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1 RESUMEN

Los carbohidratos poco comunes o también denominados “raros”, que estan presentes en
cantidades limitadas en la naturaleza, son considerados compuestos de alto interés debido
a sus posibles aplicaciones, entre las que cabe destacar su papel como sustituto de los
azUcares tradicionales sacarosa y glucosa, gracias a su capacidad edulcorante y bajo
contenido en calorias. Ademas, algunos de ellos pueden poseer otras propiedades
funcionales de interés y se podrian considerar dentro de los denominados edulcorantes de
segunda generacion, que por su naturaleza estan permitidos y son totalmente seguros para

su uso en alimentos.

Existen diversas metodologias para la obtencion de estos carbohidratos “raros” a partir
de los comunes, presentes en elevada cantidad en subproductos de la industria
agroalimentaria, pudiendo jugar un papel importante en cuanto al aprovechamiento de los
residuos agrarios. Entre estas metodologias cabe destacar el empleo de enzimas del grupo
de las isomerasas (EC 5), catalizadores muy potentes y seguros. Este trabajo se ha
centrado en el estudio de la especificidad de sustrato de dos enzimas que catalizan una
reaccién de isomeria estructural funcional, una glucosa-isomerasa (EC 5.3.1.5) comercial
de Streptomyces murinus (Sweetzyme® IT Extra) que interconvierte las aldosas (glucosa
y Xilosa) en cetosas (fructosa y xilulosa) y una sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11) de
Erwinia rhapontici que modifica el enlace glicosidico de la sacarosa para obtener

isomaltulosa.

Se ha estudiado la isomerizacion de distintos tipos de carbohidratos comprobandose con
Sweetzyme® IT Extra que tiene especificidad de sustrato para monosacaridos,
obteniéndose rendimientos inferiores al 60% ya que se trata de reacciones reversibles.
Ademas, el enzima presenta elevada estereoespecificidad para D-glucosa y D-xilosa.

En cuanto a la especificidad de sustrato de la sacarosa-isomerasa, a diferencia de lo
reportado por la bibliografia, se ha comprobado que no presenta una selectividad absoluta
de sustrato ya que, ademas de la sacarosa, es capaz de isomerizar la leucrosa y la
isomaltulosa. Tras los resultados obtenidos pudo concluirse que el enlace glicosidico (1>

3) de la turanosa y la glucosa terminal de la isomaltosa impidieron su isomerizacion.



ABSTRACT

Uncommon carbohydrates, also called "rare™, are present in limited quantities in nature
and are considered compounds of high interest due to their possible applications,
highlighting their role as a substitute for the traditional sugars sucrose and glucose. Due
to their sweetening capacity and low-calorie content, some of them possess functional
properties of interest and could be considered within the so-called second-generation

sweeteners, which by their nature are allowed and are totally safe for use in food.

There are various methodologies for obtaining these "rare™ carbohydrates from the
common ones, present in high amounts in by-products of the agri-food industry, and may
play an important role in the use of agricultural waste. These methodologies include the
use of enzymes belonging to the group of isomerases (EC 5), which are very powerful
and safe catalysts. This work has focused on the study of the substrate specificity of two
enzymes that catalyze a functional structural isomeric reaction, a commercial glucose-
isomerase (EC 5.3.1.5) from Streptomyces murinus (Sweetzyme® IT Extra) that
interconverts aldoses (glucose and xylose) into ketoses (fructose and xylulose) and a
sucrose-isomerase (EC 5.4.99.11) from Erwinia rhapontici that modifies the glycosidic

bond of sucrose to obtain isomaltulose.

The isomerization of different types of carbohydrates has been studied and Sweetzyme®
has been found to have substrate specificity for monosaccharides, obtaining yields of less
than 60%, because these are reversible reactions. In addition, the enzyme has high

stereospecificity for D-glucose and D-xylose.

Regarding the substrate specificity of sucrose-isomerase, in contrast to that reported in
the literature, it was found that it does not show absolute substrate selectivity since, in
addition to sucrose it is capable of isomerizing leucrose and isomaltulose. Based on the
results obtained, it could be concluded that the glycosidic linkage (1->3) of turanose and

the terminal glucose of isomaltose prevented their isomerization.



2 INTRODUCCION

2.1. LOS CARBOHIDRATOS
2.1.1. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

Los carbohidratos son uno de los grupos de moléculas bioldgicas méas importantes, estan
constituidos de manera general por carbono, hidrégeno y oxigeno y junto con los lipidos
constituyen una de las principales fuentes energéticas, aunque también tienen funciones
estructurales. Pueden clasificarse en tres grandes grupos, segun el nimero de monémeros
que lo conformen: monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos (Trejo y Chavarria,
2013).

Los monosacaridos son aquellos carbohidratos que no pueden hidrolizarse para dar lugar

a unidades méas pequefias que sigan siendo carbohidratos, son también llamados azUcares
simples. La gran mayoria de los monosacéaridos responden a la férmula quimica
Cn(H20)n (n=3-9). Segun el grupo funcional que presenten pueden clasificarse en

aldosas y cetosas.

- Las aldosas estan formadas por una cadena principal de carbono con un grupo
carbonilo en el extremo terminal (R-CO-H), es decir, presentan un grupo aldehido,
que es el grupo funcional mas oxidado de la molécula, y en cada uno de los &tomos
de carbono intermedios de la cadena se encuentran unidos grupos hidroxilo. El
namero minimo de carbonos es tres y corresponde al compuesto gliceraldehido. La
aldosa méas abundante es la glucosa (Nelson et al. 2014, Trejo y Chavarria, 2013).

- Las cetosas estan constituidas por una cadena principal de carbono con un grupo
carbonilo unido a dos radicales que pueden ser iguales o diferentes (R-CO-R’), es
decir, presentan un grupo cetona, este grupo es el grupo funcional méas oxidado que
presentan. La cetosa mas simple es aquella que contiene tres &tomos de carbono en
su cadena principal, la dihidroxiacetona (Nelson et al., 2014, Trejo y Chavarria,
2013).

La isomeria es una de las caracteristicas mas importantes que poseen los carbohidratos y
se define como “la propiedad que presentan aquellos compuestos con la misma formula
molecular pero que poseen distintas estructuras quimicas por lo que da lugar a distintas
configuraciones con distintas propiedades”. Entre aldosas y cetosas existe la isomeria
estructural funcional, es el caso de la aldosa glucosa y su isdbmero fructosa, una cetosa
(Trejo y Chavarria, 2013).



En la estructura bésica de la molécula de una aldosa 0 de una cetosa se encuentran
carbonos quirales o asimétricos, que estan unidos a cuatro sustituyentes diferentes. Este
hecho da lugar a los isdbmeros espaciales o estereoisomeria, que son compuestos que
tienen formulas moleculares idénticas y presentan la misma distribucién de enlaces, pero
con diferente disposicion espacial de sus atomos. Cuando las estructuras son imagenes
especulares, son isomeros dpticos, se denominan enantiémeros y se nombran igual pero
con el prefijo L o D (D-glucosa, L-glucosa) (Nelson et al. 2014). Por el contrario, cuando
dos estereoisomeros no son superponibles, se trata de diasteroisomeros. Un caso
particular son los epimeros, que son diasteroisomeros que tienen una configuracion
diferente en uno solo de sus carbonos asimétricos, es el caso de la D-glucosa y D-manosa,

epimeros en el carbono 2 (C2).

Los disacaridos son carbohidratos formados por la unién de dos monosacaridos mediante
un enlace glicosidico, esta union se lleva a cabo mediante una reaccion de deshidratacion
en la que se produce la pérdida de una molécula de agua. Esta unidn covalente tiene lugar
entre el grupo hidroxilo de uno de los monosacéaridos y el hidrégeno del carbono del grupo
funcional (C1 en aldosas y C2 en cetosas). Los disacaridos, en general, tienen como

formula quimica Can(H20)2n-1 (Nelson et al., 2014).

Los disacaridos pueden presentar isomeria estructural cuando estan formados por los dos

mismos mondmeros pero estos estan unidos por distinto enlace glicosidico, es el caso,
por ejemplo, de la sacarosa (a-D-Glc(1—2)-B-Fruf), trehalulosa (a-D-Glcp-(1 — 1)-D-
Fru), turanosa (a-D-Glcp-(1—3)-D-Fruf), maltulosa (a-D-Glcp(1—4)-D-Fruf),
leucrosa (a-D-Glcp-(1—5)-D-Fruf), isomaltulosa (a-D-Glcp-(1—6)-D-Fruf).

Pasando a los carbohidratos mas complejos, los oligosacaridos, son carbohidratos

formados por la unién de 3-10 monosacaridos, aungue existe cierta ambigiiedad con
respecto al nimero de subunidades que los conforman. La hidrélisis de estas moléculas
pueden dar lugar a monosacaridos idénticos, como es el caso de los maltooligosacaridos
en los que se obtienen moléculas de glucosa, 0 a dos 0 mas monosacaridos diferentes
como es el caso de la rafinosa, de la que se obtiene galactosa, glucosa y fructosa. En
cuanto a sus propiedades puede generalizarse lo dicho para los disacaridos, los
maltooligosacaridos y los isomaltooligosacaridos son isomeros estructurales cuando su

grado de polimerizacion (nimero de mondémeros que lo constituyen) es el mismo.



En ultimo lugar, con grado de polimerizacion mayor se encuentran los polisacaridos,
formados por la union de un gran ndmero de monosacaridos, al igual que los
oligosacaridos, pueden estar compuestos por el mismo tipo de monémero, denominados
homopolisacaridos como el almidén y la celulosa o bien por distintos monosacaridos,

denominados heteropolisacaridos, como la pectina y la hemicelulosa.

2.1.2. LOS CARBOHIDRATOS EN LA DIETA

Los carbohidratos son unas de las macromoléculas mas importantes en nuestra
alimentacion ya que son los nutrientes que mas energia nos aportan y los mas abundantes
en nuestra dieta. La gran mayoria se encuentran formando parte de tejidos vegetales,
como en el caso de alimentos consumidos de manera general como son cereales, frutas,
verduras. Entre estos carbohidratos que encontramos de manera natural en los alimentos
podemos distinguir distintos tipos: azlcares simples, facilmente asimilables que engloban
los mono- y disacaridos y carbohidratos complejos principalmente polisacaridos como el
almiddn y la fibra, presentes en cereales, legumbres o tubérculos, y cuya digestion es muy
variable segun sus caracteristicas estructurales (Gonzalez et al., 2020).

2.1.2.1. CARBOHIDRATOS BIOACTIVOS

Los carbohidratos, ademas de ser fuente de energia y tener funciones estructurales,
presentan otras muchas actividades bioldgicas como ser moduladores del nivel de glucosa
e insulina en sangre, participar en la disminucion del colesterol en sangre, favorecer la

absorcién del calcio, etc.

Otra propiedad importante de algunos carbohidratos es la actividad prebidtica. Los
carbohidratos prebidticos son aquellos que producen una estimulacién selectiva del
crecimiento y actividad de determinado género de microorganismos de la microbiota
intestinal confiriendo al individuo hospedador beneficios para su salud (Roberfroid et al.,
2010), por ello este tipo de carbohidratos debe cumplir determinados requisitos tales
como: no ser hidrolizado ni absorbido en el tracto gastrointestinal superior, ser
fermentado selectivamente por la microbiota intestinal y ser capaz de inducir efectos

beneficiosos para la salud (Gibson et al., 2004).

A este tipo de compuestos se les atribuye numerosos beneficios sobre la salud, desde la
estimulacion del sistema gastrointestinal (mejora de la motilidad, prevencion de diarrea

y estrefiimiento), regulacion del peso corporal y el apetito, reduccion del colesterol,



aumento de la biodisponibilidad de los minerales y la estimulacion del sistema inmune
(Oniszczuk et al., 2021).

2.1.2.2.  SUSTITUCION DE CARBOHIDRATOS CALORICOS

La obesidad, la diabetes de tipo 2 y las enfermedades cardiovasculares son importantes
problemas de salud que afectan a cientos de millones de personas. Segun la OMS desde
el afo 1975 se ha triplicado en todo el mundo las personas que padecen obesidad. En el
2016 el 39% de la poblacion mundial adulta padecia sobrepeso y el 13% obesidad, estos
datos se ven acrecentados en paises denominados “desarrollados”. El Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA), segun el Informe del Consumo Alimentario
en Espafia del 2020, indica que el consumo de alimentos procesados como bolleria y
pasteleria ha aumentado en casi un 7% con respecto al 2019, suponiendo un gasto medio
por habitante de casi 32 € anuales, por otro lado, el consumo de azucar se ha incrementado

en un 17% con respecto al 2019 (MAPA, 2020).

Este contexto en el que nos encontramos, sumado a la demanda por parte de la poblacion
de alimentos “reducidos en azticares”, “sin azucares afladidos” o “0% aztcares” ha hecho
que la industria alimentaria desarrolle nuevas metodologias y reformule sus productos,
reduciendo o eliminando carbhidratos caléricos como son la glucosa o la sacarosa,
sustituyéndolos por edulcorantes artificiales no-caléricos como el acesulfamo-K, sacarina
o polialcoholes (xilitol, sorbitol, maltitol...). Sin embargo, otra estrategia puede ser el uso
de azucares funcionales bajos en calorias, con bajo indice glucémico y buenas
propiedades tecnofuncionales, como pueden ser la isomaltulosa o palatinosa, tagatosa y
otros “azucares raros” o poco abundantes, que pueden presentar ademas propiedades
bioactivas de interés. La Tabla 11 muestra el poder edulcorante, indice glucémico y poder
caldrico de la glucosa y fructosa asi como de distintos edulcorantes alternativos a la

Sacarosa.



Tabla I1. Tabla comparativa del poder edulcorante (valor de referencia de la sacarosa, 1) y el indice glicémico (valor
de referencia de la glucosa, 100) de distintos compuestos empleados por la industria alimentaria como endulzantes.

NOMBRE ~ PODEREDULCORANTE . ONCE REFERENCIA
MONOSACARIDOS
Tagatosa 0.9 7.5 (Holub et al.,2010; Bober & Nair. 2019)
Glucosa 0.7 100 (Holub et al.. 2010)
Fructosa 1 20 (Esquivel-Solis ez al.. 2007)
DISACARIDOS
Isomaltulosa 0.4-0.5 0-40 (Holub et al..2010. Sokolowska et al.. 2021)
Lactosa 0.3-0,5 40-55 (Sokolowska et al., 2021)
Maltosa 0.4-0.5 >70 (Sokolowska et al.. 2021)
Trehalosa 0,45 =70 (Sokolowskaeral., 2021)
POLIALCOHOLES
Sorbitol 0.5-1 7 (Atkinson ef al., 2008; Garcia-Almeida et al.,2013)
Maltitol 1 3 (Atkinson et al.. 2008; Garcia-Almeida ef al..2013)
Xilitol 1 8 (Atkinson er al.. 2008; Garcia-Almeida et al..2013)
EDULCORANTES
Aspartamo 160-220 0 (Angarita-Davila et al., 2017: Garcia-Almeida et al., 2013)
Acesulfamato K 200 0 (Angarita-Davila ef al.. 2017; Garcia-Almeida ef al..2013)
Sacarina 300 0 (Angarita-Davila et al., 2017; Garcia-Almeida er al.,2013)

Por tanto, la continua busqueda de productos saludables por parte del consumidor,
sumado a las nuevas metodologias empleadas por la industria alimentaria ligadas a la
quimica verde y aprovechamiento de subproductos agroalimentarios ha centrado la
atencion de fabricantes e investigadores en la obtencién de nuevos ingredientes para la

formulacién de los nuevos productos.

Los azUcares raros son definidos como "monosacaridos y sus derivados que estan
presentes en cantidades limitadas en la naturaleza” (Van Laar et al. 2021). Este hecho
hace necesario el empleo de distintas metodologias de extraccion o sintesis, purificacion
0 concentracion de los mismos para poder ser empleados por la industria alimentaria

como ingredientes en la reformulacion de productos.

Los polisacéaridos son fuentes de varias aldosas y 2-cetosas, pero siete son los
monosacaridos que predominan: D-glucosa, D-fructosa, D-xilosa, L-arabinosa, D-ribosa,
D-manosa y D-galactosa, considerandose sus enantiomeros y sus isbmeros estructurales
como azucares raros. Algunos de ellos presentan propiedades fisiologicas interesantes
como L-xilosa, empleado como precursor en la sintesis de antibidticos (Chevrier et al.,

2006) o L-fructosa, edulcorante no caldrico para pacientes que padecen trastornos de



metabolismo de carbohidratos (Li et al., 2019). La Tabla 12 recoge algunos carbohidratos

raros y sus posibles usos.

Tabla 12. Carbohidratos denominados “raros” y su uso en la industria. Fuente: Cervantes (2021).

Carbohidrato Caracteristicas Referencia

D — Alosa Posce actividad anticancerigena, antitumoral, antiinflamatoria, (Lim y Oh, 2011
antihipertensiva € INMuNosupresora

[~ Ribulosa Posee actividad antineoplasica, antiviral ¥ antiturnoral (Ighal er al., 201%)

[ — Tagatosa Menor indice glucémico v caldrico que la sacarosa, posce actividad (Bober v Mair, 2019)
antihiperglucémica,

L - Fructosa Edulcorante para pacientes con enfermedades relacionadas con el (Franke er af., 2003; Li e
metabolismo de los carbohidrates. Inhibidor de glicosidasas. al, 20019)

L — Glucosa Agente empleado para la preparacion de colonoscopias (Martinez er af., 2014)

L - Xylosa Algunos derivados actian como inhibidores de la reabsorcian (Singh e al., 2014)

urinaria de glucosa.

La isomerizacion es una de las metodologias mas empleadas para la obtencion de estos
carbohidratos “raros”, que presentan un gran potencial para la industria alimentaria y
farmacéutica, a partir de otros mas abundantes (Li et al., 2017; Meng et al., 2016).
Ademas, se trata de una metodologia muy adecuada para el aprovechamiento de
subproductos de la industria agroalimentaria. Las reacciones de isomerizacion de

carbohidratos pueden darse por dos vias: enzimatica y quimica.

2.2.1. ISOMERIZACION ENZIMATICA

Las enzimas son catalizadores bioldgicos de naturaleza proteica, son estructuras capaces
de acelerar las reacciones que tienen lugar tanto en el reino vegetal y animal como en
microorganismos. Numerosas enzimas pueden desarrollar su funcién fuera del organismo
productor, por ello, en la actualidad son ampliamente empleadas para la produccién de
alimentos, ingredientes alimentarios y farmacos. Entre las caracteristicas que poseen las

enzimas caben destacar (McDonald et al., 2015).

1) Su accidn es especifica, tanto para la reaccion que catalizan como para el sustrato
al que se une, bien es cierto que determinadas enzimas pueden unirse en distinta
medida a otros compuestos que no son su sustrato de actuacién pero cuya
estructura es semejante. Pero de manera general las enzimas poseen gran
especificidad por su sustrato.

2) Factores de reaccion muy elevados, que permiten acelerar reacciones que sin el

enzima apenas se producirian.



3) Condiciones suaves de reaccion, que no generan metabolitos téxicos siendo
normalmente sus productos aptos para el consumo y hacen que los procesos

enzimaticos sean mas sostenibles energéticamente.

Por todas estas ventajas tanto la industria como la investigacion han centrado su mira en
el empleo de las enzimas para el desarrollo de su actividad. Dada la gran variedad y
especificidad de las enzimas y las reacciones que catalizan, la Enzyme Commission (EC)
establecié una nomenclatura en funcion del grupo al que pertenecen, precedido por las
letras EC, seguidas de cuatro digitos separados por puntos. EI primero de los digitos
indica a cuél de las seis categorias pertenece, el segundo a la subclase dentro de ese grupo
y el tercero y cuarto digito son referidos a los grupos quimicos especificos que intervienen
en la reaccion (Mc Donald et al., 2015). Las seis clases de enzimas son (Novozymes
2017):

EC 1. Oxidorreductasas: catalizan reacciones redox que implican transferencia de
electrones. Un ejemplo son las deshidrogenasas capaces de eliminar &tomos de hidrégeno

de un sustrato.

EC 2. Transferasas: estas enzimas transfieren a&tomos de una posicion a otra o incluso de
una molécula a otra. Las glicosiltransferasas son capaces de transferir los residuos de

glucosa dentro de un mismo polisacarido.

EC 3. Hidrolasas: catalizan reacciones de hidrolisis, es decir, ruptura de los sustratos
mediante adicion de moléculas de agua. Las carbohidrasas son capaces de romper enlaces

glicosidicos de carbohidratos.

EC 4. Liasas: catalizan la formacién de dobles enlaces o la adicion de moléculas a dobles
enlaces. Las pectato-liasas capaces de romper los enlaces glicosidicos de pectinas dejando

libre un residuo de acido galacturénico con un doble enlace.

EC 5. Isomerasas: que catalizan la reaccion de reordenamiento de dtomos dentro de una

misma molécula. La glucosa isomerasa capaz de convertir la glucosa en fructosa.

EC 6. Ligasas: unen moléculas mediante enlaces covalentes. Este tipo de reacciones
requieren un aporte de energia mediado por la continua hidrdlisis del enlace difosfato del
ATP.

Las reacciones enzimaticas son una de las principales vias para la producciéon de

carbohidratos raros. Con este fin, entre las clases de enzimas destacan las
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oxidorreductasas y las isomerasas (McDonald et al., 2015). Las oxidorreductasas (EC

1.1.1.1), alcohol deshidrogenasas, ampliamente distribuidas en la naturaleza, catalizan el

intercambio de electrones entre alcoholes y aldehidos o cetonas (Xu, 2005). Por otra parte,

las isomerasas (EC 5), que intervienen en la modificacion de carbohidratos, pueden

dividirse en tres subgrupos en funcién de su actividad (Cervantes, 2021):

- Epimerasas (EC 5.1.3), catalizan la reaccion de inversion de un hidrégeno de uno

de los lados de un carbono asimétrico, desplazandolo al lado opuesto.

- Aldo-ceto isomerasas (EC 5.3.1) que catalizan la interconversion del grupo aldosa

en grupo cetosa forzando la migracién del hidrogeno unido al carbono entre los

carbonos C1y C2.

- Intramolecular-transferasas (EC 5.4.99), que catalizan la transferencia de grupos

diversos de una posicion a otra dentro de una molécula. Dos ejemplos son la EC

5.4.99.11, la sacarosa-isomerasa 0 isomaltulosa sintasa y la EC 5.4.99.16 o

maltosa a-D-glucosiltransferasa, que transforma la maltosa en trehalosa.

La Figura 11 muestra los tres tipos de enzimas (oxidorreductasas, epimerasas y aldo-ceto

isomerasas) para la produccion de carbohidratos raros.

OH
H OH
HO H
HO H
H OH
OH

D/L-Galactitol

/O
H OH
HO H
HO H
H OH
OH
D-Galactosa

Aldo-ceto

isomerasa (L-Al)

OH
(0]
H OH
HO H
H OH
OH
D-Sorbosa
Epimerasa
(D-TE)
OH
O
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Figura I11. Esquema de los tres tipos de enzimas empleadas para la produccién de D-tagatosa. Galactitol-
deshidrogenasa (GalDH), D-tagatosa-3-epimerasa (D-TE) y L-arabinosa-isomerasa (L-Al). Fuente: Beerens et al.,

(2012).

Otro grupo importante de la clase de las isomerasas para la produccion de carbohidratos

son las intramolecular-transferasas (EC 5.4.99), que catalizan la transferencia de grupos
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diversos de una posicion a otra dentro de una molécula. Dos ejemplos son laEC 5.4.99.11
que es la sacarosa-isomerasa 0 isomaltulosa sintasa y la EC 5.4.99.16 o maltosa a-D-
glucosiltransferasa, que transforma la maltosa en trehalosa. Entre las isomerasas cabe
destacar, por su importante papel en la industria alimentaria, la glucosa-isomerasa,
empleada generalmente para la produccion de jarabe de fructosa, y la sacarosa-isomerasa
empleada para la produccion de isomaltulosa, edulcorante adicionado a numerosos

alimentos y utilizado también en suplementos para deportistas por su bajo poder calérico.

2.2.1.1. GLUCOSA-ISOMERASA

En general, las isomerasas presentan una amplia especificidad de sustrato. Un buen
ejemplo es la xilosa-isomerasa, (EC 5.3.1.5), que transforma la D-xilosa en D-xilulosa,
mas conocida como glucosa-isomerasa, y asi la vamos a denominar en este trabajo, por

su capacidad de produccion de D-fructosa a partir de D-glucosa (Figura 12).
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D-xylo-pentopyranosa

Figura 12. Proceso de isomerizacion de la glucosa-isomerasa (EC 5.3.1.5). Fuente: PubChem.
https://pubchem.nchi.nim.nih.gov/

La glucosa-isomerasa es especialmente adecuada para las aplicaciones comerciales
debido a su termoestabilidad y que no requiere cofactores costosos como NAD" o ATP.
La posibilidad de utilizar sustitutos del azlcar producidos a partir del almidén fue

propuesta por Reed en 1966 y la isomerizacion enzimatica de la glucosa a escala industrial
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se llevo a cabo por primera vez en 1967 por Clinton Corn Processing Co. En Estados
Unidos (Bhosale et al., 1996).

En 1965 comenzaron a reportarse las primeras actividades de xilosa-isomerasas
provenientes de Streptomyces sp. Se han descrito D-xilosas-isomerasas en gran cantidad
de microorganismos (Tabla 13) cuyas especificidades de sustrato, aunque varia segun el
origen de la enzima, no esta limitada a la D-xilosa y D-glucosa, por lo que estas enzimas
pueden aplicarse en la sintesis de varias aldosas y cetosas a partir de su isbmero mas
barato (Bhosale et al., 1996).

La conversion de la D-glucosa para la obtencidn de su isomero D-fructosa es el proceso
enzimatico mas empleado en la industria alimentaria con una produccion de enzima del
orden de 10 millones de toneladas por afio (DiCosimo et al., 2013). Se utiliza para la
produccion de alimentos y bebidas azucaradas, mejoran sus caracteristicas organolépticas
e higroscopicas ademas de reducir la viscosidad de las mezclas. La fructosa es un 75%
mas dulce que la sacarosa, por lo que para alcanzar el mismo grado de dulzor se necesita
adicionar menor cantidad; ademas se absorbe méas lentamente y se metaboliza sin
necesidad de la intervencion de la insulina, si bien su consumo excesivo puede producir

problemas en el higado donde es metabolizada (Dehkordi et al., 2009).

Generalmente la fructosa se utiliza como edulcorante en forma de jarabe alto en fructosa
(Neifar et al., 2020). Esta mezcla ha despertado la atencion de gran parte de la industria
alimentaria por su sabor, poder humectante y evitar la formacion de cristales de azucar,
lo que es conveniente para productos con cierta acidez como el chocolate, yogures o
bebidas (White 2014). En la actualidad podemos encontrar estas enzimas en el mercado
comercializadas por distintas empresas con distintos nombres comerciales, variando
principalmente el organismo productor, generalmente bacterias, aunque también pueden
encontrarse en levaduras. La Tabla 13 recoge el nombre comercial, organismo que la

produce y empresa que comercializa las principales glucosas-isomerasas.

Tabla | 3. Principales empresas, marcas registradas y microorganismo productor de glucosa-isomerasa

Empresa distribuidora Nombre comercial Organismo

Gist Brocades an Anheuser-Buscg Inc. Maxazyme® Actinoplanes missouriensis
Novo-Nordisk Sweetzyme® Streptomyces murinus

Miles Kali-Chemie Optisweet® Streptomyces rubiginosus
Finnsugar Spezyme® Streptomyees phaeochromogenes
Reynolds Tobacco - Arthrobacter sp

Miles Laboratories Inc - Streptomyces olivaceus
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2.2.1.2. SACAROSA-ISOMERASA

La sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11), también denominada isomaltulosa-asintasa o
sacarosa glucosil-mutasa, es una enzima capaz de producir isomaltulosa (Figura 13) v,
en menores cantidades, trehalulosa, a partir de la sacarosa, pudiendo producirse ademas
una ligera hidrdlisis que da lugar a la liberacion de glucosa y fructosa (Liu et al., 2021a).

Sacarosa Isomaltulosa
2-0-a-D-glucopyranosyl-[3-D-fructofuranoside (6-0-a-D-glucopyranosyl-D-fructose)

Figura 13. Proceso de isomerizacion de la sacarosa-isomerasa (EC 5.4.9.11). Fuente: BRENDA. https://www.brenda-
enzymes.org/

El interés de la industria alimentaria por esta enzima reside principalmente en la
produccion de isomaltulosa, uno de los carbohidratos sustitutos de la sacarosa mas
empleados por su potencial edulcorante, no carcinogénicidad y bajo indice glucéemico
(Contesini et al., 2012). Se ha descrito que la liberacion de insulina tras el consumo de
isomaltulosa se reduce comparado con otros azUcares, posibilitindose su empleo en
distintos productos para diabéticos y deportistas (Contesini et al., 2012; Sokotowska et
al., 2021). EFSA (2011) ha aprobado diferentes alegaciones de salud de la isomaltulosa,
que incluyen el mantenimiento de la mineralizacion de los dientes y la reduccion de las
respuestas de la glucemia postprandial, sin aumentar desproporcionadamente las
respuestas insulinémicas postprandiales, en comparacién con los alimentos/bebidas que

contienen sacarosa o glucosa.

Por otra parte, como se ha mencionado con anterioridad, se forma aunque en menores
proporciones trehalulosa, también empleado como sustituto de la sacarosa al poseer un
70% de su poder edulcorante, ser no carcinogénico e inducir un aumento de la glucosa en
sangre mas lento que cuando se ingiere sacarosa (Tian et al., 2019). Por tanto, la sacarosa-
isomerasa, constituye una interesante herramienta para la obtencion de estos

carbohidratos sustitutos de los empleados en la actualidad como la glucosa, sacarosa...
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La sacarosa-isomerasa esta presente de manera natural en un nimero amplio de bacterias

con capacidad glicosiltransferasa (Tabla 14).

Tabla 14. Principales microorganismos productores de sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11 ).

MICROORGANISMO PRODUCTOR REFERENCIA

Erwinia sp. D12 (Kawaguiti er al., 2010)

Serrata plvmuthica (Kawaguti y Sato. 2010)

Klebstellasp. K18 (Orsi1 et al., 2009)

Protominobacty rubrim sp. (Ravaud er al., 2006; Liu er al., 2021)
Erwinia rhapontici sp (Lietal. 2011; Liu et al., 2021)
Serratia plyvmuthica sp. (Krastanov er al.. 2003: Lt eral.. 2021)
Enterobacter sp. (Choet al.. 2007: Liu ez al.. 2021)
Kiebsiella sp (L et al.. 2021)

Pantoea dispersa sp. (Wueral, 2010)

Pseudomonas mesoacidophila sp (Miyata eral., 1992)

Agobacterium radiobacter sp. (Nﬂgai-l\h\’ﬂm etal.. 1993)

2.2.2. ISOMERIZACION QUIMICA

A pesar de que la isomerizacion enzimatica presenta grandes ventajas, no solo por los
rendimientos que se obtienen sino por las condiciones en las que transcurre la reaccion,
existen métodos quimicos y fisico-quimicos de isomerizacion. Entre ellos la mas
destacada es la isomerizacion en medio basico de los azlcares reductores, que son
aquellos que tienen un grupo carbonilo libre, sin formar parte de un enlace glicosidico.
Este proceso también se denomina reaccion de Lobry de Bruyn — Alberda van Ekenstein
que fue descrita por primera vez en 1885 (Angyal 2001), generalmente esta reaccion tiene
lugar en medio basico bien sea empleando hidroxido de sodio o calcio, obteniéndose
rendimientos del 20-25%. Este rendimiento puede mejorarse empleando boratos o
aluminatos, que forman complejos con la cetosa, desplazando el equilibrio de la aldosa

hacia la cetosa, alcanzandose rendimientos del 85% de fructosa (Delidovich et al., 2016).

Entre las ventajas que presenta la isomerizacion quimica cabe destacar su bajo coste,
obtencion de elevados rendimientos y posibilidad de isomerizar oligosacaridos como
galactooligosacaridos (Villamiel et al., 2014) y celo- y xilo-oligosacaridos (XOS)
(Lopez-Revenga 2020). Pero esta metodologia también tiene sus inconvenientes: las
pérdidas por degradacion de la muestra y la necesidad de eliminar del producto el

catalizador empleado, ya que estos no son de grado alimentario (Delidovich et al., 2016).

Por tanto, aunque la isomerizacion quimica es una metodologia muy apropiada para la
obtencion de carbohidratos menos comunes en la naturaleza, las ventajas que supone el
empleo de la isomerizacidon enzimatica, mas respetuosa con el medio ambiente, y cuyos
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productos obtenidos son aptos para el consumo, sin necesidad de procesos de purificacion
posteriores, hacen de esta metodologia una herramienta idonea para la sintesis y

modificacidn de carbohidratos.

3 OBJETIVOS

La demanda de nuevos ingredientes que suplan las necesidades que reclama el
consumidor, sumado a la necesidad del aprovechamiento de subproductos de la industria
agroalimentaria, en cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible,

(https://www.un.org/sustainabledevelopment/es/), impulsan el estudio en profundidad de

metodologias para la obtencion de carbohidratos “raros” que puedan ser empleados como
sustitutos de los azlcares caloricos utilizados tradicionalmente en alimentacion y cuyo
consumo debe ser reducido por recomendacion directa de la Organizacion Mundial de la
Salud.

Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido el empleo de dos enzimas isomerasas, de
amplia utilizacion, para el estudio de la especificidad de sustrato de las mismas y la
identificacién de los productos, principales y secundarios, formados durante las

reacciones.
Para el desarrollo de este objetivo general los objetivos parciales han sido:

- Estudio de la reaccidon de la enzima glucosa-isomerasa (EC 5.3.1.5) de Streptomyces
murinus inmovilizada (Sweetzyme® IT Extra):
= Utilizando sus sustratos habituales D-glucosa y D-xilosa, asi como L-arabinosa
. Efecto de la relacion enzima/sustrato
. Estudio de la estéreo-selectividad del enzima
= Con otros sustratos no habituales: D-ribosa, L-ramnosa, D- y L- fucosa, D-
galactosa, maltosa, melibiosa, lactosa y xilooligosacaridos.
- Estudio de la reaccion de la enzima sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11) de Erwinia
rhapontici con distintos sustratos.
= Sacarosa como sustrato habitual
= Isomeros de sacarosa (glucosil-fructosas): leucrosa, isomaltulosa, turanosa

= Isomaltosa (glucosil-glucosa)

Para lograr este objetivo se desarroll6 un plan de trabajo dividido en los siguientes
pasos:

15


https://www.un.org/sustainabledevelopment/es/

ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE 2 ENZIMAS

Glucosa-isomerasa (EC 5.3.1.5) Sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11)

Streptomyces murinus Erwinia rhapontici

Sustratos habituales Sustrato habitual

- D-glucosa (D-glucopiranosa) Sacarosa a-D-Glep-{1-2)-f-D-Frucl

D-xilosa (D-xylo-pentopiranoss)

~Arap , r
L-arabinosa Otros sustratos isémeros de la sacarosa

Isomaltulosa (a-D-Glep-(1 — 6)-D-Fru)
Leucrosa (a-D-Glep<1 — 5)-D-Fruf)
['uranosa (a-D-Glep<(1 — 3)-D-Fru)

» 1. Estudio relacion enzima / sustrato
2. Estudio esteroespecificidad

Otros sustratos: - Isomaltosa (a-DGlep{1 — 6)-D-Gilc)
L-ramnosa

D-ribosa

Disacaridos

4 MATERIAL Y METODOS
4.1. REACTIVOS Y MUESTRAS

Para la realizacion del trabajo se han empleado los siguientes reactivos: D-Glucosa
(PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania), L-Glucosa, D-Xilosa, L-Xilosa, D-
Arabinosa, L-Arabinosa, D-Galactosa, D-Manosa, Isomaltosa (6-O-a-D-glucopiranosil-
D-glucosa), B-fenil-glucésido, hexametildisilazano (HMDS), NaH,PO,, MgSO, |,
(Sigma-Aldrich St. Louis, MO), D-Ribosa (Tokio Chemical Industry, Japén), L-Fucosa,
L-Ramnnosa, Leucrosa (o 5-O-a-D-glucopiranosil-D-fructose), D-turanosa (3-O-a-D--
glucopiranosil D-fructosa) (Carbosynth, Berkshire, UK), D-Fucosa, (Alfa Aesar,
Alemania), D-lactosa (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glucose), Piridina (Labkem,
Barcelona, Espafa), D-sacarosa (2-O-a-D-glucopiranosil-p-D-fructofuranosido) (Ficher
chemical, UK), acido trifluoroacético (TFA) (Divisione Carlo Erba Reagents, Francia).
El agua empleada para la preparacion de las disoluciones fue de calidad ultra pura,
obtenida mediante un sistema Milli-Q A 10 (Billerica, MA, EEUU).
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4.2.1. GLUCOSA-ISOMERASA

Sweetzyme® IT Extra (Sweetzyme) es una glucosa-isomerasa (EC 5.3.1.5) producida por
la bacteria Streptomyces murinus, proporcionada en forma inmovilizada por Novozymes,

que cataliza la reaccion de interconversion de D-glucosa a D-fructosa.

Baséndonos en los datos de la bibliografia (Amaral-Fonseca et al., 2021) se preparo
tampodn fosfato sédico 50 mM a pH 7, con MgS0, 50 mM (50 mM NaH, PO, / 50 mM
Na,HPO, + 50 mM MgSO0,). Las soluciones de carbohidrato se prepararon con este
tampon a una concentracion del 30% (p/v). La relacion sustrato / enzima inmovilizada
fue 1 g de azucar / 0, 25 g de enzima. Al tratarse de un enzima inmovilizada y realizar las
reacciones en discontinuo estas se llevaron a cabo en un bafio de agua a 60 °C con
agitacion interna suave. Se prepararon alicuotas individuales para cada tiempo, por
duplicado. Para ello se pesé el enzima en tubos eppendorf (37,5 mg) y se afiadié 0,5 mL
de la solucion de carbohidrato. Transcurrido el tiempo de reaccidn, entre 15 min 'y 24 h,
las alicuotas correspondientes eran inactivadas en bafio de agua a 100°C durante 5 miny
a esa mezcla de reaccion se le adicionaron 200 pL de patron interno (10 mg/mL). Esa
mezcla se centrifuga 6 min a 12000 rpm y se toman 10 uL para su posterior derivatizacion
e inyeccion en GC-FID. Los azucares ensayados y los tiempos de reaccion fueron (el

tiempo 0 sin enzima):

- Hexosa: D-glucosa (sustrato): 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 3 horas. Enantiomero L-glucosa
24 horas. L-Ramnosa: 0,5; 2, 4 y 24 horas.

- Pentosas: D-xilosa 2; 4; 6 y 24 horas. D-Xilosa ([enzima / sustrato] x3): 0,5; 1; 2;
4y 24 horas. Enantidmero L-xilosa: 24 horas. L-Arabinosa: 1, 4, 6 y 24 horas. L-
Arabinosa ([enzima / sustrato] x3): 0,5; 1; 2; 4 y 24 horas. Enantiomero D-
arabinosa 0; 2; 4; 6 y 24 horas.

- Otras hexosas D-manosa, D-galactosa; discaridos: melibiosa, maltosa, lactosa.

Xilooligosacaridos (XOS), toma de alicuota a 24 horas.

4.2.2. SACAROSA-ISOMERASA
La otra enzima ensayada fue una sacarosa-isomerasa (EC 5.4.99.11) producida por la
bacteria Erwinia rhapontici proporcionada por Nzytech Genes & Enzymes. Las
condiciones de reaccion se basaron en las especificadas por el fabricante e indicadas en

la bibliografia (Li et al., 2011) utilizando un tampdn fosfato sédico 50 mM a pH 5, con
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MgS0, 50 mM (50 mM NaH,PO, / 50 mM Na,HPO, + 50 mM MgS0,). Los azucares
ensayados se prepararon a una concentracion del 20% (p/v). La relacion sustrato / enzima
fue 1 g de azdcar / 0,5 mL de enzima (concentracion de proteina segun fabricante 1
mg/mL). Al tratarse de un enzima soluble las reacciones se realizaron en tubos eppendorf,
por duplicado, se incubaron a 30 °C en thermomixer (Eppendorf)y se tomaron alicuotas
de 10 pL a los tiempos correspondientes, entre 0,5y 24 h (el tiempo 0 sin enzima), para
sacarosa e isomaltulosa. Los otros carbohidratos (turanosa, leucrosa, isomaltosa) se
ensayaron a tiempos Unicos de 24 horas. Las muestras se inactivaron 5 min en agua en

ebullicion.

Para el analisis por GC-FID a 10 uL de la mezcla de reaccion se le adicionaron 400 pL
de patrén interno B-fenil glucésido (0,5 mg/mL) y del volumen total se tomaron 200 pL

para su preparacion para el posterior analisis.

Todas las muestras prepararas fueron analizadas mediante cromatografia de gases con un
detector de ionizacién de llama (GC-FID). Para analizar las muestras de carbohidratos
por GC es necesario realizar una modificacién quimica, una derivatizacién. Con esta
modificacion se busca sustituir los grupos polares por apolares, o que se consigue con
esto es disminuir la temperatura de evaporacion del compuesto a analizar y posibilitar su
andlisis mediante GC (Ruiz-Matute et al., 2011). Esta derivatizacién consiste en la

sustitucion de los grupos hidroxilo de los carbohidratos por grupos trimetilsilil-.

En el caso de los carbohidratos reductores como la glucosa, la presencia de un carbono
anomérico libre da lugar a la aparicién de formas tautoméricas lo que da lugar a
cromatogramas complejos. Por ello y para la simplificacion de los mismos se lleva a cabo
una previa etapa de oximacion que tiene como finalidad el bloqueo del centro anomérico
del azucar, por medio de una reaccién de condensacion entre la hidroxilamina con el
grupo aldehido o cetona. Como resultado de esta reaccion, los azucares reductores forman
dos isomeros diferentes (syn- y anty- o E y Z), que presentan una relacion isomérica fija

para cada azUcar dando lugar a dos picos en el cromatograma.

Para la cuantificacion de los carbohidratos presentes en cada una de las muestras, éstas se
llevaron a sequedad en un concentrador a temperatura ambiente. Para formar las
trimetilsilil oximas (TMSO) (derivados de los carbohidratos para su analisis por CG), se

afiadieron a las muestras 250 pL de cloruro de hidroxilamina al 2,5% en piridina, se agito
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enérgicamente y se mantuvieron durante 30 minutos a 70 °C con una agitacion intermedia.
Posteriormente tiene lugar una reaccion de sililacion afiadiendo 250 uL. de HDMS y 25
WL de TFA para favorecer la reaccion que debe producirse en medio acido. La mezcla se
mantuvo a 50 °C durante 30 minutos. Las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a
10.000 rpm y se recogi6 el sobrenadante que se conservd a 4 °C hasta su analisis. El
analisis de carbohidratos se llevo a cabo mediante GC-FID empleando un cromatografo
Agilent Technologies 7820A Gas Chromatograph (Agilent Technologies, Wilmington,
DE, EEUU). Se emple6 una columna capilar de silice fundida DB-5HT, con fase ligada
(5% fenilmetilpolisiloxano, Agilent J&W, Folson, California, USA) con las siguientes
caracteristicas: 30 m x 0,250 mm x 0,10 um. La temperatura del inyector fue de 280 °C
y la del detector 385 °C. Se emple6 como gas portador el nitrégeno con flujo de 1 mL/min.

El programa de temperatura varié en funcion de la muestra a analizar:
- Muestras de pentosas: temperatura inicial 120 °C, rampa de 3 °C/min hasta 270 °C.

- Muestras de hexosas y disacaridos: temperatura inicial 150 °C, rampa de 3 °C/min
hasta 270 °C.

- Muestras de XOS: temperatura inicial 120 °C, rampa de 3 °C/min hasta 380 °C.

La adquisicion y el tratamiento de los datos se llevaron a cabo utilizando el software
Agilent ChemsStation (Wilmington, DE, EEUU). La cuantificacion de los resultados
obtenidos se hizo mediante el método de patron interno (B-fenil-glucésido) por medio del
calculo de los factores de respuesta (FR). Para ello se emplearon distintos patrones en
concentracion variable desde 2 hasta 0,0015 mg/mL de los siguientes carbohidratos:
xilosa, glucosa, sacarosa y rafinosa. Para el calculo de los factores de respuesta a partir
de los datos obtenidos del calibrado, se empleo la siguiente formula:

PR mg Carbohidrato * Area patrén interno

Area azlcar * mg patron interno
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIO __SOBRE___ LA

5.1.1. PROCESO DE ISOMERIZACION DE LA D-GLUCOSA

Con el objeto de estudiar el proceso de isomerizacion de distintos aztcares con la enzima
comercial Sweetzyme, la forma inmovilizada de la glucosa-isomerasa producida por S.
murinus, en primer lugar se ensay0 su actividad sobre D-glucosa, sustrato principal de
dicha enzima, en las condiciones adecuadas segin la casa comercial Novozymes, a
distintos tiempos para poder comprobar su correcto funcionamiento y extrapolar las
condiciones a los siguientes carbohidratos estudiados, de forma que la reaccién con la D-

glucosa pudiera servir de referencia.
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Figura R1. Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacién de la D-glucosa con Sweetzyme ® 1T
Extra, pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de D-glucosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 3 horas (azul). Picos
identificados: (1y 2) D-fructosa, (3 y 4) D-glucosa.

Los resultados obtenidos tras la isomerizacion (Figura R1) con la glucosa-isomerasa
analizados mediante GC-FID determinan que la isomerizacion fue efectiva, formandose

gran cantidad de fructosa (picos 1y 2) a partir de la glucosa (picos 3y 4).

La Figura R2 muestra los resultados obtenidos tras la isomerizacion a 3 h. El porcentaje
méaximo de fructosa obtenido fue del 55,8%, entre los 45 min y 1,5 h, siendo éste un
rendimiento bastante elevado, bien es cierto que a partir de ese punto el rendimiento de
reaccién disminuye minimamente, debido a que se alcanza el equilibrio de la reaccion.

Bhosale et al. (1996) indicé que se produce un claro efecto de la temperatura sobre la
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produccion de D-fructosa, entre 25 °C (43,5%) y 90 °C (55,6%), incrementandose un
12,1%. Sin embargo, al tratarse de una interconversion se alcanza un limite de equilibrio,
poco variable (Amaral-Fonseca et al., 2021), aun con enzimas recombinantes (Jin et al.,
2021).
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»
»

Carbohidrato
(% Carbohidrato total)
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Figura R2. Cinética de isomerizacion de la D-glucosa (0,3 g/mL) empleando Sweetzyme ® IT Extra (40 1GIU/g) en
tampdn 0,05 M NaH, PO, + MgSO,, pH 7, 60°C: (A) glucosa (%); (e) fructosa (%).

Tras el estudio del enzima con su sustrato de referencia se decidi6 que para el estudio de
la especificidad de sustrato con los carbohidratos restantes las condiciones de ensayo
serian las mismas, es decir 60 °C con agitacion interna suave, para facilitar el contacto
entre el enzima inmovilizada y el sustrato, a un pH de 7, una concentracion de
carbohidrato del 30%, relacion sustrato/enzima 1g /0,25 g y un tiempo méaximo de 24 h,

para comprobar si se producia o no reaccion.

- ISOMERIZACION DE LA L-GLUCOSA

Para comprobar si afectaba la conformacion de la D-glucosa y L-glucosa (Figura R3) a
la interaccién enzima/sustrato y, por tanto, a la reaccion de isomerizacion, tras obtener
rendimientos superiores al 50% de D-fructosa, se decidio probar la actividad de la
Sweetzyme con L-glucosa. Esta reaccion resultaria de interés ya que la L-fructosa ya que
ademas de edulcorante para pacientes con enfermedades relacionadas con el metabolismo
de la glucosa, es inhibidor de glicosidasas e incluso es empleado como insecticida para

moscas y hormigas (Franke et al., 2003; Li et al., 2019).
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Figura R3. Proyeccion de Fischer D-glucosa y L-glucosa. Fuente: Adaptado
dehttps://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fischer_projection_of D-_and_L-Glucose.svg

La Figura R3 muestra las dos posibles proyecciones de Fischer de los enantiomeros de
la glucosa. Esta representacién surge a finales del siglo XIX como método comun para
designar las posibles configuraciones de los monosacéridos. Para designar la posicién L-
0 D- es necesario recurrir al carbono asimétrico (posee cuatro sustituyentes diferentes)
mas alejado con respecto al grupo funcional, un grupo aldehido en el ejemplo de la
glucosa. En este ejemplo, el carbono asimétrico més alejado es el que se encuentra en la
posicion C5, por tanto, designaremos como configuracién L- a aquella molécula que
posea el grupo hidroxilo del C5 en el lado izquierdo y en contraposicion sera designada

como D-glucosa la que lo tenga en el lado derecho.
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Figura R4. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacion de L-glucosa (rojo) y D-glucosa
(azul) con Sweetzyme ® IT Extra a pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de glucosa y 0,075 g/mL de enzima, a las 24 horas. Picos
identificados: (1y 2) fructosa, (3 y 4) glucosa.

La Figura R4 muestra los perfiles cromatograficos de los ensayos con L-glucosa y D-
glucosa, en las mismas condiciones tras 24 h de reaccion. Como puede observarse la

isomerizacion de L-glucosa en L-fructosa es minima, apenas del 1,5% considerandose
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poCco Mas que trazas, por tanto, se puede concluir que Sweetzyme presenta una muy alta
especificidad para la forma D-glucosa. Jokela et al. (2002) indicaron este mismo

comportamiento con una xilosa-isomerasa de Streptomyces rubiginosus.

5.1.2. ESTUDIO DE LA ISOMERIZACION DE PENTOSAS

Para estudiar la especificidad enzima / sustrato, se decidié probar la isomerizacion con

distintos monosacaridos comenzando por las pentosas, Xilosa, arabinosa y ribosa.

La xilosa es el sustrato natural de este enzima en los organismos vivos. En la pagina web
de referencia BRENDA (The Comprehensive Information System) esta enzima aparece
anotada como EC 5.3.1.5 xilosa-isomerasa y como sindnimo glucosa-isomerasa. Hay que
considerar que este enzima estid presente en numerosos microorganismos ya que la
interconversion de la xilosa en xilulosa es un requisito nutricional en las bacterias
saprofitas que crecen sobre el material vegetal en descomposicion ya que es la xilulosa la
que puede ser metabolizada. El residuo de pentulosa es fosforilado por una xiluloquiinasa
para producir D-xilulosa-5-fosfato, que es metabolizada a través de la ruta de Embden-
Meyerhoff (Bhosale et al., 1996).

5.1.2.1. PROCESO DE ISOMERIZACION DE LA D-XILOSA

La D-xilosa es una aldopentosa presente de manera natural en numerosos tejidos
vegetales, como uno de los componentes principales de la hemicelulosa. Su isébmero, la
D-xilulosa, es una cetopentosa que raramente se encuentra de manera natural (Beerens et
al., 2012). La D-xilulosa es comUnmente empleada como fuente energética, materia
prima para la obtencidn de pentosas ramificadas por la industria farmacéutica (Beerens et
al., 2012), inhibidor de glicosidasas e intermediario en diversas rutas metabolicas (Meng
et al., 2016; Singh et al., 2014).
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Figura R5. Perfil cromatografico obtenido por GC-FID de la isomerizacion de D-xilosa con Sweetzyme ® IT Extra a
pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL D-xilosa'y 0,075 g/mL de enzima, tras 24 horas de reaccion. Picos identificados: (2 y 4) D-
xilulosa, (3 y 5) D-xilosa, (7 y 8) D-ribosa. Picos (1 y 6) tentativamente D-lixosa.

La Figura R5 muestra un cromatograma representativo correspondiente a la
isomerizacion con glucosa-isomerasa de la D-xilosa. Ademas de la D-xilulosa (picos 2 y
4) puede detectarse la formacion tras 24 h de reaccion de otra pentosa, la ribosa (picos 7
y 8), un epimero en C3 de la D-xilosa y los picos 1y 6 pueden corresponder a otra pentosa,
la D-lixosa, epimero en el C4 de la D-xilosa (Figura R6), Este hecho debe ser confirmado

cuando se disponga del patron adecuado.
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Figura R6. Esquema reaccién de isomerizacion y epimerizacion de la D-Xilosa.

Vuolanto et al. (2002) indicaron que la xilosa-isomerasa de S. rubiginosus es capaz de

formar epimeros, aunque su eficacia es mucho menor que en la formacion de isébmeros.
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Delidovich et al. (2016) indicaron que durante la isomerizacion de las aldosas catalizadas
por bases a través del anion enediol puede formarse la cetosa correspondiente (xilulosa)
y su epimero (ribosa). Estudios previos de nuestro grupo reportaron la formacién de
ribosa al isomerizar xilosa con aluminato de sodio como catalizador (L6pez-Revenga,
2020).

La Tabla R1 recoge los resultados obtenidos del proceso de isomerizacién de la D-xilosa,
al emplear glucosa-isomerasa. Puede observarse que el porcentaje de isomerizacion es
maximo entre las 6 y 24 h (23%), también a las 24 h es maxima la formacion de la D-
ribosa (0,6%).

Tabla R1. Datos obtenidos de la isomerizacion de D-xilosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075 g/mL)
en tampén 0,05 M NaH,PO, + MgSO0,, pH 7, a 60 °C y tiempo de reaccidn 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar).

Tiempo (h) D-lixosa* D-xilulosa D-xilosa D-ribosa

0 0 0 100 0

2 13£0,0 175+13 81,1£1,3 0,1+00
4 1,1£0,1 188+03 80,1£0,4 0,1+0,0
6 09+01 226+12 765+13 0,100

24 23+0,1 232+1,1 738+12 0,6+0,1

Tras este ensayo, y dado que quedaba un 73,8% de xilosa sin reaccionar, se decidid
realizar un segundo ensayo empleando el triple de enzima y manteniendo las demas
condiciones iniciales. La Tabla R2 muestra los rendimientos obtenidos al emplear esas
condiciones, obteniéndose rendimientos mas elevados a menores tiempos de reaccion.
Cabe destacar que el rendimiento de L-xilulosa (Tabla R1 y Tabla R3) aumentd
ligeramente al modificar las condiciones enzima / sustrato, alcanzando un maximo del
29,7% al cabo de 4 horas, disminuyendo a las 24 horas por formacién de otros
compuestos, posiblemente lixosa (11%). Adney et al. (2009) obtuvieron resultados
semejantes, 23,8% de D-xilulosa, al emplear Sweetzyme inmovilizada en pellets a un pH
de 7,5y 34 °C, con la adicion de borato 0,05 M, sin embargo, la adicion de esta sal hacia

necesario un paso posterior de purificacion de los carbohidratos.
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Tabla R2. Datos obtenidos de la isomerizacion de D-xilosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,225
g/mL) en tamp6n 0,05 M NaH,PO0, + MgSO,, pH 7, a 60 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar).

Tiempo (h) D-lixosa* D-xilulosa  D-xilosa D-ribosa
0 0 0 100 0
0.5 04+003 247+09 74909 00
1 04+01 250%£02 74601 00
2 1,4+03 271+02 715+04 00
4 19+02 29,7+0,3 68405 00
24 110+02 238+0,7 647+09 05+0,01

Gogar et al. (2021) han indicado recientemente la limitacién del enzima glucosa-
isomerasa para la interconversion de glucosa y xilosa en sus correspondientes
cetoazucares fructosa y xilulosa, con rendimientos de equilibrio de ~50 y ~20%,
respectivamente. Olivier et al. (1986) encontraron resultados semejantes, si bien la
glucosa-isomerasa de S. griseofuscus mostraba mayor actividad frente a la D-xilosa que
a la D-glucosa, la cantidad de D-xilulosa formada era considerablemente menor que de
D-fructosa. Gogar et al. (2021) observaron que so6lo es posible mejorar dichos
rendimientos si se superan las limitaciones del equilibrio de estas reacciones reversibles
mediante la isomerizacion y extraccion simultanea del producto formado mediante

reaccion con acido bdrico y otros reactivos.

La baja formacion de ambas pentosas, D-ribosa y D-lixosa recogido en la Tabla R1,
coincide con los datos reportados por Delidovich et al., (2018) que obtuvo un rendimiento
del 1% de ribosa al emplear tamp6n fosfato sédico 0,5 M pH 7,5 a 78 °C durante 3,6 h.
En cambio, esta metodologia aporté rendimientos muy bajos para la D-xilulosa (6%).
Lopez-Revenga, (2020) obtuvo datos semejantes (D-xilosa 93,7%, D-xilulosa 4,2%,
pérdida de azlcares 2,1%) al emplear aluminato como catalizador (relacion molar
aluminato 0,7/1 D-xilosa; 40 °C, 4 horas). Mejores resultados se obtuvieron con el empleo
de condiciones subcriticas. Gao et al., (2015) obtuvo un 35% de D-xilulosa empleando
etanol acuoso al 80% en condiciones subcriticas (180°C). Posteriormente Gao et al.,
(2017) obtuvo un 43% al emplear acetonitrilo al 60% a 180°C durante 500 s. Por tanto,
esta metodologia para la isomerizacion de la D-xilosa en D-xilulosa puede ser de gran
interés, aunque la isomerizacion con glucosa-isomerasa, es también una buena opcion al
obtenerse un rendimiento del 29% empleando temperaturas que no conllevarian un gasto

energético tan elevado.
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- ISOMERIZACION DE LA L-XILOSA

Al igual que el ensayo realizado con L-glucosa se decidio estudiar la reaccion de
isomerizacion de la L-xilosa. La L-xilulosa es un carbohidrato empleado como materia
prima para la produccion de L-xilosa, inhibidor de glicosidasas e intermediario de
numerosas vias metabdlicas (Meng et al., 2016; Singh et al., 2014).

o
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Figura R7. Perfil cromatografico obtenido por GC-FID de la reaccion de isomerizacion de la L-xilosa con
Sweetzyme ® IT Extra a pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de L-xilosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 24 horas. Picos
identificados: (1y 2) L-xilosa.

Como se puede observar en la Figura R7 que muestra la reaccion de la glucosa-isomerasa
con la L-xilosa a las 24 horas, no se produce isomerizacion, detectdndose poco mas que
trazas de L-xilulosa (0,5%). Por tanto, y como ocurre para la L-glucosa, la enzima
presenta especificidad para uno de los enantiémeros. Olivier et al. (1986) para la glucosa-
isomerasa de S. griseofuscus y Jokela et al. (2002) con la de S. rubiginosus indicaron esta

misma enantioselectividad para la D-glucosa y D-xilosa.

5.1.2.2. ISOMERIZACION DE LA L-ARABINOSA

La L-ribulosa, isbmero de la arabinosa, se obtiene de manera general por medio de la
isomerizacion enzimatica y quimica de la L-arabinosa, forma natural de este
monosacarido, aunque puede obtenerse también por medio de la isomerizacion de la L-
ribosa. La L-ribulosa presenta mayor interés que la forma D- al poder emplearse en la
industria farmacéutica para la produccion de farmacos, como antibidticos y antivirales
como la Neplanocina (blogueante de la maduracion viral). Ademéas de actuar como

intermediario en la produccién de L-ribosa a partir de L-ribulosa (Liu et al., 2019). Segun
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el esquema general de Langan et al. (2014) y Delidovich et al., (2016) por isomerizacién

de la L-arabinosa se forma L-ribulosa y por epimerizacién L-ribosa.
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Figura R8. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacion de la L-arabinosa con Sweetzyme a

pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de L-arabinosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 24 horas (azul) Picos identificados:
(3) L-ribulosa, (4 y 5) L-arabinosa, (6 y 7) L-ribosa. Picos (1 y 2) pentosa no identificada.

En el perfil cromatografico de la muestra isomerizada (Figura R8) se muestran los picos
1y 2 correspondientes a una pentosa no identificada, el pico 3 corresponde al pico
mayoritario de la L-ribulosa, el 4 esta constituido por el segundo pico de la ribulosa y
arabinosa que coeluyen, el pico 5 corresponde al segundo de la arabinosa y por tltimo los
picos 6y 7 corresponden a la L-ribosa. Como se ha mencionado, el pico 4 esta constituido
por ribulosa y arabinosa, para su cuantificacion se decidio tomar el pico 4 exclusivamente
como arabinosa, asumiendo, por tanto, que la cuantificacion de ribulosa se realiza
ligeramente por defecto y la de arabinosa por exceso. En la Tabla R3 se puede ver que el
rendimiento cuantificado de la isomerizacion es maximo a las 24 horas (11,6%), aunque

en realidad este porcentaje es algo mayor.

Tabla R3. Datos obtenidos de la isomerizacion de L-arabinosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075
g/mL) en tampdn 0,05 M NaH, PO, + MgSO,, pH 7,a 60 °C y tiempo de reaccién 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar).

Tiempo (h) L-pentosa L-ribulosa L-arabinosa L-ribosa

0 0 0 100 0

1 02%01 38+05 91,7+92 0401
4 0,4+00 55+0,1 870%+19 0600
6 05%01 82+15 914%+19 0900
24 13+03 116+23 843+90 2,7+08
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Como en el ensayo con Xxilosa, se realiz6 el estudio de la isomerizacion de la L-arabinosa
con mayor concentracion de enzima. Como se observa en la Tabla R4 el rendimiento
méaximo de L-ribulosa se consigue a las 24 horas en ambos ensayos (11,6% y 9,5%
respectivamente) y la evolucion a lo largo del tiempo es practicamente idéntica. Por tanto

el aumento de la relacién enzima/sustrato no resulta adecuado.

Tabla R4. Datos obtenidos de la isomerizacion de L-arabinosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,225
g/mL) en tampdn 0,05 M NaH, PO, + MgSO,, pH 7, a 60 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media * desviacion estandar).

Tiempo (h) L-pentosa L-ribulosa L-arabinosa L-ribosa
0 0 0 100 0

0,5 0,1+£0,0 32+0,7 965+114 0,2%0,0

0,2+0,0 44+01 952+14 0300

0,2+0,0 65+02 928%+16 05%0,0

0,4+0,0 78+£05 910+06 08zx01

24 1,1+0,2 95+21 73,0+157 32%05

Aungue para el desarrollo industrial de procesos con enzimas inmovilizadas se deben
utilizar reactores en columnas, la realizacion de este tipo de ensayos en discontinuo nos
pueden dar una buena idea de la mayor o menor influencia de la velocidad de paso de la
solucidn de carbohidrato por la columna y de la relacion de carga de enzima de la columna
y la concentracién de sustrato que pasa. Asi vemos que, por una parte, en el caso de la
xilosa y la arabinosa se trata de reacciones lentas, por lo que el tiempo de residencia del
carbohidrato en la columna debe ser elevado. Pero, por otra parte, parece que para mejorar
el rendimiento de D-xilulosa se precisa una elevada relacion carga enzimatica / sustrato

en la columna, mientras que para el caso de la L-ribulosa este factor seria irrelevante.

- ISOMERIZACION DE LA D-ARABINOSA

Como en el caso de los carbohidratos estudiados con anterioridad se decidié ensayar el
enantiomero D-arabinosa, con el interés afiadido de estudiar la enantioselectividad con un

monosacarido cuya forma natural es la L-.
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Figura R9. Perfiles cromatograficos de la isomerizacion de la D-arabinosa con Sweetzyme ® IT Extra a pH 6, 60 °C;
0,3 g/mL de D-arabinosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 24 horas (azul). Picos identificados: (3) D-
ribulosa, (4 y 5) D-arabinosa, (6 y 7) D-ribosa. Picos (1y 2) Pentosa no identificada.

En la Figura R9 pueden observarse la formacion de hasta 7 picos, cualitativamente la
reaccién es idéntica entre D- y L-arabinosa (Figura R.8). Como se aprecia en la Tabla
R5, la reaccion es lenta, siendo la formacion del isomero D-ribulosa del mismo orden que
la del epimero en C2, D-ribosa, durante las primeras 6 horas de reaccion. A partir de este
momento la reaccion de isomerizacion continda, alcanzandose la maxima cantidad de D-
ribulosa a las 24 horas (4,2%), disminuyendo ligeramente la concentracion de D-ribosa.
Este comportamiento esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Olivier y Du Toit
(1986) con Sweetzyme@ type Q; estos autores observan muy baja actividad frente a L-
arabinosa y menor aun para D-arabinosa. Posteriormente, Pastinen et al. (1999) con la
xilosa-isomerasa de S. rubiginosus determinan que la velocidad de reaccién de este

enzima frente a la D-arabinosa es de 0,6 pg/mg*min y con la L-arabinosa 5,0 pg/mg*min.

Tabla R5. Datos obtenidos de la isomerizacién de D-arabinosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075
g/mL) en tamp6n 0,05 M NaH, PO, + MgSO,, pH 7, a 60 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media * desviacion estandar).

Tiempo (h) D-pentosa D-ribulosa D-arabinosa D-ribosa

0 0 0 100 0

2 0+0 08+01 987+01 05%0,01
4 0+0 1,1+01 979+0,1 1001
6 0+0 1,7+01 963+04 2003
24 0,3+0,0 42+05 943+05 12+0,03
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Por tanto, las glucosas isomerasas presentan menor enantioselectividad para la arabinosa.
Esto quizas se deba al hecho de que estas enzimas, en los microorganismos de los que
proceden, hayan evolucionado para adaptarse mejor a la utilizacion de los sustratos
naturales (D-glucosa, D-xilosa y L-arabinosa), aunque puede que la interaccion enzima-

sustrato se vea favorecida, en general, con las formas D-.

En cuanto a la isomerizacién de la L-arabinosa, el comportamiento de las glucosa-
isomerasas es muy distinto, asi la de Streptomyces griseofuscus no presentaba actividad
(Kasumi et al., 1981), mientras que con el enzima de S. rubiginosus se obtuvieron un

mayor rendimiento (24% de L-ribulosa, 2% de L-ribosa) (Pastinen et al., 1999).

Es importante mencionar que en la actualidad para la produccion de L-ribulosa existen
otras enzimas como la L-arabinosa-isomerasa (EC 5.3.1.4) presente en algunos
microorganismos como Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans o Thermotoga
maritime (Liu et al., 2019) con las que se obtienen rendimientos mayores de hasta 91%.
Numerosos autores reportaron rendimientos de L-ribulosa cercanos al 30% empleando la
enzima L-ribose isomerase (EC 5.3.1.B3) presente en Cryobacterium sp. N21 (Mahood
et al., 2020 a), Mycetocola miduiensis (Mahmood et al., 2020 b), A. fermentans ATCC
43279 (Tseng et al., 2017). Por otra parte, existen enzimas destinadas a la obtencion de
L-ribosa a partir de L-arabinosa, por ejemplo la L-arabinosa presente en Acinetobacter
calcoaceticus DL-28 aportd un rendimiento de L-ribosa del 20% (Yeo et al., 2021),

mucho mayor al obtenido empleando Sweetzyme.

En cuanto a la isomerizacion quimica, Delidovich et al., (2018) obtuvieron rendimientos
de L-ribulosa del 15% y 5% para la L-ribosa, al emplear fosfatos para la isomerizacién
de la L-arabinosa. En estudios previos realizados por Lépez-Revenga (2020) utilizando
aluminato de sodio como catalizador se obtuvieron rendimientos de L-ribulosa del 20%
y 2,5% de L-ribosa (relacion molar aluminato / D-arabinosa 0,7/1; 40 °C, 4 horas).

5.1.2.3. ISOMERIZACION DE LA D-RIBOSA
La D-ribosa es una pentosa muy interesante desde el punto de vista farmacoldgico, una
de las metodologias mas empleadas para su produccion en grandes cantidades es la
fermentacion (De-wulf, 1997). La isomerizacién de la D-ribosa da lugar a la D-ribulosa
(Igbal et al., 2019) y, como se ha mencionado con anterioridad, también puede ser

obtenido a partir de la D-arabinosa, aunque este sustrato es mas caro. La Figura R10
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muestra el cromatograma correspondiente a la isomerizacion de la D-ribosa con glucosa-
isomerasa. A tiempo 24 horas se identificaron los picos de la D-ribosa (pico 6) y D-
ribulosa (pico 3), los picos 4 y 5 fueron identificados como D-arabinosa y se observo la
aparicion de los picos 1y 2 correspondientes a una pentosa no identificada, como ocurria
con el ensayo de L- y D- arabinosa. Como se puede observar en la Tabla R6, el
rendimiento maximo de D-ribulosa se alcanza a las 6 horas de reaccion (19,5%). Como

se ve, la D-ribosa es un mejor sustrato que la D-arabinosa para la obtencion de D-ribulosa.
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Figura R10. Perfiles cromatograficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacion de la D-ribosa con Sweetzyme a pH
6, 60 °C; 0,3 g/mL de D-ribosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 24 horas (azul). Picos identificados: (3)
D-ribulosa, (4 y 5) D-arabinosa, (6) D-ribosa. Picos (1 y 2) pentosa no identificada.

La Figura R10 muestra el cromatograma correspondiente a la isomerizacién de la D-
ribosa con glucosa-isomerasa. A tiempo 24 horas se identificaron los picos
correspondientes a la D-ribosa (pico 6) y D-ribulosa (pico 3), pero ademas se observo la
aparicion de los picos 1y 2 correspondientes a una pentosa no identificada, como ocurria
con el ensayo de L- y D- arabinosa. Tras comparar con los ensayos anteriores los picos 4

y 5 fueron identificados como D-arabinosa.
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Tabla R6. Datos obtenidos de la isomerizacion de D-ribosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075
g/mL) en tamp6n 0,05 M NaH, PO, + MgSO0,,, pH 7,a 60 °C y tiempo de reaccidn 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar).

Tiempo (h) D-pentosa D-ribulosa D-arabinosa D-ribosa

0 0 0 0 100

2 03+0,1 145+13 0,7+x01 845+14
4 04+01 179+15 11+01 805+13
6 06+02 205+04 14+01 77507

24 10+£01 195+05 25+03 77,0+0,8

Como en casos anteriores, existen otras enzimas que pueden producir D-ribulosa. Igbal
et al.,, (2019) con una D-arabinosa-isomerasa de Thermanaeromonas toyohensis
obtuvieron un rendimiento del 21%, resultado muy similar al obtenido aqui empleando
Sweetzyme, pero partiendo de D-arabinosa. En cuanto a la isomerizacion quimica, Gao
et al., (2015) obtuvo rendimientos de D-ribulosa superiores (40%) empleando etanol

subcritico tras 500 s de reaccion, a partir de D-arabinosa.

5.1.3 ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DE HEXOSAS

Tras las pentosas estudiadas por el interés que despiertan sus isomeros en la actualidad
para la industria alimentaria, farmacéutica y/o quimica, para ampliar el estudio sobre la
especificidad de sustratos, se decidid realizar ensayos de isomerizacién con Sweetzyme
y algunas hexosas. Como se ha visto el sustrato mas adecuado de esta enzima es la
glucosa. Las otras hexosas ensayadas en reacciones de 24 horas fueron: L-ramnosa (6-
deoxy-L-mannose), L-fucosa (6-deoxy-L-galactose), D-fucosa (6-deoxy-D-galactose),

D-manosa y D-galactosa.

- ISOMERIZACION DE LA L-RAMNOSA

Segun se pudo comprobar a 24 h utilizando L-rhamnosa como sustrato se producia cierta
isomerizacion, por lo que se decidié estudiar puntos intermedios de la reaccion. La Figura
R 11 representa el perfil cromatografico de la misma. Seguln se aprecia es semejante al
perfil de la glucosa, mucho més simple que el de las pentosas. En él se aprecia la
formacion de L-rahmnulosa (picos 1y 2) a partir de L-rahmnosa (picos 3 y 4). Como se
puede ver el rendimiento de L-rahmnnulosa fue del 12,2%, a las 24 h de reaccion (Tabla
R8).
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Figura R11. Perfiles cromatogréficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacion de la L-ramnosa con
Sweetzyme ® IT Extra a pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de L-ramnosa y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 3 horas
(azul). Picos identificados: (1 y 2) L-ramnulosa, (3 y 4) L-ramnosa.

Tabla R7. Datos obtenidos de la isomerizacion de L-ramnosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075
g/mL) en tampo6n 0,05 M NaH, PO, + MgSO,, pH 7, a 60 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar).

Tiempo (h) L-Ramnulosa L-Ramnosa

0 0 100
0.5 3,9+0,2 96,1 +0,2
2 74+12 926+1,2
4 90+16 910+1,6
24 12,2+0,4 87,8+0,4

Kim et al. (2018) utiliz6 Sweetzyme en un reactor de lecho compacto para producir L-
ramnulosa. En las condiciones éptimas (pH 8,0, 60 °C, 300 g/L de L-rhamnosa) alcanz6
una conversion del 45%. Generalmente, para la obtencion de L-rahmnnulosa (6-deoxi-L-
sorbosa) se ha empleado la L-ramnnosa-isomerasa, también empleada para la obtencion
de otros carbohidratos como son la L-fructosa a partir de L-manosa, D-psicosa de D-
alosa, D-sorbosa a partir D-gulosa y D-ribulosa a partir de D-ribosa (Bhuiyan et al., 1997;
Lietal., 2019).

La L-ramnulosa (6-deoxi-L-sorbosa), como otros L-azUcares se utilizan como precursores
esenciales en la preparacién de muchos compuestos valiosos. La L-ramnulosa es un
precursor del furaneol (2,5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona), una sustancia

aromatizante para alimentos parecida al caramelo (Hecquet et al., 1996).
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- ISOMERIZACION DE LA D-GALACTOSA

Dado que la D-tagatosa es el epimero C-4 de la D-fructosa, y la D-galactosa es el epimero
C-4 de la D-glucosa y la glucosa es facilmente convertida en fructosa por Sweetzyme, se
decidi6 ensayar esta enzima con la D-galactosa para formar D-tagatosa. Este
monosacarido es uno de los carbohidratos que mayor interés ha despertado tanto para la
industria como para investigacion (Sokotowska, et al., 2021), es un carbohidrato de muy
bajo indice glucémico y caldrico y promueve la salud intestinal (Bober y Nair, 2019).
Desde el punto de vista tecno-funcional es un ingrediente muy demandado, que se emplea
en la industria farmacéutica, cosmética, quimica y alimentaria como edulcorante
(Sokotowska, et al., 2021; Cheetham y Wootton 1993).

La Figura R12 muestra el cromatograma obtenido tras la isomerizacién de la galactosa.
Los picos 5y 6 corresponden a la D-galactosa, que da lugar a cantidades minimas de D-
tagatosa (picos 1y 2) y de una hexosa no identificada (picos 3y 4), posiblemente talosa,

epimero en C2 de la galactosa (Delidovich et al., 2016).

La isomerizacion dio lugar a un rendimiento de D-tagatosa minimo (1%) a las 24 h por
lo que se decidi6 no continuar con el ensayo (Tabla R8). Con este mismo tipo de enzima
Cheetham y Wootton (1993) no detectaron formacion alguna de tagatosa. En la
actualidad, se empleon L-arabinosa-isomerasas para la produccion de D-tagatosa
(Ravikumar et al., 2021).
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Figura R12. Cromatograma obtenido del analisis por GC-FID de la isomerizacién de la D-galactosa con glucosa-
isomerasa a tiempo 4 horas. Picos: (1,2) D-tagatosa, (3,4) posible talosa, (5,6) D-galactosa.
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Tabla R8. Datos obtenidos de la isomerizacion de L-fucosa (0,3 g/mL) D-fucosa (0,3 g/mL), D-manosa (0,3 g/mL) y
D-galactosa (0,3 g/mL), empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,225 g/mL) en tampén 0,05 M NaH,PO, + MgSO0,, pH
7,a 60 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media +
desviacion estandar). D-fucosa no se realizaron duplicados.

Carbohidrato a las 24 horas

D-tagatosa D-galactosa

D-galactosa 09+01 99101

L-fucosa L-fuculosa L-fucosa
02+0.01  99.8+0.01

D-fucosa D-Fuculosa D-fucosa
03 997

D-manosa D-fructosa D-manosa

2.2+0.1 97.8+0.1

En los procesos de isomerizacion quimica se utiliza el hidroxido de calcio como
catalizador. Lopez-Revenga (2020) en ensayos con aluminato de sodio obtuvo
rendimientos de D-tagatosa del 15,8%. En cuanto a las otras hexosas (D- y L-fucosay D-
manosa) no se obtuvo isomerizacion, alcanzandose poco mas que solo cantidades traza

de isomero a las 24 horas (Tabla R8).

5.1.4 ESTUDIO DE LA ISOMERIZACION DE DISACARIDOS

Tras los resultados obtenidos para diversos monosacaridos tanto hexosas como pentosas,
se decidio ensayar bajo las mismas condiciones distintos disacaridos por el interés que
despiertan sus posibles isomeros en la industria alimentaria y por la distinta naturaleza de
su estructura, aunque todos tenian una molécula de glucosa en su extremo reductor. Los
disacéridos ensayados fueron: maltosa (a-D-Glcp-(1 — 4)-D-Glc), lactosa (B-D-Gal-(1
— 4)-B-D-Glcp) y melibiosa (a-D-Galp-(1 — 6)-D-Glcp). La Tabla R9 muestra el

resultado obtenido de las isomerizaciones a las 24 horas de reaccion.

Tabla R9. Datos obtenidos de la isomerizaciéon de maltosa (0,3 g/mL), lactosa (0,3 g/mL) y melibiosa (0,3 g/mL),
empleando Sweetzyme ® IT Extra (0,075 g/mL) en tampén 0,05 M NaH_2 PO_4+MgSO _4, pH 7, a 60 °C y tiempo
de reaccién 24 horas. Datos expresados como porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacién estandar).

Carbohidrato a las 3h

Maltulosa Maltosa
Maltosa
___________ 0,7+0,1 98,4+0,1
Lactulosa Lactosa
Lactosa
___________ 3,1+0,03 95,0+0,1
o Melibiulosa  Melibiosa
Melibiosa
1,8 +0,02 96,5+ 0,05
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Como se observa en la Tabla R9 los resultados para la isomerizacion de disacaridos no

son buenos, el rendimiento maximo obtenido para la lactosa fue de un de 3,1% de

lactulosa. Ni siquiera la maltosa, constituida por 2 glucosas, presenta cierta

isomerizacion. Por ultimo, para determinar si este enzima presenta actividad frente a

disacéridos de pentosas, se ensayd una mezcla de XOS comerciales (Figura R13) que

contenia una elevada concentracion de xilobiosa (pico 10y 11), comprobando igualmente

que no se producia isomerizacion de este disacarido, mientras que la pequefia cantidad de

xilosa y glucosa presente si se isomerizaba de forma eficiente (Figura R13). Por tanto,

se puede indicar que este enzima presenta una especificidad absoluta para monosacaridos.

...........
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Figura R13. Perfiles cromatogréaficos obtenidos por GC-FID de la isomerizacion de xilooligosacaridos (XOS) con
Sweetzyme® IT Extra a pH 6, 60 °C; 0,3 g/mL de XOS y 0,075 g/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 24 horas (azul).
a) Picos identificados: (10 y 11) Xilobiosa. by ¢) (1y 3) xilulosa, (2y 4) xilosa, (6 y 7) fructosa, (8 y 9) glucosa.
Pico (5) pentosa no identificada.
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En el caso de los disacaridos existen otras metodologias para su isomerizacion. En el caso
de la lactulosa, generalmente es obtenida a partir de la lactosa presente en el permeado de
suero de queseria por medio de isomerizacion en medio basico, aunque también pueden
emplearse B-galactosidasas (Villamiel et al., 2014). Mayer et al., (2004) obtuvieron un
rendimiento de lactulosa del 44% al emplear B-galactosidasa de Pyrococcus furiosu a pH

5, una temperatura de 75 °C, y como sustrato 34 g/L de lactosa y 270 g/L de fructosa.

Para el caso de la maltosa y la melibiosa, en un estudio previo Lopez-Revenga (2020) al
emplear aluminato de sodio (40 °C, carbohidrato al 20%, y aluminato 0,7 g/g
carbohidrato) para la isomerizacion de ambos disacaridos mostraron rendimientos de
maltulosa del 90% a las 6 h de reaccion y de melibiulosa del 51%, ambos con pérdidas
por degradacion muy bajas. En cuanto a la obtencion de lactulosa, Sabater et al. (2017),
mediante isomerizacién de permeado de suero concentrado (200 g/L de lactosa)
utilizando borato sodico como catalizador (relacion molar boro/lactosa, 1/1; pH 12; 70

2C, 30 min) obtuvo un rendimiento del 78%.

Por Gltimo, Sweetzyme tampoco era apropiada para la isomerizacion de los XOS,
Gnicamente isomerizandose los monosacaridos presentes. En estudios previos realizados
por Lopez-Revenga (2020) utilizando aluminato de sodio como catalizador (relacion
molar aluminato 0,7/1; XOS; 40 °C, 4 horas) se obtuvieron rendimientos de isomerizacion
de los XOS del 21%.

5.2 SACAROSA-ISOMERASA__(EC . 5.4.99.11): _ESTUDIO _SOBRE__LA

5.2.1 ESTUDIO DE LA ISOMERIZACION DE LA SACAROSA

La sacarosa isomerasa es una enzima perteneciente al grupo de las isomerasas que, como
se ha dicho, cataliza la reaccion de transformacion de la sacarosa (a-D-Glcp-(1—2)-D-
Fruf) en isomaltulosa (a-D-Glcp-(1—6)-D-Fruf) y en menor medida en trehalulosa (a-D-
Glcp-(1—1)-D-Fruf) (Figura R14). Por tanto, la sacarosa-isomerasa no es una isomerasa
que actie sobre el grupo funcional como Sweetzyme sino sobre los enlaces,

modificAndolos, se trata, por tanto de otro tipo de isomeria estructural.
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SACAROSA
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\ N < a-Gle(] == 2)-p-Frucl NS

ISOMALTULOSA IREHALULOSA

a-D-Gle<{ 1 == 6)-D-Frucf @-D-Gle-(1 = 1)-D-Frucf

Figura R14. Representacion del proceso de isomerizacion de la sacarosa-isomerasa a partir de la sacarosa.

A continuacion, la Figura R15 muestra los cromatogramas de la reaccion de la sacarosa
isomerasa con su sustrato, la sacarosa. En el caso de la isomerizacién de la sacarosa (pico
7) se produce la ruptura del enlace (1—2) y la glucosa que forma parte del complejo
enzima-sustrato se une a la fructosa formando preferiblemente un enlace (1—6),
isomaltulosa (picos 12 y 13) o palatinosa, y en menor proporcién formando un enlace

(1—1) correspondiente a la trehalulosa.

Estos cambios de enlace es muy posible que se establezcan sin una liberacion de la
fructosa al medio. Ademaés, puede observarse la aparicion de los picos correspondientes
a la isomaltosa (picos 14 y 15), aunque en muy pequeiia cantidad.

En este caso es otra molécula de glucosa la que actuaria de aceptor. Esto seria posible ya
que se observa cierta hidrdlisis de los disacaridos que dan lugar a la fructosa (picos 1y 2)
y glucosa (picos 3 y 4). Ademas, se observo la formacion de dos compuestos no
identificados (picos 5 y 6), cuya naturaleza puede ser semejante al B-fenil-glucésido y
que alcanzaron la maxima formacién a las 24 horas. Esta reaccion, salvo la formacion de

isomaltosa, ha sido descrita por otros autores (Cheetham et al., 1984; Liu et al., 2021b).
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Figura R15. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante GC-FID de la isomerizacion de la sacarosa con sacarosa-
isomerasa, pH 5, 30 °C; 0,2 g/mL de sacarosa y 10~3mg/mL de enzima a tiempo 0 (rojo), 0,5 (azul) y 24 horas
(verde). Picos identificados: (1 y 2) fructosa, (3 y 4) glucosa, (P1) patrdn interno, (7) sacarosa, (8 y 9) leucrosa, (10 y
11) trehalulosa, (12 y 13) isomaltulosa, y (14 y 15) isomaltosa. Picos (5 y 6) compuestos no identificados.

La Tabla R10 muestra la evolucion de la reaccion de la sacarosa con sacarosa isomerasa.
Como puede observarse la reaccion transcurre rapidamente, alcanzando una
transformacion de la sacarosa total (0,2% de sacarosa residual). Al ser este el primer punto
de nuestro anélisis resulta necesario hacer un estudio a tiempo méas cortos que permita ver
una verdadera evolucion de la sacarosa. En cuanto a la formacion de isomaltulosa es

méaxima a los 30 minutos (80,5%).

En este caso y viendo su evolucidn posterior es de suponer que ese valor esté muy
proximo al maximo. En este punto la formacién de trehalulosa es la menor (14,8%),
mientras la mayor es a las 24 horas de reaccion (26,7%). A partir de los 30 min de reaccion
se puede considerar que es la isomaltulosa la que actia como sustrato, decreciendo por
formacion de trehalulosa y por la hidrolisis que se produce para dar lugar, curiosamente,
a mucha mayor cantidad de fructosa (9,3%) que de glucosa (2,5%), aunque los tres
disacaridos presentes en la reaccion estdn compuestos por una molécula de fructosa y otra

de glucosa.
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Tabla R10. Datos obtenidos de la isomerizacion de sacarosa (0,2 g/mL), empleando sacarosa-isomerasa (10~3mg/mL)
en tampo6n 0,05 M (NaH,P0, + MgS0,), pH 5, a 30 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados como
porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion estandar). A tiempo 6 horas no se obtuvieron duplicados.

Tiempo

(h)

0 0 0 0 0 100 0 0 0
05 2803 12+00 06%+0,109+010,2+0,1 148+0,2 805+0,0 0+0
075 28+14 12+01 08+0311%+0402+00 166*03 78325 0+0

1 34+12 12+00 08%0112+0,002+00 173+04 76,8+09 0+0

Fructosa Glucosa Pico5 Pico6 Sacarosa Trehalulosa Isomaltulosa Isomaltosa

2 33+04 12+00 10%+0013+0,201+0,0 202+0,1 73,7+x05 0,2+0,02
4 65+02 25+01 12+0121+0201+00 21,7+02 678+05 0,2+0,01

6 4,7 1,9 1,3 2,7 0,1 26,7 64,0 0,3

24 93+08 25+01 19+0133+0401+00 26,7+02 579+0,2 0,3+0,03

Liu et al., (2021a) en un articulo de revision sobre la obtencion de isomaltulosa compara
sacarosa-isomerasa de distinto origen y los rendimientos obtenidos, incluyendo la
produccion a partir de E. rhapontici NX-5 (66 kDa), misma enzima de nuestro estudio.
Dicho articulo describié un rendimiento del 87% de isomaltulosa, al emplear 30 °C, pH
5. Asi mismo, recoge rendimientos mas elevados de hasta el 91% al emplear sacarosa-
isomerasa de Pantoea dispersa UQ68J, a un pH de 5y 30-35 °C (Wu y Birch, 2005).

Por otra parte, en la actualidad existen gran variedad de microorganismos a los que se les
ha modificado parte de su genoma para aumentar la produccion de algun enzima, es el
caso de la sacarosa isomerasa proveniente de S. plymuthica D398G/V465E y
Y219L/V465E, ambas alcanzaban un rendimiento en la produccién de isomaltulosa de
94,7% (Pilak et al., 2020). Sin embargo, al tratarse de reacciones con tan alto rendimiento

es dificil obtener ventajas importantes por este medio.

La inmovilizacién del enzima sacarosa-isomerasa puede ser de mayor interés. En los
Gltimos afos se han desarrollado diversas estrategias para la obtencidon de elevados
rendimientos de isomaltulosa por inmovilizacion enzimas o de células microbianas, sobre
todo de E. rhapontici, Erwinia sp y S. plymuthica. Krastanov et al. (2006) empleando
sacarosa-isomerasa de S. plymuthica ATCC15928, inmovilizada sobre una reticula de
quitosano con glutaraldehido, obtuvieron un rendimiento del 94% de isomaltulosa.
Posteriormente estos autores al emplear la misma enzima inmovilizada en una membrana
de fibra hueca obtuvieron un rendimiento de isomaltulosa del 90% (Krastanov et al.,
2007). Estos rendimientos son semejantes a los obtenidos a partir de enzima y la
inmovilizacion presenta grandes ventajas, entre ellas, procesamiento minimo,

reutilizacion de la propia enzima y mejora en la estabilidad (Liu et al., 2021a).
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Otro aspecto importante a considerar en este enzima es que la reaccién es esencialmente
irreversible, quedando apenas sacarosa en el medio, a diferencia de las reacciones de la
glucosa-isomerasa en las que se establece un equilibrio aldosa/cetosa. Cheetham (1984)
indica también que la isomaltulosa va convirtiéndose lentamente en trehalulosa, como

hemos podido observar en la reaccion aqui llevada a cabo (Tabla R10).

La especificidad de sustrato de este enzima ha sido tratada por distintos autores.
Cheetham (1984) en un primer trabajo sobre este enzima indica su absoluta especificidad
hacia la sacarosa, ya que ensaya maltosa, lactosa, rafinosa, galactosa, arabinosa y manosa,
solos 0 en combinacidn con sacarosa sin mostrar reactividad. Sin embargo, Kakinuma et
al. (1996) lograron sintetizar derivados de la sacarosa sustituida en su molécula de
fructosa con distintos radicales (metilo, cloruro, amino, sulfhidrilo...) obteniendo hasta
un 43% de producto. Para la sacarosa isomerasa de Serratia plymuthica, VVéronese y
Perlot (1998) establecen su mecanismo de actuacion en el que la enzima (E) se une a un
primer sustrato (sacarosa), libera un primer producto (fructosa) y produce una segunda
forma enzimatica (E-Glucosa) que se une a un segundo sustrato, preferiblemente fructosa,
pero que también puede ser H20, para la liberacion de glucosa y fructosa, o glucosa para
la produccion de isomaltosa, como hemos podido detectar en nuestras reacciones, aunque
la cantidad formada de isomaltosa es minima. En un estudio posterior Lee et al. (2008)
produjeron isomaltosa con un rendimiento del 45% mediante la mutacion dirigida de la

sacarosa isomerasa de Protaminobacter rubrum.

5.2.2 ESTUDIO DE LA ISOMERIZACION DE DIVERSOS DISACARIDOS

Tras los resultados obtenidos con la sacarosa y visto que la especificidad de este enzima
puede no ser absoluta, se decidi6 evaluar la actividad del enzima con otros disacaridos
isdbmeros de la sacarosa: leucrosa (a-D-Glcp-(1 — 5)-D-Fru), turanosa (a-D-Glcp-(1 —
3)-D-Fruf) e isomaltulosa (a-D-Glcp-(1 — 6)-D-Fruf). Y la glucosil-glucosa isomaltosa
(0-D-Glcp-(1 — 6)-D-Gl), isdémero funcional de la isomaltulosa.

5.2.2.1 ISOMEROS DE LA SACAROSA

- ENSAYO CON ISOMALTULOSA
Tras el estudio de la isomerizacion de la sacarosa, previamente descrito por otros autores,
se procedio al estudio de la isomerizacion de la isomaltulosa para comprobar cuél era su
comportamiento como sustrato de partida. La Figura R16 muestra los cromatogramas

obtenidos tras la reaccion de isomerizacion de la isomaltulosa con sacarosa-isomerasa.
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Figura R16. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante GC-FID de la isomerizacion de la isomaltulosa con
sacarosa-isomerasa, pH 5, 30 °C; 0,2 g/mL de isomaltulosa y 10~3 mg/mL de enzima a tiempo 0 (rojo) y 24 horas

(azul). Picos identificados: (1 y 2) fructosa, (3 y 4) glucosa, (PI) patrén interno, (7) leucrosa, (8 y 9) trehalulosa, (10 y
11) isomaltulosa, y (12 y 13) isomaltosa. . Picos (5 y 6) compuesto no identificado.

Como era de esperar los picos predominantes obtenidos a partir de la isomaltulosa (picos
10y 11) fueron aquellos correspondientes a la trehalulosa (picos 8 y 9) y, de forma similar
al ensayo a partir de la sacarosa, aparecié el pico 7 correspondiente a la leucrosa, y dos
picos no identificados (5 y 6).

Tabla R11. Datos obtenidos de la isomerizacion de isomaltulosa (0,2 g/mL), empleando sacarosa-isomerasa

(10~3mg/mL) en tampdn 0,05 M (NaH, PO, + MgS0,, pH 5, a 30 °C y tiempo de reaccion 24 horas. Datos expresados
como porcentaje de carbohidratos totales.

Tiempo Fructosa Glucosa P5 P6 Leucrosa Trehalulosa Isomaltulosa Isomaltosa

0 0 0 0 0 0 0 100 0

2 52+01 15+0,2 13+00 22+00 03+00 154+03 741+0,7 0+0
4 92+15 20+03 21+03 41+08 04+00 257%+31 562+59 02+00
6 10,1+0,1 24+0,0 22+00 45+01 06+00 291+0,2 508+03 04%00
24  13,7+06 30+01 19+0,1 70+03 28+04 440+02 270+0,2 0,6+0,0

La Tabla R11 recoge los resultados obtenidos a distintos tiempos de reaccion. Aunque
los productos formados fueron los que cabia esperar, si resulta resefiable el
comportamiento de la isomaltulosa como sustrato, quedando tras 24 horas de reaccion un
27%, porcentaje mucho menor comparado con el 57,9% que queda en el ensayo de
sacarosa. La méxima formacion de trehalulosa se da también a las 24 horas, pero en este
caso el porcentaje es mucho mayor, 44%, frente al 26,7% obtenido con la sacarosa.
Ademas tiene lugar la formacion leucrosa (2,8%) e isomaltosa (0,6%), pero en una

concentracion algo superior. Y también se produce una mayor hidrolisis de los
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disacaridos liberandose un 3% y 13,7%, de glucosa y fructosa, respectivamente, a las 24
horas. Por ultimo, la formacién de los compuestos no identificados es maxima a las 24
horas. El aumento en los rendimientos de todos los carbohidratos formados en
comparacion con la sacarosa puede ser debido al uso directo de la isomaltulosa, es decir,
en la reaccion de sacarosa esos rendimientos son menores ya que primero el enzima tiene
que transformar la sacarosa a isomaltulosa, si bien, en las condiciones utilizadas, esta
transformacion es casi inmediata, y, posteriormente, isomerizar la isomaltulosa formada
en trehalulosa. Para profundizar en este mecanismo seria de gran interés estudiar la

relacion entre la estructura del enzima y la estructura de ambos sustratos, sacarosa e

isomaltulosa.
- ENSAYO CON LEUCROSA
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Figura R17. Perfiles cromatograficos obtenidos mediante GC-FID de la isomerizacion de la leucrosa con sacarosa-
isomerasa, pH 5, 30 °C; 0,2 g/mL de leucrosay 10~3mg/mL sacarosa-isomerasa a tiempo 0 (rojo) y 24 horas (azul).

Picos identificados: (1 y 2) fructosa, (3 'y 4) glucosa, (PI) patrén interno, (8) leucrosa, (9 y 10) trehalulosa, (11 y 12)
isomaltulosa, (13 y 14) isomaltosa. Picos (5, 6 y 7) compuesto no identificado.

La Figura R17 muestra los cromatogramas del ensayo de leucrosa con sacarosa
isomerasa, al igual que con el ensayo de sacarosa (Figura R15) puede apreciarse que la
leucrosa (pico 8) desaparece casi totalmente a las 24 horas de reaccion, dando lugar a la
aparicion de los picos de trehalulosa (9 y 10) e isomaltulosa (11 y 12), y en menor medida
isomaltosa (picos 13 y 14). Por tanto, la leucrosa en presencia de sacarosa-isomerasa
parece comportarse igual que la sacarosa. Ademas, se produce la hidrélisis de la leucrosa,
dando lugar a la fructosa (picos 1y 2) y en menor porcentaje a glucosa (picos 3y 4), en

proporcién muy semejante al ensayo de sacarosa. Nuevamente se forman los picos no
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identificados 5, 6 y 7 posible producto de la reaccion del patron interno con la sacarosa-

isomerasa.

Como se observa en la Tabla R12 los compuestos formados a las 24 horas de reaccion
fueron los siguientes: trehalulosa (35,8%) e isomaltulosa (44,0%), con una hidrolisis
méaxima de fructosa de 8,4% y glucosa (2,4%). Si se comparan estos resultados con los
recogidos para la sacarosa, se observa que la formacion de trehalulosa es mayor si se
produce la reaccion partiendo de leucrosa que si se parte de sacarosa (26,7%), en
contraposicion a lo que ocurre con la isomaltulosa (44%). Por ello, seria interesante un
estudio a tiempos menores de la leucrosa para confirmar los rendimientos de reaccién en
tiempos intermedios ya que puede estar ocurriendo lo mismo que con la sacarosa y que
el rendimiento de isomaltulosa no sea maximo a las 24 horas sino a tiempos menores.
Hasta nuestro conocimiento no se ha estudiado la reaccion del enzima sacarosa-isomerasa

con isomaltulosa y leucrosa como sustrato por lo que resulta de interés.

Tabla R12. Datos obtenidos de la isomerizacion de disacaridos isomeros de la sacarosa (0,2 g/mL), obtenidos durante
la reaccion a 30°C a las 24 horas de reaccion empleando sacarosa-isomerasa (10~3mg/mL) en tampdn 0,05 M
(NaH,PO, + MgS0,), pH 5. Datos expresados como porcentaje de carbohidratos totales (n=2, media + desviacion
estandar).

Fructosa Glucosa P5 P6 + P7 Sacarosa Leucrosa Turanosa Trehalulosa Isomaltulosa Isomaltosa

Ensayo sacarosa 24 horas

93+08 25+0,1 19+0,1 33+04 0,1+0,0 - - 26,7+02 579+02 03+0,03
Ensayo isomaltulosa 24 horas
13,7+06 3,0£0,1 19+0,1 70+0,3 - 28+04 - 440+02 270+02 06+00
Ensayo leucrosa 24 horas
84501 24202 154004 32518 - 0501 - 358201 456419 03301
Ensayo turanosa 24 _h_q@s_ _______________________________________
0401 - ¥ X X 29601 - s T
Ensayo isomaltosa 24 horas
- 6,2+05 1,0+0,0 22+0,1 - - - - - 90,7+0,3
-  ENSAYO CON TURANOSA

El otro isbmero de la sacarosa que se estudié como sustrato fue la turanosa (a-D-Glcp-
(1—-3)-D-Fruf) y, segun los resultados obtenidos con los otros dos isdmeros, esperabamos
un comportamiento semejante. Sin embargo, tras 24 horas de reaccién, no se produjo
transformacion de la turanosa, (Tabla R12). Simplemente se observé una minima

hidrolisis que liberd fructosa (0,4%) por otra parte cabe destacar que los picos no
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identificados de ensayos anteriores que salieron en torno al patrén interno no se formaron

en este caso.

5.2.2.2 ENSAYO CON ISOMALTOSA

Dado que en el mecanismo indicado para la sacarosa-isomerasa ésta forma el complejo
E-S con la glucosa, decidimos probar dicha enzima utilizando como sustrato la
isomaltosa, (o-D-Glcp-(1 — 6)-D-Gl), isdémero funcional de la isomaltulosa. Tras el
ensayo a las 24 horas con sacarosa-isomerasa e isomaltosa no se obtuvo resultado en
cuanto a la formacion del isdbmero se refiere (Tabla R12). Si que se observé la presencia
de glucosa (6,2%) a rendimientos méas elevados que para los otros isdmeros de sacarosa
estudiados. Igualmente tuvo lugar la aparicion de los picos 5y 6 con un rendimiento de
1%y 2,2%.

El hecho de que en esta reaccion aparezca también los picos no identificados alrededor
del B-fenil-glucésico, que unicamente no aparecen en la reaccion con turanosa, donde no
se produce liberacion de glucosa. Hace pensar que podria indicar que, probablemente,
esos picos correspondan a derivados de la interaccion del enzima con el patron interno.
Por ello, para futuros ensayos seria interesante el estudio de esa interaccion entre ambos,

ya que significaria que no s6lo la fructosa y la glucosa pueden actuar como aceptores.

Por tanto, tras el estudio de estos dos Gltimos disacaridos isomaltosa y turanosa, isomeros
de la isomaltulosa y de la sacarosa respectivamente, y no apreciar la isomerizacién de los
mismos puede estar ocurriendo que el enzima sea muy especifica para determinadas
estructuras, es decir, para el caso de la isomaltosa (a-D-Glcp-(1—6)-D-Glc) la enzima
no actuaria al tener como monémero terminal la glucosa en lugar de una fructosa como
ocurre en la isomaltulosa (a-D-Glcp-(1—6)-D-Fruf) y para el caso de la turanosa (a-D-
Glcp-(1—3)-D-Fruf), seria el enlace (1—3) el que dificultaria la interaccion enzima
sustrato, a diferencia de lo que ocurre con los enlaces (1—2) de la sacarosa (a-D-
Glc(1—2)-B-Fruf), (1-5) de la leucrosa (a-D-Glcp-(1—5)-D-Fruf) y (1—6) de la
isomaltulosa (a-D-Glcp-(1—6)-D-Fruf), que si son isomerizadas de forma muy eficaz.
Esto es probablemente debido a la conformacion enzima / sustrato, por lo que, como ya
se ha comentado es un analisis que resultaria de gran interés. Aunque para afrontar este
analisis con mayor profundidad seria conveniente ensayar otros sustratos como la

maltulosa (4-O-a-D-Glucopiranosil-D-fructosa).
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CONCLUSIONES

El proceso de isomerizacion al emplear glucosa-isomerasa no es completo,
alcanzandose rendimientos maximos del 60% para los carbohidratos estudiados.
Por tanto, una vez alcanzado cierto equilibrio el rendimiento del isomero se

estabiliza.

El enzima glucosa-isomerasa presenta una alta esteroespecificidad, especialmente

para los sustratos D-glucosa y D-xilosa.

El enzima glucosa-isomerasa es capaz de isomerizar, en distinto grado, todas las
pentosas naturales ensayadas; por el contrario, respecto a las hexosas ensayadas

solo isomeriz6 la D-glucosa y L-ramnosa.

El enzima glucosa-isomerasa presenta una especificidad de sustrato absoluta para

monosacaridos.

Las reacciones en las que participa la sacarosa-isomerasa no estan sujetas a
equilibrio de sustrato y productos, por lo gque son reacciones en las que se produce,

o tiende a producirse, la modificacion total del sustrato.

La sacarosa-isomerasa no presenta una selectividad absoluta de sustrato, es capaz

de isomerizar la leucrosa y la isomaltulosa.

La sacarosa-isomerasa no catalizd la isomerizacion de turanosa ni isomaltosa,
probablemente debido al enlace (1->3) de la turanosa y a la glucosa terminal de
la isomaltosa, que impiden la formacion del complejo enzima / sustrato y la

sintesis de sus respectivos isdbmeros.
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