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RESUMEN

El interés por la produccién de alimentos funcionales de alto nivel nutricional
beneficiosos para la salud se ha ido incrementando en la actualidad, de esta forma la
industria alimentaria ha puesto la mira en los prebidticos especialmente en los
fructooligosacdridos (FOS). En el Ecuador la industria biotecnologica  estd
comenzando y no cuenta con metodologias que permitan la optimizacién de los
procesos de obtencion de este tipo de productos a nivel industrial. Este trabajo
describe la evaluacién, por primera vez, de la produccion de FOS a partir de células
inmovilizadas de Pichia pastoris productoras de una fructosiltransferasa, a partir de
sacarosa como fuente de carbono. Se obtuvo la cinética de crecimiento y en la
produccidén en base a la inmovilizacién se realizé un disefio factorial (3*3), teniendo
3 concentraciones de alginato de calcio: 2, 3 'y 4% y 3 masas de levadura: 0.5, 1 y
1.5g. Partiendo de condiciones temperatura ambiente y agitaciéon de 180 rpm se
llegd a la fase estacionaria de crecimiento a los 4 dias de cultivo con una actividad
enzimdtica especifica extracelular 79,12+0,321 U/ml. El mejor resultado en la
produccion discontinua con sacarosa 0.876 M a un pH 6.5, se obtuvo en alginato 2
%y 1.5 gr de levadura a las 24 horas, con un rendimiento tedrico a los 15 minutos

de 0.019 g*g™! para la formacién de azucares reductores.
PALABRAS CLAVE

e FRUCTOOLIGOSACARIDOS,
e INMOVILIZACION,

e CINETICA DE CRECIMEITO
e ALGINATO DE CALCIO,
RENDIMIENTO
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ABSTRACT

The interest in the production of functional nutritional foods of high nutritional and
health benefit has been increasing at the present time, in this way the food industry
has focused on the prebiotics especially on fructooligosaccharides (FOS). In
Ecuador, the biotechnology industry is beginning and does not have methodologies
that allow the optimization of the processes in order to produce this kind of products

at the industrial scale.

This work describes the evaluation in the production of fructooligosaccharides from
immobilized Pichia pastoris cells producing a fructosyltransferase, from sucrose as a
carbon source. The kinetics of growth were obtained and in the production based on
the immobilization a factorial design (3 * 3) was made, having 3 concentrations of
calcium alginate: 2, 3 and 4% and 3 yeast masses: 0.5, 1 and 1.5g.Starting from
ambient temperature conditions and agitation of 180 rpm, the stationary phase of
growth was reached at 4 days of culture with a specific enzymatic activity
extracellular 79.12+0.321 U / ml. The best result in the discontinuous production
with sucrose 0.876 M at pH 6.5 was obtained in alginate 2% and 1.5 gr yeast at 24
hours, with a theoretical yield at 15 minutes of 0.019 g * g-1 for the formation of

reducing sugars.

KEYWORDS:
e FRUCTOOLIGOSACCHARIDES

e IMMOBILIZATION

e KINETICS OF GROWTH
e CALCIUM ALGINATE

e THEORETICAL YIEL



1 CAPITULOI

INTRODUCCION

1.1 ANTECEDENTES

La producciéon de alimentos y compuestos de interés nutricional es un tema de
investigacion desde décadas anteriores. En el ano 1980 investigadores japoneses
demostraron la funcionalidad de los oligosacédridos y su capacidad de ser un sustrato
selectivo para bifidobacterias. A partir de estos ensayos se introduce el primero concepto
de prebidtico. Siendo una ingredientes no digeribles por el tracto gastrointestinal que
benefician al organismo con el crecimiento selectivo de microorganismos en el colon.
La siguiente década (1990) las investigaciones y estudios realizados con respecto a
prebidticos se destacaron en el desarrollo y validacion de métodos basados en biologia
molecular para identificar y cuantificar microrganismos de la microbiota intestinal, a
continuacion se realizé ensayos in vitro e in vivo en la relacion de prebidticos,
probidticos y su selectividad para evitar complicaciones especificamente en el colon

(Roberfroid M., 2010).

Varias investigaciones se han realizado con respecto a oligosacdridos como:
nomenclatura,  metabolismo, organismos productores y primordial relaciones y
beneficios para la salud. Producto de los resultados obtenidos las industrial a nivel

mundial plantearon un gran interés en la produccién de los prebidticos.

Dentro de los prebidticos de gran interés estdn las fructooligosacaridos (FOS) que
tienen una larga historia de uso en Japén y Europa, en el que estdn aprobados para su
uso en mds de 500 productos de alimentos procesados que van desde féormulas infantiles
hasta productos de confiteria. La demanda de estos productos ha ido incrementandose
teniendo una prospectiva de crecimiento del 10% anual. Diferentes grupos de
investigacion de todo el mundo en las tltimas dos décadas se centran en: la produccidn,

propiedades, aspectos analiticos y los beneficios nutricionales de los FOS. Se han



presentado articulos que describen la ocurrencia, la preparacion, propiedades vy
aplicaciones de FOS, ademds de la composicion y la fuente de FOS, sus efectos
fisiol6gicos sobre el consumo, la capacidad de aumentar la vida ttil de productos que
contienen probidticos y su relacién con el concepto de fibra dietética (Sangeetha et al.,

2005; Mohammadi & Mortazavian, 2011).

En los dltimos afos investigaciones realizadas en la industria de alimentos, tiene el
desafio técnico de producir un alto rendimiento de oligosacaridos de tamafio especifico a
partir de materias primas simples (Mutanda, Mokoena, Olaniran, Wilhelmi, & Whiteley,

2014).

1.2 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DEL PROBLEMA A RESOLVER

Los prebidticos son conocidos como polisacaridos no digeribles, que conducen al
aumento de bacterias beneficiosas para la salud conocidas como probidticos que se
encuentran en el colon y ejercen antagonismo con Salmonella sp o Escherichia coli. Los
prebidticos presentan caracteristica de no ser absorbidos, ni digeridos por enzimas en el
transcurso por el intestino delgado, pero posteriormente fermentados por la microflora

beneficiosa (Patel & Goyal, 2012), de ahi su cardcter prebidtico.

Dentro de la clasificacion de los prebidticos se encuentran los FOS que son
sustratos de muchos probidticos, la utilizacion de FOS segin estudios demuestran el
aumento de 20 a un 70 % los niveles de bifidobacterias y su consumo propicia
beneficios en la salud , tales como: La resistencia a infecciones, sintesis del complejo B
y una mayor absorcién de calcio en el tracto gastrointestinal, ademds de contener niveles
bajos de calorias, no ser carcinogénicos y no implican caries dentales. Se estima que los
FOS estan presentes en 36000 plantas entre las familias Compositae y Asteraceae, que
almacenan estas sustancias como reservas de energia (Mutanda, Mokoena, Olaniran,

Wilhelmi, & Whiteley, 2014).



En la actualidad los prebidticos son un atractivo en la composicién de alimentos,
debido a los resultados obtenidos en experimentos realizados in vivo, las caracteristicas
que resaltan son: su propiedad de laxante y fortalecimiento del intestino grueso
(Cumming & Macfarlane, 2002).  Especialmente estdn relacionados con los
inmunomoduladores que intervienen y previenen el crecimiento de células malignas y

formacién de tumores (Calselato, Freitas, & Sgarbieri, 2011).

La carencia de nutrientes, los conservantes y aditivos en alimentos procesados,
alteran la histologia en el organismo especialmente el colon que su deterioro conlleva a
consecuencias que finalizan en cdncer (Mutanda, Mokoena, Olaniran, Wilhelmi, &
Whiteley, 2014). Estudios realizados en el Ecuador demuestran que la incidencia del
cancer de colon presenta una frecuencia alta en personas desde los 54 afios en
adelante (Mora , Calderén, & Contreras, 2002). Ademds las intervenciones quirirgicas
de colon realizadas en SOLCA en los dltimos 15 afios se han incrementado, mostrando a
Quito y Guayaquil las ciudades con mds prevalencia (El_Universo, 2015). El interés
actual promueve el desarrollo de alimentos funcionales que tienen como objetivo ser:
complemento de la dieta y altos en nutrientes, de esta forma la industria alimentaria ha
puesto la mira en los prebidticos especialmente los FOS (Al-Sheraji, y otros, 2013). Sin
embargo, la obtenciéon de FOS a través de materia vegetal conlleva varios procesos que

desde el punto de vista industrial, son limitantes para una alta productividad.

A todo esto, la aplicaciéon de técnicas moleculares de clonacién en Pichia pastoris
mejoran la obtencién de enzimas como la 1-SST fuctosiltransferasa para elevar la
producciéon de FOS. El uso de Pichia pastoris tiene algunas ventajas como sistema de
expresion tales como: proteinas heterélogas relativamente puras, requerimientos
econdémicamente bajos y manipulacion sencilla para un posible escalamiento (Macauley-
Patrick, Fazenda, McNeil, & Harvey, 2005). Ademds por razones técnicas y econdmicas
los biocatalizadores requieren reutilizacion por largos periodos de tiempo. Bajo este
criterio el interés en el campo biotecnoldgico por la inmovilizacion de células y enzimas
aumenta, debido a sus grandes ventajas, sencillez y bajos costos (Fajardo, Osuna, Villa

Veldszque, Escalante, & Ibarra, 2011). Por tanto, se busca tener alta produccion de
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FOS por medio de inmovilizacién de P. pastoris recombinante, como un paso
preliminar para el desarrollo, por primera vez en el pais, de una tecnologia de
produccién de estos compuestos y su posterior uso en la industria de alimentos en el
Ecuador. Estos resultados sin dudas, contribuirian al desarrollo de la matriz productiva

del pais, con la produccién de productos biotecnoldgicos de alto valor agregado.

1.3 OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1.3.1.1 Objetivo general del proyecto
Evaluar la produccién de fructooligosacaridos a partir de células inmovilizadas

de Pichia pastoris productoras de una fructosiltransferasa (FTF).

1.3.1.2 Objetivos especificos

e Determinar la cinética de crecimiento de Pichia pastoris asi como la produccién
enzimadtica.

e Establecer condiciones Optimas para Inmovilizar levadura  Pichia
pastoris recombinante en perlas de alginato de calcio y comparar la actividad
enzimdtica de 1-SST fructosiltransferasa de células inmovilizadas y células
libres.

e Cuantificar por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) la cantidad de 1 -

kestosa obtenida a distintos tiempos de reaccion.



2 CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 PREBIOTICO

Son componentes presentes en la dieta que estimulan el crecimiento de ciertos
microorganismos que habitan el tracto gastrointestinal, proporcionando beneficios en la
salud del huésped (Roberfroid M., 2010). Los prebidticos es un ingrediente alimenticio
no digerido por el organismo, pero promueven la flora intestinal y el sistema inmune,
debido al crecimiento selectivo en el colon. Son fundamentalmente los fructo y galacto

oligosacdridos de cadena corta (De la Cagigas & Blanco, 2002; Ringo et al., 2010).

Dentro de las caracteristicas principales de los prebidticos es el aumento del sistema
inmunolégico previniendo la formacién de células malignas en el colon, que pueden
comenzar con enfermedades de intestino irritable, estrefiimiento y otros trastornos
intestinales. En la actualidad es parte principal de la composicion de alimentos debido
que ha mostrado mayores beneficios formando simbidticos ayudando en enfermedades

cardiovasculares (Ford et al., 2014; Ooi & Liong, 2010).
Caracteristicas de los prebidticos en la salud

e Promueve el crecimiento de microbiota intestinal.

e Ayuda en las funciones intestinales.

e Aumento de la absorcion de minerales, especialmente calcio en la densidad 6sea.
e Regula la produccién de péptidos gastro intestinales relacionado con la saciedad.
e Modulacién de las funciones inmunes.

e Reduccion de infecciones intestinales.

e Reduccion de diabetes tipo 2.

e Reduccién de la inflamacién intestinal (Roberfroid M., 2010).



2.1.1 Fructanos como prebidticos

Los fructanos son los prebidticos con mayor informacion, especialmente del tipo
inulina que debido a su configuracion B del C 2 anomérico en los mondmeros de
fructosa, que otorgan la propiedad de ser resistente a la digestion en el tracto
gastrointestinal. No obstante estos prebidticos pueden ser fermentados por bacterias
lacticas y bifidobacterias que aumentan paulatinamente su poblacién (Butel et al., 2002a;

Suzuki et al., 2006; Roberfroid, 2000).

Dentro del proceso fermentativo de los fructanos favorecen el desarrollo de la
mucosa presente en el epitelio intestinal, dando resistencia a las enfermedades debido a

la inhibicién de lesiones intestinales ulcerativas (Butel et al., 2002b; Cherbut, 2002).

Una caracteristica importante, ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares e
hipertrigliceridemia, relacionadas con dietas altas en calorias (Roberfroid, 2001).
Ademés de reducir problemas de obesidad, que pueden relacionarse a futuro con

diabetes tipo II (Marquina & Santos, 2003).

2.2 FRUCTOOLIGOSACARIDOS

2.2.1 Generalidades

Los FOS son carbohidratos de gran importancia en la industria farmacéutica, en
dosis recomendadas presentan beneficios para la salud (Mutanda, Mokoena, Olaniran,
Wilhelmi, & Whiteley, 2014). Los FOS son mencionados como prebidticos, siendo
preponderantes en la nutricion actual, al ser reconocidos como fibra soluble que
estimulan el crecimiento de bifidobacterias en el tracto gastrointestinal (Olivera ,
Castillo , & Lopez, 2005). Se encuentran en plantas como: cebolla, pldtano, achicoria de

jerusalen, esparragos, ajo entre otras.

La biofuncionalidad de los FOS han sido documentadas como tener bajo dulzor,

teniendo valores pequefios de calorias y pocas veces son hidrolizados por enzimas
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digestivas, ademds poseer propiedades no carcinogénicas (Mutanda, Mokoena, Olaniran,

Wilhelmi, & Whiteley, 2014).

Los FOS se reconocen como oligomeros de fructosa, estos conforman una serie de
oligasacaridos que provienen de la sacarosa, la formula representativa GFn siendo la
molécula mas pequefia 1-kestosa conformada por Glucosa-fructosa-fructosa (GF2)
seguida de la nistosa con tres fructosas (GF3), todas las moléculas se encuentran en la
posicion B-2,1 de la glucosa (Dominguez , Rodrigues, Lima, & Texeira, 2013). La

predominancia en plantas se encuentra n<GF5 como se menciona en la tabla 1.

Tabla 1

Distribucion de fructooligosacdridos (n<9) en plantas.

Sustancia % de fructanos GF2 GF3 GF4 GF5-8 Total
DS

Cebolla 25-40 61% 25% 10% 3%
100%
Trigo 1-4 30% 13% 6% 50%
100%
Achicoria 15-20 4% 5% 5% 16%
30%

A. Jerusalén 16 -20

50%

Ajo 25-35 10-20%

Fuente: (Bornet, Brouns, Tashiro, & Duvillier, 2002)

Los fructanos en las plantas sirven de fuente de almacenamiento de energia, por esta
razén se acumulan en la base de las hojas para un rebrote ademds de Organos
especializados como la raiz, se diferencian del almidén por su lugar de almacenamiento

y la accién de la enzima fructosiltranferasa (Darwen & John, 1989).
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Figura 1 Estructura de los fructooligosacaridos de cadena corta:

1-kestosa, 1-nistosa y fructosilnistosa.
Fuente: (Dominguez , Rodrigues, Lima, & Texeira, 2013)

2.2.2 Fructosiltransferasas

Las Fructosiltransferasas (FTFs) se encuentran en diferentes organismo productores
de fructooligosacdridos, especialmente en plantas y de hongos filamentosos que son las
mads aplicadas. Estas enzimas poseen una activad optima en condiciones de pH 4.5 -7.5,
temperatura de 50 a 60 °C (Aguilera-Olivera & Maugeri, 2011). La FTF en presencia
de sacarosa en la naturaleza es capaz de realizar varias reacciones hasta formar un
polimero, siguiendo un mecanismo tipo Ping-Pong (Olivera , Castillo , & Lépez, 2005).
De este modo la sacarosa sirve dos veces de donante rompiendo el enlace B-1,2 de la
molécula y transfiere un grupo fructosilo a una molécula aceptora como sacarosa,

dejando libre una glucosa (Maiorano, Piccoli, Sabino da Silva, & de Andrade , 2008). La
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enzima por presentar la capacidad de hidrolizar enlaces fructosilo son denominadas -

fructofuranosidasas que pertenecen a la familia de las glicosidasas 32.

2.3 PICHIA PASTORIS

2.3.1 Caracteristicas

La levadura Pichia pastoris es un organismo utilizado como huésped en la
produccién de proteinas heter6logas eucariotas, debido a la combinaciéon de
manipulacion genética, esta levadura se ha convertido en el microorganismo maés
estudiado para la produccién de proteinas terapéuticas recombinantes y ademds por su
versatilidad. Esta levadura la expresion proteica es secretada al medio definido con un

80% de pureza (Potvin , Ahmad, & Zhang, 2012).
Factores que atribuyen a la aceptacion de P. pastoris.

e Promotores derivados del alcohol oxidasa 1 (pAOXl) y de la fosfato
gliceraldehido deshidrogenas pGAP, adecuado para la expresion de genes
extrafios de forma inducida o constitutiva.

e Similitud en las técnicas de manipulacién de Sacharomyces cervisiae. En la
produccién de proteinas.

e Fuerte prevalencia por el crecimiento respiratorio que es un factor importante
para altas densidades celulares.

e La expresion de mas de 200 proteinas heterdlogas (Cregg, Cereghino, Shi, &
Higgins, 2000).

El uso de Pichia pastoris ha crecido debido a la eficacia en la produccién, de tal
manera que el rendimiento y actividad dependen de los pardmetros fisicos del cultivo
como: pH, temperatura, disponibilidad de oxigeno y los residuos de metanol. De esta
manera ha remplazado a otros microorganismos convencionales (Macauley-Patrick,

Fazenda, McNeil, & Harvey, 2005).
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2.3.2 Pichia pastoris como sistema de expresion

Los organismos mds utilizados en investigaciones biotecnoldgicas son levaduras y
bacterias. Pichia pastoris representa beneficios para la expresion de genes heterologos,
ademads de ser considerado por la American Food and Drug Administration (FDA) como
umicroorganismo GRAS (General Regarded as Safe) o sea seguro desde el punto de
vista bio-ambiental (Dominguez et al., 1998). Por esta razon es el postulante ideal para
la expresion de enzimas de interés alimenticio, ademds de no ser genéticamente
susceptible (Darby et al., 2012). Con esta capacidad la expresioén del gen codificante
para la 1-SST en P. pastoris, se conserva las caracteristicas enzimdticas del organismo
natural, sin embargo con una mayor produccién de la misma al utilizar una levadura con

P. pastoris como hospedero (Liischer & Nelson, 1995).

2.3.3 Crecimiento Celular

Es la secuencia de procesos una poblacion microbiana, siendo desde la formacién de
un nuevo individuo que presenta un alto grado de adaptabilidad siendo capaz de
responder a las variaciones del medio hasta la formacién del siguiente individuo,
aumentando el nimero de células (Prescott, Harley, & Klein, 2009; Scragg, 2002). La
curva de crecimiento representa el incremento celular en el tiempo, tomando en cuenta

la disponibilidad de nutrientes. La curva se presenta en cuatro fases:

2.3.3.1 Fase Latencia

Es la introduccién del microorganismo a un medio de cultivo, en esta fase no se
encuentra aumento celular, ni tampoco un aumento en masa debido a que los
componentes celulares se encuentran adaptdndose, congruentemente formando nuevos
ribosomas y provisiondndose de ATP, ademds de crear nuevas enzimas de acuerdo al
medio de cultivo en el que se encuentran. La fase de latencia dependera del estado del
microorganismo que podria ser larga o incluso corta si procede de un medio fresco o de

igual composicion.
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2.3.3.2 Fase Exponencial

Esta fase los microorganismos se encuentran creciendo y dividiéndose
constantemente es por esta razén a esta fase también se la conoce como logaritmica.
Durante este periodo la poblacién microbiana es muy uniforme tomando en cuenta que
los componentes del medio se encuentran en las mejores condiciones ambientales y de
nutrientes, sin embargo a medida que transcurre el tiempo en esta fase también

aumentan los desechos.

dN N
—_—= *
ac ¢

u: velocidad especifica de crecimiento.
N: nimero de células.

2.3.3.3 Fase Estacionaria

El crecimiento y la divisiéon disminuye y la curva practicamente forma una
horizontal, el tamafio final de la poblaciéon microbiana dependera de la cantidad de
nutrientes y factores ambientales. A partir de esta fase el nimero de microorganismos no
tendrd una variacién significativa, practicamente constante. Uno de los factores
esenciales es la cantidad de oxigeno, su limitacién estd dada por la baja solubilidad

variando la concentracion uniforme en el medio de cultivo.

La escases de nutrientes es otra de las consideraciones, sin embargo puede resultar
beneficiosa debido a que el microorganismo forma proteinas mediante diferentes
mecanismos para darle resistencia, estas se las conoce como proteinas del hambre y
estas consideraciones son importantes en la microbiologia industrial y en ensayos

médicos (Prescott, Harley, & Klein, 2009).

dN

— =0
dt



12

2.3.3.4 Fase Senescencia y Muerte

Se describe como la pérdida de viabilidad de las células, cesa el crecimiento y en la
mayoria las células se rompen. En este instante las velocidad especifica de crecimiento
llega hacer 0 o menor a cero y finalmente el cultivo llega a tener més toxinas y

moléculas de desecho (Doran, 1998).

dN I« N
_ = *
dt

k: velocidad especifica de muerte o senescencia celular.
FASES DE CRECIMIENTO

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

wWe=C=-00 QO

we =-oo -~<

Tiempo

Figura 2 Curva de crecimiento microbiano.

Fuente: (Garcia, 2012).
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2.4 INMOVILIZACION

24.1 Caracteristicas generales

La inmovilizacién se define como la localizacién especifica de células o enzimas
manteniendo la misma caracteristica en su actividad y demds propiedades, de esta forma
son reutilizadas en los procesos bioquimicos durante largos periodos de tiempo (Fajardo,
Osuna, Villa Veldszque, Escalante, & Ibarra, 2011). Dentro del concepto de
inmovilizacidon de células implica el encerramiento de las células vivas dentro de una
red rigida que permite la difusién de sustratos y productos, permitiendo el crecimiento y
mantenimiento de células activas en polimeros naturales (Chamon & Divies, 2001).
Ademas, la inmovilizacion tiene como finalidad el disefio sencillo de reactores en la
produccién de metabolitos, adicionalmente ventajas en el control del proceso, la
eficiencia de la produccidn y la estabilizacidn de sistemas continuos de sustrato (Martins

etal., 2013).

Las enzimas y células completas por lo general son dificiles de reutilizar ademads de
ser delicadas en grandes procesos de produccidn en condiciones normales de operacion,
debido a esta la inmovilizaciéon proporciona caracteristicas quimicas y bioquimicas
facilitando los métodos de sintesis y la utilizacion de biopolimeros promete disminuir el
impacto ambiental de los procesos, siendo el mayor atractivo de las industrias (Scragg,

2002; Miletic¢ et al., 2012).
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Tabla 2

Inmovilizacion caracteristicas generales para su aplicacion.

Ventajas Desventajas Atractivo industrial
Mejor productividad Crecimiento
. i Barato.
en fermentaciones.  excesivo celular
Perdida de

Adaptacion a

. actividad en el Robusta.
procesos continuos.

uso continuo

Mayor tolerancia a

) Estabilidad de la . .
fermentacion . No oxida de vinos.
e . matriz.
sustancias inhibidoras
Menor escala en la No es susceptible
fermentacion a contaminacion.
Aplicativo a
diferentes Debe usar soportes
microorganismos y organismos

incluyendo
Adaptada de Chamon & Divies, 2001.

La inmovilizacién de microrganismos se puede realizar por diferentes métodos:

e Unién covalente a soportes sélidos. Las enzimas forman un verdadero enlace
covalente con la superficie del soporte insoluble sea: vidrio poroso cerdmica,
carbon, celulosa o polimeros sintéticos. Debe pasar por dos etapas siendo la
activacion de soporte y el acoplamiento especifico (figura 3e).

e Absorcién en soportes sélidos. La primera técnica de inmovilizacion utilizando
intercambio catiénico, formando interacciones débiles, requieres condiciones de
control, ademads de ser utilizado para la purificacién de proteinas (figura 3a).

e (Captura de una red tridimensional de polimero. Antes de la formacion de gel se
agrega la enzima u organismos a los mondmeros, los cuales formado el

polimero quedan adentro o entrecruzados con la red formada (figura 3d).
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e Microencapsulacion. Se forma en el interior de la microcapsula que puede ser
obtenida por polimerizacion interfacial, desecacion o separacién de una fase
(figura 3b).

e Entrecruzamiento con reactivos bifuncionales. Es un entrecruzamiento entre
moléculas (figura 3c).

e (Captura detrds de membrana semipermiable (Scragg, 2002).

Figura 3 Métodos de inmovilizacion de enzimas.
Fuente: (Fajardo, Osuna, Villa Velaszque, Escalante, & Ibarra, 2011).
Nota: a) absorcidn, interaccién de enzimas positiva con las paredes del soporte negativo. b) Microencapsulacién por

perlas porosas o micelias. ¢) Entrecruzamiento de enzimas. d) Formacién de matriz por polimero en gelidificacion. e)
enlace covalente con el soporte.

El principal objetivo de la inmovilizacién es mantener la viabilidad celular y

disminuir factores que afecte la reaccién durante la produccién en una reaccion.
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2.4.2 Alginato de calcio

El alginato es un polisacdrido proveniente de la pared celular de las algas marinas,
se encuentra como sal de dcido alginico y es utilizado en la industria alimenticia como
espesante o emulsionante. Igualmente, es utilizado en los laboratorios de biologia en la
fijacion de cepas de distintos microoganismos. Dentro de sus propiedades estdn:
fisicoquimicas con una alta viscosidad, es biodegradable y debido a su inocuidad es

permitido por la FDA (Avendaio-Romero, Lépez-Malo, & Palou, 2013).

El alginato de calcio es ampliamente utilizado en la inmovilizacién, debido a que
forma un gel con capacidad de mejorar la actividad enzimdtica, la estabilidad y la
reutilizacion (Datta, Christena, & Rajaram, 2013). El modelo de gelificacién del
alginato es conocido como modelo “caja de huevo” (figura 4), basado en la dimerizacién
de la cadena lineal, cuando el 4cido alginico es hidratado a pH bajos de 3 -4, forma un

gel de alta viscosidad (Avendafio-Romero, Lopez-Malo, & Palou, 2013).

[ »] (@ ® Mido ad-gulrtnko ® dido PO manurdnico

Figura 4 Modelo caja de huevo del alginato de calcio.
Fuente: (Avendaiio-Romero, Lopez-Malo, & Palou, 2013).



17

3 CAPITULOIII

MATERIALES Y METODOS

3.1 PARTICIPANTES
El desarrollo del proyecto se realiz6 bajo la direccién del Dr. Luis E. Trujillo Ph.D

y colaboracién del Dr. Rodrigo Avalos.

3.2 ZONA DE ESTUDIO
El trabajo de investigacion se realizard en el laboratorio de Biotecnologia en el

Centro de Investigaciones cientificas (CENCINAT) Que se encuentra en el campus
matriz de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, ubicado en Sangolqui, con
direcciéon: Av. El Progreso S/N via Amaguaiia, cantén Rumifahui, Provincia de
Pichincha, Ecuador y con coordenadas Latitud 0°18°53,891°” (Oeste), Altura Elipsoidal
2518.640 m.

3.3 REVISION BIBLIOGRAFICA

El desarrollo investigativo se inicié con una revision bibliogrifica en el area de
obtencién fructooligosacdridos y aplicaciones, pardmetros de crecimiento de levaduras,
asi como la obtencién de biomasa y enzima fructosiltransferasa en diferentes bases de

datos en inglés y espaiiol.

34 MATERIALES Y REACTIVOS

Se especifican los materiales, reactivos, equipos realizados de la investigacion
planteada. En la tabla 3 se encuentra la contribucion por parte del laboratorio de

Biotecnologia del CENCINAT de la Universidad de las fuerzas Armadas ESPE.
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Aporte de laboratorio planteado (materiales, equipos y reactivos).

Materiales, equipos y reactivos provistos por el Laboratorio de

Biotecnologia
[tem Detalle Cantidad Descripcion
1 Incubadora 1
2 Balanza analitica 1
3 pHmetro 1
4 HPLC 1
5 Espectrofotometro 1
6  Refrigerador 1
7 Mechero 1
8 Camara de bano maria 1
9 Plancha de calentamiento 1 Del 1 al 24
son equipos
10 Microscopio 6ptico 1 y materiales
11  Microondas 1 Materiales
12  Camara de electroforesis 1
vertical
13 Camara de electroforesis 1
horizontal
14  Juego de micropipetas 1
15  Autoclave 1
16 Matraz 11, 500 ml , 250 ml 7
17 Matraz 11, 500 ml , 250 ml 7
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18  Probeta 100 ml 1

19  Espatula 1

20 Agitador magnético 1

21 Vaso de precipitacion 1 L, 6
500 ml, 10 ml

22 Embudo de vidrio 1

23 Celdas 1cm 15

24 Matraz balén aforado 1L, 500 7

ml, 10ml,
25 Agua destilada grado HPLC 1 Reactivos
26 Agar

Extracto de levadura
Peptona
Glicerol
Sacarosa
Fructosa
Acetona

Urea
Acido acético
Tris base
PBS
DNS

3.5 Potenciacion del cultivo de levadura Pichia pastoris en medio YPG

Para el crecimiento y mantenimiento de la levadura hospedera se utiliz6 el medio

YPG en liquido y sélido que contiene extracto de levadura al 2%, peptona, 1% 'y
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glicerol 1%, para el medio sélido se coloc6 agar al 1%. Dicho medio liquido se realizé
en matraz de 500ml y se vertio el 11% del volumen total del matraz. Los frascos fueron
esterilizados en el autoclave durante 20 minutos, el cultivo puro de levadura Pichia
pastoris recombinante fue proporcionada por el Dr. Luis E. Trujillo, obtenida a partir de
trabajos anteriores, posteriormente se procedié a colocar 25 ul del antibidtico

higromicina como agente de seleccién

Para el medio sélido se inocul6 una caja petri en forma estriada con un asa recta,

manteniendo la asepsia, al igual que los frascos con medio liquido.

Figura 5 Preparacion de medio YPG para el cultivo de levadura P. pastoris

Nota: a) medio sélido en cajas petri b) medio liquido en Erlenmeyer de 500ml de capacidad.

Los frascos con medio liquido se dejaron en agitaciéon a 180 rpm en el agitador
orbital de la marca OrbiCult AS1 (figura 6), mientras los cultivos en caja Petri en la

incubadora a 30 °C.
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Figura 6 Cultivos de levadura a 180 rpm a los

4 dias de agitacion.

3.6 Determinacion de la Densidad ()ptica

La densidad 6ptica (DO) se la realiz6 para determinar el crecimiento de la levadura,
puesto que existe una relacién directa entre la DO y el crecimiento. Para ello se tomé
con una micropipeta alicuotas de 1 ml de los medios de cultivo, esto realizé tres veces
por dia y se utiliz6 medio sin cultivar como blanco. Se medi6 la absorbancia a 600 nm

en el espectrofotémetro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis.

3.7 Obtencion de Biomasa y enzima

Se recolecté el cultivo en tubos falcon de 50 ml, posteriormente se centrifuga a
4000 rpm y temperatura 4 °C por 15 minutos. Se procedid a separar el sobrenadante
donde se encuentra la enzima libre y el sedimentado que es levadura. Se filtr6 el
sobrenadante en filtros de jeringa con poros de 0,22 pum para evitar cualquier la
presencia de organismo o residuos ajenos a nuestro cultivo, mientras la biomasa fue
recolectada en tubos falcon previamente esterilizados. Se almacendé a 4 °C tanto la

biomasa obtenida como la enzima libre.
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3.8 Preparacion del reactivo acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)

El DNS es un reactivo utilizado para medir azicares reductores. En nuestro caso se
utiliza para medir la glucosa liberada durante la reaccion de transfructosilaciéon (Ruiz et
al., 2011). Se prepar6 500 ml de solucion DNS. Se pes6 150 g de tartrato de sodio y
potasio, ademds 5 g de acido 3,5 dinitrosalicilico y finalmente 8 g de hidréxido de sodio
(NaOH). Se procedi6 a disolver los reactivos; en 200 ml de agua destilada se disolvié
completamente el NaOH, durante la agitacion se colocé lentamente el tartrato de Na-K,
se enras6 a 400 ml y finalmente se afiade el 4cido 3,5 dinitrosalicilico. Se deposité en
un frasco dmbar y tapado con papel aluminio, la solucién de mantuvo en agitacién toda
la noche, para concluir enrasé a 500 ml y se filtr6 la solucién para evitar la formacion

de grumos (Bello, Carrera, & Dias, 2006).

3.9 Medicion de la actividad enzimatica

Para la medicion de la actividad enzimatica de la enzima libre asociada a las células
o células 1inmovilizadas, se realizd una curva de calibraciéon, con una solucion de
glucosa (100 mg/dl) y del reactivo &acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), que tiene
capacidad de oxidar a los azicares reductores. Posteriormente se medié en

espectrofotémetro con una longitud de onda de 546 nm.

Partiendo de la solucién patréon de glucosa 10 g/ , se realiz6 una serie de
diluciones a distintas concentraciones: 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3y 3.5 g/L en tubos eppendorf. A
cada uno de los tubos, se colocd 500 puL de soluciéon DNS y se sometié a calentar por 8
minutos cuando empiece la ebullicién del agua, para que se dé la reaccion. Se tomé en
consideracién un blanco que consta de DNS con agua, se medird las absorbancias en el

UV-VIS.
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Para obtener el volumen necesario que corresponde a las concentraciones de glucosa

que se plantearon: 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3 y 3.5 g/L se usé la siguiente ecuacion:
Vi€ = V,0, (1)
Donde:
V; : Volumen empleado de la solucién patrén de fructosa.
C; : Concentracion de la solucion patrén de fructosa (g/L).
V, : Volumen final de la preparacion.
C,: Concentracion final planteada de la preparacion (g/L).

En la ecuacién (1), se encontré el término Vi, para obtener las diferentes
concentraciones deseadas. Se generd una tabla que relaciona las concentraciones de las
diferentes soluciones de fructosa y la absorbancia obtenidas en cada una de ellas (4 =
546 nm). A partir de dicha tabla, se realizé un ajuste lineal de curva por medio del

software Excel y se obtendra recta de la forma:
y=ax+b(2)
Donde:
y : Absorbancia de la muestra problema.

x : Concentracion (g/L) de fructosa.

La concentracion de la glucosa liberada x. Se encontrd de la ecuacién (2), teniendo
en cuenta un coeficiente de correlacién (R?) > = al 0.96, con este valor se discriminard

errores y se confirmé que los datos no estdn muy dispersos (Guzman et al., 2013).

Para la determinacion de la actividad enzimdtica. Se centrifugaron los medios de

cultivo a 4000 rpm a 4 °C por 20 minutos, de tal manera que las células se precipiten y la
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enzima de interés permanezca en el sobrenadante. A continuacion, una solucién de

sacarosa al 30% en acetato de sodio 60 mM (pH= 6.5) fue el sustrato utilizado.

Se coloc6 en un tubo Eppendorf (tubo de reaccién), 320 uL de solucién de sacarosa,
80 uL del sobrenadante que contiene la enzima y 500 pL del reactivo DNS, el
procedimiento se realizd en frio. Posteriormente, se incub6 a 30°C tres tubos de
reaccion a diferentes tiempos (1, 2 y 3 minutos), se inactivé la enzima sometiendo el
tubo a 100 °C por 5 min. Se realiz6 tres repeticiones. Cada tubo de reaccion, se medi6 en

el espectrofotémetro a la longitud de onda de 546 nm en celdas de cuarzo 1 cm.

La actividad enzimatica se calcul6 en Unidades Internacionales (U), indicando la
cantidad de enzima que cataliza la conversioén de 1 pmol de sustrato en productos, en un

minuto de reaccidn, bajo condiciones determinadas.
CcT
A= " (3)

Donde:
CT: cantidad de enzima que cataliza 1 pmol de sustrato en productos.
t: tiempo en minutos

La actividad especifica de la enzima se calculé (U/mg o ml enzima), indicando la
pureza de la enzima.

A

mg o ml proteina

AE =

3.10 Caracterizacion de la enzima producida por P. pastoris

La caracterizacion de diferentes muestras de la enzima 1-SST fructosiltransferasa,
que se expresa previamente en P. pastoris fueron mediante SDS — PAGE al 12% (w/v)
para verificar pureza de la preparacion y posteriormente, se procedié a montar la cimara

de electroforesis vertical. Se colocé entre las placas de vidrio alrededor de 7 mL de
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resolving gel, se esperd su solidificacion para después verter 3 mL de stacking gel

(Tabla 4).

Tabla 4

Reactivos necesarios para la preparacion del gel de electroforesis.

Reactivo Resolving Gel (mL) Stacking Gel (mL)
Agua 33 34

30% acril: bisacrilamida 4 830 uL

1,5 M Tris pH 8,8 2.5 630 uL (pH = 6.8)
10% SDS 0.1 50 uL.

10% APS 0.1 50 uL
TEMED 4 uL S5uL

Para la preparacién de la muestra se coloc6 en un tubo eppendorf 15 puL de Ila
muestra de la enzima y se afiadié 5 pL del buffer de carga (Tabla 5). Se cargd 15 uL de

la muestra preparada en cada pocillo.

Tabla 5

Reactivos necesarios para la preparacion de la solucion de carga de la muestra a
4X.

Reactivo Volumen
Tris 0,5 M (pH 6,8) 2.5mL
SDS al 10 % 2.5mL
2-Mercaptoetanol 2.5 mL
Glicerol 2.5 mL
Azul de bromofenol 1 mg

Para la corrida electroforesis se coloco el buffer de electroforesis (Tabla 6) hasta que

cubra toda la extension del gel y se aplico 120 V durante dos horas aproximadamente, se
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sacara el gel a una bandeja evitando dafiarlo. Una vez finalizada la transferencia, se
tenid el gel de electroforesis, con la solucién de tincién (Tabla 7), durante 2 horas a
temperatura ambiente y en la Sorbona. Posteriormente, se pasé el gel a una solucién de

destincion (Tabla 8) durante toda la noche y a temperatura ambiente (Yabar, 2003).

Tabla 6

Reactivos necesarios para preparar el buffer de corrida.

Reactivo  Cantidad

Tris base 3.038 gr
Glicina 15.01 gr
SDS 1 gr

Fuente: (Yabar, 2003).

Tabla 7

Reactivos necesarios para la preparacion de la solucion de tincion.

Reactivo Cantidad
Azul brillante de coomasie 025¢
Metanol:H20 (v/v 1:1) 90 mL
Acido acético glacial 10 mL

Fuente: (Yabar, 2003).

*Se hace circular a través de papel filtro para eliminar la presencia de residuos y se

deja en reposo por una semana en un frasco oscuro.
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Tabla 8

Reactivos necesarios para la preparacion de la solucion de destincion.

Reactivo Volumen

Acido acético glacial 10 mL
Metanol 50 mL
Agua destilada 40 mL

Fuente: (Yabar, 2003).

o

[
W

Figura 7 Instalacion, preparacion y aplicacion
de muestras en la camara de electroforesis.

3.11 Determinacion de pureza de las cepas por Microscopia

Con el fin de comprobar la contaminacion del cultivo de la cepa recombinante de P.
pastoris se realizé una tinciéon Gram. Para la cual se tomé una muestra del cultivo de la
levadura en medio YPG en un portaobjetos cerca de un mechero. A continuacion, se fijo
la muestra de P. pastori y se colocé cristal de violeta durante un minuto, se enjuagé con
agua destilada y se colocd lugol, durante el mismo tiempo, luego de lo cual se
proporcion6 10 gotas de decolorante y finalmente, se tefié con safranina durante un

minuto. Luego de enjuagar el portaobjetos se observo la presencia de celulas de
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levaduras tefiidas con el colorante safranina y la ausencia de otros tipo de organismos en

el microscopio con el lente de 100X.

3.12 Inmovilizacion celular

Se prepar6é 50 ml de soluciéon de alginato de sodio por cada concentracién de
2%,3% y 4%, posteriormente se realizé 300 ml de solucién de cloruro de calcio a 0,5 M.
En la obtencién de biomasa se aplicé la relacion entre 0.5 a 1.5 g levaduras (peso
hiimedo) por cada 10 ml de solucién alginato de sodio. La mezcla obtenida se disuelve
constantemente. En la obtencion de perlas se hizo gotear la mezcla obtenida sobre un
vaso de 250 ml con la solucién de cloruro de calcio. Se dejé precipitar, ademas se dejo

en agitacion y se lavé con agua destilada (Tapia et al., 2009).

3.13 Evaluacion de la activad de productos de las células inmovilizadas.

Se recolectd 2 g de las perlas obtenidas de cada una de las concentraciones 2%, 3%
y 4%, y se suspendié en 3ml de solucién de sacarosa al 30% por 1 hora a 35 °C, Se
procedié a recuperar las perlas y se recolectd la soluciéon que posteriormente se
centrifugd a 3500 rpm por 6 min. Luego se recolect6 el sobrenadante. En eppendorf se
colocd sobrenadante y DNS en relacion 1:1. Se tom6 1ml y se colocé en celdas de 1cm

para la medicién a 546 nm.

Posterior se analizé la actividad especifica obtenida por el biocatalizador con la

ecuacion 4.
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3.14 Deteccion del perfil de productos como resultados de la incubacion de perlas

de alginato con sacarosa por Cromatografia Liquida de alta Resolucion

HPLC

Se realiz6 esta técnica con el fin de analizar el perfil de productos resultantes. Asi
como el contenido de 1-kestosa, de diferentes reacciones de la enzima recombinante 1-
SST y las perlas que conforman el biocatalizador sobre sacarosa. Para lo cual se realizé
ensayos: con perlas obtenidas de la inmovilizacién y con células libres. A los ensayos se
coloc6 4 ml de sacarosa al 50% en buffer acetato (pH 6.5) a 30 °C y agitacién de 200

rpm. A continuacién se tomé muestra a distintos tiempos de reaccion pasando 2 horas.

Obtenidas alicuotas se procedié a preparar las muestras en viales para inyectar al
HPLC (Shodex, 2015). Los pardmetros con los que se realizard la cromatografia, se

detallan en la Tabla 9.

Tabla 9

Parametros para la realizacion de la cromatografia HPLC para el analisis de
azudcares.

Caracteristicas

Columna HyperRez XP carbohydrate Na (300%7.7 mm)
Indice de flujo 0.28 mL/min

Fase movil agua

Volumen de inyeccion 6 ul

Detector [ndice de refraccién (RI) a35°C
Temperatura de 85°C

la columna

Tiempo 37 min

3.15 Preparacion de estandar de kestosa

Durante las corridas realizadas en el equipo de cromatografia liquida (uHPLC),
utilizando las condiciones de la tabla 7. Se recolecté continuamente cada corrida una
muestra mientras se formaba el pico correspondiente con el tiempo de retencion. Se

procedio a guardar en refrigeracion un tubo falcon de 15 ml.
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3.15.1 Protocolo de concentracion de kestosa de las muestras recolectadas.

En base a las muestras obtenidas en cada corrida de uHPLC, se realiz6 un protocolo
de concentracion del trisacdrido. Se lavé 3 veces con agua destilada el balén de 250 ml,
quitando completamente manchas o impurezas. Se procedié a secarlo completamente en
la estufa a 70 °C por unos 6 minutos. Se deja enfriar por 10 min y se pesa el balén en una
balanza analitica. Posteriormente se coloca 8 ml de la muestra que fue obtenida para
concentrala en el rotavapor BUCHI R-210, a una temperatura de 60-65 °C de baiio maria

y una presion que llegue continuamente hasta 110 mbar, hasta el punto de deshidratado.

Figura 8 Preparacion de las condiciones en
la desecacion de sirope en rotavapor.

Se seca la parte exterior del balén y se vuelve a pesar para obtener la cantidad final

del trisacarido formado.
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3.15.2 Solucion estandar de kestosa.
Se procede a lavar con 1ml agua destilada el balon, hasta disolver completamente
los residuos pegados a las paredes, se recolecta un tubo eppendorf y se vuelve a lavar
con 1ml de agua destilada y se recolecta. Finalmente se pasan los 2 ml recolectados de

solucion por un filtro de 0.22um.

3.16 Analisis cualitativo de fructanos con cromatografia de capa fina (TLC).
Las muestras de reaccién se analizaron también, como alternativa a la deteccién por

HPLC, en una ldmina de capa fina. La ldmina se colocé con un capilar 5 veces sacarosa,
fructosa y muestra de la reaccion realizada, dejando secar para evitar que se expanda la
muestra, ademds evitando que se dafie la placa. Seguidamente se realizé tres veces en
acetona: agua (90:10) como fase mévil. Se procedi6 a tefiir los azucares con un spray de
etanol absoluto y 4cido sulftirico 10% para el cual después de haber corrido en la
solucion organica se roci6 por toda la ldmina. Las ldminas son incubadas a 100 °C en la

estufa por 10 minutos (Trujillo et al., 2004).

3.17 Analisis estadistico
Para la preparacion de biocatalizadores en la optimizacién para la produccion de

FOS se tendrd en cuenta los siguientes pardmetros.

3.17.1 Fase uno: obtencion de la curva de crecimiento de Pichia pastoris
Se recolecta la biomasa en periodos de tiempo.

3.17.1.1 Disefio experimental
Para comprobar el crecimiento de biomasa en los cultivos, se aplicard el método

espectrofotométrico en donde se analizard la varianza, desviacion estdndar y media para
realizar una curva de crecimiento de Pichia pastoris. También se identificard la etapa
exponencial del crecimiento para la recoleccion de biomasa relacionada con la mayor

produccién de enzima.
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3.17.1.1.1 Factor controlable

Concentracion de biopolimero y cantidad de biomasa

3.17.1.1.2 Modelo experimental

Para el ensayo se realizardn cuatro repeticiones como se muestra en la tabla 10.
Tabla 10

Modelo para realizacion de la curva de crecimiento

Tiempo Observaciones Totales Promedio
TO Yo Y2 Yi3 Yu Y Y.
T1 Yor Y Yz Yu Yo Y2
T2 Yair Y2 Yz Yz Y;3 Y3
T3 Yoo Yoo Yaz Yau Yq Y4
T4 Ysi Ys2 Ys3 Yss  Ys Ys
TS5 Yo Yoo Yoz Yer Yo \'C
Té6 Y Y Y Yu Yy Y7
T7 Ys1 Ys2o Yss Ysa  Ys Ys
T8 Yor Yoo Yoz Yo Yo Yo
T9 Yior Yz Yis Yis Yo Yo

3.17.1.1.3 Variables de respuesta
La variable de respuesta serd la densidad 6ptica que se encuentre en las muestras

que refleja el crecimiento de la levadura.

3.17.1.1.4 Modelo estadistico
El modelo se puede expresar como:

Yij = pi + &

Donde i = 1,...,a; j = 1,...,ni, siendo y; el valor medio de Y, la variable respuesta, en
la poblacién o nivel i-ésimo, y €j es el error aleatorio que incluye a todos los factores
que influyen en la respuesta y no estdn incluidos en el modelo.

Alternativamente, se puede expresar de esta manera:
yi=u+rtitgjdondei=1,..,a;j=1,...,n, suponiendo grupos de igual tamafio.

De este modo,
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1) Yjj es la observacion (i, j) - ésima.

(i1) (i1) p es la media global.

(i) (i) T es el efecto del i-ésimo tratamiento.

(iv) s es el error aleatorio, tal que €ij ~ N (0, 6?) independientes entre si, E

[ 170y V ar [g] = o2
Se supone, ademads, que las unidades experimentales estdn en un ambiente uniforme,

lo que lleva a un disefio completamente aleatorizado. Para este caso se realizard un
andlisis de varianza y un ANOVA. Los errores experimentales que serdn considerados,
son los que ocurren debido a la pipeteo por parte del investigador. Los andlisis se
realizardn en el programa INFOSTAT vy los resultados serdn interpretados en base a la

realizacion de la curva de crecimiento para la identificacion de la fase exponencial.

3.17.2 Fase dos: preparacion de los biocatalizadores en base a la encapsulacion
de Pichia pastoris

3.17.2.1 Produccion de fructooligosacaridos
Se evaluard la cantidad de polisacdridos obtenidos a partir del sustrato establecido,
se seleccionard el biocatalizador que contenga una mayor produccion de

fructooligosacéridos a las mismas condiciones.

3.17.2.2 Disefio experimental

El disefio experimental que se empleard serd un arreglo factorial 3x3, Pues se
evaluard la combinacién de dos factores a 35°C: la cantidad de biomasa y 3
concentraciones del biopolimero 2%, 3%, 4%, mas un testigo que consiste en células

libres.

3.17.2.2.1 Factores controlables
Cantidad de biomasa utilizada: las diferentes relaciones de levadura Pichia

pastoris utilizada se describen en la tabla 11.
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Tabla 11

Cantidad de biomasa himeda

Cadigo Descripcion

L1 0.5 g de biomasa por cada
10ml de alginato de calcio

L2 1 g de biomasa por cada

L3 10ml de alginato de calcio

1.5 g de biomasa por cada
10ml de alginato de calcio

Concentracion de alginato de calcio: las 3 concentraciones se describen en la tabla

12.
Tabla 12
Concentraciones del biopolimero

Cédigo Descripcion

Al Alginato de sodio al 2%
A2 Alginato de sodio al 3%

A3 Alginato de sodio al 4%

Temperatura de reaccion: para la produccién se realizara a la temperatura 35°C.

3.17.2.2.2 Tratamientos
Se llevard a cabo 9 tratamientos (3x3) probandose la eficiencia en la produccién de

fructooligosacdridos, como se detalla en la tabla 13.



Tabla 13

Tratamientos en la preparacion de los biocatalizadores

Tratamiento Cadigo Descripcion

T1 L1Al Perla dfa 0.5 g de biomasa, 2% de alginato
de calcio

T2 L1A2 Perla dg 0.5 g de biomasa, 3% de alginato
de calcio

T3 L1A3 Perla d? 0.5 g de biomasa, 4% de alginato
de calcio

T4 L2Al Perlg de 1 g de biomasa, 2% de alginato de
calcio

T5 L2A2 Peﬂa de 1 g de biomasa, 3% de alginato de
calcio

T6 L2A3 Perltal de 1 g de biomasa, 4% de alginato de
calcio
Perla de 1.5 g de biomasa, 2% de alginato

T7 L3Al de calcio
Perla de 1.5 g de biomasa, 3% de alginato

TS L3A2 de calcio
Perla de 1.5 g de biomasa, 4% de alginato

T9 L3A3 de calcio

Control + C+ Célula libre
3.17.2.2.3 Repeticiones

Se realizard tres repeticiones para cada tratamiento.

3.17.2.2.4 Unidad Experimental
Los tratamientos serdn aplicados en unidades experimentales que consisten en
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matraz Erlenmeyer de 25 ml. Se tendrd un total de 27 unidades experimentales

resultantes de 9 tratamientos y 3 repeticiones. Estas unidades experimentales se

mantendran en condiciones de laboratorio durante 2 dias.

3.17.2.2.5 Variables
Variables de respuesta: Las variables de respuesta sera:

La produccién de fructooligosacdridos.
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3.17.2.2.6 Modelo Estadistico
Para el andlisis de los resultados de un modelo A x B tratamientos que se replican n
veces, el disefio estd dado por:
Y, =u+a,+p,+@f),+&;:
i=12,..,a;j=12,...,b;k=12,...,n

Donde u es la media general, &, es el efecto debido al i-ésimo nivel del factor
A, ,Bj es el efecto del j-ésimo nivel del factor B,(aﬂ)ij representa al efecto de

interaccion en la combinacion ij y € es el error aleatorio que se supone sigue una
i

o . . 2 2
distribucién normal con media cero y varianza constante O (N(0,07)) y son

independientes entre si.

Para estas variables la evaluacion se realizard durante tres meses desde el primer dia
en que se aplican los tratamientos con los exudados radicales. El andlisis estadistico
consistird en efectuar un andlisis de ANOVA, prueba de significancia segin el método

de Duncan para diferenciar entre tratamientos.

3.17.2.3 Error aleatorio y experimental
Los errores aleatorios que serdn considerados, son los debidos a la variabilidad, lo

que conlleva errores en los reactivos o fallas en los equipos.
Los errores experimentales que serdn considerados, son los que ocurren debido a la

manipulacién por parte del investigador.

3.17.2.4 Analisis
El programa que se utilizard para realizar los andlisis serd INFOSTAT.

3.17.2.5 Interpretacion
Los resultados serdn interpretados en base a la cuantificacion de prebiético obtenido

en la reaccion.
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3.17.2.6 Conclusiones finales
Después de 2 semanas se terminard el ensayo y se identificara la cantidad de

fructooligosacdridos producidos.

3.18 HIPOTESIS
En la preparacion de biocatalizadores existe una concentracion de Pichia pastoris

que, mejoran la produccion de fructooligosacéridos.

3.19 OPERATIVIDAD DE LAS VARIABLES
La operatividad de las variables y sus factores a determinar se indican en la tabla 14.

Tabla 14 Variables y factores a determinar

Variables Factor a determinar

Masa himeda de biomasa  Cantidad de FOS

Concentracion de alginato
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4 CAPITULOI1V

RESULTADOS

4.1 Control de contaminacion en medio de cultivo YPG
A partir de una colonia aislada crecida en medio YPG se inocularon cultivos de 100

ml de YPG liquido. Se realiz6 una tincién Gram cada dia de los frascos de cultivo de la
levadura P. pastoris, se procedié a identificar en el microscopio 6ptico la morfologia de
la levadura, ademds de identificar la presencia de algin microorganismo contaminante
que se encuentre en el medio de cultivo e interfiera con la recuperacion de biomasa. Se
observé que los cultivos estdn libres de microorganismos contaminantes como se
muestra en la figura 9. Por lo tanto los cultivos en medio YPG con que se trabajo se

encuentran puros.
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Figura 9 Tincién Gram realizada a 100x de los frascos de cultivo a
diferentes fases de crecimiento, realizados cada dia durante el
crecimiento respectivo.
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4.2 Curva de crecimiento de la levadura P. pastoris

En una primera etapa del proyecto se tomaron tres mediciones diarias las
absorbancias a diferentes intervalos de tiempo con una longitud de onda de 600 nm,
hasta llegar a la fase estacionaria de la curva de crecimiento, con el fin de obtener las
caracteristicas del crecimiento de P. pastoris en medio YPG con agitacion de 180 rpm a

temperatura ambiente, como se muestra en la tabla 15.

Tabla 15

Medidas de resumen de la curva de crecimiento P. pastoris

Tiempo (h) Variable n Media D.E. E.E. Min Maix

0 D.O. 12 0.123 0.054 0.016 0.065 0.225
3 D.O. 12 0.125 0.059 0.017 0.061 0.252
6 D.O. 12 0.141 0.065 0.019 0.067 0.24
24 D.O. 12 058 0345 0.1 0.148 1.155
27 D.O. 12 0.785 0.476 0.138 0.146 1.434
30 D.O. 12 0.869 0.558 0161 0.147 1.61
48 D.O. 12 1.789 0.667 0.193 0.551 2.336
51 D.O. 12 1.862 0.612 0.177 0.727 2.408
54 D.O. 12 1943 0.561 0.162 0.881 2.455
72 D.O. 12 2302 0.093 0.027 2.15 2457
75 D.O. 12 2374 0.155 0.045 2.134 2.651

Se observo las medias obtenidas en cada intervalo de tiempo. Se obtiene que al
dia 4 la levadura llega a su fase estacionaria debido a q su crecimiento permanece
estable. Para la identificacién de las fases de la curva de crecimiento se realizé un

analisis de variancia (ANOV A) como se muestra en la tabla 16.
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Curva de crecimiento P. pastoris

2,780 1

2,054

D.O.

1,328

0,602 |

-0,125

Tiempo (h)

Figura 10 Curva de crecimiento de la levadura hospedera con
diagrama de cajas tomando maximos y minimos en
software Infostat.

Tabla 16

Analisis de Varianza para el crecimento de levadura P. pastoris

Variable N R? R? Aj Cv

D.O. 132 0.83 0.81 34.84

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo. 96.32 10 9.63 57.77 <0.0001
Tiempo 96.32 10 9.63 57.77 <0.0001

Error 20.17 121 0.17

Total 116.49 131
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El andlisis de varianza mostr6 que el p-valor es menor que el alfa, indicando que hay
diferencias en las medias obtenidas en cada intervalo de tiempo. Para lo cual se pasé

identificar las fases del crecimiento, se realiz6 una prueba de Tukey.

Tabla 17

Identificacion de las fases de crecimiento Test:Tukey

Alfa=0.05
DMS=0.53779

Error: 0.1667 gl: 121

Tiempo Medias n E.E.

0 0.12 12 0.12 A

3 0.13 12 0.12 A

6 0.14 12 0.12 A

24 0.58 12 012 A B

27 0.78 12 0.12 B

30 0.87 12 0.12 B

48 1.79 12 0.12 C

51 1.86 12 0.12 C D
54 1.94 12 0.12 C D
72 23 12 0.12 C D
75 237 12 0.12 D

Medias con una letra comin no son

significativamente diferentes (p > 0.05)

Al comparar las medias durante los 4 dias, se realizé la construccién de la curva
como se muestra en la figura 10. Se obtuvo tres fases representativas: la fase de

latencia, la fase exponencial y la fase estacionaria.



42

4.3 Identificacion y Actividad enzimatica de la FTF producida durante el
crecimiento. .

4.3.1 Cuantificacion de glucosa liberada como resultado de la reaccion de
transfructsilacion
Se realiz6 una curva de calibracién para glucosa con el método de DNS, permitiendo

ver el cambio de coloracién a mayor concentracion de azicar reductor (figura 11),
Debido a que el DNS actia como reactivo oxidante. Se realiz6 a diferentes
concentraciones de glucosa tomando sus medidas en el espectrofotdmetro como se
muestra en la tabla 18. Posteriormente se realizé regresion lineal con un coeficiente de
correlaciéon mayor igual a 0.96, se obtuvo la ecuacién Y = 0.9457x — 0.2408 (5) con

r2=0.9612 como indica la figura 11.

Figura 11 Muestras colorimétricas a diferentes concentraciones
de glucosa con reactivo de DNS

Nota: colores oscuros indican mayor concentracion de glucosa.



Tabla

18

Datos obtenidos para la curva de calibracion para glucosa a diferentes
concentraciones.

Nadmero Concentracion

Absorbancia
de tubos Glucosa ( g/L)
blanco 0 0
1 0.5 0.269
2 1 0.599
3 1.5 0.691
4 2.5 2.332
5 3 2.749
6 3.5 3.023
Curva de calibracién de glucosa
3,5
3 —®
°.
2,5
o
0 2
S 15
(@)
3 y =0,9457x - 0,2408
< 1 RZ=0,9612
0,5 we
.."'-.
I
o 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
-0,5

Glucosa (g/L)

Figura 12 Curva de calibracion a diferentes concentraciones de glucosa
tomando un r2>0,96.
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4.3.2 Identificacion de la produccion y pureza de la enzima secretada almedio
de cultivo durante la fase de crecimiento, utilizando SDS-PAGE

Se colocd dos muestras de enzima: recuperada del medio de cultivo y otra disuelta a
partir de un proceso de secado. Se dejé correr a 30 mA por 1 hora, Después se realiz6
sucesivamente la tincidn y destincidon del gel de poliacrilamida, se observo la corrida del
marcador de proteinas SeeBlue Plus 2 y se compar6 con los carriles de las muestras de
enzima como se muestra en la figura 11, se pudo apreciar el peso de la enzima que se
encuentra entre 64 y 82 KDa segtin el marcador y con alta pureza 1o que demuestra que
las proteinas secretadas al medio extracelular cuando se utiliza P. pastoris tienen una alta
pureza lo que elimina procedimientos posteriores de purificacion que son caros y
consumen tiempo. Ademds se encontré que la muestra recuperada del medio de cultivo

presenta una banda de mds concentrada.

Muestra
Marcador (KDa)

1 2

- f T
82 : [ o

64
49
37 2

-1

26
15

19

6 L —

Figura 13 Gel de electroforesis SDS PAGE 12.5%.

Nota: Corrida de la enzima fructosiltransferasa, de lado izquierdo el marcador de proteinas
SeeBlue Plus 2 en KDa y las muestra de enzima extracelular,5 y 20 pl
respectivamente con mds de 80% de pureza.



4.3.3 Actividad Enzimatica

Se recogié 80 pL de sobrenadante de cada tiempo de crecimiento de la levadura. Se
midi6 la actividad especifica de la enzima, para esto se remplazo el valor obtenido en el
espectrofotometro en la ecuacion 5, se obtuvo el valor de la glucosa como producto
formado por la reaccién enzimdtica. En la tabla 19 muestra la cantidad de producto
formado y la actividad especifica de enzima. La figura 14 muestra la relacién de la curva
de crecimiento y actividad enzimadtica extracelular. Se observa que a mayor crecimiento

de la levadura es mayor la presencia de enzima en el medio de cultivo. Precisamente

porque la enzima es producida durante el crecimiento.

Tabla 19

Actividad enzimatica extracelular durante el crecimiento de la levadura P. pastoris.

Tiempo (h) Absorbancia Glucosa (umol/ml)  A.E(U/ml)
0 0.181 0.79316 9.914 +0.06
3 0.179 0.78987 9.873£0.013
6 0.185 0.79950 9.993+0.011
24 0.277 0.97386 12.173£0.023
27 0.458 1.31388 16.432+0.084
30 0.397 1.19968 14.996+0.063
48 1.519 3.30770 41.346+0.139
51 1.736 3.71563 46.445+0.193
54 2.118 443373 55.422+0.356
72 2912 5.92657 74.082+0.362
75 3.126 6.32956 79.12+0.321
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Figura 14 Curva de crecimiento de Pichia pastoris y actividad durante el
crecimiento en medio YPG.

Nota: Utilizando como sustrato sacarosa 0,876 M, linea azul representa la cantidad de glucosa formada a 546nm, linea naranja
representa la curva de crecimiento a 600nm, los datos representan la media de tres replicas.

4.4 Inmovilizacion de la levadura P. pastoris

4.4.1 Observacion de la morfologia y tamaiio del biocatalizador

En la figura 18 se observa la forma del biocatalizador que mostro una forma
esférica, ademds tomando en cuenta 15 diferentes perlas se determina que su didmetro

promedio es de 0,5 cm.
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Figura 15 Biocatalizador de células inmovilizadas productoras de FTF.
Nota: a) formacién de las perlas de alginato en solucién de CaCl,. b) y ¢) tamafio y forma del biocatalizador
en el estereoscopio.

4.4.2 Cuantificacion de los tratamientos de inmovilizacion
La inmovilizacién de células intactas presenta algunas ventajas desde el punto de

vista de establecimiento de bioprocesos, Por este motivo se realizaron diferentes
tratamientos con diferentes cantidades de células inmovilizadas, como se muestra en la
tabla 13. Cada uno se realiz6 la reaccién discontinua con sustrato sacarosa 0,876 M,
después de 24 horas de reaccién se analizaron e identificaron en el equipo uHPLC
productos obtenidos. Ademds de una cuantificaciéon como se muestra en la tabla 20, se
analiz6 la produccién de 1-kestosa con una prueba de Duncan y se observd el mejor
tratamiento. Para la cuantificacion de 1- kestosa se realizd la recoleccion de muestras
con el tiempo de retencion, esta alicuota se concentré en el rotavapor obteniendo 5,69

mg/ml de 1- kestosa.



Tabla 20

Cuantificacion de productos obtenidos uHPLC

1-

Tratamiento  Glucosa Fructosa Sacarosa Kestosa
mg/ml mg/ml mg/ml  mg/ml

L1A1 53,254 49452 174,348 2,434
L1A2 57,239 25,083 133,251 24,247
L1A3 68,345 35,453 139,635 2,667
L2A1 79,345 20,134 128,266 59,613
L2A2 81,309 20,231 106,342 76,935
L2A3 36,892 20,345 245,24 2,768
L3Al 68,831 18,047 113,066 80,600
L3A2 73,704 17,342 139,409 62,499
L3A3 41,456 37,843 215,345 1,930
C+ 95,83
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El andlisis ANOVA de la tabla 21. Se observa que la concentracion de alginato es el

factor que influye con respecto a la variable de respuesta. Posteriormente se realiza una

prueba de Duncan para comparar las medias obtenidas y se observa que los tratamientos

L3A1l y L2A2 se acercan al control positivo como se muestra en la tabla 22. Ademas que

los tratamientos con la concentracion de alginato al 4% dan una muy pobre produccion.

Se realiza una prueba de Shapiro Wills (ANEXO?2), donde se comprueba la normalidad

de los datos obtenidos con un p-valor = 0.0558, se acepta la hipétesis nula como se

muestra en la figura 15.

Tabla 21

Anadlisis de varianza para los tratamientos en la produccion de kestosa.

Analisis de la varianza

Variable N R? R? Aj Cv
kestosa 27 0,98 0,97 15,33

Cuadro de Anélisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC Gl CM F p-valor
Modelo. 25725,65 8 3215,71 98,77 <0,0001



Levadura 5596,8 2 27984 85,95 <0,0001
Alginato 16321,38 2 8160,69 250,65 <0,0001
Levadura*Alginato  3807,47 4 951,87 29,24 <0,0001
Error 586,04 18 32,56

Total 26311,7 26

Tabla 22

Comparacion de los tratamientos con el Test Duncan, alfa 0.05

Tratamiento Medias n E.E.

L3A3 1,93 3 324 A

L1A3 2,67 3 324 A

L2A3 2,77 3 324 A

L1A1 23,77 3 3,24 B

L1A2 24,25 3 3,24 B

L2A1 59,61 3 3,24 C
L3A2 62,5 3 3,24 C
L2A2 76,94 3 3,24 D
L3A1 80,6 3 3,24 D
control + 95,83 2 3,96

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p >
0,05)

g 9,36 n=29 r= 0,960 (RDUO_kestosa mg/ml)
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Figura 16 Grafica de Q-Q plot para la normalidad de
los datos en los diferentes tratamientos en la produccion
de FOS.
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Produccldén

\

Figura 17 Los efectos principales para la producciéon de FOS.

Se grafican los efectos principales con respecto a la produccién de 1-Kestosa. Se
observa en la figura 16 que linealmente interfiere la levadura, siendo a mayor cantidad
de levadura mayor produccién, mientras que en el alginato se muestra que a mayor
concentracion menor produccion de 1-kestosa. En la figura 17 se evidencia que el
tratamiento L3 A1, corresponde la concentracion de alginato al 2% y de concentracion
de levadura 1.5, presente el tiempo de reaccion se selecciona el que mayor estabilidad y

produccion de 1-kestosa
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Figura 18 Cromatograma del sirope obtenido de la reaccion con el
tratamiento L3A1. Se identifica los picos de los productos obtenidos.

4.4.3 Analisis cualitativo de fructanos con cromatografia de capa fina (TLC).

La TLC se realizé como una forma de visualizacién previa a la cuantificacién en
HPLC., ademds de servir de método de andlisis rdpido en el proceso de reacciéon Se
realizé en placas de 11 cm de largo con 1.2 cm como inicio de partida, la figura 19
muestra la obtencién cualitativa de productos de la reaccion de biocatalizador. Se
identificaron tres mancas de la muestra (M) de reaccién y al ser comparados con los
estandares de sacarosa (S) y fructosa (F), que muestran mayor recorrido en la placa por
tener menor peso. Teniendo como resultado los factores de retardo Rf: 0.687 glucosa y

fructosa, 0.587 sacarosa y 0.469 para trisacarido.



52

Glucosa y Fructosa

Sacarosa

1-kestosa

Figura 19 Placa de corrida de azucares en cromatografia en
capa fina

Notas: placa revelada a 85°C. M1 son los productos del sirope, obteniendo fructosa, sacarosa y
1-kestosa de la reaccion del biocatalizador, comparados con sus estdndares de sacarosa (S)
y fructosa (F).

4.44 Comparacion de la actividad de la biomasa libre recuperada y
biocatalizador con espectrofotémetro utilizando el reactivo de DNS.

Se analiz6 la actividad con 4gr de biocatalizador y 1 gr de biomasa en 10 ml de

sacarosa 0,876 M a distintos tiempos, utilizando reaccidn tipo batch se dejo en agitacion

180 rpm, para finalizar la reaccion se calenté a 70 °C por 10 minutos. La tabla 21

indica los valores obtenidos de la actividad obtenida.
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Tabla 23

Actividad de biomasa y biocatalizador

Tiempo
(min) Actividad (U)
Biocatalizador =~ Biomasa
10 0,330 0,747
12 0,287 0,660
15 0,230 0,536
0,757
0,574
= o390 |
o1
0,207 II
0,023 1
10 12 15
Tiempo min)
. Biocatalizador . Biomasa
Figura 20 Actividad de la biomasa inmovilizada
Nota: barra color rojo y sin inmovilizar barra azul. Las muestras fueron
centrifugadas y filtradas por un milipore 0.22 pm.
masa o moles totales del producto formado
Yps = (6)

masa o moles de reactante utilizado para formar el producto

Analizando la actividad obtenida muestra que la célula libre muestra mayor
actividad comparado con el biocatalizador, con estas observaciones muestra que el
biocatalizador tiene un rendimiento teérico Yps=0.019 g*g! a los 15 minutos de

reaccion. Finalmente se tiene un rendimiento tedrico a las 24 horas Yps=0.26 g*g!. En
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el ANEXO 3 se muestra los cromatogramas de la formacién de producto en el tiempo,
formando la apariciéon de 1- kestosa y la disminucién de sacarosa. Teniendo que la
inmovilizacién de células necesarias podrian aumentar para mejorar el rendimiento del

biocatalizador.

Tabla 24

Cuantificacion de la produccion de 1-kestosa

tiempo kestosa mg/ml

TO 0
T1 53.71
T2 58.798
T3 60.798
T4 72.479
T5 73.156
T6 77.231

El la cuantificacion de FOS con el tratamiento L3 A1 a distintos tiempos de reaccidon
se obtiene el aumento progresivo de 1-kestosa durante el tiempo como se muestra en la
tabla 23, ademds se ve la disminucién de la sacarosa y la formacién de los picos de
glucosa y fructosa que son parte de los productos obtenidos de la fructosilacién. En el

ANEXO 3, se observan los cromatogramas en los distintos tiempos de reaccion.
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S CAPITULO V

DISCUSION

Curva de crecimiento de la levadura P. pastoris

La curva de crecimiento de la levadura Pichia pastoris se obtuvo en 4 dias, hasta
llegar a la fase estacionaria, logrando identificar cada una de las fases como se describe
en la tabla 17 utilizando una prueba de Tukey para la comparacién de la media de 12
repeticiones en cada uno de los intervalos de tiempo. Se identific6 4 grupos
diferenciados clasificando como la fase de latencia con una pendiente cero, la fase
exponencial y la fase estacionaria. Ademds Doran en 1998 recalca que existe la fase de
aceleracion que es el paso entre la fase de latencia y la fase de crecimiento o
exponencial, y la fase de desaceleracion que es el paso a la fase estacionaria. Siendo a
las 24 h y 57 h como se indica en la figura 10. Jahic y sus colaboradores en el 2002
mencionan que los delimitantes para el aumento celular en un cultivo por lotes son la
temperatura de crecimiento y la velocidad de alimentacidn, sin embargo este dltimo
parametro depende de la capacidad de transferencia de oxigeno del reactor. Esta
consideracion afirma que el periodo de crecimiento de la levadura P. pastoris puede
acortarse tomando en cuenta la temperatura optima de la levadura y la agitacion para la
difusién de oxigeno al medio de cultivo. Estos experimentos deben repetirse utilizando

un fermentador con condiciones controladas y con aplicacién de O2
Identificacion y Actividad enzimatica de la FTF producida durante el crecimiento.

En la reaccion enzimatica de la FTF utilizando sacarosa como sustrato, se obtiene la
presencia de azucares reductores: Glucosa y Fructosa. Estos monosacdridos por su
capacidad reductora pueden ser identificados por el reactivo DNS que tiene la capacidad
de cambiar de coloracién de amarillo a rojo ladrillo segiin aumente la concentracién de
azures reductores, esta coloracién es medida a 546 nm (Bello et al., 2006). Con la curva
de calibracion obtenida a concentraciones conocidas de glucosa, se obtiene la

concentracion de azucares reductores presentes en el sirope como productos de la
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reaccién, y a partir de estos valores, consiguientemente se obtiene la actividad

enzimatica.

Maiorano y otros en el 2008 reportan diferentes actividades enzimdticas para la
fructosiltransferasa dependiendo del organismo productor, siendo los hongos los de
mayor actividad con 600 U/ml frente a la actividad en plantas de que obtienen alrededor
de 46 U/ml. Sin embargo en la obtencién de la actividad enzimdtica extracelular
obtenida del medio de cultivo de Pichia pastoris al cuarto dia es de 79.12 U/ml. La
expresion de proteinas heter6logas en microorganismos aumenta durante el crecimiento
llegando a las etapas mds altas de produccion en las fases exponencial y estacionaria del
crecimiento (Heinzle et al., 2006). Este resultado sin dudas ofrece ventajas desde el
punto de vista del establecimiento de un bioproceso si se toma en cuenta la facilidad de

crecimiento y rendimiento de P.pastoris en comparacién con hongos o plantas.
Identificacion de la produccion y pureza de la enzima utilizando SDS-PAGE

Olvera y sus colaboradores en 2007 mencionan que la FTF de plantas contienen
pesos moleculares de aproximadamente 70 KDa debido a la presencia de dos dominios:
un dominio catalico tipo B-propela y un segundo denominado -sandwich. Realizando la
electroforesis vertical con un gel de poliacrilamida al 12.5 % (p/v) se obtine las banda
alrededor de 64 y 80 KDa con respecto marcador de proteinas SeeBLue Plus2
Prestained, logrando identificar la presencia de la enzima FTF de interes. Ademads se
encontr6 que la muestra recuperada del medio de cultivo presenta una banda de mas
concentrada como se indica en la figura 13. El facil manejo de P. pastoris para la
produccién de proteinas heterélogas permite obtener resultados tres veces mayores en
la producciéon de la proteina de interés. Ademds tomando las mejores condiciones en
crecimiento del mutante de levadura esta produccion puede aumentar hasta 15 veces de

forma extracelular (Viader & Guerrero, 2011).
Analisis cualitativo de fructanos con cromatografia de capa fina (TLC)

Los productos de reaccion con el biocatalizador analizados mediante

cromatografia en capa fina confirmo la presencia de tres diferentes azucares de distinto



57

tamafio, segin Mellado y Lépez en el 2013 el andlisis de carbohidratos en TLC
presentan que los monosacéridos van a recorrer mayor distancia debido a su menor
peso, posteriormente aparecerdn los disacarido, asi sucesivamente mientras las molécula
es de mayor tamafio. Obteniendo Factores de retardo (Fr) 0.6 de glucosa y fructosa, 0.55
de sacarosa y 0.44 de kestosa. Comparando factor de retardo obtenido 0.469 de la

tercera mancha de la figura 19 confirma la presencia del trisacdrido.
Inmovilizacion de Pichia pastoris

En comparacién de los tratamientos y la capacidad de obtencién de FOS se obtiene
que los tratamientos L3A1 y L2A2 obtuvieron mejores resultados frente a los demaés
tratamientos y siendo préximos al control positivo. El material de soporte juega un rol
importante en la actividad enzimética, el tamafio del poro formado causa limitacién en la
difusion de sustratos, ademds las consideracion de agitacion deben ser prioritarias en el

proceso (Mileti¢ et al., 2012).

Segun Contesini y otros en el 2013, concluyeron que la utilizacién de células
inmovilizadas para la produccién de FOS permite un rdpido escalamiento. Ademds el
biocatalizador formado no pierde actividad en 20 ciclos continuos de reaccion, estos
resultados se verificardn en proximos trabajos de tesis. Los tratamientos utilizados con
los pardmetros establecidos se vieron influenciados por la concentracion del polimero
segiin ANOVA realizado en la produccion, sin verse afectado por la cantidad de células

inmovilizadas, mostrando estabilidad en los periodos de reaccion.

La concentraciéon de sacarosa puede influir en la cantidad de produccién de la
enzima, siendo las concentraciones menores del 30% p/v que se establezcan como fuente
de carbono que estimularia el metabolismo de crecimiento, sin embargo a mayor

concentracion de sustrato se obtiene mayor produccion enzimdtica (Maiorano et al.,

2008).

Las reacciones realizadas con el biocatalizador dan como producto una mezcla de
azucares, siendo la 1-Kestosa el de mayor interés de industrial pero al estar con demds

azucares no se puede obtener un valor real comercial. Lu y sus colaboradores (2013),
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recalcan que el rendimiento de la producciéon de FOS aumenta con la purificacion que
puede ser realizada en base otro proceso de inmovilizacién por donde el sirope debe

pasar, observando la disminucién en la cantidad de azucares simples de la mezcla.

Determinacion de los parametros para el analisis cromatograficos

Se empleé en este estudio una columna de sodio, que es una columna de
intercambio i6nico, disefiada para la separacion de azucares en el jarabe del maiz, y
acidos organicos (ANEXO 1). Esta columna necesité como fase mévil agua 100%, con
detector de indice de refraccién acoplado al equipo uHPLC. Disefidndose la fase movil
de forma isocrdtica. Foitzich et al. (2013), menciona que en la implementacién de una
metodologia de HPLC para la separacién de azucares, la fase mévil dependera de las
caracteristicas de la columna, ademds de ser completamente isocratico debido que no se

puede hacer eluciones en la corrida.

Establecido la fase movil, se determiné el flujo de corrida. Urefia y sus
colaboradores en el 2007 proponen un flujo 1.3 a 1.5 ml/min de la Norma Chilena para
el andlisis de carbohidratos. Sin embargo con el fin de tener una separacion de picos y
comparando con los pardmetros del fabricante de la columna comprobamos flujos que
no sobrepasen los 500 psi con una temperatura de la columna de 85 °C. Obteniendo un

flujo 0.28 ml/min por 37 min de tiempo de corrida como se muestra en la figura 17.

La identificacién de picos se realizé con el método de estidndar externo glucosa,
fructosa y sacarosa. Observandose las tiempos de retencion segiin su tamafio. Mellado y
Lépez (2013), sefialan que dependiendo de la naturaleza de la columna los picos de los
monosacaridos aparecen en tiempos de retencion mayores, comparando con los
estdndares utilizados se encuentra que el primer pico obtenido es de kestosa debido a su

mayor peso.
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6 CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se determina las fases de crecimiento de la levadura Pichia pastoris a 180 rpm
para difusion de oxigeno y temperatura ambiente, obteniendo una actividad
especifica enzimdtica extracelular 79.12+0.321 U/ml a los 4 dias del cultivo en
medio YPG.-La enzima extracelular obtenida del sobrenadante del medio de
cultivo presenta un peso de 70 KDa utilizando SDS-PAGE al 12.5%.
Estableciendo la certeza de la presencia de la enzima de interés para la formacién
de fructooligosacéridos de interés industrial.

Las condiciones de operacion establecidas son adecuadas para la producciéon de
FOS a nivel de laboratorio utilizando células de levaduras inmovilizadas en
alginato de calcio. Permitiendo obtener con el mejor tratamiento una actividad
enzimdtica promedio de 34 U/g de perla. -Se determina la presencia de
fructooligosacdridos de cadena corta por medio de cromatografia en capa fina,
obteniendo un factor de retardo de 0.469 utilizando las condiciones establecidas
como fase movil y revelador de placas para azucares.

Se identifica y cuantifica los productos obtenidos de la reaccién de Pichia
pastoris inmovilizada en alginato de calcio utilizando sacarosa como fuente de
carbono médiate las condiciones establecidas en el equipo HPLC acoplado al
detector de indice de refraccion.

El mejor tratamiento para la inmovilizaciéon con alginato de calcio en la
produccién de FOS son los tratamientos L3Al1 y L2A2 obteniendo un
rendimiento teérico de Yps=0.019 g*g! a los 15 minutos, ademads el tamafio del
poro representa la capacidad de soporte y de saturaciéon del biopolimero.
Teniendo como técnica implementada a nivel industrial mejor manejo de

microorganismo, rapidez y de bajo costo.
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7 CAPITULO VII

RECOMENDACIONES

Obtener las fases de crecimiento de Pichia pastoris a temperatura 30 °C para
mayor produccién en menor tiempo. Realizar el cultivo en un fermentador bajo
condiciones controladas de pH, temperatura y oxigeno disuelto para acortar el
tiempo de crecimiento.

Realizar reacciones continuas con el biocatalizador para establecer tiempo de
vida util, estabilidad y comportamiento durante la produccién de
fructooligosacaridos.

Evaluar el efecto de otras técnicas de inmovilizaciéon en la produccién de
fructooligosacaridos.

Realizar lotes de mayor tamafio para la observacién del comportamiento de la

reaccion con el fin de proceder a un escalamiento en biorreactores.
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