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Resumen

La inulina es un biopolimero natural constituido por unidades de fructosa, la cual
presenta diferentes propiedades fisicoquimicas y funcionales dependiendo de su grado de
polimerizacion y porcentaje de ramificacion. Este polimero es utilizado en la industria
alimenticia como fibra dietética soluble y como reemplazo de grasa/azucar; ademas en la
industria farmacéutica es empleado como estabilizador y excipiente. Dado que la inulina no
es toxica y puede formar hidrogeles, se ha utilizado como un sistema de liberacion de
farmacos de liberacion lenta. Recientemente, en el grupo de polimeros biocompatibles se
demostré que la inulina de alto peso molecular se estructura en forma de nanoparticulas.
Este hallazgo permite proponer la utilizacion de estas particulas como un nano-sistema de
administracion de biomoléculas basado en inulina. Sin embargo, es necesario desarrollar
estudios que profundicen en la formacién de nanoparticulas, caracterizacion y propiedades
de estos posibles nano-acarreadores. Asi, el objetivo principal de este trabajo fue estudiar la
formacion de nanoparticulas de inulina sintetizadas enzimdaticamente por la inulosacarasa
IslA, una enzima multidominio de Leuconostoc citreum, asi como sus propiedades
biologicas y fisicoquimicas. Se determind que esta inulina de alto peso molecular (3,000
kDa) contiene un porcentaje de ramificacion de 10.25 y un valor de potencial Z de -2.15 +
0.17 mV. Ademas, se determind que existen 2.83x10® nanoparticulas/ml de inulina en una
solucion de 5 g/L y un didmetro hidrodindmico promedio de 82.5 nm. Se demostrd que las
nanoparticulas de inulina de alto peso molecular son autoensambladas durante la sintesis
enzimatica del polimero, registrando un tamafio promedio de particula de 97 nm. Al
monitorear reacciones enzimaticas a 30°C, se determind que la concentracidon de agregacion
es de 15.17 g/L y que las nanoparticulas formadas muestran una morfologia esférica con
indice de polidispersion de 0.06. Al estudiar el efecto de las condiciones de reaccidén sobre
el tamafio de particula, se demostr6 que la fuerza id6nica no tiene una influencia
significativa. Sin embargo, la temperatura de reaccion si afectd el tamafio promedio de las

nanoparticulas. En reacciones en donde se disminuye la temperatura a 4°C se observaron



particulas de 131 nm (35% mayores que las observadas a 30°C). Bajo estas mismas
condiciones se determind una concentracion de agregacion de 6.78 g/L, siendo un valor
menor a lo registrado a 30°C. Con respecto a las propiedades bioldgicas se puede concluir
que las nanoparticulas de inulina no informan citotoxicidad en cultivo de células
mononucleares de sangre periférica (PBMC’s) hasta una concentracion de 200 pg/ml. Este
resultado abre la puerta a su posible aplicacion para generar sistemas de liberacion
controlada via parenteral. Por otro lado, se sugiere que las nanoparticulas autoensambladas
de inulina de alto peso molecular pueden ser hidrolizadas y utilizadas, con baja eficiencia,
como fuente de carbono por diversas cepas de bifidobacterias, lo que permite proponer su
empleo como nano-acarreadores de fArmacos sitio dirigidos al colon. Este trabajo sienta las
bases para el desarrollo de futuras aplicaciones de las nanoparticulas autoensambladas de

inulina de alto peso molecular como posible sistema de nano-administracion de farmacos.



1. Introduccion

La inulina es un polimero de fructosa que se encuentra unido por enlaces B(2-1) en
su cadena principal y presenta ramificaciones a través de enlaces B(2-6). Este polimero
presenta diferentes propiedades fisicoquimicas y funcionales dependiendo de su grado de
polimerizacion (GP) y porcentaje de ramificacion (Ritsema & Smeekens, 2003; Fooks &
Gibson, 2002). Sus enlaces glicosidicos f(2-1) hacen a la inulina indigerible por humanos y
por animales superiores debido a que no poseen enzimas capaces de degradarlos (Barclay et.
al, 2010). Sin embargo, este polisacarido puede ser selectivamente fermentado por bacterias
de los géneros Bifidobacterium y Lactobacillus presentes en el colon e intestino grueso,
reportando beneficios a la salud y disminuyendo el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, de tracto gastrointestinal, cancer de colon, osteoporosis y diabetes (Silva
et al., 2004; Korbelik & Cooperm, 2007; Imran & Gillis, 2012).

Este polisacarido natural tiene diversas aplicaciones en el area de alimentos y
farmacéutica. En la industria de alimentos es utilizada como fibra dietética soluble y como
reemplazo de grasa o azlcar baja en calorias (Blecker et al., 2001). En el caso de las
aplicaciones farmacéuticas, este polimero es utilizado como estabilizador de vacunas y
como medio de administracion de farmacos de liberacion lenta (Barclay et al., 2010;
Vervoort et al., 1997). Esta tltima aplicacion se debe a que la inulina no es toxica y puede
formar hidrogeles. Sin embargo, el polisacarido utilizado para la formacion de estos
hidrogeles debe ser modificado quimicamente para mejorar su estabilidad y asi permitir una
liberacion controlada del farmaco (Barclay et al., 2010). Algunos informes recientes han
demostrado que otro polimero de fructosa, la levana, es capaz de formar nanoparticulas sin
ser modificada quimicamente, por lo que se ha sugerido su aplicacion como
nanoacarreadores de biofarmacos (Nakapong et al., 2013; Sezer et al., 2011).

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion de polimeros biocompatibles,
Quinionez (2015) observo la presencia de nanoparticulas de inulina de alto peso molecular

(3,000kDa) después de su sintesis enzimatica y purificacion por métodos fisicoquimicos.



Dicha inulina fue producida por una inulosacarasa (IslA) de Leuconostoc citreum, asi como
por su version truncada (IslA4) (del Moral et al.2008; Olivares-Illana et al., 2002).

Con base en este descubrimiento, enfocamos nuestro esfuerzo en estudiar la formacién de
nanoparticulas de este polimero y sus propiedades bioldgicas para su posible aplicacion

como sistemas de liberacion de compuestos bioactivos.



2. Antecedentes

2.1. Fructanas

Las fructanas son polimeros de fructosa unidos mediante enlaces glicosidicos que,
dependiendo de su origen, presentan diferente grado de polimerizacion y porcentaje de
ramificacion. Segln su tipo de enlace, las fructanas se clasifican en inulina o levana. La
inulina es un polimero con enlaces B(2->1) en la cadena principal y ramificaciones con
enlaces B(2->6) (figura 1a). Estas cadenas pueden terminar en una unidad de glucosa o en
un residuo de fructosa (Stephen, ef al.2006; Madrigal, et al.2007). Otra forma de clasificar a
las fructanas es por su grado de polimerizacion. Una fructana propiamente dicha tiene un
grado de polimerizacion (GP) mayor a 10 residuos, mientras que las fructanas con un GP
menor a 10 fructosas son denominadas fructooligosacaridos (FOS). La inulina microbiana
puede llegar a tener pesos moleculares superiores a 1,000 kDa (aproximadamente 10°
residuos), mientras que la inulina producida en plantas tiene un GP entre 2 y 60 residuos de
fructosa (Ebisu et al.1975; Vjin, et al.1999; Wada et al.2005). Entre las inulinas mas
empleadas se encuentran la inulina de achicoria e inulina de alto rendimiento (HP), cuyo GP
es de 12 y 25, respectivamente. Por otra parte, la levana presenta enlaces B(2->6) en la
cadena principal y ramificaciones (2> 1) (figura 1b), llegando a alcanzar mas de diez mil

residuos de fructosa en la cadena principal en levanas de origen microbiano (Hendry et

al.1993).
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Figura 1. Representacion estructural de las fructanas a) inulina y b) levana (Stephen, et

al.2006; Madrigal, et al.2007).



En general, las fructanas son sintetizadas por enzimas conocidas como fructosiltransferasas
(FTFs). La sintesis enzimatica de estas fructanas se desarrolla a través de transferencias
secuenciales de residuos fructosilo de la sacarosa a una molécula aceptora que puede ser la
propia sacarosa, una cadena de polimero en crecimiento (actividad transferasa) o una
molécula de agua (actividad hidrolitica), tal como se muestra en la figura 2. La levana es
producida por enzimas denominadas levansacarasas (EC 2.4.1.10), mientras que la inulina es

sintetizada por las inulosacarasas (EC 2.4.1.9) (Chambert ef al., 1976).
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Figura 2 Reacciones catalizadas por las fructosiltransferasas (Chambert et al., 1976).

2.2. Propiedades fisicas y quimicas de la inulina

Como se expuso con anterioridad, el grado de polimerizacion de esta fructana depende
de su origen y puede determinar otras de sus caracteristicas fisicoquimicas, entre ellas su
solubilidad, morfologia y reologia. Normalmente, la solubilidad de esta fructana aumenta al
disminuir el grado de polimerizacion. La solubilidad de la inulina de achicoria (GP 12),
inulina HP (GP 25) y oligofructosa (GP 4) en agua a 25 °C corresponde a 120, 25 y >750
g/L (Zimeri & Kokini, 2002). Esta solubilidad puede aumentar al incrementar la temperatura
de la solucion (Kim et al.2001). Basados en el comportamiento de disolucion, Cooper et

al.(2011) identificaron cuatro isoformas semicristalinas en la inulina de achicoria (o, B, vy



d). La inulina B, producida por precipitacion con etanol, es soluble a temperatura ambiente
mientras que las otras isoformas requieren mayor temperatura para disolverse, siendo la
inulina y la de mayor peso molecular (8 a 16 kDa) y la menos soluble. Posteriormente, este
mismo grupo de investigacion observd que la isoforma semicristalina y forma particulas
menores a 2 pum de didmetro construidas por hojas laminares mostradas en la figura 3

(Cooper et al., 2013).

Figura 3. Micrografia utilizando microscopia electronica de barrido (SEM) de particulas
de inulina (Cooper et al., 2013).

Petrovsky et al.(2016) basados en ensayos fisicos de dispersion de rayos X de éangulo
pequenio (SAXS), espectrometria infrarroja (FTIR), microscopia electronica de transmision
(TEM) y modelaje, proponen que estas particulas de inulina estan conformadas por cadenas
de polimero ensambladas al azar. Se sugiere que esta conformacion se debe a una
organizacion helicoidal de la inulina, asi como a las interacciones por enlaces de hidrogeno
entre cadenas adyacentes, pudiendo formar hebras para después constituir nanocapas de dos
dimensiones y finalmente microparticulas de tres dimensiones, como se muestra en la figura

4.



alc

Figura 4. Representacion esquematica de la formacion de nanoparticulas a) cadenas de
inulina b) formacion de enlaces de hidrégeno entre glucosa-fructosa c) hebras formadas de
inulina d) hebras formando estructuras tipo esferulitas (Petrovsky et al., 2016).

El grado de polimerizacion de la inulina influye directamente en las caracteristicas
reoldgicas como la viscosidad y la capacidad de gelificacion. En un estudio realizado con
inulina (GP promedio de 9 residuos) se determind que ésta se comporta como un fluido
newtoniano a baja concentracion. La viscosidad newtoniana de esta solucidon oscilé entre
2.0998 a 3.2439 mPas dependiendo de la temperatura (10 a 85°C) y el contenido del
polimero (1 a 12%). Por lo que se pudo concluir que la viscosidad de la solucioén de inulina
aumenta significativamente (p<0.05) con el aumento del contenido de sélidos, mientras que
¢ésta disminuye significativamente (p <0.05) con un aumento de la temperatura (Kumar et al.,
2015). Por otro lado, existen estudios que demuestran que la viscosidad disminuye también

por la adicion de sales (Wada et al., 2005).

Otra de las caracteristicas dependientes del grado de polimerizacion es la capacidad de
gelificacion de la inulina la cual se basa en las interacciones que ocurren entre las cadenas
disueltas en agua. En ocasiones estos geles pueden contener microcristales no disueltos, los
cuales interactian con otras particulas incrementando la fuerza del gel (Bot et al., 2004;
Franck et al., 2007; Kim et al., 2001). La viscosidad y la temperatura afectan la gelificacion:

entre mayor sea la viscosidad (dependiente del grado de polimerizacion), se forman geles



mas estables (Kim et al., 2001). De igual forma, Meyer et al.(2011) demostr6é que existe una
concentracion minima de polimero necesaria para la gelificacion y si ésta aumenta, la
estabilidad de los geles incrementard. Dicha concentracion dependera del grado de
polimerizacion de la inulina, al tener una solucion de polimero con un GP de 9, se necesita
una concentracion minima de 25% para formar un gel (Meyer et al., 2011). Finalmente, el
grado de polimerizacion también afectard el poder edulcorante, el cual disminuye a mayor
longitud de la cadena (Roberfroid et al., 2000). En general, gracias a los enlaces B(2-2>1), la
inulina tienen un bajo aporte caldrico, 1.5 kcal/g comparado con los carbohidratos digeribles

(4.0 kcal/g) (Roberfroid et al., 1999).

2.3. Aplicaciones de las fructanas.

Este polimero tienen amplias aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica.
Dentro de la industria alimentaria, la inulina y los fructooligosacaridos (FOS) han sido
clasificados como ingredientes funcionales y han recibido la aprobacion de ser generalmente
reconocidos como seguros (GRAS) por la FDA (Handa et al., 2012). La inulina de achicoria
(Cichorium intybus) es el principal tipo de fructana usada como aditivo alimentario (Barclay
et al., 2010). Gracias a la habilidad de las fructanas de formar geles estables y baja
aportacion calorica, éstas proveen la textura caracteristica de la grasa, haciendo que se use
como un sustituto de grasa baja en calorias, asi como espesante y estabilizante de alimentos

(Blecker ef al.2001).

Se han clasificado a las fructanas y FOS como agentes prebidticos, los cuales son
definidos como compuestos no digeribles por el hospedero, pero fermentados
anaerdbicamente por la microflora benéfica, estimulando asi el crecimiento o bien la
actividad de ésta, lo que contribuye a mejorar la calidad de vida del hospedero (Nines et al.,
1999; Roberfroid et al., 2007). De estas fermentaciones se obtienen como productos algunos
gases tales como hidrégeno, metano y CO,, aminodcidos y acidos grasos de cadena corta
(acetatos, butirato, etc.), estos ultimo causan la inhibicién de microorganismos patogenos

como E. coli, Clostridium, Listeria y Salmonella principalmente, reduciendo enfermedades



del tracto gastrointestinal (Robertfroid et al., 2006; Homme et al., 2001). Por otro lado, se ha
informado que el butirato en altas concentraciones, contribuye a reducir el riesgo de
desarrollar cancer de colon. Uno de los mecanismos propuestos es la modulacion por parte
del butirato sobre la transcripcion de genes al inhibir a las histona deacetilasas y asi evitar la
proliferacion de células cancerigenas (Kobayashi, Tan, & Fleming, 2003; Silva, Cooper, &
Petrovsky, 2004). También se ha observado que los acidos grasos de cadena corta aumentan
la absorcion del calcio, ya que estos productos disminuyen el pH luminal del intestino
grueso, lo que incrementa el intercambio cationico de H™ celular por el Ca*" luminal
(Coxam, 2007). Asimismo, se ha sefalado que la producciéon de aminoicidos como la
fenilalanina por parte de cepas probidticas, puede ser utilizada por el hospedero como un
precursor de neurotransmisores tales como la dopamina, norepinefrina y epinefrina (Boer &
Dijkhuizen, 1990). Otro de los efectos atribuidos a la ingesta de inulina es la disminucion de
lipidos séricos, triglicéridos y colesterol en sangre, lo cual contribuye a disminuir el riesgo
de padecer alguna enfermedad cardiovascular contribuyendo positivamente a la salud del
corazon (Causey et al., 2000; Davidson et al., 1998). Independientemente de los efectos que
tiene la inulina sobre la microflora, este polimero ha mostrado tener un efecto
inmunomodulatorio en el intestino al incrementar la inmunoglobulina (Ig) A y la produccion
de la interleucina-10; de igual forma se ha observado que incrementa la capacidad de
producir interferon gama de las células mononucleares de sangre periférica (Roller et al.,

2004; Roller et al., 2007).

Dentro de la industria farmacéutica, la inulina ha sido empleada como recubrimiento y
aglutinante de tabletas (Hinrichs et al., 2001; Hinrichs et al.2005; Amorij et al., 2007).
También se ha utilizado en la administracion de farmacos mediante diferentes vias como la

oral, respiratoria y parenteral, ya sea subcutdnea, intramuscular e intravenosa (figura 5).
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Via parenteral:

eInyecciéon intramuscular: Lioprotector
eInyeccién subcutanea: Adyuvante en
vacunas (inulina + polietilenglicol)
*Inyeccion intravenosa: medicion de la taza de
filtracion glomerular

Rutas de
administracion de
farmacos de
inulina

Via oral:

Via respiratoria:

Polvo seco como
estabilizador de vacuna

Dispersién soélida,
Hidrogel y
Recubrimiento del
farmaco.

Figura 5. Vias de administracion de los derivados de farmacos con inulina.

La ruta comunmente utilizada es la administracion oral, donde se encapsulan fAirmacos con
inulina y son suministrados como una dispersion s6lida (farmaco disperso en una matriz), un
hidrogel o como un recubrimiento de farmaco. Con frecuencia el sitio blanco de liberacion
es el colon por lo tanto, la funcion del recubrimiento con inulina es proteger al farmaco del
ambiente acido del estobmago y del tracto gastrointestinal superior (GI), para finalmente ser
metabolizado por la microflora en el colon, liberando de esta forma al farmaco de interés
(Dhirendra et al., 2009; Mandracchia ef al., 2011; Lacorn et al., 2010). Con respecto a la via
respiratoria, Audouy et al. (2011) indicd que la inulina es un crioprotector eficaz para
estabilizar las vacunas con virus inactivados enteros al ser suministrados como polvo

liofilizado (Amorij et al 2007; Audouy et al., 2011).

La inulina también ha sido administrada de forma parenteral, tanto por via intravenosa,

subcutanea o intramuscular. Utilizando la via intravenosa, la inulina se ha utilizado de
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manera exitosa como método estandar para medir la taza de filtracion glomerular (Delanaye
et al., 2011). Se realizd6 una comparaciéon entre esta via y la subcutdnea, empleando
conjugados de inulina en combinacion con polietilenglicol (PEG), demostrando que este
conjugado presenta un mayor efecto de permeabilidad utilizando la via subcutdnea, debido a
su tamafio y un largo tiempo de circulacion (Sung et al., 2010). Con respecto a la via
intramuscular, se utilizo la inulina § incluida en la formulacion de AdvaxTM, la cual fue
empleada como vehiculo para la vacuna inactivada contra la influenza H5N, optimizando la
capacidad protectora de esta vacuna mediante el incremento de la inmunogenicidad y la

reduccion de la morbilidad (Petrovsky et al., 2011).

2.4. Nanoparticulas de fructanas

Los polimeros naturales han recibido cada vez mas atencién en el campo de los nano-
sistemas de administracion de farmacos. En particular, los polisacaridos parecen ser los
materiales mas prometedores en la preparacion de transportadores nanométricos (tamafio
aproximado de 100 nm), por lo que nuevas investigaciones estdn basadas en ellos (Liu, ef al.,
2008). Estos polimeros han ganado interés rapidamente en todo el mundo gracias a sus
propiedades fisicoquimicas, su biocompatibilidad y a su capacidad auto-degradante en el
sistema humano, asi como por su facil obtencion de fuentes naturales (Bowman, 2006;
Goycoolea et al., 2006). Sin embargo, s6lo unos cuantos polisacaridos han sido reportados
como materia prima en la preparacion de nanoparticulas tales como el pululano, dextrano,

quitosano y celulosa asi como la levana e inulina (Liu ef al., 2008; Lalatsa & Barbu, 2016).

Actualmente, solo existen publicaciones de formacion de nanoparticulas de inulina de bajo
peso molecular modificadas quimicamente, como la inulina-carboximetilada (Zhang et al.,
2014). Esta fue utilizada para encapsular nanoparticulas magnéticas (6xido de hierro), asi
como para la produccién de nanoparticulas modificadas con ibuprofeno (Zhang et al.2014;
Santiago-Rodriguez et al., 2013). Otro ejemplo de nanoparticulas de inulina son las
generadas por Mohammad et al.(2015), quienes estudiaron un conjugado de inulina con

curcumina para formar nanoparticulas y asi alcanzar la solubilidad requerida para la
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liberacion de este polifenol. En otro trabajo, se formaron micelas con un tamafio de 27.3+1.3
nm constituidas por vitamina E e inulina para promover las propiedades hidrofobicas de la

curcumina (Tripodo & Pasut, 2015).

Existen informes recientes con respecto al uso de levana de alto peso molecular en la
produccion de nanoparticulas. Sezer et al.(2011) utilizaron esta fructana (>1,000 kDa) para
la nanoencapsulaciéon de albumina como proteina modelo, empleando el método de
precipitacion con sulfato de sodio (“salting out”). Estos autores demostraron que la agitacién
y la concentraciéon de proteina determinan el tamafio de particula y el grado de
encapsulacion, obteniendo particulas con un tamano entre 200-537 nm y un porcentaje de
encapsulacion de 49 a 71%. Posterior a este trabajo, Nakapong et al.(2013) reporto el
aislamiento de una enzima de Bacillus licheniformis RN-01 productora de levana de alto
peso molecular (612 kDa) y observaron que durante la sintesis enzimatica de esta fructana,
ésta se autoensamblaba en nanoparticulas de aproximadamente 50 nm de didmetro. Los
autores realizaron ensayos de encapsulacion de a-tocoferol durante la reaccion enzimatica,
empleando Unicamente una agitacion constante logrando la formacion de nanoparticulas de

100 nm y una eficiencia de encapsulacion del 2%.

Recientemente en nuestro grupo de investigacion, Quifionez (2015) observo la presencia de
nanoparticulas en muestras de ambas fructanas mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) y dispersion dindmica de luz (DLS). Después de la sintesis y
liofilizacidn de las fructanas estudiadas, éstas se resuspendieron en agua y se obtuvieron las
micrografias mostradas en la figura 6. En el caso de las nanoparticulas de levana C, levana
de alto peso molecular producida por la enzima LevC de Leuconostoc mesenteroides, se
observan particulas amorfas cuyo tamafio es de aproximadamente 120 nm (Quifionez, 2015).
Asimismo, se observo la presencia de nanoparticulas de 100 nm en las muestras de inulina
de alto peso molecular (3,000 kDa) producida por la inulosacarasa IslA de Leuconostoc
citreum y la enzima IslA4, una version truncada de ésta (Olivares et al., 2002). En esta
micrografia se observa que este polimero presenta una gran cantidad de nanoparticulas,

siendo consistentes con el tamafio determinado de 106 nm mediante DLS. Este es el primer
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informe sobre la formacion de nanoparticulas de una inulina de alto peso molecular, lo cual
tiene gran relevancia ya que podria ser utilizada para la generacion de nano sistemas de

liberacion controlada.

Figura 6. Micrografia de a) Levana C. Leuconostoc mesenteroides b) Inulina citreum.
Leuconostoc citreum (Quifionez, 2015)

Debido a estos antecedentes, se considerd importante realizar un estudio sobre la produccion,
conformacién y caracteristicas de estas nanoparticulas. Tomando en cuenta lo analizado por
Nakapong et al.(2013), sobre la capacidad de una fructana de autoensamblarse durante su
sintesis, este proyecto pretende elucidar si la formacion de las nanoparticulas de inulina de
alto peso molecular se realiza durante su sintesis enzimatica. Aunado a esto, se analizaron
las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de estas nanoparticulas con el objetivo a

futuro de desarrollar un nano-sistema de liberacion controlada de moléculas de interés.




3. Justificacion

Debido al reciente descubrimiento de la formacion de nanoparticulas de fructanas de alto
peso molecular, se tiene interés en estudiar la formacion de nanoparticulas de inulina, sus
caracteristicas fisicoquimicas y sus propiedades bioldgicas para su potencial aplicacion

como nano-sistemas de liberacion de compuestos bioactivos.

4. Hipotesis

Las nanoparticulas de inulina se autoensamblan durante la sintesis enzimatica del polimero

utilizando la inulosacarasa de Leuconostoc citreum CW28.

5. Objetivo general

Estudiar la formaciéon de nanoparticulas de inulina durante la sintesis enzimatica del

polimero y sus caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas.

6. Objetivos especificos

1. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de la inulina de alto peso molecular
que forman nanoparticulas.

2. Estudiar la formacion de nanoparticulas de inulina durante la reaccion de sintesis
enzimatica del polimero.

3. Analizar el efecto de las condiciones de reaccion enzimaética sobre el tamafio de
las nanoparticulas de inulina.

4. Evaluar las propiedades bioldgicas de las nanoparticulas de inulina.
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7. Estrategia experimental

Caracterizacion
fisicoquimica del
polimero de inulina

\ 4

Cinética de sintesis de
nanoparticulas

Concentracion de agregacion (

Morfologia de nanoparticulas
durante la sintesis

hd

Analizar el efecto de
las condiciones de
reaccion sobre el
tamario y estabilidad de las
nanoparticulas de inulina

v

Evaluar las propiedades
bioldgicas de las
nanoparticulas de

inulina

Toxicidad(

Potencial prebiético(

)Grado de ramificacién

) Tamaiio (DLS)

)Potencial Z

)Nt’:mero de particulas

Estudio de la formacion de
nanoparticulas de inulina
durante la reaccion de
sintesis del polimero.

)Variaciﬁn temperatura y fuerza iénica

Cinética de sintesis de
nanoparticulas

) Estudio morfolégico

e




8. Materiales y Métodos

8.1. Expresion de la proteina recombinante IslA4.

Preparacion de células electrocompetentes

Se propagd un pre-indculo con las capas de E. coli BL21 (New England BioLabs)
durante 12 h a 37 °C en medio LB (apéndice I) con agitacion constante 200 rpm.
Posteriormente, se realiz6 una fermentacion de 1 L en medio LB utilizando 1% v/v de pre-
inoculo (37°C, agitacion constante 200rpm) y hasta alcanzar una densidad oOptica de 0.6
medido a 600,, equivalente a 4.8x10% células. Una vez alcanzada esta densidad, se
cosecharon las células por centrifugacion a 3,700 x g durante 15 min y se realizaron tres
lavados de las células con glicerol al 10% estéril, para finalmente almacenar las células a -

70 °C.

Transformacion genética en cepa BL21 de Escherichia coli

Las transformaciones con el vector IslA4:pET28b superenrollado se realizaron usando
células electrocompetentes de E. coli BL21 (New England Biolabs). Dicho vector contiene
un gen de resistencia al antibidtico kanamicina, util para la seleccion de clonas positivas;
incluye también un origen de replicacion, un promotor Lacl que induce la transcripcion del
gen clonado. Las células transformadas se recuperaron en 500 pL. de medio LB y se
incubaron durante 1 h a 37 °C con agitacion constante. Una vez terminado el tiempo de
recuperacion, el contenido celular fue distribuido en placas de agar LB con el antibidtico de

resistencia (50 pg/mL kanamicina). Posteriormente, se incubaron a 37 °C por 12 h.

Expresion IslA4
Partiendo de las células transformadas, se propagd un pre-inoculo de 15 mL en medio

LB con kanamicina (50 ug/mL) durante 12 h. Después, se realizé una resiembra (1.5 % v/v
de pre-indculo) en matraces tipo Fernbach (2.8 litros) con 1 L de medio LB adicionado con
antibidtico y se incubd a 37 °C. Una vez que el cultivo alcanz6 una densidad optica de 0.6
unidades a 600nm, se realizd6 la induccibn con 200 mM de isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) y se continu6 la fermentacion a 18 °C, en agitacion constante

(120 rpm) por 6 h (Olvera et al., 2012). Una vez transcurrido el tiempo de induccion, las

17



células fueron separadas del sobrenadante por centrifugacion a 3,700 x g y lavadas en 3
ocasiones con amortiguador de fosfatos pH 6, 100 mM adicionado con 1 mM de CaCl,.
Finalmente fueron resuspendidas en 6 mL de amortiguador adicionado con lisozima (1 g/L)
para llevar a cabo la lisis celular. Para asegurar la lisis celular, las muestras fueron
congeladas con ayuda de dioxido de carbono (COy) sélido y posteriormente se realizd una
sonicacion con 3 pulsos de 15 seg con descansos de 30 seg. El sobrenadante fue obtenido

por centrifugacion a 3,700 x g durante 10 min a 4 °C.

8.2. Métodos generales de purificacion y analisis de proteinas

Purificacion de Is1A4
Una vez obtenida la enzima recombinante, se purific6 mediante cromatografia

liquida répida de proteinas (FPLC por sus siglas en inglés, Fast protein liquid
chromatography) en un equipo AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech) empleando
una columna de intercambio cationico CM-sepharose. La elusion se realizé con un gradiente
de fosfatos de 0.1 a 1.0 M pH 6.0, flujo de 3 ml/min y presion 0.4 mPa. Para concentrar la
enzima, se transfirieron las fracciones eluidas a filtros moleculares (Millipore corte
molecular 10,000 Da). Se centrifugd por 20 min a 3,700 x g y se afiadi6 buffer de acetatos

100mM pH 6 adicionado con 1 mM de CaCl, a los filtros moleculares.

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las proteinas fueron separadas por electroforesis en un gel (1 mm de espesor) de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), de acuerdo con el método
de Laemmli (1970). La electroforesis se llevd a cabo en una cdmara mighty small II para
geles de 8x7 cm. El gel concentrador se realizd con bis acrilamida al 5% p/v, mientras que
el gel separador se llevd a cabo a una concentracion del 10% p/v; la formulacioén de los
geles se muestra en el apéndice 1. Para la separacion por migracion de las proteinas se
generd un campo eléctrico a 20 mA. Se analizé 50 pg de proteina que se mezclaron con
amortiguador de carga para proteinas (apéndice I) adicionado con 10% de -
mercaptoetanol. Una vez terminada la electroforesis, los geles fueron lavados en agua, con

el fin de eliminar el SDS presente, enseguida se utilizé el colorante GelCode Blue Stain
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Reagent (Thermo Scientific) por 20 min para tefiir las proteinas y se lavaron en agua por

un periodo de 30 min.

Con el objetivo de corroborar la purificacion de la enzima IslA4 se elabor6 un gel de
poliacrilamida siguiendo la metodologia antes descrita. En la figura 7 se puede observar

una unica banda con un peso molecular de 65 kDa indicando la pureza de la enzima Isl1A4.
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Figura 7. Gel SDS-PAGE del ensayo de purificacion de la enzima IslA4. Carril 1y 2
muestra obtenida de la purificacién por columna de intercambio catidnico. Carril 3 muestra
de extracto.

Cuantificacion de proteina
La proteina total del extracto enzimatico fue cuantificada mediante el sistema Protein

Assay (Bio-Rad) basado en el método de Bradford (1976), utilizando una curva de

seroalbimina bovina como estandar. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Determinacion de actividad enzimatica
La actividad IslA4 se determind mediante la cuantificacion de azicares reductores

liberados mediante la técnica de Miller o DNS (4cido dinitrosalicilico) (Miller, 1959). La
reaccion enzimatica se llevo a cabo en presencia de 100 g/L de sacarosa en amortiguador de
acetatos 0.1 M pH 6.0 adicionado con 1 mM de CaCl, a una temperatura de 30°C y en un
volumen de reaccion de 600 pL con agitacion constante (300rpm). Los azicares reductores
se determinaron midiendo la absorbancia a 540 nm. Una unidad de actividad enzimatica (U)

se define como la cantidad de enzima que libera un pmol de azucares reductores medidos
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como glucosa por min. El rendimiento de la actividad se define como la actividad existente
después de la purificacion expresada como porcentaje de la actividad del extracto crudo. La
actividad del extracto inicial se toma como el 100%. Por otro lado, el factor de purificacion
mide el incremento en pureza y se obtiene dividiendo la actividad especifica, calculada al

final de la purificacion, por la actividad especifica del extracto inicial (Stryer et al., 2012).
Los resultados de los ensayos de purificacion de la enzimas IslA4 se muestran en la
tabla 1, donde se observa que existe un rendimiento de actividad del 10.36% y una

produccion de 22.74 U/ml . Los ensayos se realizaron por triplicado.

Tabla 1. Balance global del proceso de purificacion de la enzima Is1A4

Muestra Volumen U/mL Unidades  Proteina Proteina U/mg Rendimiento Factor de
final totales (mg/mL) total proteina de actividad  purificacion
(mL) ) (mg) (%)
Extracto 50.00 4.39 219.50 4.70 234.78 0.93 1.00
enzimatico
Enzima 1.00 22.74 22.74 0.88 0.88 25.87 10.36 27.67
purificada

8.3. Métodos generales de identificacion y analisis de productos.

Analisis de productos
La fructosa, glucosa y sacarosa liberadas de la sintesis enzimatica de inulina se

cuantificaron en un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) marca
Waters con un detector de indice de refraccion (Waters 410) y una columna Prevail
Carbohydrate ES (4.6 x 250 mm) a una temperatura de 30°C, usando acetonitrilo:agua
(75:25) como fase movil a un flujo constante de 1 mL/min. El célculo de la relacién
hidrolisis/transferencia, asi como la conversion de la sacarosa, se realizaron usando las
siguientes ecuaciones:

Actividad total = Conversion de sacarosa
% Hidrolisis = (fructosa/glucosa) * 100%

% de transferencia = 100% - Hidr6lisis
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Se determiné la cantidad de polimero que produce la enzima por cromatografia de
permeacion en gel (GPC). Las determinaciones se llevaron a cabo en un equipo marca
Waters con un detector de indice de refraccion (Waters 410) en un sistema de dos columnas
conectadas en serie: Ultrahydrogel Linear (7.8x300mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8x300mm)
con un indice de exclusion entre 0.5 y 10,000 kDa a una temperatura de 30°C. Como fase
moévil se utilizé nitrato de sodio 0.1 M con un flujo de 0.8 mL/min. Se utilizaron como
estandares dextranas de diferente peso molecular. Las muestras se filtraron antes de su

analisis (0.22 pm).
8.4. Determinacion del porcentaje de ramificacion de polimero

Esta determinacion fue llevada a cabo en las instalaciones del departamento de
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Viena bajo la supervision del Dr. Werner
Praznik y Dra. Renate Loeppert. Para este ensayo se utilizé inulina de alto peso molecular
previamente sintetizada en la planta piloto del Instituto de Biotecnologia en un bioreactor de
30 L (Biostat UD, 30L), precipitada con etanol y liofilizada. La inulina liofilizada fue
disuelta en dimetilsufoxido (CHj3),SO para formar iones de alcoxido de los azucares, la
solucidn se alcalinizé con polvo deshidratado de hidroxido de sodio (NaOH), se agitd y se
metil6 con yoduro de metilo. Para sofocar la reaccidon se afiadidé agua y los derivados se
colocaron en cloruro de metilo (CH,Cl,) previamente adicionado con sulfato de sodio
(NaxSOy4). Después de eliminar la sal de secado, la fase orgénica se evapord bajo nitrogeno
N». Para metilar los carbohidratos la reaccién se llevé a cabo bajo condiciones anhidras, por
lo que todos los reactivos y solventes fueron secados con anticipacion. Las muestras secas
metiladas se disolvieron en una pequefia cantidad de cloruro de metilo (CH,CL),
trimetrilsilano (CH3);SiH como medio reductivo y trimetilsililtrifluormetansulfonato
(CH3)3Si0S0O,CF; como catalizador, se agitaron durante la noche. Se anadi6 acido acético
anhidro (CH3CO),0 y se agit6 por 2h. Se adiciond cloruro de metilo CH,Cl, y se neutralizd
con una solucién saturada de hidrogenocarbonato de sodio NaHCOs3, se lavd varias veces
con agua destilada y la fase orgédnica se seco sobre sulfato de sodio anhidro Na;SOj.
Después de eliminar la sal, la fase orgédnica se evapord con N,. Los anhidroalditoles

derivados fueron detectados por cromatografia de gas-liquido (GLC) acoplada a un detector
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por ionizaciéon de llama GLC/FID. La identificacion por GLC fue realizada utilizando el
equipo Shimadzu GC 2010 con una columna capilar (DB-1701; 30 m, 0.25 mm i.d.: 0.25 Im
film thickness; Agilent, Co.), helio como gas acarreador y la deteccién por ionizacion de
llama utilizando el programa: 80 — 135°C a 10°C/min, 135 — 155°C a 2°C/min, 155 —
200°C a 3°C/min, 200 — 260°C a 5°C/min, inyector de temperatura de 230°C y detector de
temperatura a 270°C. En la figura 8 se observa un cromatograma obtenido, donde se
observan diferentes sefiales de acuerdo a la metilacion y acetilacion de cada molécula. De
esta forma se puede diferenciar fructosas lineales, ramificadas y fructosas terminales, asi

como la glucosa terminal.
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Figura 8. Cromatograma obtenido por GLC/FID de la inulina metilada y acetilada de

Leuconostoc citreum.

8.5. Reaccion enzimatica para la produccion de inulina
Las reacciones se llevaron a cabo empleando 0.5 U/mL de enzima IslA4 y una

concentracion de sacarosa de 100g/L en un amortiguador de acetatos 0.1 M pH 6.0
adicionado con 1 mM de CaCl,, temperatura de 30°C con agitacién constante. La reaccion
se detuvo sometiendo las reacciones a ebullicion durante 5 min para inactivar la enzima. Se
identificaron y cuantificaron los productos de reaccion y se determind el tamafio de particula

de estas muestras.
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Ensayo del efecto de las condiciones de reaccion sobre el tamafio de las nanoparticulas
de inulina

Para cada reaccion se utilizd una concentracion de sacarosa de 100g/L y 0.5 U/mL
de inulosacarasa IslA4 en un amortiguador de acetatos pH 6.0 adicionado con 1 mM de
CaCl, variando la concentracion de acetato de sodio 50mM, 100mM y 200 mM (fuerza
ionica p de 0.005, 0.1 y 0.2 respectivamente) a temperaturas de 30°C, 18°C y 4°C con
agitacion constante. Estas reacciones fueron monitoreadas en cuanto al tamafio de particula

asi como al perfil y cuantificacién de productos de reaccion.

8.6. Métodos de analisis de nanoparticulas
Se determiné el tamano de las nanoparticulas, midiendo el didmetro hidrodindmico

por dispersion de luz hidrodindmica (DLS) empleando el equipo Malvern Instrument
Zetasizer 2000 y mediante el equipo el equipo Malvern Zetasizer NanoZS (ZEN 3600,
Malvern Instruments, Worcestershire, UK) utilizando un laser rojo (A = 632.8 nm). La
dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés de "Dynamic light Scattering"), es
una técnica fisicoquimica empleada para la determinacion de tamafio de particulas en
suspension o macromoléculas en solucidn tales como proteinas o polimeros (Estelrich et al.,

1991; Ford et al., 1970).

El valor de potencial Z ({) fue determinado mediante un andlisis de dispersion de luz de
fases aunado a un electroforesis laser Doppler (M3-PALS) en solucion reguladora de
acetatos 100mM pH 6 utilizando el equipo ZetaSizer NanoZS, utilizando una celda capilar

plegada.

Cuantificacion de nanoparticulas en solucion

El recuento de las nanoparticulas por tamano se realizo utilizando un andlisis de rastreo
de nanoparticulas (NTA) usando un sistema NanoSightTM LM10 equipado con un laser
verde LM14 (535nm) y una cdmara Andor (Andor-DL-658-OEM). El rayo laser pasa a
través de la cdmara de la muestra, y las particulas en suspension en el camino del haz

dispersan la luz de tal manera que pueden verse facilmente a través de un microscopio de 20
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aumentos a una distancia de trabajo lejana con ayuda de una cdmara de video montada. La
camara captura un archivo de video de las particulas en estado de movimiento browniano. El
software de analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA) realiza un seguimiento de muchas

particulas individualmente y utiliza la ecuacion Stokes-Einstein para calcular sus diametros

. ., . ., . . kgT . .,
hidrodinamicos. Ecuacion Stokes-Einstein: D = 6:7 donde D es la constante de difusion

(m*/s) , n viscosidad dinamica (Pa's), r radio (m), kg constante de Boltzmann

(1.3806488x10~* J/K) (Lindsay, 2009).

En este caso, las particulas de inulina se diluyeron 1:100,000 en agua miliQ antes del
andlisis. Este ensayo fue realizado por el Dr. Francisco M. Goycoolea en la Universidad de

Miinster, Alemania.

Microscopia electronica de transmision (TEM)

Se aplico un agente de contraste para observar las muestras de los productos que
resultaron de la reaccion enzimadtica utilizando la inulosacarasa IslA4 mediante TEM. Se
utilizo la técnica de tinciéon negativa (TN), la cual permite determinar la presencia de
particulas de tamafio nanométrico. En este trabajo se utilizé la TN para muestras obtenidas a
diferentes tiempos de las reacciones enzimaticas que resultaron al detener la reaccion en
agua hirviendo durante 5 minutos. Se depositaron 5 microlitros de cada una de las muestras
en rejillas de cobre con membrana de Formvar y carbon evaporado. La rejilla se deja flotar
durante 1 minuto sobre una pequefia gota de la muestra del producto de la reaccion
enzimatica, del lado del carbon evaporado. A continuacion se elimina el exceso de muestra
con un papel de filtro y se deja flotar sobre una gota (5uL) de acetato de uranilo 2% durante
I min. El exceso de uranilo se retira también con la ayuda de un papel de filtro. Las rejillas
con las muestras contrastadas por el método de tincidn negativa se observaron en un
microscopio electronico de transmision marca ZEISS modelo Libra a 120 Kv con cdmara

digital Gatan.
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8.7.Pruebas de citotoxicidad
En colaboracion con la Dra. Rebeca Pérez Morales del Departamento de Biologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Judrez del Estado de
Durango, se realizé un estudio de citotoxicidad por triplicado del polimero de inulina a
concentraciones de 25, 50, 100, 150 y 200 pg/ml, aplicando el tratamiento de exposicion a
24 horas. Se realizaron los ensayos en cultivo de linfocitos humanos (PBMC'’s), obtenidas
de un pool de 3 muestras de mujeres clinicamente sanas, con un intervalo de edad entre 28 —
37 afios. Las células fueron purificadas por gradiente de densidad con linfoprep. Se
sembraron ~ 50,000 células para poder determinar el efecto de la inulina de Leuconostoc
citreum sobre la viabilidad celular. Se utiliz6 el ensayo de Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este ensayo se basa en la reducciéon metabdlica del MTT
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado
de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las
células tratadas. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan
producido (Denizot & Lang, 1986).

Se realiz6 la curva estandar a una absorbancia de 540 nm con respecto al numero de
células sembradas (por triplicado), para hacer la transformacion de absorbancia a nimero de

células. El porcentaje de viabilidad se obtuvo utilizando la siguiente formula:

D.O.células tratadas x 100

% Viabilidad =
% Viabilida D. 0. células control

Se realizdo una prueba ANOVA de un factor para comparaciones multiples con
prueba ad hoc de Dunnet que compara los tratamientos contra el grupo control sin
tratamiento, utilizando el software GraphPad Prism 7.01. Se utilizé como control positivo de

muerte celular un tratamiento de 24 horas con etanol al 96%.

8.8. Determinacion de potencial prebiotico

Las fructanas utilizadas en este apartado fueron donadas por el estudiante de
doctorado Raga-Carbajal. Las levanas fueron sintetizadas enzimaticamente empleando la

levansacarasa SacB de B. subtilis str. 18 la cual, dependiendo de las condiciones de reaccion,

25



puede sintetizar levanas con distribuciones de pesos moleculares distintos. En este caso se
empled 100 g/L de sacarosa y 0.1 U/mL sintetizando solamente una poblacion con un peso
molecular promedio de 2,300 KDa (levana A). Para purificar la levana A, se realizd una
precipitacion con 1 volumen de etanol, se dializ6 con agua durante dos dias empleando
membranas con corte de 10 kDa, siguiendo lo informado por Porras-Dominguez, et al.
(2015). Otro de los sustratos utilizados para este estudio fue la levana sintetizada por la
levansacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, este polimero tiene una
distribucion de peso molecular promedio de 2,200 KDa (levana S). Las condiciones de

reaccion y purificacion fueron las descritas por del Morales-Arrieta et al. (2006).

Se determind el potencial prebiodtico de la inulina sintetizada por Leuconostoc citreum
monitoreando cada hora el crecimiento de 13 cepas probiodticas mediante la medicion de la
D.0.600nm usando el equipo Bioscreen C (Oy Growth Curves Ab Ltd- Helsinki, Finland). La
preparacion de las cepas fue la siguiente: se lavaron las cepas tres veces con una solucion
salina de fosfatos (PBS) suplementada con 0.5 g/L de hidrocloruro de cisteina para después
resuspenderlas en medio MRS sin fuente de carbono (glucosa). Se inocularon las cepas con
una D.O.e00nm 1nicial de 0.1 y se agrego6 cada polimero en solucion para tener concentracion
final de éste del 1% en un volumen total de fermentacion de 200 pl. Se utilizaron
microplatos de 96 pozos (Honeycomb) incubandolos a una temperatura de 37°C por 48
horas. Se midi6 la D.O.¢ponm cada hora después de una ligera agitacion de 15 segundos. En
el caso del control negativo, no se agreg6d alguna fuente de carbono y se utilizaron las

mismas condiciones de fermentacion y como control positivo se utilizé 5g/L de fructosa.

Se calculd el valor de ETsg, el cual equivale al tiempo en alcanzar la mitad de la
Densidad Optica Maxima goonm con respecto a la fructosa (Miieller ez al., 2016). El valor de
D.O.600nm minimo de la fructosa se denomina “a” y el valor méximo “a+b” por lo que el
valor medio “c” es igual a “a+b/2”. Por lo que, el tiempo al registrarse este valor “c” en la

curva de crecimiento utilizando como fuente al sustrato de interés, sera el ETs.

Con la finalidad de observar una posible induccion en la hidrdlisis de inulina en

fructosa o FOS se realiz6 un ensayo utilizando la cepa B. longum subsp. infantis ATCC

26



15697. Esta cepa se activo en 10 mL de medio MRS adicionado con 0.5 g/L de L-cisteina.
El medio se desgasificé con CO, y posteriormente se esterilizé en viales sellados. El cultivo
duré 24 horas a 37 °C y 200 rpm. Posteriormente, se crecié6 en 50 mL de medio con la
siguiente composicion (g/L): Bacto peptona (Difco) 2, extracto de levadura (Difco) 2, L-
cisteina 0.5, Tween 80 2 mL/L, MgSO4. 7H,0 0.01, CaCl,. 6H20 0.01, KH,PO,4 0.04, NaCl
0.1 y K;HPO,4 0.04. Al medio se le adiciono6 buffer de fosfatos 100 mM y se ajusto el pH a
6.8, se alicuoto en viales sellados, se desgasifico con CO, y se esterilizo en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Cada fructana: inulina, inulina y fructosa, inulina y FOS Orafti
(FOS tipo inulina), se esterilizé por filtracion usando filtros de polivinilo fluorado (Millex-
GV Millipore) de 0.22 um y se afadio al medio esterilizado para tener una concentracion
final de 5g/L. En el caso del control, se sustituyé la fructana por 5 g/L de glucosa. Las
fermentaciones se llevaron a cabo en 50 mL, por triplicado. El in6culo se realizé con 2.5 mL
de un cultivo crecido por 24 horas en medio MRS. Se medi6 la D.O. ¢ponm aproximadamente
cada 6 horas utilizando el espectrofotometro Beckman DU650 y las muestras se
centrifugaron por 15 minutos a 20,000 x g cuyo sobrenadante se calentd a 95°C y se

almaceno a -20°C hasta su andlisis de perfil de productos.
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9. Resultados y discusion

9.1. Propiedades fisicoquimicas del polimero sintetizado por la inulosacarasa
asociada a pared celular de Leuconostoc citreum.

Se han realizado diferentes estudios sobre las caracteristicas fisicoquimicas de la inulina
producida por Leuconostoc citreum, las cuales son resumidas en la tabla 2 (del Moral et al.,
2008; Quifionez, 2015). Sin embargo, es de suma importancia determinar el grado de
ramificacion para comprender otras propiedades de este polimero como la solubilidad y la
conformacion tridimensional (Wolff et al., 2000). De igual manera fue de nuestro interés
determinar la cantidad de particulas en solucion asi como el potencial Z. Por tal motivo,
decidimos complementar esta caracterizacion utilizando la inulina sintetizada
enzimaticamente por la Inulosacarasa IslA asociada a la pared de las células completas de L.

citreum (Ortiz Soto et al., 2004).

Tabla 2 Caracteristicas fisicoquimicas de la inulina de Leuconostoc citreum
(del Moral et al., 2008; Quinonez, 2015).

Caracteristica Valor
Peso molecular 90 a4 400 kDa
Peso promedio molecular 3,000 kDa
Grado de polimerizacion 18, 500
Tipo de enlace cadena principal B (2-1)
Tipo de enlace ramificaciones B (2-6)
Didmetro hidrodindmico 112.3+5nm
Indice de polidispersion de tamafio 0.069

9.1.1. Determinacion del grado de ramificacion de la inulina
Para desarrollar este analisis, el polimero se sometié a un proceso de metilacion,

hidrélisis y acetilacion, obteniendo como resultado anhidroalditoles derivados, los cuales
fueron identificados y cuantificados por medio de una cromatografia de gas-liquido (GLC).

Dependiendo de la posicion de la metilacion y acetilacion en estos residuos, se definié cual
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era su posicion dentro del polimero: glucosa terminal, fructosa ramificada, fructosa terminal
y fructosa lineales B(2-1). Considerando los datos mostrados en la tabla 3 y un peso
molecular de 3,000 kDa se determind que este polimero de inulina de alto peso molecular
contiene aproximadamente ~18,519 fructosas, de las cuales ~14,730 son fructosas lineales,
~1,858 fructosas ramificadas y ~1,899 fructosas terminales. El nimero de ramificaciones
debe de ser cercano al numero de fructosas terminales, en este caso la variacién observada

puede deberse a que se trabaja con un polimero polidisperso.

Tabla 3. Porcentaje por molécula de anhidroalditoles derivados de una metilacién reductiva
de la inulina de L. citreum.

Molécula % Estructura quimica
MeO

Glucosa terminal 0.17 Vo

Me!
OMe

MeO
OMe
i OM
Fructosa terminal a y B 10.25 e
OMe
MeO
Fru-lineal-2,1 a y 3 79 54 mom W
OMe
Fructosa-ramificada a y 88 10.03 m— W

De acuerdo a la tasa relativa de los residuos fructosil terminales, la inulina de Leuconostoc

OAc

citreum tiene un porcentaje de ramificacion del 10.25%, por lo que se sugiere que este
polimero conforma la estructura mostrada en la figura 9, donde existe una ramificacion cada
8 fructosas. Este porcentaje de ramificacion es mayor al obtenido por Wolf et al.(2000)
quienes caracterizaron una inulina de alto peso molecular (20,000 kDa) sintetizada in vitro

por una fructosiltransferasa de Streptococcus mutans, obteniendo un porcentaje de
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ramificacion del 6.1 %, y una inulina (distribucion de peso molecular 14.9 a 5,000 kDa)

producida por Aspergillus sydowi 1AM 2544, con un porcentaje de ramificacion de 5.4%

(WOlff et al., 2000).
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Figura 9. Estructura de inulina sintetizada por inulosacarasa IslA4.

9.1.2. Determinacion del nimero de nanoparticulas.

Con el objetivo de cuantificar el nimero de nanoparticulas presentes en una muestra

de inulina en solucion (5g/L), se realizaron analisis empleando la técnica de dispersion

dindmica de luz (DLS) y el software “Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)” el cual

permite visualizar particulas de 10 a 1000 nm individualmente. Se detectaron 2.83 x 10°

nanoparticulas/mL con una distribucion de tamafio de 32.5 a 232.5 nm en una muestra con

una concentracion de 5 g/L de inulina de Leuconostoc citreum (figura 10). Dentro de esta

distribucion, las particulas de 82.5 nm son las que se encontraban en mayor proporcion

(15%), cuya concentracién fue de 42.61x10° nanoparticulas/ml. Este es el primer reporte de

cuantificacién de nanoparticulas de inulina de alto peso molecular. Dicha distribucion fue

similar al utilizar la misma concentracion de inulina (5 g/L) y el equipo Zetasizer donde se

realiz6 una cuantificacion relativa al total de particulas detectadas.
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Figura 10. Tamaio de particula con respecto a A numero de particulas de inulina por ml de solucion

y B porcentaje relativo al total de particulas (DLS).
9.1.3. Potencial Z

El potencial Z es un valor que representa el comportamiento electroestatico de una
particula coloidal en el medio donde se encuentre, ese potencial se ha asociado con la
capacidad de agregacion de las particulas en solucion, por lo que se considera un parametro
de estabilidad (Sundar et al., 2010). Por esta razén se consider6 importante realizar la
determinacion del potencial Z de la inulina de L. citreum. Para este andlisis se analiz6 una
solucion de 5 g/L de inulina disuelta en buffer de acetatos 100 mM y pH 6 empleando la
técnica electroforesis Doppler con laser. Los valores obtenidos del potencial Z con esta
técnica fueron de -1.55+0.47 mV, lo que indica una ligera carga negativa. Considerando que
la inulina es un polimero neutro, no se esperaba obtener un valor que muestre la existencia
de algun tipo de carga, por lo que se sugiri6 que dicho valor se podia adjudicar a la presencia
de algiin componente cargado negativamente unido a la superficie de éstas nanoparticulas.
Debido a que la inulina proviene de una sintesis enzimatica utilizando células completas, es
probable que alguna proteina atin unida a este polimero fuera la responsable de este cambio
de carga. Por tal motivo, se cuantifico la proteina presente en la muestra mediante el método
de Bradford. La cantidad de proteina presente en la muestra fue de 9.52x107 +0.28 mg/ml.
A pesar de ser una cantidad relativamente baja de proteina, ésta podria ser la responsable de
la ligera carga negativa registrada en las nanoparticulas. En general, las particulas cuyo
potencial Z se encuentra en el intervalo entre +30mV y -30 mV se consideran como
particulas que tendran una tendencia a agregarse (Wongsagonsup et al., 2005). Tomando en
cuenta que el potencial Z de las nanoparticulas de inulina se encuentra dentro de este
intervalo (-1.55+0.47 mV), sugiriendo que estas particulas son inestables, se decidi6 realizar
un seguimiento de estas particulas por 15 dias (figura 11). Se analizé diariamente su tamafio
por DLS, observando que el didmetro hidrodindmico no vario, lo que sugiere que a pesar del

valor de potencial Z, estas particulas son estables y no tienden a agregarse.
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Figura 11 Seguimiento de la distribucion de tamafio de particulas de inulina durante 15 dias. Las
mediciones se realizaron cada 60 horas aproximadamente (medicion por linea).

9.2. Estudio de la formacion de nanoparticulas de inulina durante la reaccion
de sintesis del polimero.

El objetivo principal de este trabajo fue elucidar si las nanoparticulas de inulina se
forman durante la sintesis enzimatica y si es asi, determinar en qué momento de la reaccion
son generadas. Se decidi6 realizar este estudio empleando la inulosacarasa IslA4, version
truncada de la enzima IslA producida por L. citreum CW28, que debido a la eliminacion de
las regiones N y C-terminal no presenta protedlisis (del Moral er al., 2008). Existen
reportes que revelan que la forma truncada IslA4, a pesar de ver afectada su actividad
transferasa, retiene la capacidad para producir inulina del mismo peso molecular que la

enzima silvestre (del Moral et al., 2008).

Para analizar a detalle la evolucion de la reaccion y la sintesis de productos generados,
se realizo la cuantificacion del sustrato consumido, glucosa liberada, polimero sintetizado,
asi como la estimacion de la fructosa transferida para la formacion de fructooligosacaridos
(FOS). Dichas reacciones se realizaron empleando enzima IslA4 pura, considerando una

concentracion de sustrato 100 g/L de sacarosa y 0.5 U/mL de enzima a una temperatura de

30°C.

En la figura 12 se puede observar la primera fase de la reaccion enzimatica, donde el
consumo de sacarosa alcanzé un 75% en 45 minutos, fue la etapa con mayor velocidad de
consumo de sustrato alcanzando un valor de 98 g/L-h. En el caso de los productos de

transferencia, existié una baja produccion de FOS (3.71 g/L) con respecto a la produccion
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de inulina (19 g/L), esta ultima registrd una velocidad de aparicion de 34.5 g/L-h. Por otro
lado, la relacidn de la concentracion de fructosa (17.1 g/L)/glucosa (36.3 g/L) libre ayuda a
calcular el porcentaje de hidrélisis que esta enzima promueve. Durante la fase inicial se
alcanzo un 47% de hidrolisis. En este caso, la velocidad de aparicion de glucosa y fructosa

fue de 53 g/L-h y 35 g/L-h respectivamente.
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Figura 12. Evolucion de la reaccion enzimatica determinando el consumo de sustrato y sintesis de
productos durante reaccion enzimatica a 30° C, empleando 100g/L de sacarosay 0.5U/ml de IslA4,
en una solucion reguladora de acetatos 100mM pH6.

Durante la etapa final, entre 80 y 95% de conversion de sustrato, se observo una
velocidad de consumo de sacarosa de 0.3 g/L-h. Este valor nos indica que la mayoria de la
sacarosa fue consumida durante la primera etapa. Por otro lado, la concentracion de la
inulina varié entre 20 y 24 g/L, por lo que su produccidon fue menor que en la fase inicial
siendo la velocidad de aparicion de 0.3 g/L-h durante esta Gltima etapa. En cuanto a la
produccion de FOS, se observo una variacion de 0.91 a 3.3 g/L al final de reaccioén y una
concentracion de inulina de 22.91 g/L (figura 12).

En general, durante la reaccion enzimadtica se observd una alta produccion de inulina,

lo cual concuerda con lo reportado por Pefia Cardefia et al., 2015 quien indica una baja
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produccion de FOS a condiciones de reaccion similares a las empleadas en este trabajo.
Cabe mencionar que no existen reportes de un seguimiento enzimatico de la aparicion de
los productos de hidrélisis y transferencia. Sin embargo, en el estudio cinético de la
produccion de FOS de inulina sintetizados por Lactobacillus gasseri DSM20604 se
observa que durante la primera hora se sintetiza un 75% aproximado de producto y se
consume aproximadamente el 50% de la sacarosa; la reaccion total se llevd a cabo por 32
horas (Diez-Municio et al., 2013). Esto concuerda con lo observado, ya que se consumio la

mayor parte del sustrato durante la primera hora de reaccion.

Con el fin de elucidar si durante la sintesis enzimatica del polimero se lleva a cabo la
formacion de las nanoparticulas de inulina, se monitorearon reacciones a través de la técnica

de dispersion dinamica de luz (DLS).

En la figura 13 se puede observar el seguimiento del tamafio de particula durante las
reacciones enzimaticas. Se analizaron muestras al inicio de la reaccion y a 33% de
conversion de sacarosa. En ambas muestras no se observaron agregados a pesar de haber
produccion de inulina. La distribucion observada con un promedio 0.62 nm corresponde al
didmetro hidrodindmico de la sacarosa (Kaszuba et al., 2008). A partir de los 30 minutos de
reaccion (58% de conversion) se percibe la aparicion de nanoparticulas, las cuales aumentan
su tamafo conforme continua la reaccion. Esta observacion sugiere que existe algun factor,
posiblemente la concentracion de polimero, que pudiera promover el autoensamblaje de

estas nanoparticulas.
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Figura 13. Distribucion de tamafio por porcentaje de volumen de particulas a diferentes tiempos de
reaccion empleando 0.5 U/ml de Isla4 y 100 g/L sacarosa a una temperatura 30°C en una solucion
reguladora de acetatos 100 mM.
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Al realizar un anélisis entre el tamafo de particula y la producciéon de polimero
durante la reaccion enzimatica, se pudo determinar que a 30 min de reaccion la cantidad de
polimero producido alcanzé 15.17 g/L como se muestra en la figura 12. Como ya se
menciond, fue en este tiempo cuando se detectd la aparicion de nanoparticulas, registrando
un didmetro hidrodinamico promedio de 67.33 nm (figura 14A). El tamafio de estas
nanoparticulas de inulina y la concentracion de polimero, en las mediciones subsecuentes,
fue aumentando hasta llegar a un valor aproximado de 97 nm y una concentracion final de

22.91 g/L de inulina como se puede observar figura 14B.
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Figura 14. Comportamiento cinético de la produccion de inulina empleando 0.5 U/ml de Isla4, 100
g/L sacarosa a una temperatura 30°C en solucion reguladora de acetatos 100 mM pH 6 (linea negra).
Evolucion del didametro hidrodinamico promedio de las particulas de inulina con respecto al tiempo de
reaccion (linea roja). A Comportamiento cinético durante las primeras dos horas de reaccion B
Comportamiento cinético durante 36 horas de reaccion.

La repentina aparicion de las nanoparticulas de inulina durante la reaccion de sintesis
de polimero sugiere que pudiera existir una concentracion critica de agregacion. Se propone
que la concentracion de agregacion es la cantidad de polimero necesaria para el ensamble de
las nanoparticulas poliméricas (Moulik et al.2009). En nuestro caso de estudio, la
concentracion de agregacion para el ensamble de las nanoparticulas es de 15.17 g/L (figura
14). La identificacion de una concentracion de agregacion ya habia sido reportada para el

autoensamble de nanoparticulas de inulina de bajo peso molecular al disolver este polimero
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en agua. La concentracién de agregacion para esta fructana fue de 0.072 g/L, generando
nanoparticulas de 180 nm (Moulik er al.2009). Esta concentracion es dos ordenes de
magnitud menor a la observada en el presente trabajo, esta discrepancia probablemente se
deba a la diferencia de solubilidades entre ambas inulinas a causa de su grado de

polimerizacion.

Una vez observada la aparicion de nanoparticulas autoensambladas de inulina durante la
sintesis enzimdtica de este polimero, se propuso realizar la caracterizacion morfologica que

estas estructuras adquieren durante dicha sintesis enzimatica.

9.2.1. Caracterizacion morfologica de las nanoparticulas de inulina sintetizadas

enzimaticamente.

Para determinar la morfologia de las nanoparticulas autoensambladas de inulina,
diversas muestras de reaccion fueron visualizadas mediante microscopia electronica de
transmision.

En la figura 15 se presentan Unicamente las micrografias de muestras a tiempo final de la
reaccion (36 h), correspondientes a 95% de conversion y 22.9 g/L de inulina. En estas
micrografias se pueden observar particulas esféricas de diversos tamafios, los cuales se

encuentran dentro de la distribucion de tamafio determinado por DLS.

Figura 15 . Micrografia utilizando TEM de nanoparticulas de inulina producidas durante una
reaccion utilizando IslA 4 0.5 U/ml, 100 g/L sacarosa a 36 horas de reaccion. Magnificacion A) 10k
B) 40k.
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En la figura 16 se observan dos nanoparticulas aisladas de 260 y 280 nm donde, ademas de
ver claramente su morfologia circular, se pudo observar una estructura concava sugiriendo
que estas nanoparticulas podrian estar huecas. Sin embargo, es necesario corroborar dicha
caracteristica morfologica, por lo que se propone como perspectiva analizar la superficie de
la nanoparticula mediante microscopia electronica de barrido y estudiar el espesor de las

capas poliméricas a través de la elipsometria espectroscopica (Albella Martin, 2003).

Figura 16 .Micrografia utilizando TEM de las nanoparticulas de muestra de reaccion IslA 4 0.5
U/ml, 100 g/L sacarosa 30°C, 65% de conversion de sustrato. Magnificacion 20k.

Con base en estos resultados se puede afirmar que la inulina de alto peso molecular
producida por la enzima IslA4 es capaz de autoensamblarse durante la sintesis enzimatica

formando nanoparticulas de morfologia esférica.

9.2.2. Efecto de las condiciones de reaccion sobre la formacion y tamaiio de las
nanoparticulas de inulina.
Al observar el autoensamblado de las particulas de inulina durante su sintesis enzimatica,
fue de nuestro interés estudiar algunas variables que pudieran afectar la formacion de dichas
nanoparticulas. Entre los factores fisicoquimicos que afectan la formacion de nanoparticulas

de polisacaridos se encuentran la temperatura y la fuerza idnica. Se optd por la variable
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fuerza i6nica, debido a que los cationes pueden afectar las propiedades conformacionales de
las nanoparticulas (Li et al, 2004). Por otro lado, la temperatura puede afectar las
caracteristicas reoldgicas de la inulina, como la viscosidad que a su vez puede cambiar las
caracteristicas de las nanoparticulas (por ejemplo, tamafio de particula, morfologia

superficial, etc.) (Sharma et al., 2016).

Con el objetivo de analizar el efecto de la fuerza idnica en el tamafio de las nanoparticulas
de inulina, se llevaron a cabo reacciones enzimaticas variando la concentracion de la
solucion reguladora a 0.05 M, 0.1 M y 0.2 M. Estas concentraciones fueron empleadas
debido a que concentraciones mas altas afectan drasticamente la actividad enzimatica (datos
no mostrados). Asimismo, se analizaron reacciones a 4°C, 18°C y 30°C, ya que se ha
observado que al aumentar la temperatura (>35°C) esta enzima pierde completamente su
actividad (del Moral, 2008). Se determiné el didmetro hidrodindmico promedio al final de

cada reaccion enzimatica mediante DLS.

En reacciones a una temperatura de 30°C, reduciendo la fuerza ionica (0.1 M a 0.05 M) se
report6 una disminucion del 0.72% en el diametro hidrodindmico de las nanoparticulas y al
aumentarla (0.1M a 0.2M) disminuy6 su tamafio en 3.3% (figura 17). Por otro lado, al
reducir la fuerza iénica (0.1M a 0.05M) y la temperatura a 18°C, se observd una disminucion
en un 3%; a esta misma temperatura pero aumentando la fuerza idnica (0.1M a 0.2M) el
tamano de las nanoparticulas aumentd en 5%. Finalmente, al realizar los ensayos a una
temperatura de reaccion de 4° y reduciendo la fuerza idnica (0.1M a 0.05M) se observé una
disminucion del 8% en el didmetro hidrodindmico de la particula y al aumentarla (0.1M a
0.2M) el tamafio de la particula incrementd en un 4%. Estos resultados muestran una

variacién minima en el tamafo de particula al modificar la fuerza idnica.
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Figura 17. Tamaifio de particula en funcion de temperatura y fuerza ionica. * significativamente
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Al analizar el efecto de la temperatura en el tamafio de nanoparticula se observo que
al reducir de 30 a 18°C y manteniendo constante la fuerza ionica a 0.05M, se observa que el
didmetro hidrodinamico disminuye significativamente (p<0.05) en un 3.5%. Sin embargo, al
reducir la temperatura de 30 a 4°C, el tamafio de nanoparticula aumenta en 23%. Por otro
lado, al disminuir la temperatura de 30 a 18°C y una fuerza idnica de 0.1M, se observo un
aumento de tamafio en un 0.82%, mientras que al reducir la temperatura de 30 a 4°C el
tamafio de particula aumento significantemente (p<<0.05) un 27%. Finalmente, disminuyendo
la temperatura de 30 a 18°C con una fuerza idnica constante de 0.2 M, se observo un
aumento significativo (p<0.05) del tamafio de particula del 8.9% y al reducirla a 4°, con esta
misma fuerza idnica, el tamafio de particula aumentd un 32%. Con estos resultados podemos
afirmar que a una menor temperatura de reaccion aumenta el promedio del diametro

hidrodindmico de las particulas.

Se realiz6 un estudio de correlacion entre variables utilizando el programa R Studio.
El valor del indice de correlacion obtenido en este tipo de estudios varia en el intervalo [-

1,1], donde el signo indica el sentido de la relacion. Si » = 1, existe una correlacion positiva
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perfecta. El indice indica una dependencia total entre las dos variables denominada relacion
directa: cuando una de ellas aumenta, la otra también lo hace en proporcidon constante

(Govinden, 1985).

El valor obtenido para la correlacion entre la fuerza idnica y el tamafio de particula
fue cercano a cero, demostrando que no existe una correlacion significativa entre las dos
variables para este intervalo de concentracion de sales (figura 18). Existen reportes
contradictorios en cuanto a este efecto, por un lado Nakapong et al. (2013), Carneiro-da-
Cunha et al. (2011) y Barry & Halsey (1963) indican que existe una influencia de la
concentracion de sales en la ruptura de los enlaces de hidrogeno, que posiblemente estén
involucrados en el autoensamblaje de las particulas. Por otro lado, Li et a/.(2004) observaron
una correlacibon muy baja, no significativa entre el didmetro hidrodindmico de las
nanoparticulas de galactomananos y la fuerza i6nica empleando diferentes concentraciones
de cloruro de sodio (0.1 y 0.05% w/v). Consideramos que estos resultados contradictorios
dejan de manifiesto la necesidad de realizar estudios a fondo que analicen el efecto de la
fuerza idnica en las interacciones entre las moléculas de azlcares de los polisacaridos y

especificamente en la conformacion de nanoparticulas.

Temperatura -0.88

Tamano de lo
particula

Fuerza
ionica

Figura 18. Correlacion entre variables temperatura y fuerza ionica con respecto al tamafio promedio
de nanoparticula, obtenida al final de la reaccion enzimatica utilizando el software R Studio.
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Con respecto a la correlacion que existe entre la temperatura y el tamafio de
particula, se observd una correlacion negativa alta, lo que demuestra que la temperatura (en
un intervalo de 4 a 30°C) es un factor con fuerte influencia en la formacion de las
nanoparticulas. He, et al. (2007) menciona que la temperatura puede afectar la nucleacion y
el crecimiento de las particulas. Este crecimiento es usualmente mas lento a menor
temperatura, favoreciendo el proceso de estabilizacion cinético de las nanoparticulas, lo que
promovera particulas mas grandes y estables. Asimismo, existen reportes que demuestran
que al reducir la temperatura, disminuye la velocidad de reaccion de la enzima IslA4 y por

lo tanto, el rendimiento en la produccion de polimero (del Moral et al., 2008).

9.2.3. Analisis de la reaccion de sintesis de polimero de inulina y la formacion
de nanoparticulas a 4°C.

Debido a que a baja temperatura se observé un cambio significativo en el tamano de la
nanoparticula, se decidi6 estudiar la cinética de reaccion de sintesis de polimero a esta
condicion. Para desarrollar este estudio, se analizaron a detalle las reacciones de sintesis de
polimero utilizando las mismas condiciones que en los ensayos a 30°C y cuantificando el

sustrato consumido, asi como los productos de reaccion.

Con la finalidad de realizar una comparacion entre las reacciones enzimadticas a 30 y
4°C, se definieron nuevamente las fases con respecto al porcentaje de conversion de sustrato.
La primera fase se delimit6 entre 0 y 73%, lo cual fue el valor mas cercano al estimado en la
primera fase de la reaccion a 30°C (75%). Como se puede observar en la figura 19, esta fase
comprendid 12 horas de reaccion, donde la produccion de FOS fue de 3.28 g/L y de inulina
17.93 g/L, siendo el 74 % de lo producido a 30°C. En este caso, durante la primera etapa de
reaccion se registra una velocidad de 15.72 g/L-h. Con respecto a la aparicion del polimero,
se observa una velocidad de aparicion de 4.2 g/L-h. La glucosa y fructosa durante las
primeras horas exhibieron una velocidad de aparicion de 4.55 y 2.88 g/L-h respectivamente.

Estos valores son menores a los observados durante la reaccidon enzimatica a 30 °C. Aunado
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a esto, el porcentaje de hidrolisis fue de 73% siendo este mayor que el registrado a 30°C que
fue de 38%.

Durante la fase final (de 12 a 36 horas de reaccién) se alcanzd un porcentaje de
conversion de sacarosa del 76%, el cual es un valor menor en un 20% comparandolo con el
mismo tiempo de reaccion a 30°C. En este caso la velocidad de desaparicion de sustrato
fue de 0.17 g/L-h sugiriendo que, a pesar de no haberse consumido todo el sustrato, la
velocidad se redujo de manera considerable. La cantidad de FOS fue de 3.06 g/L, mientras
que la produccién de polimero aumento ligeramente de 17.93 a 19.54 g/L. Con respecto a
la aparicion de inulina, se registrd una velocidad de 0.06 g/L-h, siendo éste un valor menor
registrado en las Gltimas horas de la reaccion llevada a cabo a 30 °C. Se registr6 un valor
de 0.025 g/L-h y 0.023 g/L-h para la velocidad de aparicion de glucosa y fructosa, siendo
valores menores a los registrados a 30 °C. De igual forma, el porcentaje de hidrdlisis fue de
56%, siendo mayor al compararlo con la reaccién a 30°C cuyo valor fue de 38.7%, lo que
sugiere que la temperatura pudiera estar afectando la especificidad del tipo de productos de

la reaccion.
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Figura 19. Evolucion de la reaccion enzimatica determinando el consumo de sustrato y sintesis de
productos durante reaccion enzimatica a 4° C, empleando 0.5U/ml de Is1A4, en una solucion
reguladora de acetatos 100mM pH6.



Se realizé un seguimiento del tamafio de particula durante la reaccion enzimatica. En
la figura 19, se muestra la distribucion de tamafio de particula donde en los primeros
tiempos de reaccion 0, 30 min y 1 h, el tamafio promedio se mantuvo en 1 nm. A partir de
las 2 h, se observa la aparicion de nanoparticulas con una distribucién de tamafio de 40 a 300
nm y un tamafio promedio de 83.08+5.95 nm. Esta distribucion se va ajustando conforme al
tiempo hasta ser constante y alcanzar valores entre 80-200nm y un promedio de particula de

131 nm, el cual es mayor que el registrado a 30°C.
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Figura 20. Distribucion de tamafio por volumen a diferentes tiempos de reaccion empleando 0.5
U/ml de IslA4 y 100 g/L sacarosa a una temperatura 4°C.

En la figura 21, se observa el promedio del tamafio de las particulas, asi como la
concentracion de inulina con respecto al tiempo. A estas condiciones de reaccion también se
registrd la posible concentracion de agregacion, en este caso se observo la aparicion de las
nanoparticulas al registrarse una concentracion de 6.78 g/L de inulina a un porcentaje de
conversion de sustrato de 32%. Esta concentracion fue 44% menor a la registrada a 30 °C
donde a los 30 minutos de haber iniciado la reaccidon se cuantificaron 15.17 g/L a 58% de
conversion de sustrato, con un tamafio de particula inicial menor de 67.33 nm alcanzando un

tamafio final de 131 nm.
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Figura 21. Comportamiento cinético de la produccion de inulina empleando 0.5 U/ml de Isla4, 100
g/L sacarosa a una temperatura 4°C en solucion reguladora 100 mM pH 6 (linea negra). Evolucion
del didmetro hidrodinamico promedio de las particulas de inulina con respecto al tiempo de reaccion
(linea roja). A Comportamiento cinético durante las primeras cuatro horas de reaccion B
Comportamiento cinético durante 36 horas de reaccion.

Se tienen reportes sobre los factores que modulan la actividad transferasa e hidrolitica de la
levansacarasa de B. subtilis, entre ellas la concentracion de sacarosa, la presencia de
solventes organicos y la temperatura. En general, la baja temperatura promueve su actividad
transferasa, mientras que a altas temperaturas se favorece la hidrolisis (Tanaka, Oi, &
Yamamoto, 1980; Chambert & Gonzy-Treboul, 1976). En el caso de la inulosacarasa IslA4,
se observd que la actividad hidrolitica fue mayor al disminuir la temperatura, por lo que se
sugiere que las velocidades de reaccion de las actividades hidrolitica y de transferencia se

ven afectadas de forma distinta a las de la levansacarasa.

En cuanto al efecto de la temperatura sobre el peso molecular de las fructanas, se ha

reportado un aumento en el peso molecular de la levana sintetizada por la levansacarasa de B.

subtilis (SacB) al disminuir la temperatura de reacciéon a 4° C (Porras et al., 2015). Al
utilizar la enzima IslA4 a estas condiciones (temperatura de reaccion a 4°C), no existe un

cambio en el peso molecular (3,000 kDa) del polimero como se observa en la figura 22.
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Figura 22. Cromatograma obtenido por HPLC-SEC del polimero de inulina sintetizado por IslA4 a
una temperatura de reaccion de 30°C (azul) y 4°C (negro), en solucion reguladora de acetatos
100mM pH6, 100 g/L de sacarosa.

9.2.4. Morfologia de nanoparticulas autoensambladas a 4°C

Con el objetivo de caracterizar la morfologia de las nanoparticulas de inulina
sintetizadas enzimaticamente a 4°C, se analizaron muestras de reaccion a través de
microscopia electronica de transmision. En la figura 22, se pueden observar dos
micrografias tomadas a muestras de reaccién con un porcentaje de conversion de sacarosa de
73%. En estas micrografias se observan nanoparticulas esféricas de 80 a 130 nm que
concuerdan con lo registrado a través de DLS (figura 20) y morfoldégicamente similares a
las observadas en reacciones a 30°C. Sin embargo, en otros campos de la misma muestra se
pueden observar agregados amorfos de gran tamafio en donde se pueden visualizar cadenas
de inulina con un grosor de aproximadamente 20 nm (figura 23 A). Estos resultados son
similares a los reportados por Cooper et al.(2015) quienes observaron nanoparticulas y
cadenas de inulina de achicoria mediante microscopia electronica de transmision. De igual
forma, Quifionez (2015) observd cadenas similares en las muestras de levana de alto peso

molecular sintetizadas por Bacillus subtilis.
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Figura 23. Micrografias utilizando TEM de nanoparticulas de inulina sintetizadas enzimaticamente a
4°C empleando 0.5 U/mL IslA4, 100 g/L sacarosa en solucion reguladora de acetatos 100mM, a 73%
de conversion de sustrato. A)6.3 K B) 20 K

La presencia de estos agregados amorfos, en conjunto con el incremento del tamafio
promedio de las nanoparticulas de inulina de Leuconostoc citreum sintetizado
enzimaticamente a 4°C, sugieren que las condiciones de reaccion no solo afectan la reaccion
enzimatica sino también la estructuracion de las nanoparticulas. La temperatura pudiera estar
afectando de manera directa a las moléculas de inulina al disminuir su movimiento cinético,
permitiendo que dichas moléculas se acomoden de tal manera que formen hebras,
posiblemente como intermediarios, favoreciendo la existencia de particulas tipo esferulitas
mas grandes y estables desde su nucleacion tal cual lo menciona He, F. ef a/.(2007) (figura
23A). Este tipo de morfologia esta constituida por muchas lamelas que se ramifican desde
un nucleo central (Cruz Herrera, 2012), posiblemente estas lamelas se encuentren

estructuradas por las hebras observadas.

Se sugiere como perspectiva de este trabajo realizar un estudio profundo que permita
dilucidar el tipo de interacciones entre las moléculas que conforman las nanoparticulas y
como éstas son afectadas por la baja temperatura. Asi mismo, estos resultados refuerzan la
necesidad de realizar estudios sobre la caracterizacion morfoldgica utilizando microscopia

electronica de barrido, asi como la elipsometria espectroscopica.

46



9.3. Evaluacion de las propiedades biologicas de las nanoparticulas de inulina
sintetizadas por la inulosacarasa asociada a pared celular de Leuconostoc
citreum.

Después de haber estudiado la formacion de las nanoparticulas de inulina de
Leuconostoc critreum y haber dilucidado que son autoensambladas durante la sintesis
enzimatica, es de suma importancia tener un mejor entendimiento sobre las propiedades
bioldgicas de éstas para sus futuras aplicaciones. Por lo tanto, decidimos enfocar nuestro
esfuerzo en estudiar la citotoxicidad y capacidades prebioticas de estas nanoparticulas, con

la perspectiva de utilizarlas como posibles acarreadores de farmacos via parenteral u oral.

9.3.1. Citotoxicidad

Una de las posibles aplicaciones de las nanoparticulas de inulina es como acarreadores
de farmacos suministrados via parenteral. Una de las pruebas indispensables para el uso de
un nuevo agente farmacéutico es la evaluacion de toxicidad farmacéutica, que puede ser
determinada por la viabilidad de las células después de estar en contacto con este agente. Al
existir pocos reportes sobre la citotoxicidad de la inulina (Coussement, 1999), fue de nuestro
interés corroborar la nula toxicidad de las nanoparticulas de inulina sintetizada por la
inulosacarasa de Leuconostoc citreum. Por tal motivo, decidimos realizar ensayos basados
en la medicion del nimero de células vivas después de ser expuestas a este polimero. Este
analisis se llevo a cabo en colaboracion con la Dra. Rebeca Pérez Morales del Departamento
de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias, Universidad de Durango. En este estudio
se emplearon concentraciones entre 25 y 200 pg/ml de inulina, aplicando el tratamiento de
exposicion a 24 horas a un cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC’s).
Se utilizd6 como control positivo de muerte celular un tratamiento de 24 horas con etanol al

96%.

Como se puede observar en la figura 24, existe una alta viabilidad de las células después
de haber sido expuestas por 24 horas a una muestra de inulina a diferentes concentraciones.

Solamente se observo que a una concentracion de 150 ug/ml, existe un nimero de células
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con una reduccion significativa con respecto al control (p=0.03). Sin embargo, no alcanza el
valor de Dosis Letal 50 (DLsg), pardmetro donde se reduce al 50% la densidad de células

(aproximadamente 3x10* células).
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Figura 24. Analisis de la citotoxicidad de inulina de alto peso molecular de Leuconostoc citreum
expresado en numero de células vivas con respecto a diferentes concentraciones de polimero.

El control positivo con etanol al 96% muestra una mortalidad mayor al 50%. Por lo tanto se
puede concluir que no existe citotoxicidad importante por la exposicion a inulina sintetizada

por la inulosacarasa IslA de Leuconostoc citreum

Estos resultados concuerdan con lo observado por Takeda y Niizato (1982), quienes a través
de un estudio toxicoldgico utilizando FOS tipo inulina, demostraron que estos presentan
nula toxicidad. Dado a las similitudes quimicas que tienen la inulina bajo peso molecular,
oligofructosas y FOS con la inulina de alto peso molecular, los autores proponen que los
efectos citotoxicos de éstos deberian ser nulos. En general, estos resultados fortalecen la

propuesta de aplicar estas nanoparticulas como nano-acarreadores de farmacos

9.3.2. Potencial prebiotico

Otra de las posibles aplicaciones de estas nanoparticulas de inulina es su uso como
acarreadores de farmacos sitio dirigidos al colon, donde puedan ser degradadas por la
microbiota y de esta manera liberar el farmaco. Sin embargo, hasta el momento no existen

reportes sobre potencial prebiodtico de inulinas de alto peso molecular (Barclay, 2010). Por
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tal motivo, se decidi6 realizar una evaluacion del crecimiento de 13 diferentes cepas
probioticas utilizando como unica fuente de carbono a este tipo de inulina estructurada en

forma de nanoparticulas.

Las cepas empleadas para esta evaluacion fueron: Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus acidophilus LA-5, Lactobacillus rhamnosus GG, Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CRL431, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei shirota, Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12, Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis Sr 3.54, Bifidobacterium longum ssp. infantis, Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus, Lactobacillus brevis y Streptococcus salivarius ssp. La fructosa y los FOS
Orafti (fructooligosacaridos tipo inulina) fueron utilizados como control positivo, mientras

que cultivos sin fuente de carbono fueron empleados como control negativo.

En la figura 25, se muestra la densidad 6ptica maxima (D.O.M.gponm) alcanzada a las 48
horas de las 13 cepas probioticas utilizando la inulina, fructosa y FOS de Orafti como fuente
Unica de carbono. Al utilizar la fructosa, se observd un crecimiento similar para todas las
cepas con una D.O.M.goonm entre 1.53 y 1.68. De la misma forma, en el caso del crecimiento
empleando FOS Orafti como fuente de carbono, se registraron valores de D.O.M.goonm entre
1.43 y 1.63. En contraste, los cultivos de 11 de las 13 cepas probidticas no registraron
crecimiento significativo al utilizar la inulina de Leuconostoc citreum como Unica fuente de
carbono. Solamente se registrd un crecimiento significativo con respecto al control negativo
(p<0.05) de las cepas Bifidobacterium longum ssp. infantis y Bifidobacterium animalis ssp
lactis BB12. A pesar de esta diferencia significativa, se observa que el crecimiento de
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 y Bifidobacterium longum ssp. infantis fue de
unicamente el 8% y 3% con respecto al crecimiento total al utilizar fructosa. Este resultado
demuestra que existe degradacion por estas dos cepas sin embargo, no pudieron degradar a
la inulina de alto peso molecular de manera eficiente. Este resultado fue contrario a lo
esperado, ya que existen solidos antecedentes sobre el potencial prebidtico de inulina
utilizando distintas cepas (Makras et al., 2005; Baston, et al., 2012; Pinheiro de Souza ef al.,
2012; Kunova, et al., 2011; Rossi, et al., 2005). Se debe considerar que dichos previos
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estudios se realizaron con inulina de un grado de polimerizacion maximo de 36, siendo este
un peso no comparable con la inulina utilizada en el presente trabajo (GP 18,500), lo que
sugiere que el peso molecular pudiera ser el factor limitante para su hidrolisis y por

consecuencia, el crecimiento de estas cepas probioticas.

Streptococcus salivarius ssp. thermophiles -

Lactobacillus rhamnosus GG - h
Fuente de carbono
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei shirota - h D FOS Orafti
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Figura 25. Densidad Optica Maxima (D.O. M. goonm) de cepas probidticas utilizando fructosa, FOS
Orafti, NP de Inulina, NP de Levana A y NP de Levana S como unica fuente de carbono. La D.O. M.
soonm fue medida a 48 horas de incubacioén en medio MRS.



Debido a lo anterior, fue de nuestro interés probar si estas cepas tenian la capacidad de
crecer metabolizando otras fructanas de alto peso molecular. Por lo tanto, se decidio evaluar
las nanoparticulas de levanas A y S (Quifionez, 2015). La levana A, sintetizada por Bacillus
subtilis, tiene un grado de polimerizacion aproximado de 19,500, un porcentaje de
ramificacion 11% y un peso molecular 3,500 kDa. Mientras que la levana S, sintetizada por
la levansacarasa multidomino de Leuconostoc mesenteroides, exhibe un grado de
polimerizaciéon de 13,000, porcentaje de ramificacion del 17.3% y un peso molecular de
2,200 kDa. Estas levanas, si bien no tienen los enlaces 3 (2-1) que posee la inulina, tienen un

peso molecular comparable.

En la figura 25 se observa que todas las cepas probioticas evaluadas fueron capaces de
crecer eficientemente empleando levana A y S como fuente de carbono, demostrando su
potencial prebiotico. Para realizar una mejor comparacion del crecimiento de estas cepas se
calcul6 el valor ETs, el cual equivale al tiempo en alcanzar la mitad de la densidad Optica
maxima eoonm cON respecto a la fructosa (Miieller et al., 2016), estos valores se muestran en

la tabla 4.

Tabla 4 Valores de ETso [h] calculados al evaluar el crecimiento de cepas probidticas
empleando diferentes fructanas como Unica fuente de carbono.
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FOS Orafti 5

(DP 2-8) 10.71 11.13 7.78 8.12 6.25 9.81 10.41 8.85 6.37 14.90 23.39 6.49 7.56
Levana S 12,777 9.96 13.16 8.18 ND 8.12 ND 12.60 8.41 ND ND ND 8.40 9.51
Levana A 19,444 10.92 11.62 8.07 9.58 7.21 20.45 11.23 10.05 8.80 17.22 23.06 9.11 12.66

*ND: no determinado.

Al utilizar como tunica fuente de carbono la levana A, la cepa B. longum ssp. infantis
presentd el crecimiento mas eficiente a 48 h de cultivo, exhibiendo un valor de D.O.M.600nm
de 1.34 y un ETs¢ de 7.21 h. Por otro lado, la cepa menos eficiente en utilizar la levana A
como fuente de carbono fue L. paracasei ssp. paracasei CRL431, la cual registr6 una

D.O.M.¢oonm de 1.64 y un ETsy de 23 horas. En el caso de la levana S, la cepa con el

51



crecimiento mas eficiente fue L. rhamnosus GG cuyo valor de D.O.M.gponm fue 1.57 y un
ETso de 8.12, mientras que la cepa L. brevis fue la menos eficiente al registrar una
D.O.M.sponmde 1.69 y un ETsy de 13.16 horas. En general, estos resultados demuestran que
la eficiencia de consumo de levana es especifica para cada cepa y sustrato (dependiendo de
su peso molecular y porcentaje de ramificacion), sugiriendo una diferencia en los

mecanismos de asimilacion de estas fructanas por las bacterias probioticas.

Diversos autores han informado los mecanismos catabolicos empleados por cepas
probioticas para la utilizacion de fructanas de bajo peso molecular. En ellos los principales
actores son las enzimas que hidrolizan especificamente estos polimeros, denominadas b-
fructofuranosidasas (EC 3.2.1.26) y endo-fructanasas. Las primeras son enzimas que
hidrolizan enlaces fructosilo de los extremos no reductores de inulinas y levanas
indistintamente, mientras que las endo-fructanasas producen cortes internos en la cadena de
fructanas, liberando FOS como principal producto. Estas se dividen en endo-inulinasas y

endo-levanasas, segun su preferencia para hidrolizar inulina o levana, respectivamente.

Considerando los resultados obtenidos y la actividad que estas enzimas exhiben, se sugiere
que las b-fructofuranosidasas (capaces de degradar indistintamente inulina y levana) no son
las responsables de la degradacion de la levana en estos ensayos, ya que estas enzimas
también hubieran sido capaces de hidrolizar la inulina. Por lo tanto, se propone que las
enzimas que estan participando directamente en la degradacion de estos polimeros son endo-
levanasas, y que las endo-inulinasas por alguna causa, no son producidas y/o activadas en
estas cepas bajo estas condiciones. Se ha demostrado que la produccién de endo-inulinasas
puede ser inducible en algunos microorganismos, siendo los inductores fructosa, sacarosa o
FOS (Rossi, et al., 2005) la falta de esta induccion pudiera ser el factor responsable del nulo

crecimiento de estas cepas probioticas al utilizar la inulina como tnica fuente de carbono.

Con el objetivo de elucidar si la fructosa o los FOS tipo inulina inducen la produccién de
enzimas con actividad inulinasa segun lo reportado por Rossi et al.(2005), se estudio el

crecimiento de la cepa Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697 en presencia de
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estos sustratos. Como se muestra en la figura 26, los cultivos empleando como tnica fuente
de carbono a las nanoparticulas de inulina, mostraron un crecimiento significativo (p<0.05)
al registrar una D.O.M.gp0nm de 0.64 al compararlos con cultivo sin fuente de carbono. Este
resultado es similar al observado en las cepas de Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12
y Bifidobacterium longum ssp. infantis antes analizadas (Figura 25). Por otro lado, en los
analisis empleando la mezcla inulina-FOS, se observo un crecimiento significativo (p<0.05)
con una D.O.M.gponm de 2.3. Al comparar este dato con el obtenido empleando tnicamente
FOS (1.86 de D.O.M.¢p0nm) s€ observa una diferencia significativa, sugiriendo que los FOS

estan induciendo la produccion de alguna enzima con actividad inulinasa.
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Figura 26. D.O.M. ¢onm obtenida al utilizar como unica fuente de carbono inulina, inulina-FOS y
FOS.

Con la finalidad de determinar si las nanoparticulas de inulina y los FOS fueron hidrolizados
y consumidos, se analiz6 la concentracion de estos sustratos al inicio y al final de la
fermentacion (25 h). Al utilizarse solamente las nanoparticulas de inulina como fuente de

carbono no se observa una disminucion significativa (p<0.05) (tabla 5).
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Tabla 5 Concentracion de inulina cuantificada al inicio y final de la fermentacion.

Fuente de Inulina Inulina Diferencia
carbono (g/L) inicio  (g/L) 25 hde significativa
de fermentacion (p<0.05)
fermentacion
Inulina 64+0.3 58+0.8 No
Inulina y FOS 28.6+1.8 27.0+0.11 Si

Este resultado concuerda con lo esperado: una disminucién de inulina debido a la utilizacion
de esta fuente de carbono sin embargo, esta disminucion en la concentracion de inulina no es
congruente con el nivel de crecimiento de las cepa de Bifidobacterium longum subsp.
infantis ATCC 15697, lo que refleja la baja eficiencia de degradacion de este polimero. Los
resultados presentados en esta seccion demuestran que las nanoparticulas de inulina
sintetizada por la enzima IsIA pueden llegar a ser hidrolizadas por cepas de bifidobacterias
probidticas aunque con menor eficiencia que otros prebidticos. Se ha sugerido que el
metabolismo de fructanas en el tracto intestinal podria ser un proceso de cooperacion entre
diferentes especies (sintrofismo) (Rossi et al., 2005). Por lo tanto, se propone como
perspectiva realizar un estudio utilizando esta inulina de Leuconostoc citreum y un consorcio
especifico de cepas probidticas, o un indculo del microbioma del colon, para estudiar mas a

fondo la degradacion de las nanoparticulas para la liberacion de un farmaco.
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10. Conclusiones

Al realizar el presente estudio, se pudo obtener informacion sobre las caracteristicas
fisicoquimicas, morfologicas y bioldgicas que la inulina producida por Leuconostoc citreum
posee. Se determind que este polimero tiene un porcentaje de ramificacion del 10.25%,
sugiriendo que existe una ramificaciéon cada 8 fructosas. Las nanoparticulas de inulina
tienen un valor de potencial Z de -2.15+0.17 mV en una solucién reguladora de acetatos pH
6. Se cuantificaron 2.83x10® nanoparticulas/ml, donde el mayor numero de particulas

(42.61x10° de nanoparticulas/ml) tiene un didmetro hidrodinamico aproximado de 82.5nm.

Se demostré que las nanoparticulas observadas mediante la técnica de dispersion
dindmica de luz y observadas bajo el microscopio electronico de transmision tienen una
distribucion de tamano de 50 nm a 300 nm, un tamafo promedio de 97 nm y una morfologia
esférica. Se pudo dilucidar que la formacién de estas particulas se lleva a cabo durante la
reaccion de sintesis enzimatica del polimero, concluyendo que son autoensambladas durante
la reaccion. Con base en estos resultados, se puede aceptar la hipotesis planteada en el

presente trabajo.

Se determind la concentracion de agregacion del polimero de inulina durante una
reaccion enzimatica a 30°C, siendo este valor de 15.17 g/L. Es a esta concentracion donde se
observd la aparicion de nanoparticulas esféricas. Al estudiar los efectos de las condiciones
de reaccion (fuerza idnica y temperatura), se observd que la fuerza idnica no afectd el
tamano de particula. Sin embargo, al disminuir la temperatura a 4°C se observé un aumento
del tamafo promedio de la nanoparticula a 131 nm. Las micrografias de transmision
electronica muestran, ademas de las nanoparticulas esféricas similares a las observadas a 30
°C, una serie de estructuras diferentes: hebras y agregados amorfos de inulina. En la
reacciones desarrolladas a 4 °C se determind una concentracion de agregacion para la
formacion de nanoparticulas de 6.78 g/L de inulina inferior a la observada a 30°C, indicando
que no solo la concentracion de inulina promueve la formacion de particulas sino también la

temperatura.
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Con respecto a las propiedades bioldgicas se puede concluir que las nanoparticulas
de inulina no presentaron citotoxicidad en cultivo de células mononucleares de sangre
periférica (PBMC’s) hasta una concentracion de 200 pg/ml. Este resultado abre la puerta a
su posible aplicacion para generar sistemas de liberacion controlada via parenteral. Por otro
lado, se sugiere que las nanoparticulas autoensambladas de inulina de alto peso molecular
pueden ser hidrolizadas y utilizadas, con baja eficiencia, como fuente de carbono por
diversas cepas de bifidobacterias, lo que permite proponer su empleo como nano

acarreadores de farmacos sitio dirigidos al colon.
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11. Perspectivas

En este trabajo fue posible obtener informaciéon importante sobre la formacion de las
nanoparticulas de inulina de alto peso molecular, asi como algunas caracteristicas
fisicoquimicas, morfoldgicas y bioldgicas. Sin embargo, aun quedan mucho por estudiar. Tal
es el caso de la cantidad de polimero que se encuentra formando estas nanoparticulas y la
determinacion del nimero de nanoparticulas durante la sintesis enzimatica a diferentes
temperaturas (30°C y 4°C) con la finalidad de estudiar més afondo esta formacion de

autoensamblaje.

Es esencial seguir complementando otras propiedades bioldgicas de estas nanoparticulas
tales como su citotoxicidad en células epiteliales asi como determinar su capacidad
inmunomoduladora y de transgénesis. También se sugiere estudiar sus efectos antitumorales
e hipocolesterolémicos, con la finalidad de identificar las posibles aplicaciones de las

mismas.

Finalmente, es imperante realizar estudios de encapsulacion de biomoléculas de interés
durante la sintesis enzimatica de estas nanoparticulas, asi como estudios de proteccion y

liberacion controlada de dichas biomoléculas.
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Apéndice I

Medio Luria Bertani (LB). Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L. y cloruro de sodio
10 g/L apH 7.5.

Amortiguador TAE 1X. 40 mM de Tris base, 20 mM de 4cido acéticoy 1 mM de EDTA a
pH 8.

Amortiguador de carga para proteinas. 0.125 M de tris-Cl pH 6.8, SDS 4%, glicerol 10%
y azul de bromofenol 0.25%.

Gel SDS-PAGE concentrador. Acrilamida 4.86%, Bis-acrilamida 0.13%, 0.125 M de tris
basico (pH 6.8), SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.1% y N,N,N’,N’-tetrametildiamina
(TEMED) 0.001% v/v.

Gel SDS-PAGE separador. Acrilamida 9.73%, Bis-acrilamida 0.26%, 0.375 M de tris
basico (pH 8.8), SDS 0.1%, persulfato de amonio 0.1% y N,N,N’,N’-tetrametildiamina
(TEMED) 0.004% v/v.

Amortiguador PBS 10X. 1.37 mM de cloruro de sodio, 27 mM de cloruro de potasio, 100
mM de fosfato de sodio y 18 mM de fosfato de potasio.

Reactivo DNS. 1 M de tartrato de sodio y potasio, 0.4 M de hidroxido de sodio y 43 Mm de
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
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