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Resumen

La inulina es un polimero de fructosa unido por enlaces B-(2-1) con la presencia de una
glucosa terminal, unida al carbono 1 de la fructosa. Este polimero puede ser usado para
la produccion de fructosa y sus derivados, o bien, para la produccion de inulino-
oligosacaridos (I0S). Estos ultimos han sido estudiados ampliamente por su capacidad
probidtica, lo que les ha valido un uso amplio en diversos alimentos y en consecuencia,
les ha dado un gran valor agregado. Los IOS disponibles comercialmente son obtenidos
mediante la hidrélisis controlada de inulina de chicoria (Cichorium intybus). Esta inulina
tiene la propiedad de ser lineal y de facil utilizacion. Dado que realizar la hidrélisis de
manera quimica conlleva la formacion de subproductos asi como el uso de
catalizadores acidos y temperaturas altas, ademas de una alta inversion en los
procesos de purificacion, la hidrolisis enzimatica se presenta como una alternativa para
la obtencién de fructosa o I0S, ya que los subproductos son minimos o nulos ademas

de usar condiciones de reaccion suaves.

En este trabajo se llevd a cabo la hidrélisis enzimatica de la inulina de chicoria,
empleando una inulinasa comercial de Aspergillus Niger (Novo 960) de Novozyme. El
objetivo de este estudio fue inmovilizar a la enzima para su posterior recuperacion y
establecer las condiciones 6ptimas en la hidrélisis de la inulina. Adicionalmente, se

comparo el efecto de la inmovilizacion sobre la reaccidn con respecto a la enzima libre.

La inmovilizacién se realizé por adsorcion fisica en soportes de Lewatit y silica gel y por
atrapamiento en microcépsulas de alginato de calcio y polivinil alcohol-polietilenglicol
(PVA-PEG). Los resultados muestran que la enzima se inmoviliza en mayor o menor
cantidad en los 4 soportes. Sin embargo, la actividad de ésta se ve disminuida
considerablemente. La inmovilizacion por adsorcion presentdé poca estabilidad y se
considerd inadecuada para llevar a cabo la reacciéon. El inmovilizado en PVA-PEG,
dentro los soportes evaluados, presento la mayor actividad enzimatica. Por otra parte, el
alginato de calcio mostré, de alguna forma, aislar la actividad preferentemente a la

endo-inulinasa.

Para determinar la eficiencia de la inmovilizacion en los soportes de Lewatit y silica gel

se llevaron a cabo pruebas de cuantificacion de proteina por el método de Lowry donde



se observd adsorcion de la enzima pero desprendimiento de ésta en lavados

posteriores.

Se realizaron pruebas de actividad, temperatura y pH éptimos para la reaccién de
hidrolisis de la inulina, asi como la determinacion de las propiedades cinéticas para la
enzima libre e inmovilizada en alginato de calcio y PVA-PEG. La determinacion de la
actividad se llevd a cabo por el método de &cido dinitrosalicilico (DNS) para medir los
azucares reductores generados en la hidrdlisis. Se encontré que la produccion de
azucares reductores entre la enzima libre y los inmovilizados disminuia por un orden de
magnitud. La temperatura éptima encontrada fue de 60°C para la enzima libre y la
inmovilizacion en alginato de calcio, mientras que la inmovilizacion de PVA-PEG
mostraba poca estabilidad estructural arriba de los 50°C, la cual se determiné como la

temperatura 6ptima. El pH optimo resulté de 5.5 en las 3 condiciones.

Se comprob6 que la inmovilizacién por atrapamiento, en los soportes de PVA-PEG y
alginato de calcio, puede disminuir la velocidad de reaccion de la mezcla enzimatica de
Aspergillus Niger (Novozyme Novo 960), para su posible uso en un sistema de

produccion continua de 10S.
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INTRODUCCION

Las biofuncionalidades, aplicaciones y beneficios hacia la salud, de cadenas cortas de
inulo-oligosacaridos (I0S), especialmente los pentameros (I0Ss) y hexdmeros (10Sg),
se han documentado ampliamente en la nutricion humana por Franck y DelLeenHeer
(2004), Van Loo (1995), entre otros. Estas incluyen la activacion del sistema inmune,
resistencia a infecciones, sintesis de vitaminas del complejo B, mejora de la absorcion
de minerales en el intestino, disminucion de los niveles de colesterol, fosfolipidos y
triglicéridos y prevenciéon de cancer en el colon. Asimismo, como ingredientes
alimenticios son importantes ya que resultan de uno a tres veces mas dulces que la
sacarosa, son libres de calorias, no son cariogénicos y no son usados como fuente de
energia por el organismo, por lo tanto, son adecuados para ser consumidos por los
diabéticos (Kaur y Gupta, 2002). Desde un punto de vista biotecnoldgico, estos son una
fuente potencial de fructosa, la cual se usa ampliamente en la industria alimentaria
como dulcificante, alimentos especiales para diabéticos y diurético (Roch-Norlund et al.,
1972).

En vista de lo anterior existe una creciente necesidad en el estudio de la sintesis de 10S
con una longitud de cadena definida. Los métodos actuales emplean técnicas simples
tales como la hidrolisis quimica de la inulina, mediante el tratamiento con acidos
minerales u organicos, por resinas catidnicas acidas, zeolitas o por oxidacién con
carbon activado a altas temperaturas, hidrolizando inevitablemente cualquier
intermediario 10S a fructosa. Lamentablemente, estos procesos son poco amigables
con el medioambiente. Una alternativa a la sintesis quimica es el uso de enzimas como
catalizadores para la produccién de I0S, ya que éstas operan a condiciones suaves de
reaccion (presion y temperatura), produciendo pocos o nada de desechos toxicos o

subproductos.
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ANTECEDENTES

2.1 INULINA

2.1.1 DEFINICION

La inulina es un carbohidrato de reserva de origen vegetal perteneciente al grupo
conocido como fructanos. Este grupo son los polisacaridos no estructurados mas
abundantes encontrados en la naturaleza después del almidon y se caracterizan por
tener una estructura polimérica con fructosa como unidad repetidora, en la que los
enlaces fructosil-fructosa constituyen la mayoria y puede existir una parte terminal de
glucosa. En el caso de la molécula de inulina, su cadena lineal estda constituida de
unidades de fructosa, unidas por enlaces p—(2,1), que termina en un residuo de glucosa
unido por un enlace a—(1,2), tipo sacarosa, como se observa en la Figura 2.1. El
namero de unidades de fructosa unidas a la glucosa terminal, referido como grado de
polimerizacion, puede variar desde muy pocas unidades hasta 70, por lo que se puede
considerar a la inulina vegetal como una mezcla de oligosacaridos y polisacaridos
(Franck y DelLeenHeer, 2004).

OH OH

HO
HO
CH,OH
OH
OH

Figura2.1 Molécula de inulina

=
w



ANTECEDENTES

2.1.2 ORIGEN Y CARACTERISTICAS.

En la naturaleza, la variedad de polifructanos se encuentran comunmente en plantas de
las familias Compositae (25,000 especies), Liliaceae (3,500 especies) y Graminae
(1,200 especies). Sin embargo, la inulina definida por los enlaces p—(2,1) se encuentran
principalmente en la familia Compositae. Precisamente, su nombre se origina del
género Inula (Alant), de la familia de las Compositae, debido a que histéricamente fue
aislada por primera vez de la Inula helenum en 1804, por el cientifico aleman Rose. A
esta familia pertenecen plantas como la dalia, diente de ledn y alcachofa, mismas que
presentan grandes cantidades de este tipo de carbohidrato. En la Tabla 1, se enlistan
las fuentes vegetales de inulina mayormente conocidas, donde se ubican plantas

utilizadas comunmente en la dieta humana, como el puerro, la cebolla y el ajo.

TABLA 1 CONTENIDO DE INULINA EN PLANTAS USADAS
COMUNMENTE EN LA DIETA HUMANA

p Contenido s6lido Contenido de
Fuente Comi?t?ZIes Seco inulina
(% peso fresco) (% peso fresco)

Cebolla Bulbo 6-12 26
Alcachofa de Jerusalén Tubérculo 19-25 14-19
Chicoria Raiz 20-25 15-20
Puerro Bulbo 15-20* 3-10
Ajo Bulbo 40-45* 9-16
Alcachofa Hojas 14-16 3-10
Platano Fruta 24-26 0.3-0.7
Centeno Cereal 88-90 0.5-1*
Cebada Cereal ND 0.5-1.5*
Diente de Ledn Hojas 50-55* 12-15
Bardana Raiz 21-25 3.5-4.0
Camas Bulbo 31-50 12-22
Yacon Raiz 13-31 3-19
Salsifi Raiz 20-22 04-11

ND: No disponible; *Valor estimado.
Modificado de (Van Loo et al., 1995)

14



ANTECEDENTES

Dependiendo de la familia de origen, edad y procedencia genética, la molécula de
inulina tendra distinto grado de polimerizacion (GP), asi como distinto namero de
ramificaciones (Ricca et al., 2007). Por ejemplo, la inulina obtenida de la planta de
chicoria tiene un GP promedio de 10 a 14 y un grado de ramificacion menor al 2%,
mientras que la proveniente de la dalia presenta de 13 a 20 unidades de fructosa en
promedio y un mayor grado de ramificacion (4-5%). En la Tabla 2, se muestra el
contenido de inulina en la chicoria, la dalia y la alcachofa de Jerusalén, asi como datos
de su produccién y composicion. Es importante mencionar que la inulina también puede
ser de origen bacteriano, pero ésta contrasta significativamente con su contraparte

vegetal al tener un GP muy alto, en un intervalo de 10* a 10° unidades.

TABLA 2 PRODUCTIVIDAD Y CONTENIDO DE INULINA EN LAS
COSECHAS ANUALES DE CHICORIA, DALIA Y
ALCACHOFA DE JERUSALEN

Alcachofa de

Chicoria Dalia .
Jerusalén
Raices/Tubérculos Promedio 43.5 25 42
[Tones por ha] Intervalo 25-75 35-60
Promedio 22.4 18 22
%MS
Intervalo 20-25 19-25 15-22
) Promedio 16.6 11 16
Inulina [%]
Intervalo 14.9-18.3 10-12 14-18
Inulina [Tones por ha] 5-11 2.5-3 45-85
GP promedio 10-14 13-20 6-10
GR <2% 4-5%

MS: Materia Seca; GP: Grado de Polimerizacion; GR: Grado de Ramificacion.
Modificada de (Franck y DelLeenHeer, 2004)

Actualmente, la chicoria es la mas utilizada en la produccion industrial de inulina. La
chicoria pertenece a la familia de las Asteraceae y se cultiva en mayor medida en
paises como Inglaterra, Bélgica, Francia, Holanda, Alemania, Chile, Sudafrica e India
(Bais y Ravishankar, 2001). La inulina de la chicoria se almacena en la raiz primaria de
la planta como carbohidrato de reserva y su contenido varia poco entre distintas
cosechas, alcanzando niveles del 14.9% hasta el 18.3%, como se observa en la Tabla 2.
Es una planta que se cosecha dos veces por aflo, manteniendo un contenido de inulina

alto y constante afio con afio.
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En México, una posible fuente importante de fructanos se encuentra en la planta de
Agave, ya que los fructanos que produce, denominados agavina, son la fuente principal
de carbono para la fermentacion del Tequila y otras bebidas. La diferencia de este
compuesto con respecto a las moléculas de inulina, es su amplio grado de ramificacion

(Figura 2.2). (Mufioz-Gutiérrez et al., 2009)

=0

|
|
| 4y =0

Figura 2.2 Molécula de agavina.
Tomada de (Mufioz-Gutiérrez et al., 2009)
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2.1.3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

La inulina de chicoria se encuentra disponible en un polvo blanco, inodoro, de alta
pureza y una composicién quimica conocida. Presenta un sabor blando neutro con
ningun resabio 0 sensacion posterior a la prueba. La inulina estandar, definida como la
inulina con un GP menor a 10, es ligeramente dulce, mientras que la de alto
rendimiento (GP>10) no presenta dulzura. Esta Ultima resulta conveniente para mezclar

con otros alimentos, sin modificar su sabor (Franck, 2006).

La inulina de chicoria es moderadamente soluble en agua con un 10% de solubilidad a
temperatura ambiente. Su solubilidad dependera, en parte, del proceso de precipitacion
utilizado en su obtencidn, ya sea precipitada en agua o en etanol. Estudios realizados

por Phelps (1965) demostraron una mayor solubilidad en la inulina precipitada en etanol.
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La viscosidad de la inulina de chicoria es relativamente baja, considerando una
concentracion moderada de 5% (p/v) de inulina, siendo de 1.65 cp a 10°C. En la Tabla

3, se enlistan mas propiedades fisicoquimicas conocidas para este compuesto.

En condiciones fuertemente acidas, los enlaces p—(2,1) entre las unidades de fructosa
se pueden hidrolizar completamente. En este proceso se forma fructosa con mayor
notoriedad en sistemas con condiciones de pH bajo, temperatura alta y poca substancia

seca. La inulina tiene un comportamiento estable con un pH mayor a 4.

TABLA 3 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA INULINA
COMERCIAL DE CHICORIA.

Inulina estandar Inulin_a d.e alto

rendimiento
Estructura quimica GFn (2<n <60) GFn (10< n<60)
GP promedio 12 25
Materia seca (%) >05 <95
Contenido de inulina (% en MS.) 92 99.5
Contenido de azticares (% en MS.) 8 S05
pH (10 % p/p) 5-7 5-7
Ceniza sulfatada (% en MS.) <0.2 <0.2
Metales pesados (ppm en MS) <0.2 <0.2
Apariencia Polvo Blanco Polvo Blanco
Sabor Neutro Neutro
Dulzura (v. sacarosa =100 %) 10% Ninguna
Solubilidad en agua a 25°C (g/l) 120 10
Viscosidad en agua (5 %) a 10°C (cp) 1.6 2.4

Modificada de (Franck y DelLeenHeer, 2004)

2.1.4 PRODUCCION

El proceso de produccion de la inulina de chicoria se lleva a cabo en 2 etapas como se
muestra en la Figura 2.3. En la primera etapa, las raices cosechadas son transportadas
a la fabrica donde son pesadas, lavadas y cortadas. La inulina cruda es extraida de los
trozos cortados, empleando agua caliente en un difusor a contracorriente. Los trozos ya
sin inulina son secados y vendidos como alimento para la ganaderia. El jugo extraido se

purifica por encalado y carbonatacion a pH alto. El lodo de CaCOj; formado, ayuda a
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precipitar péptidos, distintos aniones, proteinas degradadas y algunos coloides. Este

lodo genera un producto usado por los agricultores para mejorar la estructura del suelo.

En la segunda etapa, el jugo no procesado se refina usando resinas de intercambio
iGnico para desmineralizar y carbén activado para decolorar. Posteriormente, el jugo se
esteriliza por medio de un filtro de 0.2um previo a ser evaporado y secado por espreas.
Para obtener la inulina de alto rendimiento, la fraccion de GP bajos se separa

fisicamente previo a la segunda etapa (Franck, 2006).

Lavado y Rebanado

¥

Extraccion en Agua Caliente [difusidn) Pulpa de Chicoria Agricultura y
‘ alimentacidn
Filtracion y Purificacion arbonato de del ganado

(encalado y carbonatacidn) alcio (lodo

Purificacion
{desmineralizacion y decoloracion)

)

Filtracion Estéril

!

Evaporacion v secado por espreas

Figura 2.3 Proceso industrial para la obtencién de inulina de chicoria.

Es importante mencionar que la inulina extraida de raices frescas, aun tomando la
precaucion de inhibir la hidrélisis acida, siempre contendrd una fraccion de fructosa,

glucosa, sacarosa y pequefios oligosacaridos.
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215 IMPORTANCIA INDUSTRIAL Y COMERCIAL

Actualmente, Orafti, Cosucra y Sensus son los 3 principales productores industriales de
inulina, cubriendo la demanda mundial de este alimento funcional. Los tres proveedores
utilizan la chicoria como su materia prima. El proceso de extraccion de inulina de
chicoria ha evolucionado desde un proceso experimental en laboratorio, hasta la escala
industrial en su totalidad. En los ultimos 20 afios, se ha reportado que el area destinada
a la cosecha de chicoria, para la produccion de inulina y fructosa, se ha incrementado
de forma muy significativa, lo cual indica el crecimiento en el negocio de este
carbohidrato. En afios recientes, algunas compafias en China han mostrado una
propuesta agresiva para entrar al mercado, con precios mas bajos y haciendo uso de la
alcachofa de Jerusalén como materia prima de bajo costo.

La importancia actual de la inulina radica en su clasificacion como alimento funcional.
Un alimento se denomina como funcional si cumple uno de los siguientes criterios: 1)
Contiene un componente alimenticio, ya sea nutriente o no, que afecta una o un
limitado nimero de funciones en el cuerpo de una forma determinada que se tenga
efectos positivos (Bellisle et al., 1998); 2) Tiene un efecto fisiolégico o psicoldgico mas
alla del efecto nutricional tradicional (Clydesdale, 1997). En general, un alimento
funcional resulta en un efecto relevante sobre el bienestar y la salud de un individuo o
en la disminucién al riesgo de contraer una enfermedad. Es importante establecer que
un alimento funcional debe permanecer como alimento; no puede tratarse de pastillas o
capsulas, sino componentes que formen parte de una dieta o un patron de comida

reconocido como benéfico para la salud (Ruberfroid, 1999).

La inulina ha demostrado poseer distintos beneficios nutricionales para los animales y el
ser humano. Hay fuerte evidencia de que los enlaces p—(2,1) presentes en la molécula
hacen que pase a través de la boca, estbmago e intestino delgado sin ser absorbida ni
sufriendo cambios significativos en su estructura. Esto se debe a que las enzimas
digestivas presentes en el cuerpo humano no son capaces de hidrolizar estos enlaces,
por lo que la inulina llega al colon casi en su totalidad. Ya en el colon, la microbiota
intestinal metaboliza a la inulina por completo, transformandola principalmente en
acidos grasos de cadena corta, biomasa y gases. Gibson et al. (1995) demostraron el

efecto prebidtico de la inulina en el colon y, como se observa en la Figura 2.4, esta
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promueve el crecimiento y la actividad metabdlica de bacterias benignas, principalmente,

las Bifidobacterias.

Bifidobacteria
Bacteroides

RV B

Clostridia
15g/dla de Inulina

|
por 14 dias | 71% \‘F .
usobacteria
3%
Clostridia
<1%
Fusobacterla i o

Bifidobacteria

Bacteroides
Figura 2.4 Efecto prebidtico de la inulina.
Tomada de (Gibson et al., 1995)

Otro aspecto importante de la inulina es su uso como materia prima para la produccion
de inulo-oligosacaridos y fructosa. Algunas de las aplicaciones y caracteristicas de la
inulina y los 10S provenientes de la misma, resultan similares. Estas seran detalladas y

comparadas mas adelante.
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2.2 HIDROLISIS DE INULINA

La inulina puede ser hidrolizada para la obtencién de determinados productos. La
reaccion puede producirse parcial o totalmente. En el caso de la hidrdlisis total (Figura
2.5) se obtendra fructosa y glucosa por completo, mientras que en la hidrdlisis parcial
(Figura 2.6), los productos seran principalmente inulo-oligosacaridos con un GP bajo.

Esta reaccion se lleva a cabo naturalmente en especies que metabolizan la inulina, pero
en la actualidad se han desarrollado métodos quimicos y biotecnoldgicos, mencionados

mas adelante (p27, p28), para poder llevarla a cabo de forma controlada.
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Figura 2.5 Representacion de la hidrolisis total de inulina.
La reaccion se repite hasta que la molécula de inulina se haya

transformado en su totalidad a fructosa y glucosa
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Figura 2.6 Representacion de la hidrélisis parcial de inulina.

2.21 HIDROLISIS COMPLETA: JARABES DE FRUCTOSA

Los jarabes de fructosa son utilizados ampliamente en la industria gracias a que la
fructosa es la azucar natural mas dulce, siendo 1.2 veces mas dulce que la sacarosa en
base peso. Esto significa una cantidad menor de azlcar para obtener el mismo sabor
(Shallenberger, 1993). Otras propiedades de los jarabes de fructosa, importantes para
la industria, son su baja viscosidad con respecto a otros jarabes dulces y la alta

concentracion obtenible en fructosa por la alta solubilidad de esta azucar.

Su consumo resulta benéfico en algunos aspectos, uno de ellos siendo que en
comparacion de la ruta metabdlica de la glucosa, la de la fructosa no depende de la
insulina, convirtiéndose en un azucar que puede ser usada en alimentos para diabéticos,

aunqgue sus efectos en la salud a largo plazo aun no son especificados con certeza. En
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otro rubro, su efecto en el decaimiento dental es menor a otros azucares. (Roch-
Norlund et al., 1972). Estas propiedades han dado importancia a los jarabes de fructosa

en la industria alimentaria.

Actualmente, la mayor parte de la fructosa utilizada en la industria alimentaria se
produce a partir del almidén de maiz. La produccién se realiza mediante una hidrdlisis
de almidén, seguida por una isomerizacion, en la que se obtiene un promedio de 42%
de fructosa. Esta conversion puede ser incrementada hasta 95% por medio de una
separacion cromatografica y una posterior isomerizacion de la glucosa residual (Kays y
Nottingham, 2008).

Al ser un polimero de fructosa, la inulina resulta en una mejor alternativa para producir
un jarabe rico en fructosa. El porcentaje de fructosa, obtenido en la hidrdlisis, varia con
el grado de polimerizacién de la inulina. Un lote con bajo GP producira jarabes con un
contenido considerable de glucosa y, por lo tanto, una fraccion de fructosa reducida.
Para evitar esto, son necesarios dos procesos para la produccion de jarabes ricos en

fructosa a partir de inulina: 1) la hidrélisis y 2) el enriquecimiento de fructosa.

Para obtener un jarabe de fructosa de alta pureza es necesario separar la inulina con
bajo GP antes de la hidrolisis o extraer la glucosa al término de la reaccion. La
separacion de inulina con bajo GP se puede lograr por distintos métodos. Los mas
comunes siendo a través de cromatografia, ultrafiltracion (Kamada et al., 2002),
precipitacion fraccionada de compuestos con mayor peso molecular usando, ya sea
etanol o bajas temperaturas (Chabbert et al., 1985) y reaccidon enzimatica. En la
reaccion enzimatica, generalmente, se utilizan cepas de levadura que promueven la
fermentacién de inulina, restringida a fracciones de bajo peso molecular (Schorr-Galindo
et al., 1995.). Asi, la inulina sin procesar se fermenta inicialmente para producir etanol
de la fraccion con bajo peso molecular. La fraccion residual con un GP alto se hidroliza
posteriormente, obteniendo jarabes de fructosa de hasta el 95% (Kays y Nottingham,
2008).

23



ANTECEDENTES

2.2.2 HIDROLISIS PARCIAL: INULO-OLIGOSACARIDOS

Los oligbmeros de inulina son generalmente considerados como inulo-oligosacaridos
(I0S)(también referidos en ocasiones como fructooligosacaridos u oligo-fructosa) con
un GP menor a 9 y con estructura F, (Kays y Nottingham, 2008). Al igual que la inulina,
estos oligdmeros tienen una amplia utilidad en la elaboracién de alimentos con valor
agregado. En la Tabla 4, se muestran algunas de las aplicaciones, de la inulina y los
IOS, en la industria de alimentos y bebidas. Su aplicacion se respalda en que ofrece un
beneficio dual al alimento: 1) una mayor calidad organoléptica y 2) una composicion
nutrimental mejor balanceada. Su efecto favorable en la reduccidén de triglicéridos y
colesterol (Davidson et al., 1998) y su bajo nivel calérico de tan sélo 1-2Kcal/g (Kaur y
Gupta, 2002) lo hace conveniente y recomendado en la dieta de personas obesas. Las
personas diabéticas también pueden gozar de este beneficio, ya que no se requiere a la

insulina en la via metabdlica de los I0S.

Otros efectos positivos en la ingesta de I0S se han reconocido en casos de
constipacién por sus propiedades como fibra dietética. Su ingesta no presenta efectos
alternos indeseables, comunes con el consumo de otras fibras dietéticas. El principal
problema de otras fibras es la influencia negativa en la absorcion de vitaminas y
minerales (Hond y Ghoos, 2000). En el caso de los I0S, se ha demostrado un
incremento significativo en la absorcion de minerales en el intestino como calcio y
magnesio (Ohta et al., 1995). Inclusive, se ha sefialado que los IOS tienen un potencial
quimiopreventivo en el desarrollo de cancer de colon, muy significativo (Wargowich et
al., 1995).
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TABLA 4 RESUMEN DE LAS APLICACIONES DE LA INULINA Y
LOS IOS EN ALIMENTOS.

Porcion de Porcion de 10S

Aplicacion Funcionalidad inulina (% o/ % pl|

_ e uinaC6ply) 06D

Sustituto de azUcar y grasas

Textura y derretimiento
Postres congelados o . 2-10 5-12
Sinergia con saborizantes

Fibray prebidtico

Fibray prebidtico
Pan y bienes horneados Retencion de humedad 2-15 2-25
Sustituto de azticar

Sustituto de azdcar y grasas
Rellenos . 2-30 2-50
Mejora en la textura

Sustituto de grasa
Aderezos de ensaladas 5 2-10 —
Cuerpo y sensacion en la boca

Sustituto de azlicar y grasas

Sinergia con saborizantes
Productos dietéticos y

- S Bajo en calorias 2-15 2-20
suplementos alimenticios

Cuerpo y sensacion en la boca
Fibray prebidtico

Sustituto de az(icar
Tabletas ] . 5-100 2-10
Fibray prebidtico

Tomada de (Franck, 2002)

25



ANTECEDENTES

Se ha reportado que los I0OS ayudan a potenciar la poblaciébn bacteriana de
Bifidobacteria en el intestino. La predominancia de ésta poblacion, en el intestino
grueso, contribuye a la prevencion de muchas enfermedades y a una mejora en la salud

en general.

Gibson (1994) y Ruberfroid (1995) reportaron que el efecto bifidogénico, producto de la
fermentacién de fructanos en humanos y animales, es selectivo. Sus estudios revelaron
que pacientes humanos, tomando una ingesta diaria (15 g/dia) de determinados
fructanos por 14 dias, mostraban un cambio significativo en la distribucién poblacional
de su microflora intestinal. La poblacion muestra eran humanos con una poblacién
minoritaria de Bifidobacterias en su microflora intestinal. Al final del estudio, los
pacientes que ingirieron IOS mostraron el mayor cambio en el tamafio de poblacion
Bifidobacteriana, la cual conformé el 82% de la poblacién total en su intestino. En
contraste, los pacientes con un suministro de sacarosa, de acuerdo al control
proporcionado, tuvieron solamente una fraccion del 17% y 44% para el mismo género
de bacterias (Figura 2.7). Haciendo referencia previa a la Figura 2.4, la inulina registro
una fraccion del 71%. El incremento de las Bifidobacterias, promovido por el consumo
de 10S, fue acompafiado por un decremento en la poblacion de Bacteroides y otras

poblaciones potencialmente patogénicas.

Una ingesta diaria de 4 g de I0S es suficiente para incrementar la Bifidobacteria y

obtener sus beneficios en la salud (Roberfroid et al., 1998).

Control 1 {Sacarosa) Inulo-oligosacaridos Control 2 (Sacarosa)

Clostidrium
Bifidus 2%,
17%.

Clastidrium Fusobacterium Clastidrium
Fusobacterium <1% 1% 502
9%

Fusobacterium
7%

Bacteroides
16%

Bifidus
445

Bacteroides
46%

Bacteroides
7%

Figura 2.7 Cambios en la microflora intestinal tras ingerir 10S.
Tomada de (Gibson et al., 1995)
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Respecto a su obtencién, los 10S pueden ser producidos en microrganismos como
Escherichia coli con la expresion de la B-fructofuranosidasas. En este caso, la sacarosa
actia como donador de fructosa y como aceptor inicial. Las B-fructofuranosidasas
necesitan tener una actividad de transfructosilacion suficiente para producir I0S. La
enzima, obtenida de la Aspergillus niger ATC20611, ha sido utilizada con éxito para

produccion industrial (Hidaka et al., 1988).

Otra forma de produccion es la, ya mencionada, hidrdlisis parcial de las fracciones con
oligdmeros de alto peso molecular (GP de 20-25). El método de preparacion de una
fraccion de oligobmero depende del intervalo de GP deseado en el producto final y del
GP en el componente inicial. En el caso de la inulina de alcachofa de Jerusalén es
posible usar ultrafiltracion, cromatografia u otros medios para separar una fraccion con
bajo peso molecular, ya que tiene un GP mas bajo que la inulina de chicoria y éste va
disminuyendo conforme mas tiempo tarde en ser cosechada (Kango y Chand, 2011).

2.2.3 METODO QUIMICO

La hidrolisis quimica de la inulina se puede realizar por tratamiento con &cidos
organicos o minerales como reportan Beglov y Golubev (2004) y Kim y Hamdy (1986).
Igualmente, se ha desarrollado un proceso a través de catalisis heterogénea usando
catalizadores &cidos solidos, como resinas de intercambio cationicas acidas, zeolitas o
carbon activado oxidado (Rocha et al., 2006). La hidrdlisis quimica se puede lograr
acidificando a pH de 2 a 3 con un intercambiador cationico de &cido fuerte y calentando
de 70 a 100°C (Matsumoto y Yamazaki, 1986).

El método quimico se encuentra asociado con algunas desventajas. Especificamente,
la formacién de contaminantes toxicos como la acrilamida, co-productos no deseados
como la difructosa anhidra y compuestos que agregan color al producto final
(Vandamme y Derycke, 1983). Estas desventajas reducen la produccion, ya que se
requiere un procesamiento del producto, mas demandante en tiempo y dinero, para

eliminar todo tipo de contaminante (Rocha et al., 2006).
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2.2.4 METODO BIOTECNOLOGICO

Una alternativa para superar los problemas presentados por los métodos quimicos es el

uso de una via biotecnoldgica, a traves la reaccion enzimética de la hidrélisis.

La hidrdlisis de inulina hasta fructosa se lleva a cabo por la exoinulinasa (EC 3.2.1.80;
B-D-fructano-fructohidrolasa) actuando por si sola o en asociacion con la endoinulinasa
(EC 3.2.1.7; B-fructano-fructanohidrolasa). La endoinulinasa es responsable de la
hidrolisis parcial del polimero a 10S de longitud variada (Yun et al., 2000). Muchas de
estas enzimas fructosil-hidrolasas poseen una amplia especificidad de sustrato,
suponiendo que cada oligémero de fructosa es un sustrato diferente; la clasificacion del
grado de especificidad de la enzima, dependera de la proporcién entre la sacarosa y la
inulina hidrolizada (S/1) (Kango y Chand, 2011).

Esta reaccion se puede llevar a cabo con una enzima inmovilizada, que permitiria el
reuso del biocatalizador y reduciria los costos al evitar la necesidad de separar la

enzima del producto final.

Este método serd descrito con mayor analisis de cada componente en apartados
préximos (p29, p30, p34, p36, p42).
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2.3 INULINASAS

Las inulinasas son enzimas que se encuentran en el grupo de las hidrolasas,
clasificadas como fructofuranosil hidrolasas. Son producidas por un amplio nimero de
organismos, incluyendo plantas, bacterias, hongos y levaduras. La reaccion catalizada
por las inulinasas generalmente implica la accion de dos enzimas, la exoinulinasa y la

endoinulinasa.

231 PRODUCCION DE INULINASAS

Las inulinasas pueden ser obtenidas de plantas y diversos microorganismos. Se ha
demostrado que las plantas dientes de ledn, chicoria y la alcachofa de Jerusalén
contienen inulinasas que puede ser extraidas y purificadas. Sin embargo, estas fuentes
no son tan productivas como las microbianas, que al parecer, serian las Unicas fuentes

potenciales para llevar a cabo un proceso industrial para la obtencion de inulinasas.

Lo que distingue las enzimas obtenidas de distintos microorganismos es la produccion
de enzima activa por cultivo [U/ml] (unidades de actividad/ ml de cultivo) y las
propiedades de la enzima, que estrictamente dependen, no solo de la clase de
microorganismo utilizado, sino también de la forma en que la fermentacion fue llevada a
cabo. Un importante nimero de hongos, levaduras y bacterias son capaces de producir
inulinasa. Muchos de ellos han sido cultivados para purificar la enzima como muestran
los trabajos realizados por Pandey et al. (1999) y Vandamme y Derycke (1983). Dentro
de los microorganismos detectados para producir inulinasas, las cepas de hongo, mas
prominentes como productoras, son la de Aspergillus y la de Penicillium, mientras que
para las cepas de levadura, la de Kluyveromyces es la mas comun. Especies de
Xanthomonas y Pseudomonas han sido reportadas como prometedoras entre las
bacterias productoras de inulinasas (Kango y Chand, 2011). La produccion de enzimas
y el sitio de actividad enzimatica, al parecer, son determinados por el tipo de
microorganismo usado como fuente y el sustrato usado durante la fermentacion (Ricca

et al., 2007). Las condiciones de cultivo, como concentracion de sustrato, temperatura,
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pH, agitacion, aireacion, presencia de compuestos supresores 0 promotores entre otros

afectaran la produccién de inulinasas.

La eleccion del microorganismo para la produccién de inulinasas dependera del uso
planeado para la enzima. Una mezcla de inulinasas tipo exo y endo se recomienda para
la produccion de jarabe de fructosa a partir de inulina vegetal, ya que su accion
sinérgica ofrece una mayor tasa de produccion (Kango y Chand, 2011). Nakamura
(1978) fue el primero en reportar la produccién de ambas inulinasas de la cepa A. niger.
Las cepas que producen exclusivamente endoinulinasa son de gran interés en la
produccion de I0S. Las endoinulinasas han sido caracterizadas de una variedad de
hongos incluyendo Pencillium sp. TN-88 (Nakamura et al., 1997) y Pencillium
purpureogenum (Onodera y Shiomi, 1988). Es importante caracterizar la accion de la
endoinulinasa en término del GP producido. Las inulinasas de A. niger producen los
I0S F3, F4y Fs, mientras que las de Pencillium sp. TN-88 producen exclusivamente Fs.
La tecnologia basada en enzimas, sélo sera atractiva econdmicamente, desarrollando
métodos de produccién de enzimas de bajo costo. El uso de sustratos de bajo costo y
de incidencia natural con alta productividad, significarian una reduccién en la inversion

total del proceso (Kango y Chand, 2011).

2.3.2 PROPIEDADES DE LAS INULINASAS

El origen microbiano de las inulinasas determinara si su funcionamiento es extra o intra-
celular y definirh muchas de sus caracteristicas, como peso molecular, solubilidad y
temperatura 6ptima. En la Tabla 5, se muestran las propiedades de varias inulinasas
gue han sido caracterizadas de diferentes microorganismos. Las inulinasas, obtenidas a
partir de hongos, han reportado caracteristicas diferentes entre si. Por ejemplo, la
termoactividad, que es una de las caracteristicas de mayor relevancia para la aplicacion
industrial, deseandose prioritariamente una temperatura alta de funcionamiento, ha
arrojado distintos resultados. En el caso de las inulinasas obtenidas a partir de
Pencillium sp., se reporté un intervalo de temperatura de actividad 6ptima de 45-50°C
(Nakamura y Nakatsu, 1977), por otra parte, para las inulinasas provenientes de A.

niger fue de 45-55°C (Nakamura et al., 1978). Otros reportes difieren y muestran que
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las inulinasas de A. niger y A. fumigatus presentan una actividad 6ptima a 60°C de (Gill
et al., 2006).

TABLA S PROPIEDADES DE ALGUNAS INULINASAS
MICROBIANAS

. Intervalo pH Intervalo Temp. Km ACtiVi,d.ad
Origen Forma  PM (kDa) de pH optimo  de Temp. optima (mmol/L) especifica
(U/mg)
Penicillium sp. El 60 4.0-74 4.5 <50 50 173 —
Ell 65 5.6 59 .233
Penicillium sp. — — 5.0-7.0 4.4 <45 45 — —
K. marxianus Exo — — 515 — 55 3.92 49
K. fragilis — 250 — 5.5 — 55 — —
F. oxysporum Extra- 300 — 6.2 — 37 2 —
P. rugulosum — — — 6.0-7.0 — 55 — —
B. subtilis — 75 — 5.5 — 55 —
F. oxysporum — — — 6.0-7.0 — 37 — —
Chrysopannorum — 58 45-85 — — 50 — —
Aspergillus sp. Endo- 53 — 6.2 — — 570 150
Exo- 81 258
F. oxysporum Extra- 300 — 5.8 — 37 .0167 63.3
Intra- 300 6.2 30 .02 21
C. acetobutylicum Extra- — — 5.5 — 47 6 —
Intra- 7
C. acetobutylicum — — — 4.8 — — 0.012 —
A. niger Endo 68.1 — 6 — 50 3.53 350

Sustrato: Inulina vegetal. Modificada de (Pandey et al., 1999)

En el caso del pH, la mayoria de las inulinasas exhiben un éptimo en el intervalo de 4.0
a 5.5 (Vandamme y Derycke, 1983). Sin embargo, Pandey et al. (1999) reportaron que
las inulinasas de origen fungico pueden mostrar un pH 6ptimo desde 4.5 hasta 7.0, las

bacterianas de 4.8 a 7.0 y las de levadura de 4.4 a 6.5.

Es necesario considerar que los valores Optimos de temperatura y pH no
necesariamente resultaran en los valores de operacion a una escala industrial, debido a
gue factores como la estabilidad de la enzima, el riesgo de contaminacion, la solubilidad
de la inulina y la posible formacion de color modifican las condiciones necesarias para
obtener un producto comercial y una produccién final econémicamente viable. Valores

de pH, tan bajos como los 6ptimos arriba reportados, son recomendados para evitar la
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coloracion. Por otra parte, temperaturas altas que pueden maximizar la actividad de la
enzima, también pueden afectar su estabilidad. La desactivacion térmica ocurre por una
desnaturalizacion de la enzima al trabajar en rangos de temperaturas extremas para su
estructura. Es necesario evaluar la termoestabilidad y termoactividad de la enzima para
determinar una temperatura Optima para un proceso industrial. Una temperatura alta
beneficiaria al proceso al incrementar la solubilidad de la inulina, establecida ya como

un factor limitante dentro del proceso (Ricca et al., 2007).

El peso molecular de las inulinasas se encuentra relacionado estrictamente con el
organismo productor, variando generalmente en 6rdenes de magnitud menores a 1. Se
han reportados valores de 68 kDa para inulinasas de A. niger, 53 kDa de A. ficcum, 54
kDa de A. candidus (Kochhar et al., 1999) y 250 kDa de K. fragilis (Kaur et al., 1994). La
variacion en el peso molecular no solo se relaciona con el origen de la inulinasa, sino

gue su especificidad, ya sea endo u exo, repercutira en éste.

Pocos reportes han sido publicados sobre la estructura de las inulinasas. Nagem et al.
(Nagem et al., 2004) determinaron la estructura de la exoinulinasa de A. awamori por
cristalografia de Rayos-X de alta resolucion. La estructura revel6 que la proteina esta
compuesta por dos dominios: ElI dominio catalitico N-terminal, de mayor tamafo y
compuesto por un plegamiento inusual de hojas beta en forma de propela de cinco
paletas, y el dominio C-terminal, plegado en forma de beta sandwich. Su estructura es
similar a la invertasa (B-fructosidasa) de thermotoga maritima perteneciente a la familia
32 de las glicosil-hidrolasas. La exo-inulinasa es una glicoproteina que contiene 5
glicosilaciones. Los dos cristales obtenidos de la misma proteina mostraron diferente
grado de glicosilacién. La estructura de la exoinulinasa se puede observar en la Figura
2.8, donde se ilustra a cada cuchilla del dominio amino-terminal en distinto color; la
cuchilla 1 en amarillo, la 2 en turquesa, la 3 en rojo, la 4 en verde y la 5 en naranja. El
dominio carboxilo-terminal se ilustra en azul y la pequefia union por cadena polipéptida

entre dos dominios se representa en rosa.
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Asn3000 J

Figura 2.8 (a) Representacion gréfica de la estructura secundaria de la
exoinulinasa. (b) Representacion de la superficie de la exoinulinasa
con la molécula de fructosa en el sitio activo.

Tomada de (Nagem et al., 2004)

Basso et al. (2010) desarrollaron un modelo de la endoinulinasa de A. niger (Figura 2.9),
por medio de modelamiento por homologia. La estructura en cristal de la A. awamori fue
utilizada como molde. Simulaciones de dinamica molecular y acoplamiento molecular se
llevaron a cabo para establecer las diferencias. Era claro que el modelo, para la
endoinulinasa de A. niger, revelaria una forma analoga a la estructura de la
exoinulinasa de A. awamori, pero también se obtuvieron ciertos cambios secuenciales.
Las principales diferencias se observaron en el dominio catalitico, entre ellas, que el
residuo Asp 41 en la estructura de A. awamori, era remplazado por un residuo Glu 43
en el modelo de A. niger, lo que sugiere un rol en la selectividad del sustrato para este

residuo.
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Figura 2.9 Modelo de la endoinulinasa de A. niger.
Se muestra el sitio activo en superficie semitransparente y los sitios de
glicosilacion como esferas grandes.
Tomada de (Basso et al., 2010)

2.3.3 MECANISMO DE REACCION

Alineamientos multiples de la secuencia genética de inulinasas de origen fangico
revelaron la presencia de secuencias conservadas en las distintas inulinasas. Estas
secuencias fueron similares a las observadas en distintas inulinasas de origen
bacteriano. La presencia de la secuencia Arg-Asp-Pro (RDP) ha sido encontrada en las
secuencias de las fructosil transferasas, las inulinasas, las invertasas y las levanasas.
Se ha supuesto que esta secuencia tiene un rol funcional en el acoplamiento de
sustrato, asi como ser responsable de la especificidad de la enzima frente a residuos
fructopiranosiles (Nagem et al., 2004). En 1995, Zherebtsov evalud la estructura de
sitios activos en inulinasas provenientes de la A. awamori VKMF-808. Las estructuras
mostraron que los grupos carboxilicos y el imidazol eran participes en la catalisis.
Posteriormente, en el 2003, propuso un posible mecanismo para la inulinasa de la cepa
bacteriana B. polymixa 722. La funcidon enzimética consiste en el rompimiento de los
enlaces fructosil p—(2,1). Esta ruptura es efecto de un ataque nucleofilico y electrofilico,
combinado y directo, dentro del sitio activo de la enzima. Los grupos de los
aminodacidos, propuestos a efectuar el ataque del nucledfilo y del electréfilo en la

catdlisis, son el imidazol y el sulfidrilo, respectivamente.
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El mecanismo propuesto se muestra en la Figura 2.10, en la que se observa que la
reaccion comienza via un ataque nucleofilico por parte del imidazol del aminoacido His
sobre el carbono en la posicion 2. Esta primera secuencia de pasos produce un
complejo intermediario tetraédrico que, al ser transformado con la presencia de agua,
da lugar a la formacion de los productos finales. El grupo sulfidrilo del aminoacido Cys

actla como aceptor o donador de hidrogeno en los distintos pasos del mecanismo.

OH
o / &, O
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1 Cys [— S: 1
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i PR N/\/ el iR 5
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Figura 2.10 Esquema hipotético para el mecanismo de accion de la
exoinulinasa de la B. Polymyxa 722.

Tomada de (Zherebtsov et al., 2003)
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Este mecanismo ha sido propuesto para la accion de una exoinulinasa, pero se asume

una accién homologa para la endoinulinasa al actuar sobre el mismo enlace.

Un punto interesante en el modo de accién de las exoinulinasas ha sido denotado por
Snyder y Phaff (1962). Ellos propusieron que dependiendo del pH, la enzima podia
exhibir dos modos de accion. Se reportd que a valores pH de 3.0, la enzima atacaba
diferentes moléculas de inulina aleatoriamente (baja procesividad), mientras que a
valores mas altos (5.1-7.0), la enzima atacaba una sola molécula de inulina hasta su

degradacion total a fructosa y glucosa (alta procesividad).

2.3.4 PROPIEDADES CINETICAS

Existe un punto fundamental cuando se trata con las propiedades cinéticas de las
inulinasas; el distinto GP de la inulina y su variacibn misma durante el avance de la
reaccion no permite una estimacion precisa de los parametros cinéticos y, en general,
impide que la cinética sea descrita por una ecuacion del tipo Michaelis-Menten
(Vandamme y Derycke, 1983). Sin embargo, varios autores como Focher et al. (1991)
reportaron comportamientos del tipo Michaelis-Menten. Azhari et al. (1989) plantearon
la necesidad de expresar los parametros cinéticos de las exo y endoinulinasas en una
base distinta. En la Tabla 5, se observan las propiedades cinéticas reportadas de

algunas inulinasas.

La concentracion de sustrato, en este caso la inulina de origen vegetal, tiene una
influencia sobre la rapidez de la hidrdlisis debido a muchas razones. Desde un punto de
vista cinético, una mayor concentracion de sustrato establece una alta rapidez de
reaccion. Diferentes autores encontraron que la velocidad de reaccion se incrementa
conforme la concentracion de inulina aumenta. No se observé un efecto de inhibicion a
ninguna concentracion, pero a valores de concentracion mayores a 12.5% la rapidez ya
no cambiaba (Zittan, 1981).

La presencia de inulina, durante el almacenamiento de la enzima, resulta util, ya que su
presencia demostro0 un efecto estabilizante. Uhm et al. (1982) reportaron que el

almacenamiento de la inulinasa proveniente de K. fragilis, en la presencia de inulina, no
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resulté en perdida de actividad, mientras que en el mismo periodo de tiempo a T>10°C,

la enzima solo retenia 20% de su actividad cuando no habia sustrato presente.

La concentracion de la inulina presente en una solucion acuosa se encuentra limitada
por su baja solubilidad. En un proceso industrial existird la necesidad de utilizar una
inulina con bajo GP pero con una mayor solubilidad (Ricca et al., 2007). El GP también
afectara la rapidez de la hidrdlisis. Vandamme y Derycke (1983) demostraron que la
hidrélisis era mas rapida con una inulina de chicoria menos procesada con GP igual a 8
comparada con una inulina pura con un GP de 24. Esto puede ser debido a que con un
mayor GP hay un menor nimero de terminales disponibles para que las exoinulinasas

puedan actuar.

La actividad de las inulinasas también se ve afectada por sustancias inertes presentes
en la reaccion. En la Tabla 6 se muestran algunos de los inhibidores y activadores
reportados para algunas inulinasas. Los iones de Magnesio mostraron ser activadores
de la actividad de la inulinasa de A. niger 12 y Penicillium sp. estimulando la hidrdlisis
en 1.33 y 166 veces respectivamente (Nakamura y Nakatsu, 1977). Algunos metales
pesados, especialmente el Hg?*, han sido reportados como inhibidores de la inulinasa, e
incluso pueden llegar a hacer indetectable la actividad. lones metalicos Hg?*, Pb?*, Cu?*

mostraron ser fuertes inhibidores de la inulinasa de A. niger 319 (Chen et al., 1997) .

TABLA 6 INHIBIDORES Y ACTIVADORES DE ALGUNAS
INULINASAS MICROBIANAS.

Origen Inhibidores Activadores Referencia
Aspergillus Mn?*, Fe3* — Zittan, 1981
A. ficuum ng+’ Ag', Mn2* o Ettalibi 2:((11 Eta;;?itgi,’ 11%%(% Baratti
A. ficuum Hg?*, Ag*, Mn**, N-bromosuccinimida — Focher et al., 1991
A. fumigatus Ag', Hg?" Ca2+, Mn2+ Gouda, 2002
Penicillium sp TN-88 Ag’, Hg*", p-chloromercurilbenzoato Mn2+ Shitara et al., 1997
]t<r:iugyi\lliesr0myces NO?-, Hg?* Ba2+, Fe3+ Kaur et al., 1994
K. sp. Y-85 Hg?, Ag* . Wenling, Huiying and Shiyuan,

1999

Tomada de (Ricca et al., 2007)
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2.4 INMOVILIZACION ENZIMATICA

Para mejorar los procesos enzimaticos asi como la estabilidad de las enzimas, se han
realizado, por varios afos, investigaciones sobre metodologias que permitan el uso
continuo y la recuperacion del biocatalizador. En este contexto, la inmovilizacion se
presenta como una alternativa viable y se han desarrollado métodos para la
inmovilizacion de enzimas, tales como encapsulacion mediante el método sol-gel
(Borole et al., 2004), entrecruzamiento de cristales enziméticos (Ayala et al., 2002),
conjugados enzima-polimero (Bakker et al., 2000) (Lozinsky et al., 2003) asi como la
fijacion fisica o covalente sobre soportes solidos. Durante la inmovilizacion, las
moléculas de proteina se filan o se combinan, ya sea mediante interacciones
electrostaticas o bien por enlaces quimicos, con un material inerte formando una fase
sélida en el medio de reaccion. Los sustratos y los productos se pueden difundir entre
las dos fases de tal manera que la enzima no forma parte del producto o del sustrato
por lo que puede ser recuperada y reutilizada. Los métodos de inmovilizacién, de
acuerdo a la “International Enzyme Engineering Conference” se agrupan en dos
categorias principales: Adhesion y atrapamiento (Sundaram, 1974) y sus subdivisiones

se muestran en la Figura 2.11.
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Figura 2.11 Métodos de inmovilizacion enzimatica.
Tomada de Montiel (2008).
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El uso de cualquiera de estos meétodos para la aplicacion de biocatalizadores en
reacciones quimicas depende de varios factores tales como la naturaleza de la enzima,
los reactivos participantes y las condiciones del proceso, asi como los efectos del micro-

ambiente y los problemas de transferencia de masa resultante de la inmovilizacion.

La estabilidad y las propiedades cataliticas de las enzimas inmovilizadas pueden
afectarse directamente debido a cambios conformacionales inducidos por la
hidrofobicidad, porosidad, carga superficial u otras propiedades del soporte (Engasser y
Horvath, 1976). Indirectamente, la actividad y estabilidad del biocatalizador pueden ser
influenciadas por la disponibilidad y densidad de sitios activos, impedimento de los
cambios conformacionales de la enzima (Mozhaev et al., 1983), restricciones de la
rotacion espacial de los sustratos, efectos de particion y limitaciones de transferencia de
masa (Riley et al., 1999). Finalmente, el desempefio de la enzima inmovilizada también
depende de algunos parametros que no son cataliticos, tales como la resistencia
mecanica y quimica, biodegradabilidad, capacidad de carga, retencion de la enzima y

redso.

2.41 INMOVILIZACION POR ATRAPAMIENTO

La inmovilizacion por atrapamiento involucra la introduccion de la enzima en una matriz
o bien encapsularla en membranas semi-permeables tanto organicas como inorganicas.
Con ambos métodos, el biocatalizador tiene considerablemente menos contacto con el
medio de reaccion respecto a la adhesion, pero retiene su flexibilidad y movilidad por el
caracter débil de la naturaleza de las fuerzas que intervienen. Una de las desventajas
del atrapamiento es la liberacion al medio de la enzima durante su aplicacién por
lixiviacion. Este problema puede ser reducido controlando el tamafio de poro de las
matrices y membranas. Sin embargo, este tipo de inmovilizacion presenta problemas de

transferencia de materia tanto de sustratos como productos.
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24.2 ATRAPAMIENTO EN MATRICES

La introduccién de enzimas en las cavidades de una red de polimero es un proceso que
involucra la polimerizacién o entrecruzamiento de moléculas precursoras en presencia

de una disolucion o suspension de la enzima.

Los polimeros obtenidos por el proceso de calentamiento y subsecuente enfriamiento
(gelacion térmica) se caracterizan regularmente por una baja estabilidad térmica y
mecanica (Nilsson et al., 1987). En este grupo los geles de polivinil alcohol presentan la
Gnica excepcion, ya que combinan una alta elasticidad con una resistencia a la
temperatura hasta 65°C. Este tipo de geles regularmente se obtienen en forma de
esferas, mediante un proceso de emulsificacion/dispersion en presencia de un aceite

como fase discontinua (Metrangolo-Ruiz De Temino et al., 2005).

Las matrices a base de polimeros sintéticos son generalmente superiores a los

polimeros naturales en términos de resistencia y estabilidad ambiental.

En este tipo de atrapamiento, la porosidad del soporte, asi como sus propiedades
hidrofilicas e hidrofébicas, pueden ser fuertemente influenciadas mediante el ajuste

deliberado de la composicion molecular (Gill y Ballesteros, 2000).

24.3 ATRAPAMIENTO EN MEMBRANAS

Este método requiere la formacion de capsulas de membrana en presencia del
biocatalizador o bien su insercion en médulos preformados. El primer método produce
unidades cataliticas microscépicas que facilitan la transferencia de materia durante la
reaccion, pero pueden tener efectos negativos sobre la actividad de la enzima
encapsulada, mientras que el segundo método proporciona unidades -cataliticas
relativamente grandes, con gran resistencia mecanica, pero presenta severas

restricciones de transferencia de materia y dafio a la membrana.
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2.4.4 INMOVILIZACION POR ADHESION

La inmovilizacién por adhesién involucra la formacion de agregados macroscopicos por
interaccion directa entre moléculas de enzima o sobre superficies de soportes organicos
0 inorganicos. Las ventajas y desventajas de estos dos principios han sido discutidas
ampliamente por varios autores (Tischer y Kasche, 1999) (Cao et al., 2003), haciendo
énfasis particularmente en la posible pérdida de actividad debido a altas cargas de

enzima.

24.5 ENTRECRUZAMIENTO

Muchas enzimas poseen una tendencia natural a la agregacion, particularmente cuando
estdn suspendidas o disueltas en alta concentracion (Bunch, 1994). Este es un
resultado de las interacciones fisicoquimicas entre sus superficies y ha sido
aprovechado en diversas aplicaciones (Harris, 1973). Para propositos técnicos, la
agregacion puede ser inducida de manera artificial por disolventes orgénicos,
electrolitos, polimeros no iénicos o &cidos (Mandels et al., 1974) y este procedimiento
regularmente tiene efectos menores sobre la actividad catalitica, o cual hace que la
agregacion sea un proceso promisorio para la inmovilizacion. Sin embargo, debido a
que las interacciones entre las moléculas de enzima son débiles, la estabilidad de la

enzima se ve afectada.

La estabilidad de los biocatalizadores agregados respecto al esfuerzo mecanico se
puede incrementar mediante la introduccién de agentes. Entre muchos posibles
agentes quimicos entrecruzantes. El glutaraldehido es el mas empleado porque
reacciona rapidamente y de manera irreversible a pH neutro, o ligeramente basico con
los grupos e-amino de la proteina y, regularmente, con los residuos del aminoacido de
lisina. Este procedimiento ofrece un incremento en la estabilidad térmica de la enzima,
pero ocasiona una disminucion de la actividad enzimatica, la cual resulta por la fijacion
de la conformacion de la proteina por enlaces inter e intramoleculares (Migneault et al.,
2004).
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2.4.6 ADSORCION

La adsorcién de una enzima en un material sélido es un proceso que resulta de las
interacciones ionicas, hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals y puentes de hidrégeno.
La inmovilizacion se lleva a cabo por el simple contacto de la enzima con el soporte,
mientras que la fuerza de la adhesion depende del tipo y cantidad de las interacciones
fisicas, las cuales son fuertemente influenciadas por las caracteristicas de la enzima y

del soporte. Por ejemplo:

1. El pH del medio de reaccion, que influye en el nimero y la naturaleza de las cargas

que presenta la superficie de la proteina y del soporte.

2. La fuerza iénica que al incrementarse produce la desorcion de la enzima, porque los

iones inorganicos compiten con la proteina por la unién al soporte.
3. El diametro de poro y el area superficial especifica del soporte.
4. Tiempo de incubacion durante la adsorcion.

5. Temperatura de adsorcion.

2.4.7 INMOVILIZACION DE INULINASAS

Distintos métodos se han documentado para inmovilizar inulinasas; como matrices en
gel, alginato de calcio, agar, gelatina, derivados de celulosa y tubos de Tygon. En la
mayoria de los casos fue con el objetivo de producir jarabes ricos en fructosa (Yun et al.,
1997). Uno de los primeros trabajos de inmovilizacion de inulinasa fue desarrollado por
Nahm et al (1979), al inmovilizar inulinasa de K. fragillis en tubos Tygon por silanizacion
en cloroformo con glutaraldehido al 10%. Después de este trabajo, han seguido muchos
bajo la misma linea en otro tipo de soportes. Es posible que las propiedades de la
enzima inmovilizada difieran respecto a la libre, referente a la actividad, estabilidad y
propiedades cinéticas. Esto se puede deber a la estructura del soporte, asi como a sus

propiedades fisicas o quimicas, y al acoplamiento de este con la enzima. En la Tabla 7,
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se pueden observar las propiedades reportadas de inulinasas, de diverso origen,

inmovilizadas en distintos soportes.

TABLA 7 DATOS DE ACTIVIDAD Y VALORES CINETICOS DE
INULINASAS MICROBIANAS INMOVILIZADAS EN
DISTINTOS SOPORTES

Origen Soporte g)-glc)-;() (,E) F;| g{l;,:tl (mrrrig:/L) Referencia
E;;:gg:umm Derivado de frijol de soya 45 6 0.44 Gupta et al., 1992
F. oxysporum Derivado de frijol de mungo 45 6.5 0.25 Gupta et al., 1992
F. oxysporum Derivado de clara de huevo de gallina 0.33 Gupta et al., 1992
F. oxysporum DEAE-celulosa 37 55 0.3 Gupta et al., 1992
e s 6
A. candidus Quitina 55 55 1.66 Kocf;?;l:,rlcal%%g and
A. candidus Caseina 55 6 0.3 KOCT;&]G];%I;I e
E;”g%\l’izmmyces 2-aminoethylcelulosa 45 55 2% ~0.6 Uhm, Ki{gggd Byun,
K. fragilis Celulosa 55 515 Kaur, 1994
A. ficcum Quitina 60 4.5 3% 0.36 Rhee and Kim, 1989
A. fumigatus Quitina 60 515 0.5 Gill et al., 2006
A. fumigatus Caseina 60 5.5 0.4 Gill et al., 2006
A. fumigatus Arginato de sodio 60 515 0.2 Gill et al., 2006
A. fumigatus Silica 60 5.5 0.33 Gill et al., 2006
A. fumigatus Dfﬁigjﬁ}g’:‘gﬂﬂﬁ’:ﬁgg d g 55 Gill et al., 2006
A. fumigatus QAE;rSneeprE‘:fneg‘i OA;%E‘:Z?)”Z d 5 65 Gill et al., 2006
A. fumigatus D°i"r¥fexrclar’;2b'it°2n(ig";tcr; d g 55 Gill et al., 2006
A fumigars  ATPere IRA410 émig)'z d s 55 Gill et al., 2006
A. niger 817 Amino-celulofina 50 52 Ogata et al., 1995
A. niger Amberlita 50 5.5 ~22 Rocha et al., 2006
K. sp Y-85 Poliestireno 55 5  0.03% G ey LM e

Shiyuan, 1999

Sustrato: Inulina Vegetal. *Glut épt.: Concentracion 6ptima de glutaraldehido.
Tomada de (Ricca et al., 2007)

Algunos autores han reportado sobre ciertas inulinasas inmovilizadas para ser usadas
en reactores por lotes (Kochhar et al., 1999), (Rhee y Kim, 1989), (Uhm et al., 1982),
mientras que otros han evaluado su desempefio en reactores continuos (Gupta et al.,
1992) (Rhee y Kim, 1989) (Wenling et al., 1999) (Nakamura et al., 1995) (Uhm et al.,
1982).
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2.4.7.1 Inmovilizacion con alginato de calcio

Los alginatos son polisacaridos anionicos lineares extraidos de alga café. Contienen
proporciones variables de enlaces (1-4) B-o-acido manuronico (M) y a-L-acido gulurénico
(G) residuos. Los residuos pueden variar ampliamente en composicion y secuencia y se
encuentran acomodados en un patréon de bloques a lo largo de la cadena. Las regiones
homopoliméricas de bloques M y G se encuentras espaciadas con regiones de
estructura alternante (bloques MG). La composicion y la extension de las secuencias y
el peso molecular determinan las propiedades fisicas de alginatos.

Una de las propiedades mas importantes y utiles de los alginatos es la habilidad de
formar geles en la presencia de algunos iones metéalicos multivalentes como el calcio.
La adicién controlada de estos iones técnicamente induce la formacién de geles de
alginatos insolubles. La afinidad de los alginatos por los iones de calcio y las
propiedades de formacion de gel, se encuentran estrechamente relacionadas con la
fraccion total de residuos G, el peso molecular del polimero y la concentracién de iones
de calcio al tiempo de gelacion. Cuando dos residuos G se encuentran adyacentes en
el polimero, un sitio de union se forma para el calcio (Figura 2.12) (Grant et al., 1973).
Los hidrogeles de alginato tienen el potencial para ser usados, ya sea para membranas
con liberacién controlada o sistemas de matrices para farmacos. El alginato de sodio
también tiene la capacidad de formar esferas como sistema multiparticulado. La
esferonizacion es una técnica establecida que permite la formacion de esferas con
ventajas en la regularidad de tamafio y forma y caracteristicas de superficie suave
ideales para membranas. El alginato de sodio ha sido utilizado en la esferonizacion

debido a su abundancia (Sriamornsak et al., 2008).
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Figura 2.12 Sitio de unién para la formacion de alginato de calcio.
Tomada de Prasad y Kadokawa (2009).

2.4.7.2 Inmovilizacion con co-polimero PVA-PEG

El polivinil-alcohol (PVA) y el polietilenglicol (PEG), ambos son materiales utilizados
ampliamente como hidrogeles por sus propiedades. El PEG se caracteriza por su alta
biocompatibilidad, mientras que el PVA se distingue por sus buenas propiedades
mecanicas (Gibas y H., 2010). El gel de polivinil alcohol es un sistema macroporoso de
redes interpenetradas estabilizadas por interacciones fisicas. Este se obtiene de un
proceso de ciclos de congelado y descongelado (Lozinsky, 1998), en el cual las
condiciones para la formacion de la estructura y la transicion al gel son establecidas
mediante la introduccion de polietilenglicol. EI PVA tiene el beneficio de tener grupos de
alcohol suspendidas que proveen sitios de unién para moléculas biol6gicas, mientras

qgue el PEG tiene menos disponibilidad de grupos funcionales.

La estructura del co-polimero PVA-PEG (Figura 2.13) permite obtener un hidrogel con
algunos de los beneficios de ambos. Dependiendo de la proporcion de PEG se
obtendra un mayor tiempo de degradacién del hidrogel, que representa un gran ventaja
sobre el gel homopolimérico de PVA que tiene un tiempo de degradacion de tan solo 1
dia (Lum y Elisseeff, 2003).
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OH

OH

H
Figura 2.13 Estructura del co-polimero PVA-PEG.
Tomada de (Suhrenbrock et al., 2011)
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HIPOTESIS

Al inmovilizar y determinar las propiedades cinéticas de la mezcla enzimatica Novo 960,
se obtendra un biocatalizador que permitiria llevar a cabo la reaccidén de hidrolisis de la
inulina, favoreciendo la actividad de la endo-inulinasa. Esto conllevara a su aplicacion y
redso en un sistema continuo.
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OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Inmovilizar fisicamente la enzima inulinasa Novo 960 y determinar sus propiedades

cataliticas en la reaccion de hidrélisis de inulina de chicoria.
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4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

» Inmovilizar la enzima en distintos tipos de soportes

= Determinar el pH oOptimo de la reaccion de hidrélisis para la enzima
inmovilizada.

= Determinacion de temperatura optima de la reaccion de hidrolisis para la
enzima inmovilizada.

= Determinar las propiedades cinéticas de la enzima inmovilizada.

= Determinar numero de reusos de la enzima inmovilizada.

» Comparar los parametros cinéticos entre la enzima libre e inmovilizada.

= Evaluar la enzima inmovilizada en un reactor tubular.
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MATERIALES Y METODOS

5.1 MATERIALES

La Enzima Novo 960 (mezcla comercial de endo y exoinulinasas producida por A. niger)

se obtuvo de la compariia danesa Novozyme.
La inulina de chicoria fue donada amablemente por la empresa danesa Beneo-Oratfti.

Todos los compuestos quimicos se compraron a través de Sigma-Aldrich con grado

analitico y se usaron sin alguna otra purificacion.

Para las mediciones espectrofotométricas se empled un espectrofotometro Perkin-
Elmer, Lambda 2S.

Para las reacciones por lote, la temperatura y agitacién constante se mantuvieron con
un controlador de temperatura Hetorfig Heto AT110 en conjunto con agitadores
magnéticos IKA ETS-d4 fuzzy. En otras ocasiones se uso la agitadora incubadora, New

Brunswick Scientific, Innova 4330.

Para las reacciones de &cido dinitrosalicilico (DNS), se usaron controladores de
temperatura, IKA RCT basic con IKA ETS-d4 fuzzy.

Para diversas mediciones se usaron:

Pipetas automaticas Finpippete Colour y Gibson Pipetman
pHmetro Beckman ®41

Desionizador de Agua, Millipore Simpak, Simplicity.

Cromatografia de liquidos de alta precision (HPLC), HP modelo 1100 acoplado al

detector de luz PLC1000; columna Phenomenex Luna 5 u NH, 100 a.
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5.2 METODOS.

5.21 CONCENTRACION DE PROTEINA.

Para medir la concentracion de proteina en la mezcla comercial Novo 960 se siguio el
método de Lowry (Lowry et al., 1951). La curva patron se realizé utilizando albumina

sérica bovina (BSA) como estandar.

El porcentaje de enzima inmovilizada se determiné por la diferencia entre la
concentracion determinada de proteina previo a la inmovilizacion y en los filtrados
recolectados posterior a la inmovilizacion. La cantidad de proteina se cuantificd por el
método de Lowry y la curva patrén de BSA usando espectroscopia a una longitud de

onda de 750 nm a temperatura ambiente.

5.2.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Para verificar la actividad de la enzima, se llevd a cabo la reaccion de hidrolisis de
inulina al 5% en reactores batch de 10 ml con 1 mg/ml de enzima. Los productos de la
reaccion se observaron con el uso de cromatografia de capa fina (TLC), con una fase
movil de Butanol:Etanol:Agua en una proporcién 3:2:1 y reveladas con una solucion de
Orcinol al 1%, H,SO, al 5% y Metanol al 1%.

5.2.3 INMOVILIZACION POR ADSORCION FISICA.

La inmovilizacién se llevd a cabo en los soportes de silica gel y Lewatit. Se usaron
tubos Eppendorf para colocar 1 g de soporte, donde posteriormente se agregé 1 mL de
la enzima. La enzima se preparo diluyendo la mezcla comercial Novo 960 al 10% v/v en
buffer de acetatos 100 mM pH 5.5. La inmovilizacion se realizé durante 24 h agitando a
velocidad moderada los tubos. El soporte con la enzima inmovilizada se lavé 3 veces
con buffer de acetatos 100 mM pH 5.5, para remover la enzima no adsorbida. El

soporte con enzima se seco y almacend en un desecador hasta su uso posterior.
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5.2.4 INMOVILIZACION EN ALGINATO DE CALCIO

Para inmovilizar la enzima, se prepar6 una solucién de 10 mL de alginato de sodio al
2% en buffer de acetato 100 mM pH 5.5. La mezcla comercial Novo 960 se diluyo al
10% en el mismo buffer de acetatos y 2 mL de esta solucion se agrego a la solucion de
alginato de sodio. Se utilizd una jeringa dosificadora para gotear la solucidon sobre una
solucion de 50 mL de CaCl; al 1.5% (p/v). Se permitio la gelificacion y formacion de
esferas de alginato de calcio durante 15 minutos después de gotear. Las esferas eran
filtradas y lavadas 3 veces en buffer de acetato 100 mM pH 5.5 y posteriormente

almacenadas en 6 mL de este mismo a 4°C hasta su uso.

5.2.5 INMOVILIZACCION EN CO-POLIMERO PVA-PEG

Se prepararon 10 mL de una solucion al 15% (p/v) PVA (PM: 30,000-60,000) y 15% (p/v)
PEG (PM: 9,000-10,000) en agua a 90°C. Una vez que se obtenia una solucién
homogénea, se enfriaba a 40°C. A esta temperatura se agreg6 cuidadosamente 1 mL
de NaOH 7M evitando aglomeraciones de gel. Se dejo agitando 30 minutos y se ajusté
el pH a 5.5 con HCI 13M. A esta solucion se le agregaron 2 mL de la mezcla comercial
Novo 960 diluida previamente al 10% en buffer de acetatos 100 mM pH 5.5. La mezcla
se goted en aceite de silicon a -20°C y se permitio la formacion de esferas durante 12 h
a 4°C. Las esferas se filtraron y lavaron 1 vez con hexano y 2 veces en buffer de

acetatos 100 mM pH 5.5 y posteriormente se almacenaron a 4°C hasta su uso posterior.

5.2.6 HIDROLISIS DE LA INULINA.

Las reacciones, si no se especifica lo contrario, se realizaron en reactores batch a
Temperatura, pH y agitacion constante, con un volumen de 5 mL de buffer de acetato
100 mM pH 5.5 con inulina al 0.5% (p/v). Para cada reaccion, el peso o volumen de

enzima inmovilizada o libre usada, era registrado.
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5.2.7 DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES

Los azucares reductores fueron medidos utilizando el método DNS (Bernfeld et al.,
1955). En tubos de ensayo se agregaron 100 pL de muestra, 200 pL de buffer de
acetato 100 mM pH 5.5 buffer de acetatos y 600 uL de reactivo DNS. Se calentaron en
agua hirviendo por 5 minutos y se enfriaron con hielo. Finalmente, se agregaron 4 mL
de agua y se midio su absorbancia a una longitud de onda de 540 nm. Para medir los

azucares reductores producidos en la reaccion, se realizé una curva patron con inulina.

5.2.8 DETERMINACION DE TEMPERATURA Y PH OPTIMOS

El efecto de la temperatura y pH sobre la actividad de la enzima se estudio
monitoreando la actividad de la enzima libre y la inmovilizada. En el caso de la
temperatura se incubaron reacciones en un intervalo de 30°C a 70°C. En el caso del pH,
una vez determinada la temperatura Optima en cada forma de la enzima, se incubaron
reacciones a esta T Optima con un pH en un intervalo de 4 a 7 en buffer de acetatos, sin
la necesidad de tener que usar otro tipo de buffer. Las muestras de la reaccion se
tomaron a diferentes intervalos de tiempo y puestas a congelar previniendo la

propagacion de la reaccion. Posteriormente se midio la actividad.

5.2.9 DETERMINACION DE PROPIEDADES CINETICAS

Las constantes de Michaelis-Menten para la enzima libre y la enzima inmovilizada se
determinaron monitoreando la cantidad de azUcares reductores liberada en la reaccién
de hidrdlisis de inulina modificando la concentracién de sustrato en un intervalo de 0.1%
(p/v) a 1% (p/v) en las condiciones éptimas determinadas. Los valores de Ky Y Vinax S€
determinaron a partir de las velocidades iniciales por regresion lineal aplicando la

relacion Lineweaver-Burk.
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5.2.10 TERMOESTABILIDAD

Se determiné la estabilidad de la enzima libre e inmovilizada en funcion de la
temperatura midiendo su actividad a distintos tiempos (0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h). Las
distintas formas de enzima se pusieron a las condiciones 6ptimas de temperatura y pH
sin la presencia de inulina. Se conservaron a estas condiciones hasta que
posteriormente se realizé la hidrdlisis en los tiempos determinados. Para cada tiempo
se tomaron muestras a diferentes intervalos de tiempo para la posterior medicion de
azucares reductores producidos. A partir de su actividad se determiné su tiempo de vida

media.

5.2.11 CICLOS DE REUSO

El nimero de ciclos de redsos de la enzima inmovilizada, fue determinado para los
soportes de PVA-PEG y Alginato de calcio. Para cada ciclo se llevd a cabo la reaccion
hidrolisis por 30 min a 50°C. Entre cada ciclo, la enzima se filtrd, se lavo y se realizé
nuevamente la reaccién por 30 min. En cada reaccidn se colectaron muestras a

diferentes intervalos de tiempo para medir la actividad enziméatica.
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A partir de trabajos anteriores realizados por colaboradores en el laboratorio, se conoce
que la inulina de chicoria usada en los experimentos tiene un GP promedio de 18
unidades y que la mezcla comercial de enzima puede contener endoinulinasa con un
peso molecular de 78 kDa, exoinulinasa de 68.1 kDa y posiblemente invertasa de 250
kDa. (Iglesias Martinez, 2011)

6.1 CONCENTRACION DE PROTEINA.

Inicialmente, se determiné la cantidad de proteina contenida en la mezcla comercial de
inulinasa a través del método de Lowry; utilizando BSA con una concentracion conocida
para obtener una curva patron (Figura 6.1), y asi tener un estimado de la proteina
reaccionante por volumen de mezcla. Se obtuvo un valor de 1.01ug/ml. No se puede
establecer este valor estrictamente como la cantidad de inulinasa en la mezcla, ya que
no se conoce con exactitud la composicién de la mezcla comercial, pero se tratara de

esta forma para facilitar el manejo de los resultados.

Una vez desarrollado los métodos de inmovilizacién, se obtuvieron los valores de
proteina adsorbida en los soportes de silica gel y Lewatit, asi como el desprendimiento
de la misma en lavados posteriores. En el caso del silica gel, se observé una adsorcion
promedio de 43.7% de 5 ensayos, mientras que en Lewatit fue de 50.6% en el mismo
namero de ensayos. En la Tabla 8, se puede observar un compendio de resultados
obtenido para los distintos inmovilizados incluyendo cantidad de enzima cargada,

cantidad de enzima inmovilizada y otras propiedades.
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TABLA 8RESULTADOS DE CONCENTRACION DE ENZIMA LIBRE E INMOVILIZADA

Volumen de ;
mezcla Proteina Proteina Densidad
Tipo de - Masa Soporte Volumen - . . promedio de Concentracion de
. e enzimatica al determinada inmovilizada .
inmovilizacion (mg) Soporte (mL) - esfera enzima aparente
10% (v/v) (ug Enzima) (ng) 3
(mg/cm?)
(mL)
Enzima libre 0.05 - - 50.4 - - 1 ug/ul
Lewatit 1 200 - 1007.8 509.9 - 25 p1g/mg soporte
Silica gel 1 200 - 1007.8 440 - 2.2 1g/mg soporte
Alginato de 4 ; 24 4031.4 4031.4 837.6 0.2  ug/mg esfera
calcio
PVA-PEG 4 - 26 4031.4 4031.4 1227.9 0.13 pg/mg esfera
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Figura 6.1 Curva patrén por método de Lowry.

6.2 INMOVILIZACION ENZIMATICA

Se inmovilizé la enzima por métodos fisicos en cuatro distintos soportes; por adsorcion
en Lewatit y silica gel y por atrapamiento en alginato de calcio y co-polimero PVA-PEG.

Cada tipo de inmovilizacidén presento distintas caracteristicas y actividad enzimatica.

En la Figura 6.2, se muestran las estructuras superficiales de los inmovilizados. En el
caso del alginato de calcio se trata de esferas semitransparentes con superficie lisa, de
tamafo uniforme en el lote producido y con una resistencia a la deformacion moderada.
El co-polimero PVA-PEG forma esferas blancas con superficie lisa en casi todo el lote,
pero presentando concavidades o deformaciones en contados ejemplares y con una
resistencia menor a la deformacion que la de alginato. Se observé que esta resistencia
a la deformacion puede ser modificada variando el peso molecular de PVA o PEG, asi

como la composicién en la preparacion de la mezcla.
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Figura 6.2 Retrato de inmovilizados. (a) Esferas de alginato de calcio
(b) Esfera de co-polimero PVA/PEG

De acuerdo a las imagenes de microscopia de barrido electrénico, la estructura del gel
de PVA presenta una heterogeneidad pronunciada, reflejada en la presencia de
microporos y macroporos, con diferente geometria, formados durante el proceso de
congelamiento (Figura 6.3a), contrastando con la superficie de alginato de calcio
(Figura 6.4d), la cual tiene una menor presencia de macroporos. También se muestra el
barrido electrénico para silica gel (Figura 6.3b) y Lewatit (Figura 6.4c), para tener una
referencia de sus estructura y como estas no presenta porosidad, al menos no en la

micrografia de barrido electrénico.
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Figura 6.3 Barrido electronico para (a) PVA-PEG (b) silica gel.
Tomada de Montiel (2008).

Figura 6.4 Barrido electronico para (c) Lewatit y (d) Alginato de calcio.

Tomada de Dizge et al. (2009) y Pasparakis y Bouropoulos (2006)
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6.3 ACTIVIDAD ENZIMATICA.

Con la finalidad de comparar la actividad de los diferentes inmovilizados con la enzima
libre, se realizaron pruebas de actividad enzimatica. La aparicion de los productos de
hidrélisis se observé usando cromatografia de capa fina (TLC). Las pruebas de la
enzima inmovilizada en alginato de calcio y en PVA-PEG aparentemente mostraron
mayor transformacion de inulina comparandola con la inmovilizada por adsorcion en
silica gel y Lewatit, aunque menor que la enzima libre. En la Figura 6.5, se observan las

distintas placas reveladas para comparar cualitativamente la actividad a diferentes

Clave:

tiempos de reaccion.

r N
Fructosa

!

10S

Inulina
. J

Figura6.5 TLC para la determinacion cualitativa de carbohidratos después de la reaccion de hidrdlisis
enzimatica de inulina de los distintos soportes a (a) 0 min (b) 30 min (c) 60 min (d) 90 min (e) 120 min.

En todas las cromatoplacas se colocaron las muestras en el orden que se encuentran en la primera: 1) Control de
inulina al 5%. 11) Reaccion con enzima libre. 111) Reaccion con enzima inmovilizada en alginato de calcio. 1V)
Reaccion con enzima inmovilizada en PVA (Preparacion 1). V) Reaccion con enzima inmovilizada en PVA
(Preparacion 2). VVI) Reaccion con enzima inmovilizada en Lewatit (Batch 1). VII) Reaccion con enzima
inmovilizada en Lewatit (Batch 2). VIII) Reaccion con enzima inmovilizada en silica gel (Batch 1). 1X) Reaccion
con enzima inmovilizada en silica gel (Batch 2).

Las reacciones se realizaron en reactores batch a una temperatura de 50°C y pH de 5.5.
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En las distintas cromatoplacas se puede observar que la actividad varia ampliamente
entre los distintos soportes. Para estas reacciones se utilizaron 2 preparaciones de
PVA-PEG con distinto porcentaje de polimero, la preparacion 1 fue hecha con 10% de
PVA-PEG mientras que la preparacion 2 fue hecha con 15% de PVA-PEG. Como se
puede observar en los resultados, esto afectd la actividad ya que la preparacion 2
mostrdé una mayor actividad. Esto puede ser debido a que la estructura que se formé
con la preparacion 1 pudo haber liberado la enzima durante el lavado al tener un
entrecruzamiento mas amplio y por lo tanto un tamafio de poro de mayor tamafio. De
cualquier forma, se observd que la preparacion 2, asi como la enzima inmovilizada en
alginato de calcio, mostraron actividad para formar I0S, pero mostraron menor
produccion al compararlas con la enzima libre. Esta notable diferencia probablemente

se debe a la obstruccion del sitio libre en el inmovilizado.

Ademas de estas preparaciones, se utilizaron distintos lotes de la enzima inmovilizada
por adsorcién en silica gel y Lewatit. Estos lotes de ambos soportes se dividieron en 2
grupos, dependiendo de la enzima adsorbida en cada soporte; en el primer grupo,
denominado Batch 1, se colocaron los lotes con una mayor cantidad de enzima
adsorbida; las de menor cantidad enzima absorbida se colocaron en el segundo grupo,
denominado Batch 2. Independientemente del grupo utilizado, la enzima inmovilizada
en estos soportes mostré una productividad casi nula.

Debido a que la enzima inmovilizada en los soportes de silica gel y Lewatit no mostré
un rendimiento deseable, se decidi6 no continuar las pruebas en esta forma de
inmovilizacion y continuar con el inmovilizado realizado en alginato de calcio y PVA-
PEG. La poca efectividad en la inmovilizacién por adsorcién puede ser debido al
elevado peso molecular de la enzima, restringiendo su estabilidad en el soporte 0 a su

adsorcion en una posicién que no beneficiara la unién con el sustrato.

De igual manera, a partir de este punto, se optdo por utilizar como sustrato
exclusivamente a la inulina de chicoria, ya que al utilizar inulina de agave, la enzima no
mostré actividad notable (Figura 6.6). Esto se le adjudica al hecho que la inulina de
agave, como muestra la Figura 2.2, presenta un amplio nimero de ramificaciones,
ademas de poseer un alto peso molecular, haciéndola una molécula que muestra poca

facilidad para interactuar con el sitio activo de la enzima al estar inmovilizada. Un
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desafortunado tropiezo ya que la inulina de agave podria ser un sustrato para la
produccion de IOS con un alto valor agregado, partiendo del hecho de que en México,

los desechos en la produccion de tequila, como las hojas de agave y el bagazo, son
ricos en inulina.

Fruct@sa

Figura 6.6 TLC para la determinacion cualitativa de carbohidratos
después de la reaccion de hidroélisis enzimatica de inulina de (a)
chicoria (b) agave.
Las reacciones se realizaron en reactores batch por 30 min a una temperatura de 50°C y pH de 5.5.
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6.4 DETERMINACION DE TEMPERATURA Y PH OPTIMOS

Una vez seleccionados los soportes para la inmovilizacion, se llevaron a cabo las
pruebas para determinar sus condiciones Optimas de acuerdo a su actividad. La
actividad de la enzima fue medida cuantificando la produccion de azucares reductores
en la reaccién durante un tiempo determinado, y fue definida como U [mg azUcares

reductores producidos' min™].

6.41 TEMPERATURA OPTIMA

En la Figura 6.7, se muestra una grafica comparativa de la actividad enzimatica entre la
enzima libre e inmovilizada en los distintos soportes con respecto a la temperatura. En
el caso de la enzima libre, se obtuvo una temperatura 6ptima de 60°C para la hidrdlisis
de la inulina de chicoria. Este 6ptimo de temperatura en la enzima libre ha sido
observado en trabajos publicados por Chen, et al (1997) y Ji y Zhao (1998) . A patrtir del
comportamiento observado en la actividad de la enzima libre con respecto a la
temperatura, se puede establecer una posible desnaturalizacion de la enzima a
temperaturas mayores a 70°C, donde la actividad es de alrededor del 20% con respecto
a la T optima. Al comparar la actividad en cada forma de la enzima, se puede observar
que la inmovilizacién afecta la actividad enzimatica, lo cual sera discutido mas adelante
(p70).

La grafica de termoactividad de la enzima inmovilizada en alginato de calcio puede ser
observado con detalle en la Figura 6.7(c). Al igual que en la enzima libre, se observo
una actividad maxima a temperatura de 60°C. En el caso de la temperatura éptima
reportada por Catana, et al. (2005), para la inmovilizacién en alginato de calcio, fue de

55°C, pero este punto se encontraba muy cercano a su actividad reportada en 60°C.

(@)
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Figura 6.7 Efecto de la temperatura sobre la actividad de la inulinasa.
(a) Enzima Libre. 100%: 166 U/mg (b) Enzima inmovilizada en PVA/PEG y (c) Enzima inmovilizada en

Las reacciones se realizaron a pH de 5.5 y a una concentracion 0.5% de inulina.

alginato de calcio.
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En el caso de la inmovilizacion en PVA-PEG, su estabilidad estructural determino su
Optimo a 50°C, ya que a mayores temperaturas se desintegraba el soporte. Se asume la
poca estabilidad del soporte debido al contenido de PVA o PEG utilizado en la
preparacion y posiblemente a las interacciones ionicas entre el buffer y el aglomerado.
Para aumentar su estabilidad seria necesario utilizar una preparacion con un mayor
porcentaje de PVA y PEG en la mezcla de preparacion, asi como disminuir las
interacciones ionicas agregando buffer al momento de la preparacion. La Figura 6.7(b)
muestra con claridad el comportamiento de la enzima inmovilizada en PVA-PEG, donde
se observa un notable cambio de actividad de los 50°C, cuando el soporte se
encontraba integro en forma, a los 55°C, cuando éste ya habia perdido su cualidad de
soporte y la enzima habia sido liberada. La inestabilidad del hidrogel de PVA-PEG
también fue expuesta en el trabajo de Fernandes et al. (2008).

6.4.2 PH OPTIMO

En la Figura 6.8, se puede observar el comportamiento de la actividad enzimatica de la
enzima libre e inmovilizada con respecto a distintos pH. Estos resultados coinciden con
trabajos como Nakamura et al. (1978), en el caso de la enzima libre, mientras que la
inmovilizacién en alginato de calcio y PVA-PEG, al ser comparada con el trabajo
desarrollado por Catana et al. (2005) y Fernandes et al. (2008), muestra una diferencia
clara, ya que se reporta un 6ptimo a pH de 4 y 4.5 respectivamente; este cambio se
puede atribuir posiblemente al método de inmovilizacién, asi como el tipo de mezcla

comercial utilizada, en ambos casos, Fructozyme L de Novozime.

Una vez determinadas las condiciones Optimas de reaccion, los experimentos

siguientes, se llevaron a cabo a estas condiciones.
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Figura 6.8 Efecto del pH sobre la actividad de la inulinasa.
Se muestra la actividad medida para la (a) Enzima Libre. 100%: 120 U/mg (b) Enzima inmovilizada
en PVA/PEG y (c) Enzima inmovilizada en alginato de calcio. Las reacciones se realizaron a una
temperatura éptima de (a) 60°C (b) 50°C (c) 60°C y a una concentracién de 0.5% de inulina.
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6.5 ANALISIS COMPOSICIONAL

Para conocer los productos que se obtuvieron en las reacciones, asi como la
conversidn que se tenia de inulina a 10S, se realiz6 una prueba de cromatografia
liguida de alta precision (HPLC). Los cromatogramas obtenidos se muestran en la
Figura 6.9 y Figura 6.10. Los resultados mostraron que a las condiciones Optimas
resultantes de reaccion, la enzima libre convierte, en menos de 2 minutos, al 100% de
la inulina, principalmente en fructosa (38.57%), glucosa (29.38%) y distintos 10S
(32.05%). Lo cual permite corroborar los altos niveles de actividad de la enzima en su
forma libre. En el caso de la reaccién con alginato de calcio se observé una conversion
del 69.29% de inulina y con una transformacion conformada exclusivamente de distintos
IOS y conformando alrededor de 73.03% de la mezcla final. Esto indica claramente la
supresion de la actividad de la inulinasa tipo exo por lo que podria explicar la gran
pérdida de actividad que se tiene en la forma inmovilizada, ademas se puede establecer
a este tipo de enzima como la principal promotora de actividad en la enzima libre. La
pérdida de actividad en la inulinasa tipo exo, entre muchas posibles causas, se puede
deber a la incompatibilidad del sitio activo con el acomodamiento de la enzima en su

forma inmovilizada.

Este andlisis permite posicionar a la enzima inmovilizada como una importante fuente
exclusiva de IOS con una buena conversion de inulina. Es importante mencionar que no
se llevé a cabo este andlisis en las reacciones de PVA-PEG para evitar una posible

obstruccion en la columna ocasionada por alguna traza de este polimero.
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Figura 6.9 Cromatograma de los productos de la reaccién de hidrolisis de inulina de chicoria con inulinasa libre.
Se muestran los picos para 1. Fructosa 2.Glucosa 3. Sacarosa 4. Kestosa, Inulotriosa 5. Nistosa, Inulotetraosa 6. Inulina de chicoria.

Método o, lyapeo, gradiente de agua acetonitrilo 20:80. Columna Phenomenex aminada y detector de dispersién de luz, evaporador 80°C y nebulizador 60°C.
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Figura 6.10 Cromatograma de los productos la reaccion de hidrdlisis de inulina de chicoria con inulinasa inmovilizada en alginato de calcio.

Se muestran los picos para 1. Sacarosa 2. Kestosa, Inulotriosa 3. Nistosa, Inulotetraosa 4. Fructofuranosilnistosa, Inulopentosa 5. Inulohexosa 6. Inulina de chicoria.

Método a(, [y apeo, gradiente de agua acetonitrilo 20:80. Columna Phenomenex aminada y detector de dispersién de luz, evaporador 80°C y nebulizador 60°C.
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6.6 DETERMINACION DE PROPIEDADES CINETICAS

En la Tabla 9, se muestran los parametros cinéticos determinados para la enzima libre y
los inmovilizados. Se asumié un comportamiento Mikaelis-Menten para obtener las
propiedades, bajo la premisa que la concentracidén de sustrato con la que se trabaja es
mucho mayor que la concentracion de la enzima, aunque es necesario reconocer que
no todas las condiciones se cumplen cabalmente, ya que no existe un sustrato Unico,
sino una serie de sustratos y no existe una sola enzima, sino una mezcla. El
comportamiento experimental y el ajuste a la ecuacion de Lineweaver-Burk se ilustran
en la Figura 6.11 y Figura 6.12 respectivamente. Los resultados obtenidos muestran un
Km y una Vmax aparente ya que, es necesario mencionar huevamente, no se cuenta con
una enzima pura, sino con una mezcla comercial de composicibn no conocida.
Independientemente, se puede observar una disminucion en la eficiencia catalitica de la
enzima inmovilizada con respecto a la libre, lo cual se atribuye a una disminucion en el
coeficiente de difusion debido al tamafio de poro en el inmovilizado, asi como la

disponibilidad de sitios activos libres por el acomodo de la enzima en el soporte.

TABLA 9 PROPIEDADES CINETICAS APARENTES DE LA
INULINASA A CONDICIONES OPTIMAS.

Eficiencia
. Actividad Km* Vmax™ Keat™ catalitica
Tipo . :
(U/mg) (mg/mL) (mg/mL-min) (min™) [Kear */KmM*]
(mL/mg-min)
Enzima libre 166 6.09 206.38 16511 2712
Alginato de 13 5.2 2.79 123 0.53
calcio
PVA-PEG & 3.98 8.50 345 214
* aparente
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Figura 6.11 Efecto de la concentracion de sustrato en la actividad de la inulinasa.
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Figura 6.12 Analisis cinético ajustado a la ecuacion de Lineweaver-Burk para (a) Enzima Libre.

(b) Enzima inmovilizada en PVA/PEG y (c) Enzima inmovilizada en alginato de calcio.
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6.7 TERMOESTABILIDAD

El tiempo de vida media de la enzima no pudo ser determinado ya que presentaba
actividades estables en el tiempo evaluado, como lo muestran los resultados. Aun
cuando habia fluctuaciones en la actividad, no eran determinantes para establecer una
inestabilidad térmica. No se puede establecer a los inmovilizados (Figura 6.14 y Figura
6.15) como promotores de la termoestabilidad o que la afecten, ya que no existe una

diferencia determinante al compararla con la mostrada en la enzima libre (Figura 6.13).

100 -
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T|empo (horas)

Porcentaje de actividad relativa
(%)

Figura 6.13 Efecto de la termoestabilidad en la inulinasa libre.
Las reacciones se realizaron a una temperatura de 60°C y pH de 5.5 con una concentracion de .5% de inulina.
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Figura 6.14 Efecto de la termoestabilidad en la inulinasa inmovilizada en Alginato de calcio.
Las reacciones se realizaron a una temperatura de 60°C y pH de 5.5 con una concentracion de .5% de inulina.
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Figura 6.15 Efecto de la termoestabilidad en la inulinasa inmovilizada en PVA-PEG.
Las reacciones se realizaron a una temperatura de 50°C y pH de 5.5 con una concentracion de .5% de inulina

6.8 CICLOS DE REUSO

Se determind el nimero de relsos que se pueden obtener para los inmovilizados al
usarlos en un sistema por lotes. En la Figura 6.16, se puede observar una caida clara
en la actividad de la inulinasa inmovilizada en PVA-PEG la enzima pierde en promedio
entre 30% y 35% de actividad por ciclo de redso, aunque demuestra una actividad
considerablemente mejor de redso al compararla con la enzima inmovilizada en alginato
de calcio, ilustrada en la Figura 6.17, donde se observa una pérdida del 70% de
actividad tan solo en el primer retso. Esto se puede atribuir al hecho de que hay una
mayor disponibilidad de sitios activos libres y un tamafio de poro mayor en el PVA-PEG
gue en el alginato de calcio provocando una menor dificultad en la entrada y salida de
sustratos y productos. Igualmente, ésta pérdida de actividad podria deberse a una
inhibicion por producto en ambos casos, donde el producto no permite la entrada de

nuevos reactivos a los sitios activos.
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Figura 6.16 Reutilizacion de la inulinasa inmovilizada en PVA-PEG.
Las reacciones se realizaron a una temperatura de 50°C y pH de 5.5 con una concentracion de .5% de inulina
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Figura 6.17 Reutilizacion de la inulinasa inmovilizada en alginato de calcio

Las reacciones se realizaron a una temperatura de 50°C y pH de 5.5 con una concentracion de .5% de inulina
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6.9 HIDROLISIS ENZIMATICA EN UN REACTOR TUBULAR

El reactor fue disefiado exclusivamente para el experimento que se desarrollo y, con el
cual, se intentd conseguir un sistema que sirviera de base para un proceso en un
reactor tubular a una temperatura constante. Para mantener la temperatura se disefid
un reactor enchaquetado con una corriente de servicio a co-corriente ya que el lecho se
encontraba al inicio del reactor por lo que se necesitaba que el cambio de temperatura
tuviera mayor efecto sobre la base del reactor. Para propdsitos experimentales y
economizar el uso de sustrato, el efluente era recirculado a la alimentacién y sélo se
retiraba la muestra a determinado tiempo, por lo que, estrictamente hablando, seria un

reactor de modelacién intermitente o batch, ya que no existe entrada ni salida fisica.

Por esta razon, la Figura 6.18 modela nuestra reaccion de la misma forma que lo haria
en un reactor intermitente, deteniéndose poco antes de los 20 minutos.
Independientemente, se puede confirmar el funcionamiento del soporte en estas
condiciones Los datos del reactor son mostrados en la Tabla 10. El propdésito principal
de la elaboracion del reactor, ilustrado en la Figura 6.19, era demostrar la aplicacion del
soporte en un reactor tubular y confirmar que la reacciéon puede llevarse a cabo de esta
forma, sin la necesidad de que el soporte estuviera en un medio agitado u otros
requerimientos, como aereacion o sistema de filtrado. Este reactor tubular podria ser
empleado de forma continua y extrapolarlo, a mayor escala si fuera necesario,

considerando que ya se tiene las propiedades del soporte y sus propiedades cinéticas.

TABLA 10 PROPIEDADES DEL REACTOR

Propiedad Valor
Flujo 13 ml/min
[Slo 5mg/mL
Soporte cargado 49
Tlempp dg rgtencnon 4.45 min
hidraulico
Tiempo de retencion 0.25 min.
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Figura 6.18 Cinética en el reactor tubular.

La reaccion se realizé a una temperatura en el lecho de 50°C y un pH de 5.5 con 4 g de soporte.

Figura 6.19 Reactor de lecho empacado construido en el Laboratorio-
314 del edificio E de la Facultad de Quimica.
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A El analisis de la experimentacion, evidencio que los soportes utilizados, no permiten
que la enzima tenga una actividad benéfica para una produccion alta de fructosa ya
que, al estar inmovilizada, la enzima mostr6 una velocidad de reaccion
notablemente menor. Esta cualidad, al contrario de ser totalmente perjudicial,
podria permitir controlar la reaccién para obtener determinados productos, como
IOS de distintas cadenas.

A Gracias a los andlisis de HPLC de los productos de reaccion, con la enzima
inmovilizada en alginato de calcio, se puede concluir que éste soporte nos permite
tener una produccion de 10S controlada, ya que parece suprimir la actividad de la
exo-inulinasa al no observar rastros de fructosa ni de glucosa en el analisis. Sin
embargo, es necesario identificar el tipo de oligosacaridos producidos y estudiar

cuales son los mecanismos que influyen en la selectividad.

A Se concluy6 que las estructuras formadas por el alginato de calcio y el co-polimero
PVA-PEG, mostraban condiciones estructurales adecuadas, al permitir la reaccién a
temperaturas cercanas a la éptima o en la 6ptima, respectivamente. En el caso del
co-polimero PVA-PEG ocurrid una desintegracion estructural arriba de los 55°C,
pero mostré una mejor eficiencia catalitica con respecto a la T éptima en el alginato
de calcio. Seria necesario evaluar las propiedades de este soporte, que permitan

optimizarlo para un mejor desempefio
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A Al conocer que la enzima inmovilizada en alginato de calcio pierde el 70% de
actividad en el primer reusd, se concluyd que esta propiedad lo hace un soporte de
bajo interés comercial para esta reaccion. En el caso del PVA-PEG también pierde
alrededor de 30% de actividad por reudso. Seria necesario evaluar que propiedad
del polimero es responsable de este comportamiento y modificar su preparacion

conforme a esto.
A El evaluar la enzima inmovilizada en un reactor tubular recirculado, permite concluir

gue es factible su uso en un proceso continuo sin agitacion, lo que incrementaria su

estabilidad estructural.
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Optimizar la estructura de los inmovilizados.

Evaluar sus propiedades en un reactor continuo y las variables que podrian

modificar la produccion.

Evaluar la producciéon de I0S que se puede tener usando otros métodos de

inmovilizado (entrecruzamiento, matrices, atrapamiento entrecruzado).

Evaluar econémicamente el uso de la enzima inmovilizada y compararlo con otros

procesos para la produccién de I10S.
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