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Abstract
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Salmosan is a product used in animal nutrition to prevent salmonella infections.
Salmosan is mainly formed by p-galactomannans and [B-mananasa enzymes. The
purpose of this work is to study the enzymatic hydrolysis of B-galactomannans in the
same process conditions as the intestinal tract of the birds in order to determine the
effect of both the enzyme concentration and the medium in the hydrolysis. In intestinal
tract conditions the reaction has been monitored by using infrared spectroscopy. The
results are analysed using principal component analysis and evolving factor analysis.

Finally the conclusions obtained from the results are the following.

a) The analytical methodology is proved to be valid for the study of the enzymatic
hydrolysis of Salmosan.

b) The enzyme concentration factor must be controlled to prevent the infection
along the intestinal tract.

c) Inthe crop and gizzard region of the intestinal tract, there is presence of pepsine
enzyme which competes with the [-mananasa causing a delay in the (-
galactomannans hydrolysis.

d) Inthe last part of the intestinal tract (duodeno, yeyuno and ileon), the hydrolysis
is reactivated due to the presence of pancreatine.
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1. INTRODUCCION

Antes de los anos 60 la utilizacién de antibidticos como promotores del crecimiento
y control de enfermedades era lo habitual. Pero a principios de los 60 se empezé a
conocer que esta prdctica tenia altos riesgos ya que podian generarse resistencias a
los antibidticos en los animales.

En 1970 la comunidad europea publico el directivo 70/524 donde se empezaba a
regular estas practicas. Esta directiva se ha llegado a modificar mas de un centenar
de veces hasta la fecha. En el aio 2003 se tenia mas presente el gran riesgo que se
corria a que se desarrollaran resistencias a los antibidticos en la alimentacién animal
y la unién europea prohibié el uso de promotores de crecimiento antibidtico en la
alimentacién animal (Reglamento [CE]n21831/2003) . En consecuencia, fue
necesario encontrar nuevas alternativas para el control y la prevencion de las
enfermedades en los animales.

Una de las enfermedades que se controlaban mediante antibidticos era la
salmonelosis, causada por la bacteria salmonella. En este trabajo se pretenderd
investigar sobre un método para el control de dicha enfermedad. Esta bacteria se
contagia principalmente por via oral y se adhiere a la pared intestinal como paso
previo a la infeccidn, en su estructura contiene fimbrias, apéndices anclados a la
membrana externa de la bacteria, que contienen adhesinas, proteinas encargadas
de reconocer a un receptor con gran especificidad como son las manosas ubicadas
en la superficie celular de la pared intestinal ?. En la figura 1.1 podemos observar
una fotografia en el microscopio de la adhesién de la salmonela junto con un dibujo

explicativo de la misma.

Cuerpo de Adhesina
la fimbria ’W
QOO
O

Fimbrias

»*"" Glucoproteinas
de la célula
hospedera

Fig. 1.1 Adhesion de una bacteria  Salmonella a una célula (Font:
https://www.abc.es/salud/enfermedades/abci-salmonelosis-culpa-flora-intestinal-
201807261728 noticia.html).
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Sabiendo esto, el objetivo fue proporcionar al animal en su ingesta compuestos que
contuviesen manosas, asi habria competencia en la adhesion de la bacteria entre las
manosas del compuesto y las manosas de la pared intestinal.

En la actualidad para la prevencion de la salmonelosis se afiade en el pienso animal
el producto llamado SALMOSAN, Figura 1.2. Un producto que contiene f-
galactomananos (fuentes ricas en manosas), enzima beta-mananasa y dispersantes.
Se conoce que ambos compuestos reaccionan entre si para liberar manosas 3.

Pero se desconoce el tiempo que transcurre desde la ingesta del producto hasta que
empiezan a liberarse las manosas, como tampoco se conoce en qué parte del
intestino ocurre esto.

El conocimiento estricto de los aspectos indicados requiere la monitorizacién de la
reaccidon en condiciones representativas del proceso que tiene lugar en el aparato
digestivo de los animales para el andlisis de los compuestos que se liberan.

(3
SALMOS/N

Fig. 1.2 Salmosan adherido a salmonella (Font:
https://nutricionanimal.info/salmosan/)

Antecedentes

En un trabajo previo ) dentro del grupo de investigacién en el que he realizado este
trabajo, se establecié una metodologia analitica basada en el seguimiento de la reaccién
mediante espectroscopia UV-Vis-NIR y tratamiento quimiométrico de los datos
espectrales, a fin de determinar si la reaccidn transcurre en diferentes etapas, en qué
tiempo se producen los cambios y en qué condiciones estdn mas favorecidos. El estudio
se llevd a cabo empleando como fuentes de B-galactomananos diferentes gomas
vegetales (garrofin, AZO-galactomanano y guar), con diferentes proporciones
mananosa/galactosa en su estructura. La Figura 1.3. Muestra un ejemplo de los
espectros obtenidos al monitorizar mediante esta técnica la hidrdlisis de un Azo-
galactomanano en presencia de mananasa.
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Fig. 1.3 Hidrolisis de AZO-galactomananos en presencia de 8-galactomananos a Ph=3

Los resultados encontrados, permitieron concluir que la metodologia planteada parecia
ser una alternativa valida para el control del proceso que se lleva a cabo en estas

reacciones.

El objetivo general del trabajo es continuar avanzando el estudio de estos procesos, tal

y como se detalla a continuacién.

2. OBJETIVO

El objetivo general del trabajo es el estudio de la hidrélisis enzimatica del Salmosan,
simulando las condiciones del transito intestinal de las aves, Figura 2.1.

Ceca

Small
Intestine

Ceca

Cloaca

Proventriculus

Duodenum

Gizzard
Pancreas

Fig. 1.1 Anatomia y aparato digestivo avicola .
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En la Tabla 1 se refleja tanto el tiempo de residencia del alimento en el sistema digestivo
como el pH en cada zona.

Tabla 1 Tiempos de residencia del Salmosan en el tracto intestinal ©*

Partes del sistema pH Tiempo en transito(min)
digestivo
Buche (crop) 5.5 10a50
Molleja (gizzard) 2.5a3.5 30a90
Duodeno 5a6 5a10
yeyuno 6.5a7 20a 30
ileén 7a7.5 50a70

Este objetivo general involucra los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de la hidrdlisis enzimatica del Salmosan a pH= 3. Su finalidad es comparar
su comportamiento con los resultados obtenidos en los antecedentes cuyos
reactivos ([3-galactomananos y enzima estaban libres de impurezas).

2. Estudio del efecto de la concentracion de la enzima en la hidrélisis enzimatica del
Salmosan a pH=3. Su finalidad es estudiar el efecto de la concentracién de Ila
enzima y su actividad enzimatica. Dado que es conocido que la actividad de Ila
enzima tiene una determinada caducidad.

3. Estudio de la hidrdlisis enzimatica del Salmosan a pH=3 en presencia de pepsina.
Su finalidad en evaluar la hidrdlisis en condiciones representativas de la zona
gastrica de las aves (molleja y buche).

4. Estudio de la hidrdlisis enzimatica del resultado final del punto 3, a pH=6,8 y en
presencia de pancreatina. Su finalidad es el estudio de la hidrdlisis en condiciones
representativas del tracto intestinal (duodeno, yeyuno e ileén).

3. FUNDAMENTOS TEORICOS

En este apartado se presenta una breve introduccién de los fundamentos tedricos
involucrados en este trabajo: La hidrdlisis enzimatica de los polisacaridos, la
espectroscopia infrarroja y los métodos del andlisis multivariante empleados para el
analisis de los espectros infrarrojos obtenidos durante la reaccidn de hidrélisis en las
condiciones indicadas en los objetivos.

3.1 Hidrdlisis enzimdtica de polisacdridos (reduccion)
Los galactomananos, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 3.1., son
convertidos en galactosa y mano-oligosacaridos con la utilizacidon de enzimas.
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Fig. 2.1 Estructura quimica de un galactomanano (©

De acuerdo a la informacidon suministrada por la casa comercial que proporciona el
Salmosan (), su producto en presencia de B-mananasa reacciona y la reaccion transcurre
en diversas etapas esquematizadas a continuacién:

(B-mananasa)
(1) Galactomanano + H.0O = Galactomanano-oligomeros
(B-mananasa+ a-galactosidasa)
(2) Galactomanano-oligomeros + H,O - D-galactosa + mano-oligomeros
(B-Galactosa desidrogenasa)

(3) D-galactosa + NAD* = acido D-galaconico + NADH + H*

En la Figura 3.2. se esquematiza la hidrolisis de los polisacaridos en presencia del agua.
La hidrdlisis de un enlace glucosidico se lleva a cabo mediante la disociacién de una
molécula de agua. El hidrogeno del agua se une al oxigeno del extremo de una de las
moléculas de azucar, el OH se une al carbono libre del otro residuo de azucar y se
rompen las uniones covalentes del polisacarido. El resultado de esta reaccion, es la
liberacion de monosacaridos.

H,0
HO l “OM HO ( ~OH
m.nz—ﬁ §§ IOH e HO 2» )~OH + HO—Q (
HO HO OH HO OH
Disacarido monosacarido monosacérido

Fig. 3.2 Hidrolisis polisacdrido (Font: https.//modelode.com/modelos/Id-hidrolisis-de-
carbohidratos.php).
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3.2. Infrarrojo cercano (SW-NIR)

La region espectral del NIR abarca un rango de longitud de ondas comprendido entre
780nm (13000cm™) hasta los 2500nm (4000cm™). En esta franja se observan
principalmente vibraciones caracteristicas de los sobretonos y las bandas de
combinacion de las vibraciones y tensiones fundamentales de los enlaces C-H, N-H y O-
H, en el infrarrojo medio. Concretamente se ha trabajado en la region de las longitudes
de onda maés cortas, del infrarrojo cercano, entre 780nm (13000cm™) y 1100nm
(9091cm™) (SW-NIR). Dado que la muestra a analizar, el Salmosan contiene en su
estructura grupos —NH; OH y CH, esta técnica es idénea para el estudio del objetivo
planteado ).

A las longitudes de onda caracteristica de cada uno de los enlaces indicados, la sefial
registrada en el espectro; la absorbancia (A) se relaciona con la cantidad de sustancia,
concentracion, mediante la Ley de Beer, Ec.3.1.

A= —log(T) = L-¢-C Ec. (3.1)

A= Absorbancia

T= Transmitancia

L= Longitud de la cubeta
€= Absortividad

C= Concentracién

3.3.  Andlisis multivariante de datos espectrales.

En este apartado se describe brevemente los fundamentos tedricos del pretratamiento
de los datos espectrales obtenidos en cada experimento y de los métodos de analisis
multivariante, el analisis de componentes principales (PCA) ) y del andlisis de factores
emergentes (EFA) 19 empleados para el anélisis conjunto de los cambios registrados a
todas las longitudes de onda durante la reaccién de hidrdélisis.
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3.3.1. Pretratamiento de datos espectrales

e Ajuste de la linea base y suavizado.

Cuando se trabaja con un espectrofotémetro de un solo haz, como el empleado en el
laboratorio, UV-Vis-NIR Cary 8453 UV-Vis, es habitual observar un desplazamiento
vertical de los espectros cuando se realizan andlisis sucesivos de la misma muestra. Este
desplazamiento puede afectar de forma diferente en funcién de la longitud de onda
considerada, ocasionando lo que se conoce como deriva instrumental en el espectro
registrado (1Y), Por ello previo al andlisis de los espectros obtenidos ambos efectos,
desplazamiento de linea base y deriva espectral, fueron corregidos empleado la funcién
de correccién de linea base por minimos cuadrados de PLS-Tool box v7 (The Eigen,
research, Manson, Wa).

3.3.2. Andlisis de componentes principales (PCA)

El PCA es un método de reduccion de variables mediante el cual se sustituyen las
variables originales por unas nuevas variables denominadas componentes principales
(PCs). Las nuevas variables, son combinaciones lineales de las variables originales que
siguen la direccion de mdaxima variacion en los datos y por lo tanto retienen el maximo
de informacion (12,

Cuando este método se aplica a los datos de una matriz M de datos espectrales de
dimensiones (n x m) siendo n en el conjunto de espectros registrados al largo de la
reaccidon en estudio, y m el nimero de valores de absorbancia registrado en cada
espectro, y dado que es habitual que n<<m, el nimero de componentes principales “i”
gue se pueden calcular es n-1. La expresion general de un componente principal es la

reflejada en la ecuacion:

PCi= aiiAut+ a2iAn2 + ... + amiAum Ec. (3.2)

Siendo aij, az2i, ..., @ mi los valores de los coeficientes de los vectores que acompafian
a los valores propios que se derivan de la descomposicidon de la matriz M. Cuando esta
descomposicion se hace efectuada de acuerdo a la descomposicion de valores singulares
(SVD) (13) esta descomposicidn obedece a la ecuacidn (3.3)

M=UWVT Ec. (3.3)

El producto de las matrices U y W contiene los valores de la denominada matriz de los
“scores” y la matriz VT los valores de la matriz de los “loadings o coeficientes”. En el caso
de los datos espectrales analizados en este trabajo, los “scores” son los valores de cada
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espectro en cada nueva variable o PCy los “loadings” son los valores de los coeficientes
Oxi , x=1......... m, que acompafian a cada valor de absorbancia en las nuevas PC de acuerdo
en la ecuacion 3.2.

Utilizare este vocabulario cuando comente los resultados obtenidos en el analisis PCA
de las matrices que contienen los datos espectrales.

3.3.3. Andlisis de factores emergentes (Envolving Factor Andlisis, EFA)

La idea fundamental del analisis de factores emergentes (EFA) 19 es analizar la
evolucién de los componentes principales a medida que incrementamos el nimero de
datos (espectro) en la matriz de datos. Este método permite analizar comparativamente
la importancia de cada factor al largo de la experimentacidon considerada. Estableciendo
un criterio para determinar de cuando la aportacién de un factor es significativa, es
posible visualizar en que momento del analisis emergen los factores y por lo tanto
determinar situaciones quimicas diferentes a lo largo del analisis.

La Figura 3.3, muestra a modo de ejemplo el resultado de un analisis EFA sobre una
matriz M de datos espectrales de dimensiones (28 x 300). En el eje de las y se representa
el valor del log (eigen values, 1) y en el eje de las x el valor del n? de espectro en las filas
de la matriz M. El valor de A se obtiene de las soluciones de la ecuacion 3.3.
Concretamente son los valores de la diagonal en la matriz W y cada valor A lleva asociado
un % de varianza.

log(eigenvalues)

EVOLVING FACTOR ANALYSIS EVOLVING FACTOR ANALYSIS

T T T T T 2 T T T T T
kl
[0}
=
g0
C
5
d -1
(@)
=)

3 T T t L AN
5 10 15 20 25
Row number Row number

Fig. 3.3 Resultados EFA de una matriz de datos espectrales M (28 x 300) a) resultados completos.
muestra los factores para log (eigenvalues) = -3.

El analisis EFA comienza aplicando la descomposicion de los valores singulares a una
sub-matriz que contiene solo las dos primeras filas de la matriz de datos inicial M. A
continuacion, se agrega el tercer espectro de la matriz de datos a la sub-matriz inicial
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para calcular los nuevos valores de W que resultan al agregar una nueva fila. Este
proceso se repite hasta completar el total de filas que componen la matriz de datos. Al
final la matriz W contiene los 27 valores propios que se pueden calcular de la ecuacion
3.3. Este mismo proceso se repite en la direccidén contraria, es decir, partiendo de las
dos ultimas filas de la matriz de datos y realizando el analisis de abajo hacia arriba del
conjunto de datos. Como se ilustra en la Figura 3.3.a. Los logaritmos decimales de los
valores de A calculados en cada etapa se representa en funcién del nimero de espectros
considerados en ella. A continuacion, fijando un valor de log (A) como umbral para
considerar que un factor es significativo, es posible estimar la cantidad de componentes
principales que contribuyen a la variabilidad de los datos experimentales en un
momento dado. En el ejemplo de la Fig.3.3 b este umbral se ha fijadoenlog A =-3. Y
se visualizan en ambos sentidos, que 3 factores superan este valor umbral. Pero ademas
se ve que, al nivel de significancia considerado, la variabilidad de los datos recogida en
los 9 primeros espectros se puede interpretar con un solo factor. La variabilidad de los
datos de los 22 espectros se puede interpretar con dos factores y para la variabilidad del
total de los 28 espectros se necesitan 3 factores. Por tanto, se pueden considerar tres
situaciones quimicas diferentes en los datos analizados.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Muestra analizada y situaciones quimicas.
En el presente trabajo se analizé el Salmosan un producto de origen vegetal que es
rico en B-galactomananos, la muestra fue proporcionada por el laboratorio IRTA (14,
Para el trabajo con el Salmosan no es necesario tomar ninguna precaucién adicional
debido a que el producto no presenta ningun tipo de riesgo ni peligro.

Para dar cumplimiento a los objetivos especificos planteados, la monitorizacion del
proceso de degradacidn de los polisacaridos presentes en Salmosan con el trascurso
del tiempo se llevé a cabo en las siguientes condiciones:

4.2.1. Salmosan a pH=3, durante 120 minutos

4.2.2. Salmosan a pH=3 en presencia de 3-mananassa, durante 120 minutos

4.2.3. Salmosan a pH=3 en presencia de pepsina durante 105 minutos

4.2.4. Producto final de la etapa (4.3.3), a pH=6.8 y en presencia de pancreatina
durante 120 minutos

Los tiempos considerados estdn dentro de los valores de residencia del alimento en
el sistema digestivo referenciado en la literatura (tabla 1).
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4.2. Reactivos empleados.
Para realizar la experimentacién se requirié el uso de soluciones preparadas con
antelacion:

e Solucién 0.1 M de tampén de NaaHPOs/NaH,PO4 (pH=6.0)
e Solucion 0.2 M de tampon de NaHPO4/NaH2PO4 (pH=6.8)
e Solucién 0.1 M de NaOH

e Solucién 1.0 M de HCI

e Solucién 0.2 M de HCI

e Solucion 2.0 M de NaAcO/HAcO (pH=3)

e Solucidn de pepsina (0.01g/ml)

e Solucidn de pancreatina (0.05g/ml)

e Solucion de mananasa (0.02g/ml)

El pH se ajusto con las respectivas soluciones de HCl y NaOH.

4.3. Espectrofotometro infrarrojo y material.
En la Figura 4.1 se muestra el montaje experimental empleado para monitorizar la
hidrdlisis de los galactomananos con el tiempo.

Dicho montaje, constaba de:

e Una placa calefactora con agitador magnético FB15001 de la casa Fisher
Scientific con un intervalo de temperatura de 02Cy 3702°C.

e Un cristalizador con una capacidad de 500ml.

e Un soporte con pie.

e Dos pinzas con sus respectivas nueces.

e Una sonda de temperaturas.

e Una micropipeta.

e Una cubeta Helma para el espectrofotémetro.

Situado en la proximidad del espectrofotémetro Cary 8453 UV-VIS-NIR de la casa
Agilent.

pag. 13



TFG

Fig. 4.1 Montaje para la digestion y espectrofotometro situados en proximidad para
mejor control.

4.4. Procedimiento de andlisis y adquisicion de los espectros.

A continuacidn, se detalla el procedimiento llevado a cabo para preparar las
muestras antes de registrar sus espectros a lo largo del tiempo de los diferentes
experimentos indicados en los apartados (4.1.1 ------ 4.1.4).

En un vial se mezclaron 0.2g de Salmosan y se diluyeron con 8ml de H,0 destilada a
una temperatura de 40°C, se introdujo un iman y con ayuda de la placa e
intercalandola con agitacién manual se agito durante 10 minutos para asegurarnos
de disolver el producto.

Seguidamente se afiadid 1 ml de la solucion de NaAcO/HAcO 2M se agito
vigorosamente y se comprobd que el pH=3. Con el objetivo de separar la parte
solubilizada de la mezcla total se centrifugo durante 10 minutos a 4000rpm.

Se separé el sobrenadante decantandolo y tenemos la muestra lista para el analisis
gue se describe a continuacion.

Preparamos el montaje tal y como vemos en la figura (4.1), se sumerge el vial con el
sobrenadante en un cristalizador con H;0 y este estando sobre la placa calefactora,
dentro del vial se introdujo un imdn magnético para mantener la muestra
completamente homogeneizada, la temperatura de la muestra fue controlada con
una sonda magnética y cunado la muestra alcanzo los 412C se empezaron los
analisis, el rango de temperaturas siempre fue 40-43°C.
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A tiempos controlados se extrae una alicuota suficiente para llenar la cubeta y
registrar un espectro NIR y una vez adquirido se retorna el contenido al vial para
seguir con la monitorizacién. El tiempo transcurrido entre la manipulacion de
muestra, el registro del espectro nunca fue superior a 60 segundos.

La monitorizacién de la degradacion a pH=3 de los polisacdridos presentes en el
Salmosan, (experimento 4.1.1) no requiere manipulacion adicional a la indicada.

La degradacion en presencia de mananasa (experimento 4.1.2), y pepsina
(experimento 4.1.3), requirié anadir 1ml i 250uL de las respectivas soluciones de las
enzimas de mananasa (0.02g/ml) y pepsina (0.01g/ml) una vez se habia mezclado el
Salmosan con el agua.

Para la degradacién en presencia de pancreatina se llevé a pH=6.8 la solucién de
pepsina monitorizada anteriormente y se le afiadié 1ml de solucion (0.05g/ml) de
pancreatina para monitorizarse a continuacion.

4.5. Adquisicion de espectros y software empleado
Para realizar la medida, el cero del instrumento se realizé empleando agua destilada con

NaAc. Los espectros se registraron entre 700nm y 1100nm con un intervalo de medida

de 1nm.

En

las tablas siguientes se muestran de forma detallada el niumero de espectros

recogidos durante el tiempo de duracién de los andlisis. Se puede observar como los

tiempos de residencia del producto en las diversas partes del cuerpo del pollo son

inferiores a los tiempos transcurridos durante el analisis.

Tabla 4.1 Intervalo de medidas de las reacciones (4.1.1//4.1.3)

Tiempo entre espectros (min) | Tiempo de medida(min) Espectros obtenidos
1 0-5 5
2 5-15 5
5 15-60 8
10 60-90 3
15 90-120 2
Total 120 23

Para el analisis del salmosan + pancreatina se requirid primero hacer el analisis de la

pepsina tal y como se especificaba en el guion de trabajo e la empresa IRTA

Tabla 4.2 Intervalo de medidas salmosan + pancreatina (4.1.4)

Tiempo entre espectros (min) | Tiempo de medida(min) Espectros obtenidos
1 0-5 5
2 5-15 5
5 15-40 5
10 40-80 4
15 80-120 2
Total 120 21
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Todos los espectros obtenidos se guardaron en el software 8453UV-visible ONLINE en
formato SD y se exportaron como archivos CSV compatibles con el formato Matlab.
Estos archivos se trataron en Excel para poder crear la matriz de datos en MATLAB.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Hidrdlisis enzimdtica del Salmosan a pH= 3.

En la figura 5.1 se muestran los espectros obtenidos al monitorizar la muestra de
Salmosan a pH=3. Se observa una banda ancha alrededor de 973 nm. En esta region
espectral (800-1100 nm) aparecen las sobretonos de los grupos funcionales —OH, CH y
NH, en nuestro caso presentes en los reactivos H;O y el propio Salmosan y en la
estructura quimica de la enzima.

Salmosan Salmosan

0.2 -

—~ —min 1
—_ 3 —min 2
§ 0.15 § 0.15 7 ’“\ min 120
= = / \
S Bt / 957nm
% o1 % 0.1 972nm~ 973nm j
2 0.05 .S /’/
2 20.05 /
e [ Ea)
B 0.05 B s— 7 W

778000 850 900 950 1000 1050 1100 800 850 900 950 1000 1050 1100
Longitud de onda (nm) Longitud de onda(nm)
Fig. 5.1 Espectros NIR Salmosan Fig. 5.2 Espectros NIR Salmosan

Se observa que la intensidad de la banda aumenta y a la vez existe un cierto
desplazamiento hipsocréomico del pico hacia longitudes de onda menores. El analisis
detallado de la evolucion de la banda con el tiempo permitidé detectar que en el primer
minuto habia un cambio pronunciado respecto a los siguientes tiempos, y para su
visualizacion el espectro 1, 2 y el final se han aislado en la Figura 5.2.

El incremento en los valores de intensidad del pico alrededor de 973 nm es lo que cabe
esperar del hidrélisis enzimatica planteada en la Fig 3.2. Asi mismo, el mencionado
desplazamiento hipsocréomico (frecuencias de vibracién mas altas // longitudes de onda
mas cortas) es atribuible a la presencia de mayor cantidad de —OH libres respecto a la
molécula inicial (18).

Una aproximacion a la determinacion de los componentes que contribuyen a la
variabilidad espectral registrada, es el analisis de los componentes principales (PCA),
sobre la matriz de datos Msamosan, CUYOS resultados se muestran y discuten a continuacion.

pag. 16



TFG

Los valores de % de varianza explicado por los 5 primeros componentes principales, se
muestran en la Tabla 5.1 Su valor determinar la significancia de estos componentes y
representan las diferentes fuentes de variabilidad implicitas en los datos analizados. Se
puede observar que el valor de los dos primeros es significativamente mayor que el de
los otros y que en los tres primeros ya tendriamos explicado un 97% de la variabilidad
espectral.

Tabla 5.1. %Varianza explicada por los 5 primeros PC obtenidos al analizar los datos
espectrales de los experimentos indicados en la seccion 4.1

Experimentos (%variancia explicada)

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 | Total
Salmosan 77.93 | 15.44 2.31 1.66 |0.84 |98.18
Salmosan+mananosa 82.14 | 3.16 2.13 1.86 1.50 |90.79
Salmosan+pepsina 52.12 | 13.40 10.08 7.58 |5.45 | 88.63
Salmosan+pepsina+pancreatina | 41.63 | 28.96 11.31 6.04 |4.17 |92.11
Garrofintmananasa 84.30 | 14.68 0.58 0.11 | 0.09 |99.76

Las Figuras 5.3 pertenecientes al andlisis del Salmosan expuestas a continuacion,
muestran los valores de los coeficientes, Figuras 5.3 (A, C, E) de cada PC versus las
longitudes de onda y de los scores Figuras 5.3 (B, D, F) versus el tiempo de los tres
primeros componentes principales (95.68% de varianza en total).

A) B)
coeff 1PC 1PC evolucion
0.1 0.1r
0.05 A
R 0.05 ‘l\</3m1n
0 —— -
~ 1027nm .
-0.05 912nm \\\\ 0 \\<20m1n om
R 1 min
-0.1 95gnm/ I 2min / 75min
-0.05 -
850 900 950 1000 1050 0 20 40 60 80 100
Longitud de onda(nm) tiempo(min)
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Figura 5.3. Representacion de valores de los coeficientes, de los tres primeros componentes

principales Salmosan versus las longitudes de onda Figuras 5.3 (A, C, E) y de los scores versus el
tiempo. Figuras 5.3(B, D, F).

Claramente el perfil mostrado en la Figura 5.3.B, corresponde a la evolucion de un
reactivo, el Salmosan que sabemos que es una mezcla de polisacdrido y la enzima
mananasa. También se observa que el gradiente de los cambios varia en funcién del
tiempo, lo que sugiere un proceso que involucre distintas etapas, como no indica la
informacién aportada por el grupo IRTA. El perfil de los coeficientes asociados a este
componente, Figura 5.3A, muestran valores distintos de cero para las longitudes de
onda comprendidas entre 920 y 1100. Siendo mayores los comprendidos entre 1000 nm
y 1100 nm. Lo cual sugiere que sea representativo de la enzima mananasa.

El espectro asociado al segundo PC, Figura 5.3C, es caracteristico de los grupos OH-.
Cabe senalar que el maximo del pico caracteristico de los grupos OH aparece desplazada
a 964 nm lo que sugiere que sea representativo de grupos —OH mas libres y por tanto
atribuible al producto de reaccién formado. La interpretacién de la evolucion con el
tiempo de los espectros en este PC, Figura 5.3D, no es tan sencilla. Entre el minuto 1y
15 se observa un pico con un maximo alrededor del minuto 10 y luego otro maximo
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alrededor de 25 min. Este comportamiento hace pensar en la presencia de diversas
reacciones simultaneas.

Similar interpretacion a la realizada para este componente se puede llevar con las
Figuras 5.3E y 5.3F. En el espectro de la Figura 5.3E las bandas mas significativas
aparecen a las longitudes de onda tipicas del OH y del NH, ambos presentes en la mezcla
de reaccidn. Las formas de la evolucién con el tiempo de los scores de este factor
nuevamente serian representativos de reacciones donde hay un intermedio.

La evolucién de estos factores con el tiempo se puede visualizar en la Figura 5.3. obtenida
al realizar el analisis EFA sobre la matriz de datos.

Salmosan a pH =3

I
[E—

1
N
A
!

1
(U8)

log(eigenvalues)

1
n

2 5 9 15 25 45 75 109
tiempo (min)

Fig. 5.4 EFA perteneciente al Salmosan

Los dos primeros componentes aparecen desde el principio. El tercer componente en el

minuto 3, mientras que el 42 y 52 no aparecen hasta los minutos 14 y 45
respectivamente.

Globalmente estos resultados, coincidian con los que se habian obtenido en el trabajo
anterior (6), por lo que se confirmaba que el comportamiento del Salmosan era similar
al gue se habia constatado con las gomas vegetales puras (garrofin, guar, etc).

5.2. Efecto de la concentracion de la enzima en la hidrdlisis enzimdtica del
Salmosan a pH=3.

Los resultados de los espectros obtenidos en el experimento llevado a cabo cuando al
Salmosan se le habia afiadido mananasa, matriz de datos M saimosan+mananasa, Para evaluar el
efecto de la concentracidn de esta enzima en el Salmosan se muestran en la Figura 5.5.
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Fig. 5.5 Espectro NIR correspondientes al Fig. 5.6 Espectro NIR correspondientes al
experimento Salmosan + mananassa experimento Salmosan + mananassa

En este caso el pico caracteristico del grupo funcional OH aparece desde el inicio a
longitudes de onda menores (958nm), esto es atribuible a una rapida hidrdlisis del
polisacarido.

Una detallada exploracion de los espectros obtenidos permitié observar que el sentido
de la evolucién de los picos cambia con el tiempo. A modo de ejemplo se muestra la
Figura 5.6. En ella se observa que la banda alrededor de 959 nm disminuye hasta el
minuto 3 y luego aumenta de nuevo. En el final del analisis, aparece una fuerte banda
en la regién del grupo —NH (1000-1100 nm). Lo cual se puede atribuir a una ruptura de
las estructuras de la enzima. Que facilitaria mayores vibraciones del enlace N-H

El analisis de componentes principales, confirmé la evolucidon comentada. La varianza
explicada por los cinco primeros componentes es practicamente del 90%. El 12 PC ya
explica un 82% de la varianza, Tabla 5.1.

En la Figura 5.7A se muestran los resultados de los coeficientes del 1PC (82% varianza
versus los valores de longitud de onda y de sus scores respectro al tiempo Figura 5.7B.
El espectro de la Figura 5.7A es similar al espectro obtenido en el minuto 120, cuando
la hidrélisis posiblemente esté muy avanzada. La evolucion con el tiempo de los
escores, Figura 5.7B, nos muestra un perfil tipico de un reactivo entre el minuto 1y 3,
pero a partir de aqui una evolucién creciente propia de un producto y atribuible a un
avance de la hidrdlisis de los polisacaridos. Nuevamente la interpretacién de los otros
perfiles, que no son tan relevantes, tampoco es sencilla.
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Figura 5.7. Representacion de valores de los coeficientes Salmosan+mananasa, de los tres
primeros componentes principales versus las longitudes de onda Figuras 5.7 (A, C, E) y de los

scores versus el tiempo. Figuras 5.7(B, D, F).

La evolucion de los factores con el tiempo se muestra en la Figura 5.8
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Fig. 5.8 EFA perteneciente al Salmosan + mananassa

En este grafico se visualiza claramente que la reaccidon estd siendo mas rapida, los

valores de los valores propios son mayores y salen antes en el tiempo mostrado en la

figura 5.4. Este resultado es el que cabia esperar, dado que las velocidades de las

reacciones se ven afectadas por las concentraciones de los reactivos, sin embargo

proporciona una informacidn util desde el punto de vista practico. Si el objetivo es que

la mananasa llegue al intestino, para evitar la slamonelosis, no es conveniente trabajar

en condiciones que aceleren la reaccién, por lo tanto es importante controlar la

concentarcion de la enzima.

5.3. Hidrdlisis enzimdtica del Salmosan a pH=3 en presencia de pepsina.
La Figura 5.9, muestra los espectros obtenidos en condiciones representativas de la zona

gastrica de las aves, buche y molleja, (pH= 3, y pepsina). Un aspecto llamativo es que

comparativamente en lo comentado en la figura 5.1, las diferencias en el maximo del

pico con el tiempo son menores lo cual hace pensar que la pepsina ralentiza la hidrolisis

del Salmosan, Para ilustralo en la Figura 6.0 se han aislado los espectros a tiempo 1min

y tiempo final.
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El andlisis de componentes principales, mostré que la varianza explicada por los 5
primeros componentes es relativamente menor a los casos anteriores. El primer
componente principal (Tabla 5.1) solo explica un 52% de la varianza y la importancia de
los sucesivos componentes es similar. Este hecho es compatible con la presencia de un
mayor numero de enzimas, la mananasa presente en el Salmosan y la pepsina. En la
Figura 6.1A, se muestra los perfiles de los coeficientes y de los scores para el primer
componente principal (52 % varianza), y los valores de los coeficientes de los 3 siguientes
PC (PC2, PC3y PC4).

Ahora en la Figura 6.1A, representativa de los coeficientes del 12PC, aparecen valores
significativos a longitudes de onda caracteristicas de los -OH mas libres (alrededor de
964nm) y también en la region de los -NH (1000-1100nm). Lo que se interpreta como
gue este PC nos representa la evolucién de compuestos en los que hay grupos -OH vy -
NH mas libres. Esto seria compatible con una cierta hidrdlisis de los polisacaridos
presentes en el Salmosan y de ruptura de las estructuras de las enzimas.

Esto podria justificar la no uniforme evolucién del valor de los scores con el tiempo
Figura6.1 B. Al inicio, minuto 2, se ve un relativo incremento de sus valores posiblemente
atribuible a la presencia de los fragmentos mas pequefios del polisacarido, pero luego
aparecen comportamiento de crecimiento y decrecimiento variables, que son dificiles
de interpretar.

Cabe resaltar que en la representacién de los coeficientes de los PC2 (13% varianza) y
PC3 (10%) solo se observan valores diferentes de cero en la zona representativa de los -
NH. Lo cual sugiere que en estas condiciones puede haber una cierta interaccién quimica
entre ambas. En el 42 PC (7% varianza), Figura 6.1E vuelven a aparecer las bandas de los

polisacaridos.
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Figura 6.1. Representacion de valores de los coeficientes Salmosan+pepsina, de los tres primeros
componentes principales versus las longitudes de onda Figuras 6.1 (A, C, E, G) y de los scores

versus el tiempo. Figuras 6.1(B, D, F, H).

Comparativamente con el caso del Salmosan a pH=3, Figura 5.4, la evolucién de los
factores con el tiempo, Figura 6.2, no aporta informacién adicional respecto a la
aparicion de los primeros factores, pero su valor es mucho mas pequefio y considerando
el umbral de log eigen value =-4, aparecen mucho mas factor, probablemente como

consecuencia de posibles interacciones entre ambas enzimas.
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Fig. 6.2 EFA perteneciente al Salmosan + Pepsina

5.4. Hidrdlisis enzimdtica del resultado final del punto 3, a pH= 6,8 y en presencia
de pancreatina.

Cuando se siguieron registrando los espectros NIR de la mezcla anterior (Salmosan +
pepsina a pH = 3 + pancreatina a pH=6,8) para evaluar la degradacién en condiciones
del tracto intestinal, los espectros fueron muy similares a lo comentado anteriormente.
Cabe destacar que nuevamente aparecen bandas a longitudes de onda sobre 1100
atribuibles a los sobretonos de los grupos -NH de la enzima, esto nos hace pensar que
nuevamente la enzima vuelve a degradarse en el tracto intestinal. A modo de ejemplo
en la Figura 6.4 se muestran los espectros obtenidos en los minutos 1,2 y 120.

Salmosan+Pancreatina Salmo+Pancre
02 - 1 0.2r ~

—~ s\. s —minl / N
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2 2 min120) ~ 970nm 971nm
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) 15)
2 0~ — = — —d
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Fig. 6.4 Espectro NIR correspondientes al
experimento Salmosan + Pancreatina

Longitud de onda(nm)
Fig. 6.3 Espectro NIR correspondientes al
experimento Salmosan + Pancreatina
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Nuevamente, la variabilidad espectral en los espectros registrados se repartia de una
forma relativamente homogénea entre los primeros componentes. Tabla 5.1 El 12 PC
solo representa el 42% de la varianza y el 5 2 PC un 4,16%, lo cual no es de extraiar
teniendo presente el mayor grado de complejidad de la muestra a analizada.

La Figura 6.5 muestra los valores de los coeficientes y de los scores de los 4 primeros
componentes. El grafico de los coeficientes de los 2 primeros PC (Figuras 6.5A y 6.5C),
muestran valores diferentes de cero en longitudes de onda caracteristicas tanto de los -
OH como de los —NH, aunque el signo de ambas zonas es diferente en los dos
componentes. (el 12 PC, Fig 15A, valores positivos para los caracteristicos del -OH
alrededor de 966 nm,) y negativos para los caracteristicos del —-NH (entre 1000 y 1100
nm). En el grafico del 22 PC, Fig. 15 C, los signos de estas zonas son opuestos, por tanto,
ambos factores podrian ser representativos de variaciones en las condiciones de
compuestos que llevan estos enlaces (-OH y las enzimas).

La evolucion de los scores en el tiempo del primer PC, fig. 6.5B Parece indicar que la
hidrolisis sigue su curso y en los primeros 10 minutos tenemos un pico posiblemente
porque se forman nuevos fragmentos tanto del polisacarido como de la enzima, luego
en el minuto 35 nuevamente se muestra otro pico el cual puede significar una nueva
etapa de hidrolisis. Si nos fijamos en la evolucién del PC2 fig.6.5D. Durante los primeros
25 minutos vemos un crecimiento irregular dificil de interpretar.

Finalmente, en los graficos de los coeficientes de los dos ultimos PCs (PC3 y PC4, fig. E,
G) solo aparecen valores distintos de cero a las longitudes de onda propias de -NH,
presentes en la estructura de las enzimas y la evolucién de los scores de los espectros
con el tiempo, en estos factores, fig. F y H muestran una tendencia igualmente irregular.
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Figura 6.5. Representacion de valores de los coeficientes Salmosan+Pancreatina, de los tres

primeros componentes principales versus las longitudes de onda Figuras 6.5 (A, C, E, G) y de los
scores versus el tiempo. Figuras 6.5(B, D, F, H).

El analisis de factores emergentes sobre los datos obtenidos en esta reacciéon se muestra
en la Figura 6.6. Nuevamente se observd que el nimero de factores que aparecian como

significativos era mayor que en ausencia de pepsina y pancreatina, reflejando la
complejidad de la muestra analizada.

Se observa que en los 10 primeros minutos emergen un total de 6 factores emergentes
a tener en cuenta que aportan informacion. El hecho de tener tantos factores puede ser
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debido al numero de situaciones quimicas diferentes en el transcurso de la reaccién y
también con el nimero de especies quimicas activas.

EVOLVING FACTOR ANALYSIS

to
T
1

log(eigenvalues)
o

IN

tiempo(min)

Fig. 6.6 EFA perteneciente al Salmosan + Pancreatina

6. CONCLUSIONS

After looking at the results from Salmosan in acidified water at pH=3, It has been
observed that the methodology used for the study of enzymatic hydrolysis is a method
for the study of the reaction. It was observed a simility to pure [-galactomannans
hidrolitzation, the conclusion from this point is that the product contains some [3-
manasa.

After analysing the results of the concentration in the enzyme was observed that after
increasing the enzyme concentration the polysaccharide hydrolysis was done much
faster. If the aim is to introduce the product in the intestines of the bird, a cautelous
control of the manoses is a must, because even though they get degraded by time, a
high concentration on manoses could produce faster hydrolitaztion of polysaccharides.

The activity enzyme was seen to decrease with time, but it was impossible to determine
their actual life time.

As the Salmosan goes through the gastrointestinal tract and arrive to the crop and
gizzard respectively, is when the enzyme takes part in the process, There seems to be a
certain competition between papsin and b-mananasa, and because of this there seems
to be some inhibition in the degradation of the polysaccharide and looks like produces
an inhabitation for the polysaccharide.

In the last experimentation conditions for the next step in the intestine were simulated,
but with variations of the pH concentration. In consequence (Duodeno, Yeyuno, lledn)
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a reactivation of the hydrolysis is observed making us think that a big part of their activity
it was use don de gastrointestinal tract.

CONCLUSIONES

Al observar los resultados del Salmosan en agua a pH=3 se ha observado que la
metodologia utilizada para el estudio de la hidrolisis enzimatica es un método valido
para el estudio de la reaccion ademads se observa una elevada similitud con la hidrolisis
de los P—galactomananos puros lo que nos lleva a concluir que dicho producto
efectivamente contiene cierta cantidad de -mananasa.

Al analizar el efecto de la concentracidon en la enzima se observé que al elevar la
concentracion de dicha enzima la hidrolisis del polisacarido ocurria de manera mucho
mas rapida. Esto nos lleva a la conclusién de que, si el objetivo del producto es llegar a
todas las zonas intestinales del ave, habra de controlar-se con extrema precaucion la
concentraciéon de las manosas que, aunque se degraden con el tiempo, una
concentracion demasiado elevada podria hidrolizar el polisacdrido demasiado rapido y
el producto podriamos suponer que no sera efectivo.

Se ha podido verificar que la actividad de la enzima degrada lentamente durante el
transcurso del tiempo, pero no podemos llegar a dictaminar un tiempo de caducidad del
producto.

Cuando el salmosan avanza por el tracto digestivo y llega a las zonas del buche y la
molleja respectivamente, es cuando entra en accién la enzima pepsina, parece haber
una cierta competencia entre la pepsina y la B-mananasa y debido a esto parece haber
una cierta inhibicion en la degradacién del polisacarido.

En el ultimo experimento se simularon las condiciones de la siguiente zona intestinal y
variamos su pH en consecuencia (Duodeno, Yeyuno, lledn) se observa una reactivacion
de la hidrolisis por lo que nos da a pensar que gran parte de su actividad se lleva a cabo
en esta parte del aparato digestivo.

Estudio de la interaccién entre enzimas. Esto se podria llevar a cabo con las gomas
vegetales puras.
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