Figura 8. Mecanismo de reaccién con sacarosa (Modificado de itrayut Jitonnom, QM/MM modeling of the hydrolysis and

transfructosylation reactions of fructosyltransferase from Aspergillus japonicas, an enzyme that produces prebiotic fructooligosaccharide,
Journal of Molecular Graphics and Modelling.)

Inmovilizacién enzimética.

Una de las formas para mejorar los procesos biotecnolégicos es la inmovilizacion
enzimatica, la cual pretende la recuperacion del medio de reaccién y poder
reutilizarlas. El término enzima inmovilizada, puede ser definido como un sistema
0 preparacion en el cual una enzima es fijada en una region definida en el
espacio. La enzima puede ser fijada por diferentes mecanismos, ya sea de
soporte liquido o en medio sélido (retencion fisica) o bien mediante atrapamiento

en matrices porosas. Este atrapamiento puede ser en geles o en fibras.

Ademas de permitir recuperar enzimas se tienen ventajas adicionales como son
el disefio de reactores enzimaticos, mejora de la estabilidad y rigidez de la

enzima, previene la inactivacion enzimatica en disolventes organicos y puede
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generar procesos mucho mas rentables (Arroyo M., et al., 1998). Pero como en
cualquier técnica tiene sus desventajas como son; alteraciones de la
conformacion de la enzima o la pérdida de cierto porcentaje de la actividad
enzimatica, ésto dependiendo de las condiciones de reaccion y del método de
inmovilizacion.

Uno de los métodos de inmovilizacibn enzimatica es el atrapamiento, que
consiste en la retencion fisica de la enzima en las cavidades de una matriz solida
constituida generalmente por prepolimeros fotoentrecruzables o polimeros de
poliacrilamida, colageno, alginato, carraginato o resinas de poliuterano. El
proceso de imovilizacion se lleva a cabo mediante la suspension de la enzima
en una solucion del monémero, Seguido una polimerizacion por un cambio de
temperatura o mediante la adicién de un reactivo quimico, por ello se requiere
de un control riguroso de las condiciones de polimerizacién, asi como la
comprobaciéon de que la naturaleza quimica del proceso no altera los grupos

reactivos de la proteina (Arroyo,1998)

El gel de alcohol polivinilico (PVA por sus siglas en inglés) Polietilenglicol (PEG),
(PVA-PEG) es un sistema macroporoso de redes interpenetradas (Figura 9)
estabilizadas por interacciones fisicas. Tener un medio de este tipo presenta sus
ventajas como un aumento de la estabilidad de la enzima, una posible
reutilizacion de la enzima que disminuye costos de manera directa, de igual
manera presenta sus desventajas, como una alteracion en la conformacion de la
enzima, una gran heterogeneidad en la matriz enzima-soporte, se puede perder

actividad enzimatica.

H o\/i\OH
,l,o\/i\ + N —=r mb e
n HO
H a1 OH OMH
p

Figura 9. Estructura de PVA-PEG
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Hipotesis
La mezcla de endo y exo-inulinasas conocida como Novozym 960 mediante el

uso de sacarosa y fructosa como sustratos debe ser capaz de realizar

transfructosilacion para la sintesis de fructooligosacéridos.

Objetivo General

e Establecer las condiciones que favorezcan la reaccion de
transfructosilacion empleando a la mezcla Novozym 960 como

biocatalizador.

Objetivos particulares
e Determinar que sustratos favorecen la sintesis de FOS.
e Establecer las mejores condiciones de transfructosilacion (Temperatura 'y
pH).
e Reutilizar a la enzima Novozym 960 mediante su inmovilizaciéon en una
matriz PVA-PEG.

e FEvaluar la estabilidad de la enzima inmovilizada.
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Metodologia

Determinacion de las condiciones de la reaccion de transfructosilacion.

Como condiciones iniciales en este trabajo se establecid el uso de diferentes
concentraciones de sacarosa 1, 2, 3, 5, 7, 10 y 12 % (m/v) en una solucion
amortiguadora de acetatos pH 5 con una concentracion 50 mM a una
temperatura de 50°C (previamente determinado en el grupo de trabajo). La

reaccion se inicié con 5 0 10 puL de enzima (2 o0 4 pg/ uL de proteina).

Las reacciones se llevaron a cabo en matraces de 50 mL con tapon de rosca
marca pyrex, en un volumen total de 30 mL, bajo las condiciones antes descritas,
a 120 rpm. Se usaron 2 controles de la reaccién, uno de solo la enzima y otro
sb6lo con sacarosa, para observar si es que existen azucares reductores
adheridos a la mezcla de enzimas y a su vez evaluar la posible hidrélisis quimica
de la sacarosa. Se tomaron muestras de 0.6 mL a diferentes intervalos de
tiempo, la reaccién se detuvo a través de la congelacion de cada una de las
muestras usando hielo seco y acetona, para posteriormente almacenarlas a -
80°C hasta su analisis. El descongelamiento se lleva a cabo en un bafio de hielo

para evitar avance de reaccion.

Cuantificacién de azucares reductores por el método DNS

Las muestras se descongelaron en hielo, para evitar el avance de la reaccion.
No se emple6 temperatura pare evitar reacciones de degradacién de los
carbohidratos. En tubos de ensayo de 12x100 con tapon de rosca, se colocan
100 pL de la muestra de reaccion, 200 pL de buffer de acetatos pH 5y 600 pL
de reactivo de DNS, los tubos se calentaron a 90°C en bafos de glicerol en
parrillas marca IKA RCT basic por 5 min, la reaccion se detuvo en un bafio de
hielo por 20 min. Posteriormente se adicionaron 4 mL de agua destilada y se
midio la absorbancia en un espectro Thermo scientific Genesys 10S UV-VIS a

540 nm. Para cuantificar los azlcares reductores se utiliz6 como referencia una
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curva patrén de fructosa y asi poder medir la velocidad de reaccién ya sea de

hidrolisis o de transfructosilacion,

Evaluacion de la formacion de productos por cromatografia en capa fina (TLC)

Con la finalidad de observar los productos de reaccion se realizé el analisis
cualitativo de la hidrolisis y posible formacién de FOS por medio de la técnica de
cromatografia en capa fina (TLC). Como fase estacionaria se empleo gel de silice
y dos fases moviles una con butanol, metanol, agua, acido acético glacial en
proporcion 3:3:1:0.2 y otra con butanol, isopropanol, agua en proporcion 7:5:4
respectivamente. Las cromatoplacas fueron reveladas con una solucion de

H2SO4 5% (v/v) en metanol y 10 mg de orcinol por cada mL de solucion.

Inmovilizacién la mezcla de inulinasas

La inmovilizaciébn se llevd a cabo en una matriz de alcohol polivinilico y
polietilenglicos (PVA-PEG) en una proporcién de 10-10 (% m/v) en 15 mL de
agua, calentadolo hasta 90°C para que ambos compuestos se disolvieran
evitando la formacion de burbujas. Posteriormente se enfrié lentamente hasta
alcanzar 40°C para adicionar 1ImL de NaOH 7M, dejando que ocurra una
reaccion de saponificacion por 30 min, posteriormente se ajusté a un pH de 5
con una solucion concentrada de HCI (7 M). Con el pH ajustado se adicion6 1
mL de la enzima (14.1 mg de proteina) dejando mezclar durante 10 min. Con el
copolimero-enzima, se gotea en aceite de silicon a -70 °C para obtener las
esferas de PVA-PEG con enzima atrapada, éstas se almacenan a 4°C durante
24h. Se hicieron 2 lavados con hexano para eliminar los residuos de aceite de
silicén y 4 lavados con buffer de acetatos 50 mM pH 5. La concentracion final de

enzima aproximada es 5.12 g proteina/€Sfera.
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Actividad de la mezcla inmovilizada en esferas de PVA-PEG

La reaccion se llevé a cabo en matraces de 50 mL con tapon de rosca marca
pyrex, con un volumen total de 30 mL de sacarosa 10% m/v pH 5 colocando 10
esferas de inmovilizado PVA-PEG (51.2- 53.5 pg de proteina) para iniciar la
reaccion, con una temperatura 50°C y agitacion orbital a 120 rpm. Se utilizdé un
control de la reaccion s6lo con sacarosa, para evaluar la posible hidrdlisis
quimica de la sacarosa. Tomando muestras de 0.5 mL a diferentes intervalos de
tiempo, las muestras se almacenaron en un ultra congelador (REVCO) a -80°C
hasta su analisis. El descongelamiento se lleva a cabo en un bafio de hielo para

evitar avance de reaccion.

Ciclos de reuso de la enzima inmovilizada en esferas de PVA-PEG

Se colocan 10 mL de una solucién de sacarosa al 10% m/v pH 5 en un matraz
de 50 mL con tapdn de rosca a este se afiadieron 4 esferas (aproximadamente
20.5 pg proteina) para comenzar la reaccion, a 50°C con agitacion orbital de 120
rpm tomando 500 pL de muestra a los tiempos 0, 30 min. Una vez terminado el
tiempo se retiran las esferas del medio y se les hacen tres lavados con 1 mL de
buffer de acetatos pH 5, posteriormente se agregan las esferas a un medio nuevo
(10 mL sacarosa 10% ml/v, pH 5) para llevar a cabo la reaccion nuevamente
(50°C, 120rpm). Todo esto se repite hasta lograr los ciclos de interés.

Determinacién de la Termo estabilidad del inmovilizado y enzima libre

Se colocan 500 pyL de buffer de acetatos pH 5 en microtubos de plastico de
capacidad 1.5 mL, a los cuales se les agregd 5 uL de la mezcla de enzima en
solucion (enzima libre) y aproximadamente 53.5 pug de proteina en PVA-
PEG(enzima inmovilizada). La enzima en buffer se llevd, durante 2h, a
temperatura constante (40, 50 y 60 °C) e inmediatamente, el contenido de los
microtubos es adicionado en matraces 50 mL que contienen el medio: 10% m/v

sacarosa, pH 5 a 50°C para hacer la reaccion durante 30 min. y medir el efecto
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de la temperatura en la actividad aparente de la enzima sobre la sacarosa

mediante cuantificacién de azucares reductores (DNS).

Determinacioén de la reaccion de transfructosilacion con otros azlcares

Con la finalidad de evaluar los sustratos con los cuales se puede llevar a cabo la
reaccion de transfructosilacion se usaron las condiciones antes descritas,

cambiando el sustrato de reaccion.

Las reacciones se llevaron a cabo en matraces de 50 mL con tapon de rosca
marca pyrex, con un volumen total de 30 mL para la reaccion, bajo las
condiciones antes descritas, con agitacion orbital a 120 rpm. Se utiliza un control
de reaccién Unico para cada reaccion con los azucares que se utilizaron para
cada una, como sustrato se utilizaron glucosa, fructosa y sacarosa en las

siguientes combinaciones:
Tabla 4. Medio de reaccion pH 5, 50°C, 5 pL de enzima.

Sacarosa Glucosa Fructosa
[% m/v] [% m/v] [% m/v]

Se tomaron muestras de 0.6 mL a diferentes intervalos de tiempo, la reaccion se
detiene a través de la congelaciéon de cada una de las muestras usando hielo
seco y acetona para su inmediata congelacion, para posteriormente
almacenarlas a -80°C hasta su analisis. El descongelamiento se lleva a cabo en

un bafio de hielo para evitar avance de reaccion.
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Resultados y discusion

Determinacién de la concentraciéon de enzima

Para medir la cantidad de enzima utilizada en la reaccidén debido a su importancia
en la catalisis, se cuantificd la concentracion de proteina por el método de
Bradford. Esto es parte fundamental puesto que, para caracterizar una enzima,
la cantidad de esta es de suma importancia, ya que todo se modela a partir de la
concentracion de proteina. Para determinar dicha concentracion se usé una
curva patron de albumina sérica bovina (BSA), obteniendo la ecuacién de la recta

que permitio el célculo de la concentracién de enzima

AB55951’1771 - 0084
1.128

mg/mlenzima =

Utilizando dicha ecuacién la concentracion de enzima es de 1.91 pg/mL de
mezcla Novo 960. Inicialmente las reacciones se llevaron a cabo utilizando 10
uL de enzimay posteriormente la cantidad se ajust6 a la mitad (5 pL). La reaccion
en este punto se realizd con 3 diluciones de la enzima 1:100, 1:50y 1:10, ninguna
de las reacciones resulté favorable para la sintesis de FOS, debido a que
pasados los 30 minutos de reaccion, la concentracién de azucares reductores
fue muy baja, lo cual indica que la cantidad de enzima no es suficiente para llevar
a cabo la reaccion de una manera efectiva. Esto provoco que la producciéon de
FOS sea baja o casi nula, ya que éstos necesitan a la fructosa para esta sintesis,
si ésta no esta presente no puede llevarse a cabo. La Figura 10, muestrala TLC
de la reaccion con dilucion (1:10) después de las 24 h donde se tiene una
concentracion de azucares reductores menor al 0.1 g/mL y solo se puede

apreciar claramente el punto de la presencia de sacarosa.
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Testigo de glucosa
Testigo de sacarosa

Reaccion (sacarosa)

Figura 10. Avance de reaccion de le enzima diluida 1:10. Fase movil

butanol:metanol:agua:ac. acetico (3:3:1:0.2)

Reaccion de hidrdlisis catalizada por mezcla de las inulinasas Novo 960

Con la finalidad de cuantificar los azlUcares reductores producto de la reaccion
enzimatica, se construydé una curva patron de fructosa. Puesto que la sacarosa
no es un azucar reductor, al avanzar la reaccién en el sistema enzimatico se
observé un incremento en la concentracion de azucares reductores, el calculo

se hizo usando la siguiente ecuacion, donde:
AbSs4onm = 1.263(Cyr)
Abssaonm= absorbancia determinada a 540 nm

Car= Concentracién de azucares reductores

Como se puede observar en la Figura 11, hay produccion de azucares
reductores, lo que podria indicar, que efectivamente se esta llevando a cabo la
reaccion de hidrdlisis, aunque no se descartaria también una posible
transfructosilacion. Y la figura 12 muestra cualitativamente la presencia de los

azucares de la reaccion.
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Como condicion inicial para llevar a cabo la reaccion se utilizaron 10 uL de
enzima. Los resultados que se pueden observar en la Figura 11 son de cuatro
reacciones bajo las mismas condiciones, sin embargo, estos son completamente

distintos, como lo indican visualmente sus pendientes.

Velocidad de reaccion 10puL —e—la
60 —o—2a
= 50 / 3a
g —0
~ —8—4a
£ 40
=
S 30
S
o
5 20
3]
S 10
(&)
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo (min)

Figura 11. Concentracion de azucares reductores durante la reaccion de hidrélisis de la
sacarosa a 50°C, pH 5, 120 rpm, 30 min.

Se percibe facilmente como los cursos temporales de la reaccion tienden a ser
constantes, es decir, que la enzima se pudiera encontrar ya en velocidad
maxima. Siendo una de las incognitas la variabilidad de los resultados entre cada
reaccion, incluso que durante todo el tiempo y principalmente al inicio de la
reaccion no se pueda observar una velocidad inicial, por ello estos datos no

proporcionan utilidad alguna, pero sugieren algunas cosas.

1. Bajo las condiciones que se maneja la reaccion se deberian observar
pendientes iguales a pesar de la diferencia en las concentraciones a los
mismos intervalos de tiempo.

2. Calculando la pendiente de las reacciones (“velocidad de reaccion”) los
valores que se tienen son de 4X10™* — 6X10™* pumol/min*mL, no tiene
diferencia significativa. Probablemente debido a que la enzima se
encuentra en exceso.

3. Con los valores de velocidad de reaccion que se tienen se observa que a

pesar de tener desplazamientos la velocidad de reaccidén parece ser la
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misma. Esto no indica que los resultados sean utiles, puesto que se debe
esperar que al tiempo 0 min. se tengan valores de concentracion cercanos
a 0 umol/mL.
4. El desface entre cada inicio y termino de reaccion indica que la velocidad
de reaccion avanza desde la toma de muestra hasta la congelacion, unido
a esto al descongelar a temperatura ambiente esta reaccion seguramente
avanza, influyendo también en dicha variacion.
Para corroborar esto se cambié el método de congelacion por uno donde esta
se congela casi de manera inmediata, con COz2 sélido y acetona para no permitir
a la enzima seguir con dicha reaccién, aunado a esto se redujo la concentraciéon
de la enzima para también ayudar a que la cinética sea la adecuada para tener
un andlisis (velocidades iniciales de reaccion) afadiendo 5 pL de enzima.
Teniendo nuevamente la concentracion de azucares reductores en funcion del

tiempo, para obtener un grafico del mismo tipo que el anterior (Figura 12).

Velocidad de reaccion

Concentracion [pmol/mlL]

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo [min]

Figura 12. Concentracion de azucares reductores durante la reaccion de hidrdlisis de la

sacarosa a 50°C, pH 5, 120 rpm, 30 min.

En la figura 12 se observa un aumento en la concentracion de azucares
reductores de manera proporcional con el aumento de tiempo, como es de
esperarse. Al tiempo O min. tiene un valor de azlcares reductores de 0.70
pmol/mL, esto es lo mas adecuado para la concentracion al inicio de la reaccion
puesto que esto es un valor ya muy cercano a 0. Con la disminucion de la

cantidad de enzima y un método de congelacion mas eficiente permite un mejor
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control de la cinética de la reaccién. Para corroborar los productos de reaccion
se hizo un analisis cualitativo por una cromatografia de capa fina (TLC) con una
fase movil que permite una separacion en la cual podemos observar los azucares
debido a su polaridad y por el peso molecular (de menor a mayor). La Figura 12
muestra la TLC de la reaccién, usando como testigos control a la sacarosa, asi

como los productos de reaccion a los 2, 15 y 30 min., con ello se pretende ir

siguiendo el avance de reaccion.
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Sacarosa

Reaccion 30 min.

Reaccion 2 min.
Reaccion 15 min.

Figura 13.TLC a diferentes tiempos de la reaccién. Fase movil

butanol:metanol:agua:ac. acético (3:3:1:0.2)

En la Figura 13 se tiene 4 puntos de aplicacion, los cuales donde fueron
colocados se definiran como “carriles”, estos carriles de los diferentes tiempos
sugieren a tres compuestos distintos puesto que corrieron a lo largo de la placa
de manera distinta, por ello se determinaron los tiempos de retencion o mas
conocido como el valor Rf, el cual es un valor Unico para cada compuesto a las
mismas condiciones cromatograficas en la misma placa. El mismo Rf para la
sacarosa es de 0.59, la misma que se observa como la intensidad del punto a

ese Rf con el tiempo disminuye, es decir, la concentracion va disminuyendo con
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el avance del tiempo esto debido a la hidrolisis realizada por la enzima que va

transformando el sustrato de reaccion, en glucosa y fructosa.

A partir de ello se observan dos nuevas sefiales diferentes a la del testigo de
sacarosa, estas dos con valores de Rf de 0.55y 0.61, lo cual indica compuestos
de menor y mayor peso molecular respectivamente. Esto se corrobora con otra
cromatografia, donde se colocaron diferentes azlcares y la reaccion a los 30
min. puesto que es donde se observa una mayor concentracion de los
compuestos que se estdn formando, asumiendo que el de menor peso molecular
es producto de la hidrélisis (glucosa y fructosa monosacaridos que forman la
sacarosa) y el de mayor es derivado de una transfructosilacion (asumiendo esto

se trataria de una 1 o 6 kestosa).

Rf

0.66
0.64
0.59

Sacarosa ) )
Reaccion 30 min.

Fructosa
Glucosa.

Figura 14. TLC con controles sacarosa fructosa y glucosa. Fase movil

butanol:metanol:agua (3:3:1:0.2)

En la Figura 14 presenta como testigos sacarosa, fructosa y glucosa para
observar en la reaccion un comportamiento idéntico de tiempo de retencién a
estos testigos. Claramente el carril donde fue aplicada el punto de la reaccion a
los 30 min, se encuentran tres puntos diferentes. Comparando con valores de Rf
para la sacarosa, fructosa y glucosa que son 0.64, 0.66 y 0.66 respectivamente,
con los que muestra la reaccién enzimatica, sefialan que efectivamente se esta
llevando a cabo una hidrélisis puesto que un punto de los tres que se encuentran
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en la reaccion coinciden con el Rf (0.66) de los monosacaridos (glucosa y
fructosa), el Rf de 0.64 que pertenece a la sacarosa coincide con uno de la
reaccion, es decir, no se consume la totalidad de sacarosa durante la reaccion
por ello su presencia. Si comparamos esto con lo que indica la figura 14 que a
los 30 min. se tiene una concentracion de azucares reductores de 5.38 pmol/mL,
valor que no supera el total de azlucar que contiene el medio de reaccion (55.50
pmol/mL esto en sacarosa). Sin embargo, también es interesante notar que se
cuenta con un nuevo compuesto con un Rf inferior (0.59) al de la sacarosa (0.64),
indicativo de que se esta llevando a cabo la transfructosilacion de la sacarosa 'y
probablemente la sefial del monosacarido que se observa sea la de la glucosa

liberada durante la reaccion.

Efecto de la concentracion de sustrato sobre la actividad enziméatica y
produccion de FOS

Gracias al analisis por TLC (Figura 14) se sabe que la reaccion de
transfructosilacion se esta llevando a cabo. Como parte de la caracterizacion del
sistema enzimético, se debe conocer la concentracion de sustrato mas adecuada
para la sintesis de FOS. Debido a que “una enzima tipica”, a medida que la
concentracion de sustrato aumenta, la velocidad inicial (vi) se incrementa hasta
que alcanza un valor maximo Vmax. Cuando los aumentos de la concentracion de
sustrato no incrementan mas la vi, se dice que la enzima esta “saturada” con
sustrato” (Murray R., 2013). Con esto y tomando en cuenta que la
transfructosilacion es una reaccién que tiene lugar a través de un mecanismo de
doble desplazamiento, con un donante y un receptor, jugando el papel importante
la sacarosa como este grupo receptor; el sistema sacarosa-enzima va a
desplazar el equilibrio hacia la formacion de FOS. Al aumentar la concentracion
de sustrato (1,2,3,5,10,12% m/v) se podria suponer que se favorecera la sintesis
de dichos FOS, ademas de evaluar el efecto de la concentracion sobre la
actividad enzimatica. Los datos que se obtengan de cuantificar por DNS

permitiran calcular los parametros cinéticos (Vmaxy Km) del sistema enzimatico.

En la figura 15 se presenta el resultado del curso temporal de la reaccion

(velocidades iniciales de reaccion) a distintas concentraciones de sustrato,
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donde se puede observar la tendencia que tienen todas las reacciones desde la

menor (1% m/v) hasta la mayor (12% m/v) concentracion

En la Figura 15 se observa una interseccion a los 17 min de las velocidades entre
el 10y 12%, esto podria deberse a una rapida saturacion de la enzima a 10% de

concentracion de sacarosa.

Como es de esperarse al aumentar la concentracién de sustrato la enzima se
satura mas rapidamente, la velocidad de reaccion aumenta. Con el exceso de
sacarosa la sintesis de FOS no se ve perjudicada puesto que se tienen los
mismos compuestos (los mondémeros, sacarosa y probablemente kestosa) con
ello se prueba que no se inhiben las actividades de transfructosilacion y de
hidrolisis. En la Figura 16 se muestra como ejemplo el TLC de la reaccién a 10%
m/v de sacarosa, donde se muestra durante el seguimiento de la reaccion se
tiene la presencia de los compuestos: combinacion glucosa- fructosa, sacarosa,
y probablemente kestosa y cémo van cambiando la distribucion de sus

concentraciones.

Velocidad inicial ——1%
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Figura 15. Comportamiento enziméatico a diferentes concentraciones de sacarosa, 50°C, pH 5,
120 rpm, 30 min.
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Un hecho observado en todos los TLC realizados es que la actividad de hidrdlisis
sigue presente (al ser observados los monosacaridos en todas ellas), asi como
la de transfructosilacion (por la presencia de kestosa), puesto que se ha
demostrado que se necesitan ambas actividades para que se forme la kestosa
(Jintonnom J., 2018) promoviendo asi la sintesis de FOS, con el aumento en la

concentracion de sacarosa.

GS 215 30 A

Figura 16. Avance de reaccién de la enzima con 10% sacarosa (G:glucosa, S:sacarosa, 2 15

30: tiempo en minutos, A:reaccion a 24h) Fase mévil butanol:isopropanol:agua (7:5:2)

Los TLC de las reacciones mostraron la misma tendencia que conforme avanza
el tiempo, la sacarosa va disminuyendo, asi como la aparicion de la kestosa que
se esta formando y la presencia de los monémeros. Por otra parte, en la misma
Figura 16 se puede observar la reaccion a 24 horas (A), esto con la finalidad de
comprobar si a mayor tiempo podia producirse un compuesto nuevo de mayor
tamafio, dando FOS de mayor peso molecular, cosa que no se observé al
aumentar el tiempo, teniendo solo presentes los compuestos ya conocidos.

Una de las cosas que se observo al dejar las reacciones por 24 h es que aun hay
presencia de sacarosa cuando tedricamente deberia ya no existir, esto hace la
suposicion que el sistema enzimatico deja de tener actividad en algin momento
0 que este sistema también hidroliza a la kestosa por ello es que no se esta
formando un compuesto de mayor peso molecular y esto mantiene en equilibrio
a los mondmeros, sacarosa y kestosa. Aun con esto se puede afirmar que la
concentracion de FOS es directamente proporcional a la concentracion de

sacarosa presente en el sistema. El nimero de colisiones con sacarosa favorece
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gue la enzima interactlie mas rapidamente con el sustrato y pueda formar mas
FOS. (Jintonnom J., 2018)

Con los datos de velocidades iniciales obtenidos a distintas concentraciones de
sustrato, estos se graficaron para observar el efecto de la concentracion sobre
la actividad enzimatica, obteniéndose un comportamiento del tipo Michaelis-

Menten Figura 17
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Velocidad inicial [uM/min]
© o o o o <o @
(e} — [\S] w S wul [e)} ~

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000

Concentracion de sustrato [uM]

Figura 17. Ajuste a Michaelis-Menten del comportamiento enzimatico de la mezcla de

Novozym 960

Con el modelo de Michaelis-Menten se obtienen los términos matematicos que
relacionan la velocidad inicial y la concentracion de sustrato. Se utiliza la
ecuacién de Michaelis-Menten con el método grafico para poder llevarlo a la
extrapolacion de los pardmetros cinéticos que describen al sistema enzimético.
Este arreglo matematico es propuesto por Lineweaver-Burk (Belitz, et al., 2011)

COoMmo se muestra a continuacion.

La ecuacion de Michaelis-Menten

v Vmax [S]
Yok + [S]
Se invierte
1 _ k,, + [S]
vl Vmax [S]



Se factoriza

Y se simplifica

1 _(km> 1 N 1
(% [S] Vmax

Vmax

Con esto se tiene un arreglo como ecuacion de la linea recta y=mx+b donde la
pendiente es km/Vmaxy la ordenada al origen 1/Vmax ahora se hace un grafico
(Figura 18) con la funcion 1/[s] que se conoce como del doble reciproco o de

Lineweaver-Burk (Murray R., 2013).

Dobles reciprocos y =2.8029x + 0.0008
R? = 0.9982

0.000 0.001 0.001 0.002 0.002
1/S [1/uM]

Figura 18. Método Grafico de dobles reciprocos para el calculo de Km y Vmax del sistema
enzimatico
Debido a que el sistema enzimético es una mezcla de endo y exoinulinasas y los
modelos con Michaelis-Menten consideran una concentracién de enzima pura
en particular solo se puede hacer un estimado de parametros cinéticos
“aparentes” (Tabla 5) con ayuda del Figura 16. Con esto se sabe que

concentraciones por superiores al 6% m/v estan por arriba de la Km.
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Tabla 5. Ajuste lineal de Lineweaver-Burk

V max [mM/min] Km [mM]
6.35 E-04 3.60
127.50 37.19

La tabla 5 muestra en negritas los resultados obtenidos experimentalmente de
Novo 960 mientras que los otros valores son los obtenidos por Li Xu y su grupo
de trabajo (Xu, et al., 2014) los cuales estan muy por encima de los que se
obtienen con Novo 960, esto se atribuye a que la mezcla de enzimas no se
encuentra purificada, por ello tienen una mejor actividad respecto a una enzima

pura como la del grupo de Xu.

Para trabajar en adelante seleccioné la concentracién de 10% m/v para favorecer
que la concentracion del sustrato se encuentra por arriba de la Km de la enzima
y favorecer que la enzima se encuentre saturada, aunque a cualquier
concentracion se producen FOS es mejor que se produzcan en mayor proporcion
mas rapidamente.Para corroborar todo lo anterior se realizé un andlisis por HPLC

de la reaccion 10% m/v de sacarosa (figura 19).

Se usan controles de oligosacaridos de glucosa para identificar el tiempo de
retencién al que saldrian los compuestos de la reaccion se utilizaron controles
de para establecer los tiempos de retencion: 7.36 min fructosa, 10.015 min
glucosa, 11.86 min sacarosa, 29.42 min trisacérido y 50.21 min tetrasacérido
(estos datos no son mostrados como figuras, puesto que los tiempos que se

obtienen de la experimentacion son diferentes).
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Figura 19. Cromatograma obtenido de la reaccion 10%Sacarosa (m/v)

Lo observado en la Figura 19 varia mucho de lo resultados de los controles,

puesto que son controles de oligosacéridos son de glucosa.

Compuestos de reaccion
120000000

100000000 I
= 80000000
E
= 60000000
©
&
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20000000 i i
0 =mmEEN_ i «anil =
Fructosa Glucosa Sacarosa Kestosa Nuevo
compuesto

Homin M2 min 5min ®10 min ®15 min 20min ®24h

Figura 20. Compuestos detectados por HPLC de la reaccién 10% m/v sacarosa, 50°C, pH 5,
120 rpm.

Esta figura (20) no se muestra la glucosa desde el tiempo 0-20 min. debido a que
la concentracién de sacarosa es mucho mayor debido a que se esta trabajando
tiene en el medio abundante sacarosa, al estar los tiempos de retencion de la
glucosay la sacarosa cercanos ocurre un fendmeno de apantallamiento por parte
de la sacarosa que no permite determinar a la glucosa. El analisis por HPLC
mostro resultados de tiempos de retencidén un tanto diferentes a los esperados,
un ejemplo es el del trisacarido que estamos asumiendo formado ya que el

control muestra un tiempo de 29.42 y el trisacarido detectado tiene tiempos de
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17-17.8 min. es una diferencia bastante marcada entre los tiempos de retencion.
Sin embargo, es necesario considerar que estos podrian moverse ya que se esta
comparando con trimeros de glucosa, mientras que la kestosa obtenida tiene 2
moléculas de fructosa y una de glucosa. Ademas, con el comportamiento que
se observa en la fructosa en la figura 17 y los datos DNS dan el indicativo que la
fructosa esta disminuyendo en concentracion con el avance del tiempo aun con

la hidrodlisis llevandose a cabo.

Asumiendo que un trisacarido que use fructosa en su estructura tendria un peso
molecular menor que el de un trisacarido formado de solo glucosas, es por esto
por lo que el tiempo de retencidn en la columna del compuesto es menor al del

control que se utiliza (Jintonnom J., 2018)

Ahora observando nuevamente la figura 20 se tiene de manera muy clara el
desplazamiento de los compuestos al trascurrir del tiempo. Lo cual confirma que
se estan sintetizando FOS a partir de sacarosa y usando a la fructosa como
grupo donante (Jintonnom J., 2018), porque al avanzar del tiempo el area de la
sacarosa va disminuyendo y va aumentando la del tipo kestosa, puesto que las
areas mostradas por muestra en el HPLC estan relacionadas con la
concentracion. Se puede decir que los equilibrios simultaneos forman un
compuesto del tipo kestosa (por utilizar a la fructosa para unirse a la sacarosa)
en cuanto la enzima tiene contacto con el medio se lleva a cabo la formacion de

los compuestos (Jintonnom J., 2018).

Ahora un fendbmeno interesante de este analisis es que a las 24 horas se tiene
un compuesto de un peso molecular aun mayor comparado con la kestosa con
un tiempo de retencion de 27.5 min y un area de aproximada de 3.1x10° mAh lo
cual no es tan despreciable y es el indicativo de que el tiempo y las
concentraciones de compuestos juegan un papel fundamental en Ila

transfructosilacién con sacarosa.

Actividad de transfructosilacion con la adicion de Glucosa y Fructosa.

Para corroborar que la sacarosa es un intermediario fundamental para lograr la

transfructosilacion y asi la formacion de FOS se plante6 modificar el sustrato
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inicial, con los intermediarios de la reaccion que son la sacarosa, fructosa y

glucosa con la combinacion planteada en la Tabla 4.

Fueter

|

I

| &

; ....
i

Figura 21. Reaccién de fructosa como sustrato (G:glucosa, F:fructosa, A:2 min, B:15 min, C:30

min) Fase mavil butanol:metanol:agua:ac. acético (3:3:1:0.2)

La Figura 21 muestra el resultado de la reaccion de Fructosa al 10% m/v, lo que
seria una reaccion fructosa-fructosa, como se observa no se tienen productos u
otro tipo de compuestos diferentes a los monosacaridos, por esto se supone que
no existe reaccion de ningun tipo, como es de esperarse. Adicionar como azucar
anico a la fructosa no presenta la formacion de un polimero o de algun
compuesto de un mayor peso molecular puesto que la enzima tiene un
mecanismo de hidrdlisis. Un exceso de sacarosa es lo que provoca un fenébmeno
de doble desplazamiento que lleva al mecanismo de transfructosilacion
(Jintonnom J., 2018). Es decir, que se necesita que la enzima este hidrolizando
para poder llevar acabo la transfructosilacibn y comenzar a presentar la
formacion de FOS (Jintonnom J., 2018). De manera cuantitativa el analisis por
DNS no muestra concentracion alguna de azlcares que son monosacaridos

(fructosa o glucosa) y FOS (“kestosa”) propiamente.
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Figura 22. Efecto sustratos en la actividad enzimética aparente. Sacarosa 10%, Glucosa 1%,
Fructosa 1%, (%m/v) a 50°C, pH 5, 30 min.

F S VATBFCRORE

Figura 23. Reaccion de sacarosa-fructosa (F: Fructosa, S:Sacarosa, A:2 min, B:15 min, C:30
min, D:120 min, E:360 min) Fase mavil butanol:metanol:agua acético (3:3:1:0.2)

Las figuras 22 y 23 muestra igualmente que el avance del tiempo favorece la
sintesis de FOS (kestosa) la figura muestra a glucosa-fructosa-sacarosa como
sustrato, siendo un ejemplo de lo que ocurre con las demas reacciones donde
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esta implicada la sacarosa, nuevamente muestra resultados que son indicativos
qgue la presencia de la sacarosa para formar FOS. Por otro lado, la figura 22
presenta como esta relacionado y que es necesaria la presencia de un grupo
donador (fructosa) y un aceptor (sacarosa) para la formacion de la kestosa
(Jintonnom J., 2018).

Ahora bien, en la figura 22 presenta un cambio interesante respecto a las otras
reacciones, un incremento en la actividad aparente de las enzimas muestra un
nivel mayor de azucares reductores, puesto que los resultados mostrados en la
figura son eliminandos el control de reaccidn que contiene los sustratos sin la

enzima, con esto los resultados se puede suponer lo siguiente:

1. La adicion de fructosa promueve la hidrélisis de la sacarosa, asi libera
mas azucares reductores al medio que promueve a su vez la formacién
de FOS.

2. La presencia de la fructosa induce al medio a la transfructosilacion y asi
forma FOS que son cuantificados como azucares reductores siendo asi
determinados por DNS.

Ambas propuestas justificarian el aumento en la velocidad de reaccién por la
presencia de azUcares reductores, para saber cual de las dos se esta llevando a
cabo es necesario un analisis mas especializado como lo es HPLC, si se observa
un aumento en la concentracion de FOS, asi como la disminucion de sacarosa y
fructosa juntos indica la sintesis de FOS. Si se observa disminucion de sacarosa

y aumento de monosacéaridos seria que la hidrolisis se esta favoreciendo.

Efecto del inmovilizado en la produccion de FOS

Hacer rentable la produccion a niveles piloto e incluso industriales es parte de la
biotecnologia como técnica, utilizado en produccion con enzimas los
inmovilizados muestran su potencial por el uso de la misma enzima en varios
procesos, por ello se llevo a cabo la inmovilizacién de la enzima en una matriz

de PVA- PEG como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Inmovilizado de Novo 960 en una matriz de PEG-PVA.

e Sistema enzimatico en inmovilizado para la produccion de FOS
El inmovilizado en PVA-PEG demostré tener propiedades de elongacion,
plasticas y elasticas en un trabajo previo (Frias N., et al 2018). Lo cual es un
excelente material para sintesis en medio acuoso ademas de la superficie de
contacto que se tiene por su forma fisica esférica el PVA-PEG debe tener una

buena difusion.

El problema es en cuestion como Novo 960 vera influenciada su actividad de
transfructosilacion, algo que primero es un problema es la cantidad de enzima
atrapada, tedricamente por un balance de masa se obtiene el resultado
aproximado para cada perla de 5.12 pug.

Para probar la efectividad del inmovilizado primero se prob6 colocar las perlas
necesarias (dos) para igualar aproximadamente la cantidad de enzima que se
usa sin inmovilizar que se define como “enzima libre”, sin embargo, después de
los primeros 30 min. no existe reaccidn alguna, tanto DNS como TLC (Figura 24),
muestran resultados que solo corroboran que solo existe sacarosa. Aun con el
aumento a 5 perlas no se favorecié en gran medida los azlcares reductores,
después de los 30 min. de reaccién solo se tienen 0.17 mg en azucares
reductores. Esto no es aun de utilidad para hacer del inmovilizado como técnica
para la sintesis de FOS.
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Figura 24. Avance de reaccién del inmovilizado PVA-PEG con 10% sacarosa (G:glucosa,
S:sacarosa, 2 15 30: tiempo en minutos, Fase moévil butanol:metanol:agua:ac. acético
(3:3:1:0.2)

Los resultados anteriores respaldan que el inmovilizado enzimatico afecta la
actividad enzimética, reduciéndola. Con ello la cantidad de enzima adicionada
es de 51.2-53.5 pg de proteina por cada medio de reaccibn esto es un
aproximado de 5.5 veces mas cantidad de enzima en el inmovilizado que de

manera libre. Se estan adicionando 1.8 ug de proteina/mL.

Con esta cantidad de enzima inmovilizada se tiene resultados que son
apreciables para la formacion de azucares reductores los cuales ya incluyen a
los FOS, la Figura 25 muestra el resultado de dicha reaccién, en esta se puede
apreciar como se esta favoreciendo la sintesis de FOS y existen una presencia
baja de mondémeros, con eso estamos limitando la actividad hidrolitica y
favorecemos la actividad de transfructosilacion, entonces la actividad medida por
azucares reductores (DNS) que se esta obteniendo se asume que es para la
formacion de FOS que también tienen un azucar reductor. Los FOS tienen un
poder reductor menor a la glucosa y la fructosa, por esta razon también se puede
asumir que como esta sintetizandose la “kestosa” la cantidad que estamos
cuantificando pareciera ser menor, es decir, que se esta haciendo cuantificando
moléculas (glucosa, fructosa al ser la 1-kestosa de mayor tamafo por necesitar

3 moléculas estamos estimando 3 veces menos azUcares reductores.
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Figura 25. Avance de reaccion del inmovilizado PVA-PEG con 10% sacarosa (G:glucosa,

S:sacarosa, 2 15 30: tiempo en minutos, Fase mévil butanol:isopropanol:agua (7:5:2)

Aunque con dicho criterio TLC no muestra una concentracion muy amplia,

incluso la concentracion de sacarosa sigue siendo demasiada alta.

e Ciclos de utilidad del inmovilizado PEG-PVA

Parte de hacer rentable el proceso y como parte fundamental es la recuperacion
de la enzima, los ciclos de utilidad para las enzimas inmovilizadas, es cuantas
veces se puede utilizar una enzima para seguir produciendo. En este sentido se
us6é mas enzima 2.1 ug de proteina/mL en el medio de reaccién asi se presentan

los resultados en la Figura 26
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Figura 26. Actividad enzimatica en durante tres ciclos de reuso. Por la concentracion de
azucares reductores durante la reaccion de hidrdlisis de la sacarosa a 50°C, pH 5, 120 rpm, 30
min.

La Figura 26 muestra como se la actividad baja drasticamente del primer a
segundo ciclo se pierde un 52.7% de actividad y se mantiene la actividad hasta
un tercer ciclo, lo que es un fendmeno caracteristico de los inmovilizados de este
tipo, puesto que se genera un desgaste, que se ve reflejado en rendimientos,
que a su vez baja la actividad. De principio esto lleva a pensar que esta
sucediendo en la reaccion y porque existe esa pérdida de actividad con ello se

tienen las siguientes observaciones:

1. Que pueden quedar FOS dentro de la matriz que es el inmovilizado puesto
que, al sintetizar compuestos de mayor tamafo, puede existir un problema
de transporte o difusion para salir del copolimero PVA-PEG.

2. Se llega a tener una interaccién por puentes de hidrogeno entre los
azucares que estan libres en el medio con la esfera de PEG-PVA,
formando una pequefia pelicula que impida la entrada y salida de los
compuestos.

3. El fendmeno de hinchamiento de las esferas, propiciado por la presencia
del PVA, conduce a que las moléculas de agua estén impidiendo el
acceso al sitio activo.

4. Laenzima se esta desprendiendo de la matriz de PVA-PEG.
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5. La actividad que las enzimas conservan no es util para hacer la sintesis
de FOS, puesto que el agua podria interferir en las interacciones de la
proteina con la matriz que sirve para el atrapamiento, o el sitio activo de

la enzima no esté disponible para catalizar la reaccion.

Para corroborar que el fenébmeno del cambio dréstico de la actividad no fue unico,
se reprodujo la reaccion, pero ahora un aumento el nimero de ciclos para ver un
efecto prolongando el uso del inmovilizado. Asi como el andlisis de los lavados
entre cada ciclo por DNS y cuantificacion de la proteina en las esferas de
inmovilizado para observar si es que se desprendia algo de esta. Los lavados
ayudan a retirar los azlUcares de las esferas, rompiendo interacciones
inmovilizado azlcares, dejando asi el inmovilizado practicamente sin rastros de

compuestos

Lo anterior mencionado se muestra en el siguiente grafico (Figura 27):

Efecto del uso en la actividad enzimatica
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Figura 27. Actividad enziméatica en cada ciclo de reusd. Mediante la concentracion de azlcares

reductores durante la reaccion de hidrdlisis de la sacarosa a 50°C, pH 5, 120 rpm, 30 min.

En este caso se observa que se pierde la actividad en un 41.3% entre el primer
y segundo ciclo, posterior a este segundo ciclo la actividad no tiene un gran
efecto de pérdida hasta el séptimo ciclo. La figura 28 muestra los azucares que

guedan en las perlas después de la reaccién, con este se comprueba el efecto
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de crecimiento en la actividad del ciclo 5 puesto que al terminar este ciclo el

lavado muestra muchos azucares adheridos a esta.

Otro efecto que se esperaba observar es que la enzima se estuviera
desprendiendo del inmovilizado, pero el analisis de proteina muestra que no hay

pérdida de la enzima.

Como se dijo antes el inmovilizado pareciera tener la tendencia a favorecer la
transfructosilacion vs la hidrolisis, pero esto es desmentido por el TLC de los
ciclos del inmovilizado (Figura 29) el seguimiento de reaccion entre los ciclos
permite observar que al pasar al ciclo 3, la produccién de FOS es muy tenue, al
ver el punto de aplicacion del ciclo 5y 7 el TLC ya no muestra rastro alguno de
un compuesto fuera de la sacarosa. Al estar presentes en el analisis por DNS
(Figura 28) azucares reductores quiere decir que la enzima sigue teniendo
actividad, esté ya no es representativa y mucho menos util para una sintesis de
FOS, por ello para este inmovilizado usarlo hasta un 3er ciclo seria los mas

sensato.
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Figura 28. AzUcares reductores presentes en las esferas antes del siguiente ciclo de reaccion.

Son tres lavados por intervalo del ciclo, usando Fructosa como referencia. Quita el ciclo5y 6
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Figura 29. Representacion de los ciclos de reusé para el inmovilizado PVA-PEG(G:glucosa,
S:sacarosa, | lll V VII: primer,tercer,quinto y séptimo ciclo, Fase mévil butanol:isopropanol:agua
(7:5:2)

Conclusiones.

Para llevar a cabo la posible sintesis de una “kestosa” se requiere de manera
significativa la sacarosa, ya sea que la fructosa provenga de la hidrélisis o adicion
de ésta se van a formar FOS.

Concentraciones superiores al 10% m/v de sacarosa favorecen la producciéon de

FOS y la adicion de fructosa también.

Un inmovilizado por atrapamiento en un copolimero de PEG-PVA, no es de
utilidad y mucho menos rentable para la sintesis de FOS, debido a la baja
concentracion de FOS con una perdida de actividad mayor al 50% con una

concentracion de enzima mayor al doble que la enzima “libre”.

Perspectivas.

» Determinar cuantitativamente la proporcion de la actividad de
transfructosilacion respecto a la hidrolasa.

» Separar y purificar la mezcla Novo 960 para obtener la endo y exo
inulinasas.

» Determinar si las enzimas endo y exo son necesarias para llevar a cabo
la transfructosilacion.

» Utilizar un nuevo método de inmovilizado como el encapsulamiento en gel
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