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RESUMEN

OBTENCION DE UN METODO ENZIMATICO PARA LA PRODUCCION DE XILITOL
CON UNA ENZIMA OXIDO REDUCTASA DE ORIGEN NO MICROBIANO

El xilitol es un azucar natural que, debido a su propiedad edulcorante con un
menor aporte calorico, es utilizado en la actualidad como sustituto de la sacarosa,
ademas de ser un edulcorante que aporta beneficios para la salud humana
primordialmente en los dientes pues al ser un azucar no fermentable no causa caries y
no deja sabor amargo. Sin embargo, a pesar de este beneficio la produccion no alcanza

a satisfacer la demanda de este edulcorante tanto a nivel nacional como internacional.

La produccion de xilitol se realiza mediante procesos quimicos costosos donde la
xilosa (azucar derivado de los residuos hemicelulésicos) es la mejor fuente de carbono
y se transforma en xilitol por medio de un costoso proceso de hidrogenacién catalitica a
grandes presiones y temperaturas. Actualmente, los estudios se enfocan en encontrar
alternativas economicas para la produccién de xilitol como por ejemplo la fermentacion
microbiana. El proceso fermentativo destaca por ser econdmico pero con algunas
desventajas como la generaciéon de subproductos dafinos al crecimiento de los
microorganismos, principalmente furfuraldehidos, alcoholes y algunos é&cidos débiles,

de aqui la importancia de generar nuevas alternativas de produccion.

Se considera que algunos microrganismos producen xilitol como un producto
intermedio durante el metabolismo de la xilosa, dado que en el metabolismo microbiano
existen las enzimas necesarias para transformar la xilosa a xilitol, se asume que al
utilizar una enzima con caracteristicas similares en su conformacion peptidica aunque

de origen distinto generara el mismo producto.

El presente proyecto demostré6 que una enzima de origen distinto al microbiano
de facil obtencion in vitro como la enzima oxido reductasa de origen bovino, transformo
la xilosa en xilitol; asi mismo se establecieron las condiciones 6ptimas de proceso de la
enzima durante la produccion de xilitol como pH y temperatura éptimos con lo cual se

propone un meétodo enzimatico de bajo costo con tiempos de produccion reducidos.

Palabras clave: enzimas, 6xido reductasa, produccion, xilitol



ABSTRACT

Xylitol is a natural sugar, its sweetening property with less caloric intake is currently
availed for used as a substitute for sucrose, besides is a sweetener that provides
benefits to human health, primarily on teeth (does not cause caries) and is a not
fermentable sugar or leaves bitter taste.

Xylitol production is performed by expensive chemical processes where xylose
(hemicellulose derived from sugar residues) is the best carbon source and transformed
into xylitol by a costly process of catalytic hydrogenation at high pressures and
temperatures. Nowadays, studies are focusing on find economic alternatives for the
production of xylitol such as microbial fermentation. The fermentative process is known
for being economical but has some disadvantages such as the generation of harmful by-
products to the growth of microorganisms, among others.

Some microorganisms produce xylitol as an intermediate during xylose metabolism,
since there is necessary to transform the xylose to xylitol enzymes in the microbial
metabolism, it is assumed that by using an enzyme with similar characteristics in the

peptide conformation although of different origin generate the same product.

This work presents the results of a survey made in order to demonstrate that
nonmicrobial enzyme obtained in vitro easily from bovine crystalline transformed xylose
to xylitol; in addition, the optimum process conditions of the enzyme during production of
xylitol as pH and temperature optima were obtained with an enzymatic method of low
cost and reduced production times.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES

La informacion del xilitol que sustenta la siguiente propuesta es en primer término
la demanda doméstica e internacional. Asimismo, es importante conocer su
metabolismo, descripcion molecular, usos y beneficios, asi como una comparacion de
los métodos de produccion industrial. En segundo término recordar conceptos tales
como el de enzima 6xido reductasa y la comparacion de estas enzimas con la Xilosa
Recutasa (XR) microbiana es importante. También, relatar la bioquimica e importancia
de la gran familia enzimatica de las aldosa reductasas (AKR) son conceptos que se
utilizaran en el establecimiento del propdsito tecnoldgico de esta propuesta de proyecto.
En la propuesta se presentan los elementos necesarios para definir y darle seguimiento
al mismo. En primer término los materiales y métodos que se requieren para desarrollar
el proyecto, desde la obtencién del extracto enzimético hasta la cuantificacién de la
actividad enzimética. Asimismo, considerar un disefio experimental de tipo central
compuesto para obtener las condiciones 6ptimas de trabajo de la enzima. Para estas
acciones se requiere de una capacitacion técnica e intelectual para manejar los
métodos, técnicas y lenguaje necesarios para el desarrollo del proyecto. Los resultados
incluyen la validacién de técnicas y ensayos preliminares, actividad enzimética a
diferentes condiciones de pH, temperatura y concentracion de sustrato en los extractos
enzimaticos de bovino y rata analizados mediante un disefio factorial fraccionado para
identificar las variables de mayor influencia en la actividad enzimética y produccién de
xilitol, con base a estos resultados se presenta la correspondiente optimizacién de

variables de pH y temperatura con un disefio central compuesto.

1.2. CONSUMO NACIONAL E INTERNACIONAL DEL XILITOL
(DEMANDA)

Actualmente la demanda de endulzantes a nivel mundial es grande, de acuerdo a
la Organizacion Internacional de Azucar (OlIA) en su manual sobre edulcorantes
alternativos (MECAS, 2012) es el azucar convencional el que domina el mercado,
seguido de los edulcorantes de alta intensidad (EAI) y posteriormente el jarabe de alta

1



fructosa (JAF), esta informacion exhibe un panorama en el que se establece la
necesidad de que se generen nuevas alternativas para satisfacer este demandante
mercado. El xilitol es un endulzante que se ubica dentro de los polioles que como se
aprecia en la tabla 1.1 solo cubren la demanda en un 0.5% del mercado global.

Tabla 1.1 Demanda global de edulcorantes en millones de toneladas métricas.
Segun datos de la OIA (MECAS, 2012)

1985 1990 1995 2000 2005 2009 2010 2011

Azlcar 915 1015 1089 117.2 136.4 1484 1516 1549
EAI 7.2 8.5 115 129 164 170 176 18.1
JAF 6.2 7.6 9.7 11.7 120 121 132 13.7

Polioles 0.5 0.6 0.7 0.7 0.8 0.8 0.9 1.0

Total 1054 118.2 130.8 1425 1656 1783 1833 187.7

Cuota azucar (%) 86.8 859 833 822 823 832 827 825

Cuota polioles (%) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

Debido a la escasez de datos de dominio publico, es dificil determinar el
consumo global de polioles como sustitutos del azicar. De acuerdo con el International
Starch Institute, la produccion mundial de xilitol para 2010 se estimé en 200,000
toneladas, la de manitol en 180,000 toneladas y la de maltitol en 160,000 toneladas; en
contraste, la produccion mundial de sorbitol (el poliol mas utilizado por ser el mas
econémico) alcanz6 aproximadamente a las 800,000 toneladas. De la revision hecha
por el Comité de Evaluacién de Mercado, Consumo y Estadistica (MECAS, 2012) se
destaca que Danisco es el principal proveedor mundial de xilitol bajo la marca XIVIA,
cuyo uso en alimentacion esté autorizado en mas de 50 paises.

En afos recientes en México la importacion de xilitol se increment6 (Tabla 1.2) y
segun los datos reportados por el INEGI en su boletin de Balanza Comercial para
Importaciones de Mercancias de México, puede inferirse que la demanda también ha
aumentado, caso contrario a las exportaciones ya que para el afio de 2011 se reportan
exportaciones de 4005 Kg (con valor de USD 11 815), mientras que para los afios

subsecuentes no se reportan datos.



Tabla 1.2 Resumen de los valores de importacién de xilitol en México en los
altimos afios en dolares y pesos mexicanos (valores tomados de la Balanza
Comercial para Importaciones de Mercancias en México, INEGI)

ARG Importacion

Kg UuSD Pesos
2013 801 816 2 731 554 34 705 464
2012 786 896 2 632 253 34 612 573
2011 783 960 2 328 260 28 976 825

Como se observa en la tabla la demanda de azucares en nuestro pais es grande
y se ha incrementado con los afos representando un amplio mercado, es asi que la
perspectiva de crecimiento en este tipo de produccion es alentadora. Ademas, al no
existir exportaciones se infiere que en México la produccion de xilitol es escasa, y
representa un &area de oportunidad que, econdmicamente hablando, no debe

desaprovecharse.

1.3. DESCRIPCION DEL XILITOL, USOS Y BENEFICIOS.
1.3.1.XILITOL

El xilitol es un compuesto de origen natural cuya formula molecular es CsH120s.
El xilitol se considera un endulzante “libre de azucar’ y miembro de la familia de los
polioles, la cual también incluye otros edulcorantes que ya forman parte de la dieta

comun como lo son el sorbitol, manitol y maltitol.

El xilitol se obtiene por dos métodos uno mediante hidrdlisis catalitica y el otro
por fermentacion. En este ultimo, el metabolismo que sigue la D-xilosa en
microorganismos tal como las levaduras se muestra en la figura 1.1. En la mayoria de
las levaduras y hongos la conversion de D-xilosa a D-xilulosa requiere de dos pasos;
una reduccion seguida de una oxidacion. En levaduras la D-xilosa se reduce primero a
D-xilitol ya sea por la enzima xilosa reductasa NADH o NADPH-dependiente, el xilitol
resultante se segrega u oxida a D-xilulosa por la enzima xilitol deshidrogenasa NAD o
NADP-dependiente.



D-Xilosa

NAD({PH
xR
NAD(P)*
Xilitol
NAD+
XDH
NADH
D-Xilulosa

Figura 1.1. Representacién esquematica de las rutas metabdlicas en la
transformacion de D-xilosa a D-xilulosa siendo XR xilosa-reductasa NADPH
dependiente y XDH xilosa deshidrogenasa NAD dependiente (Chen et al., 2010)

Estas dos reacciones son las etapas limitantes de la velocidad en la fermentacion
de D-xilosa y producciéon de D-xilitol (Sasaki et al., 2012). La molécula del xilitol, figura
1.2, tienen una estructura abierta con cinco grupos hidroxilo (-OH) cada uno conectado
a un atomo de carbono (Mussatto, 2012).

HO—, OH ‘4
7 o . o
/ &
HO g b s
Vi 'f ¢
HO OH f N

Figura 1.2 Estructura quimica del xilitol en su forma plana (a) y tridimensional (b)
(Mussatto, 2012)

Dentro de las propiedades fisicoquimicas del xilitol se encuentran que en su
estado cristalino en polvo es similar al azicar coman asi como en sabor pero con 40%

menos calorias que la sacarosa (Tiago, 2014), no carameliza y los jarabes de xilitol son



menos Vviscosos que los jarabes de sacarosa. Con el xilitol no se producen las
reacciones de Maillard responsables del oscurecimiento no enzimatico en algunos
compuestos alimenticios, se disuelve rapidamente y no produce sabor indeseable por el
contrario, debido a su alto calor endotérmico (34.8 cal/g) proporciona un sabor
refrescante, dando una sensacion de frescura, esto es una ventaja para la elaboracion

de sabores herbales, condimentados o mentolados.

Tabla 1.3 Caracteristicas y propiedades fisicoquimicas del xilitol (modificado de

Mussatto, 2012)

Propiedades

Caracteristicas/valores

Formula empirica

Nombre quimico
Sinénimos

Peso molecular

AzUcares clase/subclase
Forma genérica
Apariencia

Color

Sabor

Olor

Punto de fusién

Punto de ebulliciéon

pH (en solucién acuosa 10%)
Densidad

Solubilidad en agua a 20°C
Solubilidad en metanol
Solubilidad en etanol
Viscosidad a 20°C
Higroscopia

Calor (endotérmico)
Dulzura relativa

Valor calérico

Estabilidad

indice de refraccion a 25°C
Rotacion especifica

Calor de combustion

CsH120s

1,2,3,4,5 Pentahidroxi pentano

Xilosa hidrogenada; xilita

152.15 g/mol
Monosacaridos/monosacaridos hidrogenados
Pentitol

Polvo cristalino

Blanco

Dulce

Inoloro

92-96°C

216°C (1atm)

5-7

1.03 g/mL (solucién acuosa 10%)

64.2 g/100 g de solucién

6.0 g/100 g de solucion de metanol 96%
1.2 g/100 g de solucién de etanol 96%
1.23 cp (en solucion acuosa 10%)

Mas que la sacarosa, menos que el sorbitol
34.8 callg

Similar a la sacarosa, mayor que el sorbitol
2.4 callg

Estable a 120°C (no carameliza)

1.35 (en solucion acuosa 10%)

Inactiva 6pticamente

.96 Jl/g

La molécula de xilitol muestra gran solubilidad en agua, parcialmente soluble

en

alcohol: 1.2 g/100 g, en etanol al 96% y 6.0 g/100 g en metanol 96%. En la tabla 1.3 se

muestran las caracteristicas del xilitol. El pH no afecta su estabilidad y se utiliza en un



amplio intervalo desde 1 hasta 11, debido a ésta propiedad fisicogquimica este

endulzante actia como conservador de productos alimenticios aun en bajas

1.3.2.USOS DEL XILITOL

El xilitol tiene un amplia gama de aplicaciones debido a su poder edulcorante,
principalmente en las industrias alimentaria y farmacéutica (Tabla 1.4). Por su fuerte
estabilidad quimica y microbioldgica, para algunos usos presenta ventajas respecto a la
sacarosa. Este edulcorante se comenzé a emplear como aditivo desde la década de los
60’s. Sin embargo se incrementd su uso en los Ultimos afios y actualmente es
ingrediente de productos alimenticios y recreacionales tales como, goma de mascar,
jaleas, chocolates, postres congelados, galletas, pasteles, helados y algunas bebidas
(Mussatto, 2012).

El xilitol también posee propiedades antioxidantes, humectantes,
estabilizantes y reductoras del punto de congelacion, siendo esto una ventaja en la
elaboracion de helados, haciéndolos de consistencia mas cremosa y suave (Mussatto,
2012). Ademas de todas las ventajas nutricionales y de proceso para algunos
alimentos, también el xilitol tiene algunos usos de tipo médico, el mas conocido es su
uso anticaries, en la tabla 1.4 se enlistan algunos de estos usos, los cuales incluyen
prevencion contra osteoporosis, efecto antitumoral y como edulcorante empleado por

diabéticos.

Tabla 1.4 Principales usos médicos y nutricionales del xilitol (Modificado de
Mussatto, 2012)

Usos del xilitol

Edulcorante No- y anticarcinogénico

Como edulcorante en dietas para diabéticos
Estudios como agente anti-ulceroso
Prevencion de osteoporosis

Conservacion de células rojas de la sangre
Efecto antitumoral

Prevencion de arritmias cardiacas

Caries dental

Infecciones respiratorias




La Comunidad Econémica Europea reconoce el uso seguro del xilitol desde
1984, y la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos lo clasifica como
una molécula Generalmente Reconocido como Seguro (por sus siglas en inglés, GRAS)
desde 1986 y “Seguro Dentalmente” desde 1994 (Tiago, 2014).

1.3.3.BENEFICIOS PARA LA SALUD

Ademas de los amplios usos que se le han encontrado, el xilitol ha demostrado
ser un producto que ayuda en el tratamiento de ciertas enfermedades como la diabetes,
anemia, lesiones renales, previene la caries, la otitis media, osteoporosis, infecciones
respiratorias y procesos inflamatorios (Mussatto y Roberto, 2002), los efectos médicos y

de salud se resumen en la Tabla 1.5.

Tabla 1.5 Resumen de aplicaciones médicas del xilitol (Silva et al., 2012)

Aplicaciones médicas Referencias
Uhari et al. (1996), Kontiokari et al. (1995, 1998),
Danhauer et al. (2010)

Otitis media aguda

Fibrosis quistica Welsh and Zabner (2004), Durairaj et al. (2007)
Prevencion y tratamiento Amaechi et al. (1998), lwata et al. (2003), Sano et al.
de caries (2007), Silva et al. (2010b), Hildebrant et al. (2010)

_y Ylikahri (1979), Georgieff and Oehmke (1990), Georgieff
Nutricién parenteral

et al. (1991)

Dieta de calorias Shafer et al. (1987), King et al. (2005), Amo et al. (2011),
controlada Islam (2011)
Diabetes Valero et al. (2011)
Dermatitis atopica Katsuyama et al. (2005a, b)
Leishmaniasis Ferreira et al. (2008)
Heridas Ammons et al. (2009, 2011), Korponyai et al. (2011)
Propiedades antiedad Mattila et al. (2005)
Usos gastrointestinales Naaber et al. (1996), Silva et al. (2010a, 2011)
Protesis Sanréman et al. (1991), Bruggeman et al. (2010)
La anemia hemolitica Wang et al. (1971), Ukab et al. (1981), Ylikahri (1979)
Osteoporosis Mattila et al. (1998, 1999)

Takahashi et al. (1999, 2000), Ackermann et al. (2004),
Han et al. (2005), Ferreira et al. (2011)
Reduccion de la presion

. Franz et al. (1996)
intraocular

Accion antipirética Jerry y Alonso (2005)

Procesos inflamatorios




1.4. HIPOTESIS

El xilitol se obtendrd in vitro con una enzima 6xido reductora no microbiana con

secuencia de proteinas similar a la Aldosa Reductasa microbiana.

1.5. OBJETIVOS
1.5.1.0BJETIVO GENERAL

Obtener un método enzimatico para la produccion de xilitol con una enzima éxido

reductasa de origen no microbiano.

1.5.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer si la enzima Oxido reductora no microbiana es capaz de producir
xilitol.

2. Determinar la actividad enzimatica de la enzima oxido reductora no microbiana
mediante espectrofotometria.

3. Optimizar in vitro las condiciones basicas del proceso de produccion enzimatica

de xilitol.

1.6. JUSTIFICACION

La insuficiente produccion de xilitol se debe principalmente a los costosos
métodos quimicos y fermentativos con subproductos indeseables que lo convierten en
un producto caro. Sin embargo, con herramientas de protedmica y bioquimica
fundamental es posible encontrar una enzima o6xido reductora que, in vitro, convierta
xilosa en xilitol. Para con ello establecer las mejores condiciones de catalisis enzimatica
en la obtencidn de este poliol sin el complejo manejo de microorganismos y reactivos

quimicos.



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1. METODOS DE PRODUCCION DEL XILITOL

Son pocos los métodos para la produccién del xilitol, de entre los cuales destacan el
método por hidrogenacién quimica, el método fermentativo y en fechas recientes el
biotecnolégico. Hasta ahora, los procesos de produccion biotecnolégicos no logran
superar las ventajas de la hidrogenacion quimica aun cuando es un proceso caro

debido a los altos costos de proceso.

2.1.1.METODO QUIMICO DE PRODUCCION DE XILITOL

La hidrogenacion quimica, figura 2.1, es uno de los principales métodos
industriales para la obtencion del xilitol. Este método es empleado en Finlandia desde
hace varias décadas donde la D-xilosa se reduce a xilitol por medio de alta presion con

metales como catalizadores.
Xilano

H H H H
H, H, H H
H H H
I Hidrdlisis acida (acido sulfurico)
Xilosa
q j’H a j)n @ jJH q oH
H> HD
H

Hidrogenacion catalitica: Niy Aly, 80-
140°C, arriba de 50 atm

Xilitol
oH OH
HD/\(‘\(\M Ho/\(kr\m
H
aH oM
Ho /\l/'\l/\oH m/\rk(\w
¢ oM o gH

Figura 2.1 Proceso de produccion de xilitol por hidrogenacion quimica
(modificado de Tiago, 2014)



El proceso por medio de la via quimica se resume en los siguientes pasos: 1)
hidrélisis acida, 2) purificacién del hidrolizado de manera que se deje Unicamente la
xilosa pura, 3) hidrogenacion catalitica de la xilosa pura en xilitol (en este punto se
emplean diversos catalizadores, para el caso de la figura se emplea Ni-Al2), 4)
purificacion de la solucion de xilitol obtenida y 5) cristalizacién del xilitol. El proceso se
realiza a altas presiones y altas temperaturas, esto implica el uso de equipos
sofisticados y costosos para su elaboracion, con el consecuente caro precio de venta

en el mercado (Tiago, 2014).

La hidrolizacion es una parte del proceso vital e importante que utiliza
catalizadores con los cuales los materiales hemicelulésicos liberan los azucares que se
aprovechan en la reduccion quimica para producir el xilitol, en la tabla 2.1 se muestra
un resumen de los elementos liberados mediante hidrolizacion acida (Mpabanga et al.,
2012), asi como las condiciones utilizadas y con diferentes materiales orgénicos
iniciales (Martinez et al., 2002).

Tabla 2.1 Resumen de productos obtenidos de la hidrolizacién de materiales
organicos (modificada de Mpabanga et al., 2012)

. Inhibidores c 2
Material . ) Recuperacion
. . Condiciones derivados de la . .
lignocelulésico AP Azucares (g /1) | Referencias
de hidrdlisis pared celular 0(g/9)
vegetal (g /1) 979
2.13% H2S04 | Acido acético, . _
Rastrojo de 180 min 1.48; Furanos, é'llﬁcsgéag'zo 23 Cao etal.
maiz 121°C 0.56; Fendlicos arabinosa. 1 (’)1 (2009)
S:L=1:10 0.08 '
2% HCI+0.5% | ; . " | Azlcares ,
Madera suave FeClI2 (v/v), Qi;ﬂ?a?cze téco, 53; MOoNomericos, (Qzlgcr)];)}t a
170°C, 30 min $ 37.54l/
1.5% H2S0O4, | Acetato, 1.43; Xilosa, 9.09; Back
Paja de arroz 130°C, 30 HMF, 0.15; furfural, | Glucosa 2.13; Kwony(2007)
min, S:L=1:10 | 0.25 arabinosa, 1.01
H2S04 .
Furfural, 0.26; 5- Xilosa, 12.34; .
O ) S H ) )
Eucalyptus (0.65%). HMF, 0.07; Acido | Glucosa 0.63; | v/rrareal et
globulus 157°C, 20 fe: . al. (2006)
: ' T o ~.. | Acético, 3.41 arabinosa
min, S:L=8.6:1
Saccharum 160°C, 15 min | Azucares Furfuraes Chandel et
spontaneum y 1.5% H2S0O4 | reductores totales, | 1.54+0.04; al. (2011b)
b S:L=1:10 32.15+0.25 fendlicos '
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2.01+0.08

2-acido furéico, 0.3
Tratamiento microgramos/q;

Alamo AFEX + 3,4-HBA, 2.5; é'llﬁsg‘é ;12'3(;(_5; Balan et al.
hidrélisis Acido salicilico, 56; . N (2009)
L . . i arabinosa, 0.49
acida siringaldehido, 6.0;
acido ferulico, 4.7
Dibxido de Fendlicos, Xilosa, 9.2+0.1;
sulfuro (1Kg) 0.4440.05; furfural, | Glucosa
09): | 1 .040.1: HMIF, 82.4+2.9:
40 Kg virutas +0.2- Acid | Alrik
Picea de madera 3.3,__0.2, Acido Galactosa, riksson et
o ' acético, 5.0+£0.4; 3.84£0.3; Manosa | al. (2001)
203°C,5min | ;. - _
+hidrélisis Acido Ievull_nlco, 26.4_10.7,
o 0.2+0.1; acido arabinosa,
enzimatica

féormico 0.7+0.1 2.9+0.2

De la hidrolisis del material lignocelulésico por métodos quimicos se tiene como
resultado azucares como la D-glucosa, D-galactosa, D-arabinosa, D-manosa y D-xilosa.
Este ultimo azlcar es el mas abundante en la fraccion hemicelul6sica, el principal
inconveniente en la hidrolisis de hemicelulosas para la produccion de xilitol es el alto
costo asi como la necesidad de purificar y separar los azucares previo al proceso, sobre
todo para procesos fermentativos, donde algunos subproductos de la fermentacion son

dafiinos para los microorganismos productores de xilitol (Mpabanga et al., 2012).

La xilosa es la mejor fuente de carbono para la produccion de xilitol (Tiago,
2014), y es ademas el segundo monosacarido mas comun en la naturaleza que
aparece en la fraccion hemicelulésica de materiales herbaceos principalmente de los
hidrolizados se obtienen ademas de los azucares hemiceluldsicos &cidos fendlicos o
alifaticos, furfuraldehidos, y otros acidos débiles los cuales actian como potenciales
inhibidores de la producciéon por microorganismos (Girio et al., 2012), estos hidrolizados
sirven como materia prima para la produccion de xilitol ya sea por medios quimicos o
bioquimicos. En la figura 2.2, se muestra el proceso de produccion de xilitol por via

guimica y fermentativa a partir de estos hidrolizados.
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Residuos
hemiceluldsicos

Fibra celulésica

Hemicelulosa

® Celulosa
- ] f

Lignina
Microfibras

[ \
Pequefias cantidades
Celulosa (34-50%) Hemicelulosa (19-34%) Lignina (11-30%) de: Pectina, proteinas,
_ extractivos y cenizas

H
D-xilosa HO AAAOH
( Bacterias
H
Reduccién Biosintesis por
quimica microorganismos < Hongos
Saccharomyces
O cerevisiae
: Levaduras
: vadu
<
D-xilitol Ho/\/\/\g4
3 i
%ﬁ % \.| Levadura
o4
Candida

Figura 2.2 Produccion de xilitol de residuos hemicelulésicos a través de
reduccidon quimica o por fermentacion con microorganismos (adaptado y
modificado de Chen et al., 2010)
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Una vez obtenido el hidrolizado se purifica para eliminar las impurezas, para ello
se emplean métodos fisicos, quimicos e incluso biolégicos, son cuantiosos los métodos
empleados para eliminar los inhibidores, esto depende de la naturaleza del inhibidor,
entre los cuales estan procesos enzimaticos, tratamientos fisicos, quimicos, resinas de
intercambio i6nico, con solventes orgénicos, evaporacion y extraccion, tratamientos
quimicos con agentes alcalinos (NaOH, CaO, Ca(OH): y tratamientos fisicoquimicos
con carbon activado (Tiago 2014, Mpabanga et al., 2012).

Hidrogenacién catalitica, en esta parte del proceso tiene un metal como
catalizador con gas hidrégeno a alta presion y temperatura para ello es sumamente
indispensable partir de sustratos puros para finalmente purificar el xilitol mediante

cromatografia, aumentandose considerablemente los costos (Mpabanga et al., 2012).

2.1.2.METODO FERMENTATIVO DE PRODUCCION DE XILITOL

Actualmente los estudios para encontrar nuevas alternativas se enfocan a la
produccion de xilitol mediante fermentacion microbiana, principalmente levaduras de
entre las cuales las que méas destacan son del género Candida, pues son las que dan
mayores rendimientos. Sin embargo, en la actualidad aun se realizan diversos estudios

dedicados exclusivamente a aislar cepas productoras de xilitol (Vanegas, 2004).

El proceso fermentativo con microorganismos se resume en la figura 2.3, al igual
que en el proceso de hidrogenacion quimica se parte de residuos hemicelulésicos, que
se hidrolizan para descomponerse en azlcares, igualmente se liberan componentes
secundarios, que en éste caso son de suma importancia ya que en ocasiones resultan
toxicos para los microorganismos que se emplean para la fermentacion, inhiben su
crecimiento y por lo tanto la produccion de xilitol. Los inhibidores y la forma de purificar

el sustrato son los mismos que se abordan en el método quimico.

Bioproceso Tratamiento Concentracién Cristalizacién
(xilitol) medio de xilitol de xilitol

Figura 2.3 Proceso fermentativo de produccién de xilitol. (Modificado de Tiago,
2014)

Residuos . Hidrolizado
. .. Hemicelulosa . ;
linoceluldsicos desintoxicado
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Son diversos los estudios realizados para encontrar un microorganismo que
proporcione buenos rendimientos con bajos costos de produccion, en la tabla 2.2 se
muestra un resumen de microorganismos empleados para producir xilitol, los cuales van
desde levaduras, hongos y bacterias, donde claramente el campo de las levaduras es el
mas estudiado.

Tabla 2.2 Microorganismos empleados en la produccion de xilitol (Chen et al.,
2010; Sampaio et al., 2003; Ghindea et al., 2010; Sasaki, et al., 2012)

Levaduras Hongos Bacterias

Petromyces albertensis Aspergillus niger Corynebacterium sp.

Candida boidinii Penicillium Enterobacter liquifaciens
brevicompactum

C. maltosa P. citrinum Mycobacterium smegmatis

C. moggi P. expansum

C. tropicalis HXP2 P. griseoroseum

Debaromyces hansenii UFV-170 P. roqueforti

Hansenula polymorpha P. purpurogenum

Pachysolen tannophilus P. janthinellum

Pichia caribica P. chrysogenum

C guilliermondii FT1-20037118 P. italicum

C. intermedia P. crustosum

Los estudios a diferentes condiciones fermentativas de producciéon como son:
concentracion de oxigeno, pH, temperatura, concentracion de sales, composicion del
medio e indculo, concluyen que las condiciones mas influyentes son la temperatura, la
agitacion y el pH, se concluye a partir de un estudio con 17 cultivos de bacterias que la
Corynebacterium es la de mayor produccion; incluso se destaca que hay estudios con
E. coli modificadas genéticamente (Cirino, et al., 2006 e Iverson et al., 2013). A partir de
estos trabajos experimentales se demuestra que los microorganismos poseen enzimas

que catalizan la reaccion (Goli et al., 2012).
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2.1.3.METODO DE PRODUCCION DE XILITOL ENZIMATICO

El proceso enzimatico es una alternativa biotecnoldgica reciente la cual alcanza
un 100% de conversion de los azlcares, esto es de suma importancia ya que durante el
proceso fermentativo no se aprovecha todo el azucar pues parte de la xilosa se emplea

para el crecimiento celular de los microorganismos.

Este proceso consiste basicamente en la reduccién de la xilosa a xilitol por medio
de una enzima Oxido reductora (xilosa reductasa) asistida por la coenzima NAPDH en
su forma reducida (De Freitas Branco et al.,, 2012). En este proceso las enzimas se
incorporan como un catalizador quimico que mejora la produccion y aunque el proceso
de produccion enzimatica de xilitol ofrece multiples ventajas por encima del
fermentativo, también se ha visto que tiene menos rendimientos y requiere de un control

MAas preciso.

En la figura 2.4 se muestra una representacion del mecanismo de reaccion de
xilitol en un sistema de regeneracion de coenzima NADP, claramente se ve una
similitud al proceso observado en la figura 1.1 referente a las rutas metabdlicas que
siguen los microorganismos para la produccion de xilitol. Es este paso el que

consideramos de suma relevancia para la propuesta de este trabajo (Goli et al., 2012).

XILOSA REDUCTASA
XILOSA XILITOL

NADPH dom

GLUCONATO GLUCOSA
GLUCOSA DESHIDROGENASA

Figura 2.4 Representacion esquematica de la reaccién enzimatica para
produccion de xilitol (modificado de De Freitas Branco et al., 2012)

En la tabla 2.3 se muestran las ventajas y desventajas antes mencionadas de
los diferentes métodos utilizados para la produccién de xilitol, en ella se observa que el
proceso enzimatico ofrece mayores ventajas que desventajas, siendo el costo la

principal desventaja a combatir.
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Tabla 2.3 Ventajas y desventajas de los diferentes modos de producciodn de xilitol
(modificado de De Freitas Branco et al., 2012)

Tipo de proceso Ventajas Desventajas
.. Optimizado Altos costos de instalacion

Quimico .

Alta productividad Uso de fuentes naturales
. . Bajo costo Baja productividad

Microbiologico J jap
Sustentable
Sustentable Costo

Enzimatico Maxima eficiencia

Alta productividad

El proceso de produccion de xilitol con enzimas es bastante atractivo pues
implica una mayor eficiencia y altas productividades como se observa en la tabla
anterior. Para esto se propone la utilizacion de una enzima oxidorreductasa de facil
acceso con el mismo sitio activo que las generadas durante la fermentacion que sea

capaz de producir xilitol a partir de xilosa.

El principal reto de este trabajo es demostrar que es posible la produccion de
xilitol mediante reaccion enzimatica y con esto disminuir los costos de produccion,

aumentar rendimientos y de ser posible la eficiencia del proceso.

2.2. ENZIMAS OXIDORREDUCTASAS

La producciéon enzimatica de xilitol tiene muchas ventajas sobre el proceso
fermentativo, los recientes estudios muestran que se obtienen menores rendimientos y
se requiere un mayor control de proceso puesto que emplean enzimas de extraccion
microbiana, principalmente levaduras que asimilan la D-xilosa a través de dos
reacciones, una con XR (xilosareductasa, EC1.1.1.21) y XDH (xilitol deshidrogenasa,
EC 1.1.1.9). Asi, la xilosa se reduce a xilitol mediante una reaccién de conversion
catalitica con XR, en este proceso las enzimas funcionan como catalizadores para
mejorar la produccién (De Freitas et al., 2011).

Enzima Xilosa Reductasa (XR)

La enzima xilosa reductasa (oxidorreductasa) pertenece a la superfamilia de las

aldo-keto reductasas, siendo oxidorreductasa NADPH dependiente. Esta enzima se
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encuentra en algunos microorganismos y es importante en el metabolismo microbiano
que cataliza a la xilosa y la transforma en xilitol con ayuda de la coenzima NADPH
como donante de electrones. El peso molecular varia de 30-70 kDa dependiendo del
microorganismo que lo produce (De Freitas et al., 2011). En la figura 2.5 se muestra la

estructura representativa de las enzimas Aldo-Keto-Reductasas (AKR).

Figura 2.5 Aldo-Keto-Reductasas (AKR)

Enzimas AKR de importancia

La enzima AKR1B5, es una aldosa reductasa también llamada “bovine 20a-HSD”
y cuya especie es Bos taurus, es de origen bovino, se obtiene de los cristalinos de los
toros. La enzima AKR1B4 es una enzima que proviene de la rata de especie Rattus
novergicus, que se obtiene del cristalino de las ratas, es la enzima de mayor estudio y
gue sirve de referencia para las demas enzimas, asi como la enzima AKR1B1, ésta es
una enzima AKR de la especie Hommo sapiens, que se obtiene de la placenta de los
seres humanos, también llamada Aldosa Reductasa EC 1.1.1.21, que es la enzima

aislada de algunos microorganismos que se han utilizado para la produccion de xilitol.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La propuesta metodoldgica consiste en:

1. Realizacion de un analisis protedmico para determinar la enzima oOxido

reductora con la que se hara esta investigacion.

Realizacion de las pruebas que ayuden a determinar si la enzima es capaz de
producir xilitol con los sustratos de xilosa y glucosa, los cuales son azucares
gue se pueden obtener de residuos organicos mediante un hidrolizado &cido.
Obtencion de un extracto enzimatico enriquecido de una enzima Oxido
reductasa mediante precipitacion de la enzima con saturacion salina, de
acuerdo a lo sugerido en Hayman et al., 1964.

Determinacion de la actividad enzimatica mediante espectrofotometria en una
longitud de onda de 340 nm, que es la técnica sugerida en la mayoria de los
trabajos, ademas de ser la mas econémica y facil de emplear.

Implementacion del disefio experimental central para los diferentes
tratamientos experimentales.

Establecimiento de las condiciones basicas de trabajo de la enzima como son
temperatura, pH, concentracién de sustrato, para la reaccién enzimatica de
conversion de xilosa a xilitol mediante un disefio experimental central
compuesto para determinar las condiciones a las cuales se obtengan mejores
rendimientos de xilitol.

Establecimiento de las condiciones Optimas del proceso de produccion

enzimatica de xilitol.

La metodologia experimental a seguir incluye los pasos del esquema de la figura

3.1. Desde el analisis protedGmico para identificar si la enzima de origen no microbiano

es similar a la microbiana y por tanto capaz de producir xilitol, la técnica para la

obtencion del extracto enzimatico crudo, la estrategia para la determinacién de la

actividad enzimatica y finalmente el disefio de experimentos para la obtencion de las

condiciones 6ptimas de trabajo de la enzima.
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Figura 3.1 Cuadro representativo de las etapas metodoldgicas a seguir para el
desarrollo del proyecto

3.1. REALIZACION DE UN ANALISIS PROTEOMICO

El andlisis proteémico se realiz6 en la base de datos de la “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI) fuente de informacion en biologia molecular Gtil para
comparar dos enzimas de origenes distintos (enzima del cristalino de bovino, AKR1B5 y
enzima del cristalino de rata, AKR1B4) con la enzima de origen microbiano (AKR1B1) e

identificar similitudes entre éstas.
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3.2. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO ENRIQUECIDO

La obtencion y conservacion de cristalinos se realizd siguiendo el método
desarrollado por Hayman y Kinoshita (1965), los cristalinos se extrajeron de ojos de
bovino donados por la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.M.S.N.H.
una vez extraidos del animal se colocan en disolucion de buffer de fosfatos de potasio y
2-mercaptoetanol. Los cristalinos se conservaron en congelacion hasta el momento de

Su uso.

El extracto enzimatico de cristalino de bovino se obtuvo siguiendo el método
descrito por Hayman y Kinoshita (1965), consiste en la homogenizacion de los
cristalinos en presencia de buffer de fosfatos e inhibidores de proteasas en un
homogeneizador de Potter, la muestra se centrifugd a 10 000 x g (x g=RFC Relative
Centrifugal Force) durante 15 min, el material insoluble se deseché mientras que al
sobrenadante se le agrego sulfato de amonio (NH4)2(SOa4) para llegar a una saturacion
del 40 % (p/v), se agitd por 1 h seguido de una centrifugacion a 4 500 x g, a
temperatura de 4 °C, recuperandose el precipitado; posteriormente el sobrenadante se
satur6 a 50 y 75 % (p/v) siguiendo el procedimiento anteriormente descrito para tener
en cada uno de los precipitados una enzima con mayor pureza. Finalmente, cada uno
de los precipitados recuperados se dializd en disolucion buffer de fosfatos de potasio,
durante 72 h. Todo el procedimiento se llevO a cabo en presencia de hielo
aproximadamente 4°C para evitar la degradacion de la enzima.

El extracto enzimatico de cristalino de rata se obtuvo siguiendo el mismo método
sin llegar a la precipitacion, consisti6 en la homogenizacion de los cristalinos en
presencia de buffer de fosfatos e inhibidores de proteasas en un homogeneizador
manual, la muestra se centrifugé a 10 000 x g durante 15 min, el material insoluble se
desecho y el sobrenadante se recuperé como extracto crudo de enzima utilizandose

éste para los ensayos enzimaticos.
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3.3. REALIZACION DE ENSAYOS PARA DETERMINAR SI LA
ENZIMA PRODUCE XILITOL

La actividad enzimatica se midié mediante dos métodos, el primero se basa en la
determinacion de la cantidad de Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH)
consumido en la reaccion, es proporcional a la actividad de la enzima presente. La
medicion de la cantidad de proteina presente se llevd a cabo por el método de

cuantificacion de proteinas de Lowry (1951).

El segundo es una medida indirecta de la actividad enzimatica en funcién al
agotamiento de xilosa (el consumo de xilosa es directamente proporcional a la aparicion
de xilitol) durante la reaccion, con el método de cuantificacién de azlcares reductores
de Miller (1959). En ambos métodos se utilizé la espectrofotometria para medir la
cantidad de luz absorbida por las proteinas, azUcares y sustrato. La reaccion se detuvo
al mantener la muestra durante 5 min en agua caliente a 80 °C para desnaturalizar la

enzima.

3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se realizd un ensayo para verificar que la enzima posee actividad enzimatica en
condiciones ya establecidas. La unidad internacional de actividad enzimatica se define
como el cambio en la absorbencia de 0.001 unidades por minuto, la prueba se realizé
mediante un sondeo en el espectrofotdémetro a 340 nm durante dos min con la enzima 'y
un inhibidor especifico para la aldosa reductasa denominado naringinina. La actividad
se calculé a partir de la pendiente de la curva de absorbencia vs tiempo, usando el

coeficiente de extincién molar aparente del NADPH de 6.22 mmol*icm™ y la siguiente

ecuacion:
Abs
U=—12~ — Ec.3.1
Vixexb
Donde:

A(A—I?S): velocidad inicial de trabajo de la enzima (pendiente de la curva)
min

21



Vf=Volumen final en la celda de reaccion (3 mL)

Vi=Volumen inicial de extracto enzimatico (30 o 60 pL)
e=Coeficiente de extincién molar del NADPH (6.22 mmol-*cm)
b=Espesor de la celda de medicion (1 cm)

Una unidad enzimética (U) se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la
conversion de 1 umol de sustrato (NADPH) en un minuto de reaccion, bajo condiciones

previamente determinadas.

La actividad enzimética especifica se calculd al dividir la actividad enzimatica

entre los miligramos de proteina.

AE = v

- mg proteina

Ec. 3.2

Otros pardmetros de proceso que se determinan para establecer la actividad

enzimatica de acuerdo a De Freitas (2011) son:

¢ Eficiencia de conversion de xilosa (ECX, %) en un tiempo de reaccién especifico

(t,min):

Xilitol producido (DP,Q)

: - = Ec. 3.3
Xilosa consumida (—DS,%)
e Productividad volumétrica (Qp, g/Lmin)
Xilitol producido (DP,Q)
Ec. 3.4

tiempo (t,min)
e Numero de conversion total (TTN) en un tiempo de reaccién especifico (t,min);

Xilitol producido (DP, mM)
NADPH (—-NADPH, mM)

Ec. 3.5
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En el caso de las ecuaciones 3, 4 y 5 es indispensable la determinacién de xilitol
producido, la cual se plante6 realizar por medio de cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC).

3.5. IMPLEMENTACION DEL DISENO EXPERIMENTAL

Se llevé a cabo en dos etapas. En la primera etapa se aplica un disefio factorial
fraccionado para identificar las variables de mayor influencia durante la produccion
enzimatica de xilitol. La segunda etapa implica el desarrollo de una metodologia de
superficie de respuesta para la optimizacion de las variables de mayor influencia.

El diseio factorial permite identificar los factores que tienen efectos significativos
sobre las respuestas de nuestro sistema y la magnitud de estos efectos. En un disefio
factorial, el nUmero total de experimentos a realizar vendra dado por el nimero de
factores, los niveles atribuidos a cada factor y el grado de incertidumbre que asociemos
al modelo.

Disefios factoriales completos (2%)

Un disefio factorial completo permite evaluar el efecto de los factores principales
y sus interacciones. Los disefios mas comunes utilizan dos niveles para cada factor,
denominados "nivel bajo" y "nivel alto", y el nimero total de experimentos a realizar es

2k siendo k el nUmero de factores.

Disefios factoriales fraccionados (2%*)

Cuando el numero de factores es grande, la cantidad de experimentos a realizar
en un disefio factorial completo puede resultar inmanejable. Para estos casos, se
utilizan los disefios factoriales fraccionados, en los cuales el experimentador selecciona
un subconjunto de ensayos del total de combinaciones posibles, a cambio de una
incertidumbre en la informacion que obtenemos del sistema. Los ensayos se escogen
de forma que se confundan los efectos de los factores principales con algunas de las
interacciones. Esta estrategia presupone que la probabilidad de que los efectos

principales influyan en el sistema es superior al de algunas de las interacciones.
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3.5.1.DISENO EXPERIMENTAL FACTORIAL FRACCIONADO

Consistié en la evaluacion de tres factores (Temperatura, pH y concentracion

inicial de sustrato) en dos niveles con cuatro puntos centrales realizandose por

separado para dos enzimas oxido reductasas de origenes distintos, en la primera se

utilizé el cristalino de bovino tabla 3.1 y la segunda se empled el cristalino de ratas tipo

Wistar, tabla 3.2.

Tabla 3.1 Matriz codificada de disefio de experimentos para la enzima de cristalino

de bovino
a) | Ensayo | Temperatura | pH | [Xilosa]

El + -

E2 - + -
E3 0 0 0
E4 0 0 0
E5 - - +
E6 + + +
E7 0 0 0
ES8 0 0 0

Tabla 3.2 Matriz codificada de disefio de experimentos para la enzima de cristalino

de rata
a) | Corrida | Temperatura | pH | [Xilosa]
El + - -
E2 - + -
E3 0 0 0
E4 0 0 0
E5 - - +
E6 + + +
E7 0 0 0
E8 0 0 0
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3.5.2.DISENO EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO

El disefio central compuesto se realizé para optimizar las condiciones de trabajo
de la enzima en las variables de temperatura y pH que fueron los factores que mayor
influencia significativa tuvieron sobre ambas enzimas. El tipo de disefio es un disefo

factorial 22 con 5 puntos centrales y 2 puntos axiales.

La matriz experimental que proporciona el programa Matlab 17.0 se representa
en la tabla 3.3 en su forma codificada y decodificada sin aleatorizar para los dos
factores de relevancia, dando como resultado un total de 13 ensayos con 5 puntos

centrales y puntos axiales.

Tabla 3.3 Matriz codificada de disefio de experimentos del disefio central
compuesto con la enzima de cristalino de bovino

a) | Ensayo | Temperatura pH
El -1 -1
E2 +1 -1
E3 -1 +1
E4 +1 +1
E5 —V2 0
E6 +/2 0
E7 0 —V2
ES8 0 +V2
E9 0 0
E10 0 0
E1ll 0 0
E12 0 0
E13 0 0
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3.6. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES BASICAS DE TRABAJO
DE LA ENZIMA

Posterior a la identificacion de las variables de mayor influencia y su optimizacion
mediante el disefio de superficie de respuesta se lleva a cabo la confirmacion de las

mismas a través de un evento experimental que corrobore lo teorico.
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CAPITULO 4. RESULTADOS

4.1. ANALISIS PROTEOMICO

En la tabla siguiente (4.1a) se muestra una comparacion de las tres diferentes
enzimas de la familia de las Aldo-Ceto-Reductasas (AKR), las tres enzimas poseen una

alineacion en sus secuencias de proteinas similares, mayor al 90 % para todos los

casos, lo cual deja ver que su estructura es similar entre ellas, esto es de suma

importancia ya que se ha demostrado que la enzima AKR1B1 produce xilitol, y al ser
similares se puede suponer que la enzima AKR1B5 también lo hara pues al comparar

sus secuencias nucleotidicas (Tabla 4.1b) tienen una alineacion similar al ser idénticas

en un 83y 88% lo que hace sospechar que tienen una alineacién del sitio activo similar

en sus cadenas peptidicas a la Xilosa Reductasa (XR) flngica, esto demuestra que es

posible utilizar la enzima AKR1B5 para la produccion de xilitol.

Tabla 4.1a. Comparativo de alineacidén de secuencias proteicas de enzimas Xilosa
Reductasas (XR) capaces de producir xilitol con estructuras similares
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2014

Enzima Identidad Similaridad
Alineacién de o . o .
_ _ Coincidencias % Coincidencias %
secuencias proteicas
AKR1B5 vs AKR1B1 273/315 87 297/315 94
AKR1B5 vs AKR1B4 265/314 84 289/314 92
AKR1B4 vs AKR1B1 270/315 86 294/315 93

Tabla 4.1b. Comparativo de alineacidon de secuencias nucleotidicas de enzimas

Xilosa Reductasas (XR) capaces de producir xilitol con estructuras similares

http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2014

Genes

Identidad

Alineacion de secuencias

nucleotidicas

Coincidencias

%

AKR1B5 vs AKR1B1

823/938

88

AKR1B5 vs AKR1B4

802/965

83
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4.2. OBTENCION DEL EXTRACTO ENZIMATICO ENRIQUECIDO

La precipitacion de la enzima se realizo con las sales de amonio, asi, existe una
mayor certeza de trabajar con la enzima deseada, los valores de la tabla 4.2 muestran
que la actividad enzimatica es mayor en la fraccién al 50 % de sulfato de amonio, sin
embargo, es en ésta donde se tiene el menor rendimiento. Es notable que conforma
aumenta la saturacion de la enzima se disminuye el volumen de ésta, a la saturacion de
40 % se obtuvo un mayor rendimiento, razén por la que se decidi6 emplear ésta

saturacion para futuros experimentos.

Tabla 4.2 Fraccionamiento salino de proteinas de un extracto libre de células de
0jo de bobino con sulfato de amonio

Saturacion con Sulfato de | Volumen | Rendimiento | Proteina | Actividad enzimatica
amonio (%) (mL) (%) (mg/mL) (U/mg)
0 --- 100 14.97 49.68
40 12.5 32.47 17.77 7.79
50 15 3.89 1.85 103.37
75 3 7.79 2.98 5.37

Los resultados de la actividad enzimatica después de la precipitacion se aprecian
graficamente en la figura 4.1 donde se representaron los valores de la actividad
enzimatica en U/mg de proteina, se realiz6 un comparativo en dos diferentes momentos
(con un mes de diferencia) para verificar si la enzima se degrada y en qué medida,
notandose que al 50 % de precipitacién la degradacion es mayor a pesar de ser la que
mayor actividad reportaba inicialmente, esto es de gran interés porque da pauta a
establecer los experimentos posteriores, por fines practicos se utilizé la enzima
precipitada con 40 % de sulfato de amonio, siendo ésta la de mayor rendimiento y con
poca degradacion con el tiempo. Para indagar sobre la especificidad de la enzima y
confirmar que se trata de la aldosa reductasa de interés, los ensayos se realizaron con
el sustrato que tiene mayor especificidad con la enzima (gliceraldehido) asi como con

un inhibidor concreto para la misma, todos los ensayos se realizaron a 4 °C.
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Figura 4.2 Efecto del tipo de sustrato en la actividad enzimética de la fraccion que

precipité al 40 % con sulfato de amonio con cristalino de bovino. Los valores

son el promedio de dos mediciones con extractos diferentes
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En la figura 4.2 se observa el efecto del tipo de sustrato sobre la actividad
enzimatica en la enzima de bovino con saturacién del 40 %, se muestra es capaz de
trabajar con el sustrato que reporta tener una mayor afinidad denominado
gliceraldehido y con xilosa, presenté mayor actividad enzimatica con el sustrato de
interés. A partir de estos resultados se confirma lo expresado en el andlisis proteémico

acerca de la similitud de las enzimas y su posibilidad de producir xilitol.

4.3. REALIZACION DE PRUEBAS PARA DETERMINAR SI LA
ENZIMA PRODUCE XILITOL

Para la determinacion de la actividad enzimética es necesario la utilizacion de
herramientas que nos permitan determinar la cantidad de proteina presente durante la
reaccion enzimatica, asi como la cantidad de azUcares reductores presentes al final de
la reaccién, empleandose el método de Lowry para la primera y el método de Miller
(DNS) para la segunda.

4.3.1. CURVAS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE
PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY

La curva obtenida durante la verificacion de la técnica para determinacion de
proteinas esta en la figura 4.3, en ella se puede observar que el coeficiente de
determinacion (R?) es mayor de 0.95, es decir que mas del 95% de los datos se
aproximan a una linea recta, los resultados de la regresion se promediaron para tener la
relacion que permita calcular la cantidad de proteina (enzima) presente en cada
momento experimental. La relacién obtenida es [Proteina] = 0.07345 * (Abs) +
0.005028.
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Figura 4.3 Curva de calibracién para la determinacion de proteina

4.3.2. CURVAS DE CALIBRACION PARA LA DETERMINACION DE
AZUCARES REDUCTORES POR EL METODO DE MILLER
La curva de calibracion de azucares reductores (figura 4.4) que permitira
determinar la concentracion de xilosa presente al final de la reaccidon enziméatica se
presenta a continuaciéon, en ella se puede observar como los datos se ajustan a la
tendencia de una linea recta, donde la relaciébn empirica es [Azucar reductor] =
0.1030 * (Abs) + 0.0221.
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Figura 4.4 Curva de calibracion para la determinaciéon de azlcares reductores
(xilosa final)

4.4, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Con la finalidad de determinar si la enzima produce xilitol se realiz6 un ensayo
enzimatico en presencia de xilosa con los extractos crudos (EC) de las dos aldosas
reductasas, la de cristalino de bovino y la de rata (figura 4.5) encontrandose que la
enzima de bovino posee una actividad enzimatica especifica mayor que la de rata. Es
notable como la actividad enzimatica disminuye en presencia de inhibidor, indica que en
efecto se trata de la enzima de interés; al existir actividad con este sustrato la enzima

extraida del cristalino de bovino es capaz de consumir xilosa y por ende producir xilitol.

Los resultados muestran que la actividad catalitica de la enzima de bovino es

superior numéricamente a la de cristalino de rata, eso denota que aunque son enzimas
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estructuralmente diferentes son similares entre si pues tienen actividad sobre el mismo

sustrato, sin embargo, ésta se encuentra en un nivel numérico diferente.

O L

Rata EC Bovino EC

Tipo de enzima

Actividad enzimatica especifica (U/mg)
()]

'
N

OSin inhibidor M Con inhibidor

Figura 4.5 Actividad enzimatica de aldosa reductasa de dos diferentes origenes
en presencia de xilosay NADPH. La actividad de AKR se confirm6 con
naringinina 0.001 M. Los valores son el promedio de dos mediciones con
extractos diferentes. EC = extract

El efecto del inhibidor sobre la actividad catalitica es importante con este se
demuestra que se trata de una enzima Aldosa Reductasa, Beltran (2014) demostré que
este inhibidor posee inhibicion competitiva, aqui el inhibidor se une a la enzima
reversiblemente en el mismo sitio que el substrato, por tanto inhibidor y substrato
compiten por el mismo sitio. En ambas enzimas existe el efecto del inhibidor y esa
competencia, en consecuencia se intuye que el sitio activo se encuentra en un sitio

similar.
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4.5. IMPLEMENTACION DEL DISENO EXPERIMENTAL
4.5.1.DISENO EXPERIMENTAL FRACCIONADO

Del diseiio experimental fraccionado se obtuvieron los siguientes resultados
mostrandose los promedios de dos repeticiones y error estandar de la actividad

enzimatica especifica (AE) para la AR de bovino con xilosa como sustrato.

Los resultados de actividad enzimética con enzima de bovino y rata para los
diferentes tratamientos se aprecian graficamente como se muestra en las figuras 4.6 y

4.8 respectivamente.
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Figura 4.6 Actividad enzimatica de la enzima de bovino para los diferentes
tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones

En la figura 4.6 se muestran los resultados para enzima de bovino, se sospecha

qgue la temperatura tiene cierta influencia sobre la actividad enzimética. La enzima de
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rata presenta comportamiento similar al tener las mayores actividades en estos ensayos

y la menor actividad con el ensayo 5.

La actividad enzimatica especifica se reporta en U/mg, U se define como la

cantidad de enzima que cataliza la conversion de 1 pmol de sustrato a 1 umol de

producto en un minuto de reaccion, es decir, que por cada umol de sustrato se

producen un umol de xilitol, dado que el contenido de proteina se conoce para todas las

reacciones es posible calcular la cantidad de xilitol producido. Los datos se expresan de

manera grafica como se observa en la figura 4.7 correspondiente a los micromoles de

xilitol producidos por minuto para cada uno de los tratamientos.
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Figura 4.7 Produccion de xilitol en ymol/min con enzima de bovino para los
diferentes tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones
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Figura 4.8 Actividad enzimatica de la enzima de rata para los diferentes
tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones

La enzima que se extrajo de los cristalinos de rata posee una actividad
enzimatica menor comparada con la enzima de bovino, la principal razén a la que se
atribuye este comportamiento es al contenido de proteina, la enzima de rata tiene en
promedio 7.67 mg/mL mientras que la de bovino contiene 17.77 mg/mL, este resultado
refleja inmediatamente una mayor actividad con el sustrato de interés
independientemente de la temperatura, pH y concentracion inicial de xilosa. Este
comportamiento se refleja en la cantidad de xilitol producido ya que con la enzima de
bovino se tienen cerca de 1 000 pumol/min mientras que con la enzima de rata
dificilmente se llega a los tres umol/min. Asi se alienta y justifica el uso de la enzima de
bovino para la obtencion de xilitol y para la optimizacion de las condiciones de trabajo

de la enzima para éste propasito.
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La cantidad de xilitol producido con la enzima de rata se observa en el grafico

correspondiente a la figura 4.9, similar al de la actividad enzimatica.
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Figura 4.9 Produccion de xilitol en pmol/min con enzima de rata para los
diferentes tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones

En la figura 4.10 se presenta la producciéon de xilitol con las enzimas que se
extrajeron del cristalino de bovino y rata en los tratamientos de los disefios
experimentales factorial fraccionado, es notable como la cantidad de xilitol que se
produce con la enzima de bovino es superior a la de rata, equiparable a la actividad

enzimatica reportada con ambas enzimas.
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Figura 4.10 Produccion de xilitol en umol/min con enzima de rata y bovino para
los diferentes tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones
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El contenido de xilosa al final de la experimentacién nos permitié6 sospechar la
cantidad de xilitol producido, entre mayor contenido de xilosa se tiene menor sera la
produccion de xilitol. Estos resultados se pueden representar graficamente como se
muestra en la figura 4.11 donde se observa que la concentracion final de xilosa es
primordialmente mayor cuando se utiliza enzima de rata, siendo congruente con los

resultados de actividad enzimatica donde se observd una menor actividad enzimatica.
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Figura 4.11 Contenido final de xilosa con enzima de bovino y rata para los
diferentes tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones

Los valores anteriores se utilizaron para realizar el andlisis estadistico mediante
el software Minitab 17. Como se muestra en la figura 4.12 correspondiente a el
diagrama de pareto para los efectos de las tres variables independientes sobre la
temperatura y el pH utlizando la enzima de bovino, los tres factores empleados
presentan influencia sobre la produccion de xilitol, siendo la temperatura y el pH los de
mayor influencia numérica, sin embargo en la concentracion final de xilosa, es posible
apreciar que tanto la temperatura como el pH tienen una mayor influencia sobre esta

variable de respuesta a pesar de que ésta no parece ser significativa estadisticamente.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es U, a = 0.05)
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Figura 4.12 Diagrama de pareto de efectos de la temperatura, pH y concentracién

inicial de xilosa en la produccién de xilitol (a) y en la concentracién final de xilosa
(b) con enzima de bovino
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En el andlisis de los resultados para la enzima de cristalino de rata (figura 4.13)
encontramos que al igual que en la enzima de bovino la actividad enzimética se
influencia por los tres factores modificados con mayor significancia por la temperatura y

pH, la concentracion final de xilosa posee un comportamiento similar.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es U, o = 0.05)
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Figura 4.13 Diagrama de pareto de efectos de la temperatura, pH y concentracién
inicial de xilosa en la produccién de xilitol (a) y en la concentracién final de xilosa
(b) con enzima de rata
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Se debe destacar que en la variable de respuesta de concentracion final de
xilosa se tienen dos comportamientos diferentes dependiendo del origen de enzima,
con la enzima de bovino ninguno de los factores parece tener significancia mientras que
en la de rata la temperatura y la concentracion inicial de sustrato tienen significancia
sobre la concentracion final, esto se le atribuye principalmente a que la concentracion
de proteina en la mezcla de reaccién es diferente en cada caso, la enzima de bovino
empleada tiene un contenido de proteina de 17.77 mg/mL y la de rata solo tiene 7.67
mg/mL, da la apreciacion de que el contenido de sustrato inicial presente se consume

de manera distinta en cada caso.

4.5.2.DISENO EXPERIMENTAL CENTRAL COMPUESTO

Los resultados de actividad enzimatica de la matriz experimental del disefio
experimental compuesto para ver el efecto de la temperatura y el pH en la actividad

enzimatica se reportan a continuacion.

La figura 4.14 muestra de manera grafica los resultados obtenidos en la medicién
de la actividad enzimatica de la enzima de bovino a diferentes condiciones de pH y
temperatura de acuerdo al disefio experimental compuesto propuesto, estos resultados
indican que la enzima posee una excelente actividad que aumenta o disminuye
conforme se modifiquen las condiciones antes mencionadas, se utilizé como control a la
enzima a condiciones de mayor estabilidad que son 4 °C y un pH de 6.8, aqui la enzima
tiene 65 U/mg sin embargo con el ensayo 9 la actividad aumenta considerablemente, lo
mismo se observa con el ensayo 11. La actividad con el inhibidor disminuy6, indicativo
de que se trata de la enzima de interés para el proyecto. Las actividades menores se
encuentran en los tratamientos 4, 8 y 10 intuyéndose una dependencia fuerte con el pH
de la muestra. James et al. (1986) demostrd que la coenzima se degenera rapidamente
a pH acidos y temperaturas altas (el tiempo de vida media del NADPH a 41 °C y pH 6

es de 55 min, este valor disminuye el disminuir el pH y aumentar la temperatura).
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Figura 4.14 Actividad enzimatica de la enzima de bovino para los diferentes
tratamientos del disefio central compuesto. Los valores son el promedio de dos
mediciones

La figura que representa la produccion de xilitol de manera grafica se encuentra
expresada en la figura 4.15 en la que se muestran los valores de xilitol que se

produjeron a las diferentes condiciones empleadas durante la experimentacion.
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Figura 4.15 Xilitol producido en umol/min en el disefio central compuesto para los
diferentes tratamientos. Los valores son el promedio de dos mediciones
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La cantidad de xilitol que se produjo por minuto durante los ensayos es relevante
y superior a la que se obtuvo en el anterior disefio experimental, casi tres veces mayor,
indica que es posible acercarse a determinar las condiciones 6ptimas de trabajo de la
enzima, también se observa la inhibicién de la enzima demostrando que se trata de la
enzima de interés. Los resultados que indican indirectamente actividad de la enzima y
su produccién de xilitol estdn en funcion a la xilosa consumida, los resultados de los
diferentes ensayos del disefio experimental compuesto a pesar de ser similares
demuestran que la enzima trabaja con este sustrato, el contenido final de xilosa es
diferente para todos los casos presentando un mayor consumo en los ensayos 6, 9, 11,
12y 13.

Los resultados de concentracion final de xilosa después de la reaccidn
enzimatica con inhibidor y sin inhibidor muestran que existe consumo de xilosa,
importante para nuestro proyecto pues significa que la xilosa se consume por la enzima
dando la pauta a que se genere el xilitol deseado, el control con inhibidor indica que se
trata de la enzima de interés al haber menos consumo con éste para la mayoria de los
casos, el comparativo de estos resultados se representan en un gréafico de barras como

sigue:
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Figura 4.16 Contenido final de xilosa con enzima de bovino para los diferentes
tratamientos del disefio central compuesto. Los valores son el promedio de
cuatro mediciones
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Para el andlisis del Disefio Central Compuesto se utilizo el programa Minitab 17,
con la variable de respuesta de Actividad Enzimatica los resultados se quedan

inconclusos, como se observa en el grafico 4.17.
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Figura 4.17 Gréfico de contorno (a) y grafico de superficie (b) de la produccién de
xilitol vs el pHy la temperatura para los tratamientos del disefio central
compuesto. Los valores son el promedio de dos mediciones
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El analisis de superficie de respuesta para la concentracion final de xilosa se
muestra en los siguientes graficos donde se observa una region minima para esta
variable, indica que al haber menor concentracion de azucar inicial se supone una

mayor cantidad de xilitol que se produjo durante la reaccion.
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Figura 4.18 Grafico de contorno (a) y gréafico de superficie (b) de la concentracion
final de xilosa vs el pH y la temperatura para los tratamientos del disefio central
compuesto. Los valores son el promedio de dos mediciones
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CONCLUSIONES

Las enzimas extraidas de cristalino de rata y de bovino son capaces de producir
xilitol. La segunda tiene una mayor produccion que se refleja en su mayor actividad

enzimatica y de consumo de sustrato.

La cantidad de xilitol que se produjo en los diferentes ensayos enziméticos no se
midioé porque la concentracion inicial de xilosa es demasiado pequefia y la sensibilidad

del instrumento de medicion (HPLC) no la alcanza a cuantificar.

Los resultados obtenidos al momento son valiosos a pesar de no contar con una
cuantificacion de xilitol por métodos instrumentales directos, desafortunadamente son
necesarios para determinar la eficiencia de produccion de xilitol que otros autores
reportan y poder hacer un comparativo de los procesos, la eficiencia para proceso
guimico se encuentra en un 50-60% (Nidetzky et al., 1996) mientras que la eficiencia
para proceso microbiol6gico esta en el 70-90% (De Freitas et al., 2009), la mezcla de
reaccion utilizada en los ensayos de este proyecto no contiene elementos que pudieran
desviar la reaccién a otros productos asi que se supone una eficiencia superior a la

obtenida en el microbioldgico donde toda la xilosa se transforme a xilitol.
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