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Resumen.

En la actualidad, la produccién de tequila en México se ha ido incrementando
afio con afo. Hasta el 2018 se produjeron alrededor de 309 millones de litros, lo
que representa un consumo de agave azul de 1, 138, 880 ton/afio. Sin embargo,
esta industria genera cerca de 450, 000 ton de residuos compuestos por hojas o
pencas de agave. Estas hojas contienen aproximadamente 24% base seca de

inulina.

La inulina de agave (agavina) es un polimero constituido por moléculas de
fructosa con enlaces B- (2-1) y B-(2-6). A diferencia de las inulinas comerciales
(lineales, p.e chicoria) esta inulina es altamente ramificada y las enzimas
comerciales que hidrolizan a la inulina lineal presentan muy poca o nula actividad
frente a la inulina ramificada. En nuestro grupo de trabajo contamos con
microorganismos aislados de residuos de agave capaces de utilizar a la inulina
ramificada como Unica fuente de carbono. Entre los microorganismos destaca
Kluyveromyces marxianus AZ8, cuya inulinasa es capaz de hidrolizar a la

agavina hasta fructosa.

En el presente trabajo, a partir de la cepa mencionada aislada de bagazo de
agave mezcalero, se indujo la inulinasa extracelular empleando inulina de agave
azul en el medio de cultivo en condiciones de agitacion. Se observd que
aumentando la inulina al 1% (m/v) y extracto de levadura al 1% en el medio de
cultivo hay una mayor produccion de enzima respecto a un medio establecido

previamente con 0.5% de inulina y 0.2% de extracto de levadura.

Por otra parte, se purifico la inulinasa extracelular producida por la levadura
mediante Cromatografia Liquida Rapida de Proteina (FPLC) en una columna de

exclusion molecular Cal Superdex 2000 obteniendo un rendimiento del 97.08 %.

Se determind que la inulinasa producida es una exoinulinasa la cual tiene un
peso molecular de 274.17 kDa y es una enzima glicosilada. Tiene una actividad
Optima a los 50 °C y a un pH 6ptimo de 5.0. Cinéticamente tiene una Km de
4+1.085 mM y una Vmax de 600 + 85 U/mg a dichas condiciones y utilizando

inulina de agave azul como sustrato.



1. Antecedentes

1.1 El agave

El agave es la materia prima para la elaboracion de tequila, mezcal y otras
bebidas alcohdlicas destiladas. México posee la denominacion de origen del
tequila y el mezcal los cuales son bebidas alcohdlicas altamente apreciadas en
el mercado internacional. En el afio 2016 la produccién de agave representd un
1.25% del PIB agricola nacional y en ese mismo afio se produjo cerca de 1.88
millones de toneladas de agave tan solo para la produccion de estas bebidas.
Dentro de los principales estados productores de agave se encuentra: Jalisco,
Oaxaca, Durango, Guanajuato, Guerrero, Michoacan, Nayarit, San Luis Potosi,
Sonora, Tamaulipas y Zacatecas. Se estima que para el 2030 la produccién de
agave tequilero y mezcalero sea de 2.12 millones de toneladas (SAGARPA,
2017).

Por otra parte, la creciente agroindustria del agave, ya sea por produccion de
tequila, mezcal u otras bebidas alcohdlicas, genera residuos liquidos (vinazas) y
sélidos (bagazo y pencas u hojas) cuya produccion aumenta de manera paralela
al crecimiento de esta industria. En 2018, de acuerdo al Consejo Regulador del

Tequila, se produjeron alrededor de 800 mil toneladas de estos residuos sdlidos.

En el presente trabajo se hace énfasis en el potencial de aprovechamiento de
las pencas u hojas debido a que las pencas son uno de los primeros residuos
sélidos que se generan en la produccion de destilados de agave. Estas
permanecen en el campo durante el crecimiento y la cosecha de las pifias o
cabezas (ifliguez-Covarrubias et al., 2001). Actualmente estas hojas del agave
no se usan en ningun proceso industrial y cada afio se producen
aproximadamente 443.800 toneladas como residuo de la industria tequilera
(Caro Bermudez et. al., 2001).

Anatomicamente, y en particular el Agave tequilana Weber azul es una planta
suculenta que crece de manera radial hasta 1.2 £ 1.8 m de altura con tallos cortos
y gruesos de 30 + 50 cm de altura en la madurez. Presenta una panicula de 5 £
6 m de altura (comunmente llamado jiote), grande y muy ramificada con 20 + 25
umbelas grandes y variadas de flores verdes con estambres rosados. Flores de
68 £ 75 mm de largo sobre pedicelos pequefios de bracteolato de 3 £ 8 mm de



largo. La parte comercialmente importante de A. tequilana Weber azul para la
produccion de tequila es el tallo y las bases de las hojas, comiunmente
denominadas "cabeza" o "pifia" porque se parece a una fruta de pifia. (Gentry,

1982). En la Figura 1 se muestra el esquema general de una planta de agave.

Las pencas se cortan cerca de sus bases periédicamente, hasta el momento en
gue se cosechan las pifias, aproximadamente 7-9 afios después de la siembra.
Para poder llevar a cabo esta cosecha, primero debe aparecer la inflorescencia

de la planta.

Las hojas de Agave tequilana Weber azul son de 90 + 120 cm de largo, 8 =+ 12
cm de ancho, lanceoladas, acuminadas, fibrosas firmes, en su mayoria
rigidamente extendidas, concavas, ascienden hacia la horizontal, mas anchas a
través del medio, estrechadas y engrosadas hacia la base, color azuladas a
grises verde, a veces con zonas cruzadas; dientes regulares en tamafio y
espaciado raramente irregulares, en su mayoria de 3 £ 6 mm de largo a través
de la cuchilla media (Gentry, 1982).



- Figura 1. Partes de una plante de agave (Agave abisaii). A. Habito con
panicula. B. Habito. C y D. Hojas. E. Dientes de hoja. F. Espina. G. Flores en
una rama. H. Brote de flor. I. Seccién longitudinal de una flor en la antesis. J.

Flor en la antesis. K. Capsulas. L. Semillas. (Vazquez-Garcia et al., 2013)

En lo que respecta a la composicion quimica de las pencas, esta varia de
acuerdo a la especie y las condiciones de cultivo. Se menciona la composicién
en cuanto a inulina y otros azucares a lo largo de las pencas de Agave tequilana.
Weber azul (Tabla 1) debido a que es una de las mas producidas y estudiadas
por su importancia en la industria del tequila asi como la cantidad de agave que

de esta especie que se cultiva.

Tabla 1. Azucares contenidos en diferentes fracciones de la penca de A.
tequilana. Azul (Soto et. al., 2011).



Fraccion Componente (%Base seca)

ARD FOS Inulina
Punta de penca 17,81 6,24 26,30
Base de penca 18,18 13,66 24,52

ARD: azucares reductores directos, FOS: fructooligosacaridos.

En el presente trabajo el compuesto de interés es principalmente la inulina cuyo
contenido de esta sustancia varia a lo largo de la penca. EI mayor contenido de
inulina se encuentra en la base de la hoja con alrededor de un 25% (base seca)
en el estado de madurez éptimo de la planta. Ademas de la inulina existen otros
componentes de aplicacion biotecnologica sobre los cuales se realizan estudios
como son la utilizacién de sus fibras para producir papel (Iniguez-Covarrubias et.
al., 2001), extraccion de compuestos bioactivos como las sapogeninas obtencién
de fructooligosacaridos (FOS), azucares no hidrolizables y otros azlcares

fermentables para produccién de biocombustibles, (Alonso y Rigal 1997).

1.2 Fructanos de agave e Inulina

Las plantas del género Agave almacenan fructanos como principal carbohidrato
de reserva. El término genérico de fructanos se emplea para los oligosacaridos
y polisacaridos que contienen enlaces glicosidicos con fructosa en su estructura
(Benkeblia, 2013). En las plantas, los fructanos se sintetizan a partir de una
molécula aceptora de sacarosa. La fructosa puede unirse tanto a la glucosa,

como a la fructosa generando una gran diversidad de fructanos.

En la industria alimentaria la fuente de fructanos mas utilizada hasta el momento
es la inulina. Sin embargo, existe un amplio potencial para los fructanos de
agave, los cuales son una mezcla de isémeros de fructosa que incluye inulinas
y se distinguen por la presencia de agavinas, estructuras ramificadas con
potencial para aportar propiedades funcionales biolégicas y tecnoldgicas de gran

interés a la industria de alimentos (Figura 2).
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- Figura 2. Tipos de estructuras para algunos fructanos ramificados de Agave

spp. Donde n = moléculas de fructosa. (Mancilla-Margalli y Lépez, 2006).

Quimicamente la inulina es un polimero lineal presente como carbohidrato de
almacenamiento en mas de 30,000 especies de plantas. Se compone por 10-60
unidades de fructosa con una molécula de glucosa terminal. El término inulina
es el nombre genérico que cubre todos los fructanos lineales unidos por enlaces
B-(2,1). En la mayoria de los casos la inulina se encuentra como una mezcla de
cadenas de fructosa con cierta longitud (grado de polimerizacién), lo cual
depende de la fuente, el momento de cosecha, la especie de planta, etc. (Meyer
& Blaauwhoed, 2009).

A diferencia de la inulina comercialmente usada que proviene de la achicoria la
cual es lineal, el agave, ademas de inulina, posee polimeros altamente
ramificados que presentan una mezcla de enlaces B-(2,1) y B-(2,6). Este es el
caso de los fructanos del A. tequilana Azul debido a su alto grado de ramificacién

han sido denominados agavinas.

En cuanto al uso y aplicaciones de la inulina, ésta es ampliamente utilizada en la
industria alimentaria como modificador de textura, para reemplazar la grasa o
como un edulcorante de bajo aporte calorico. Adicionalmente tiene diversas
aplicaciones en otros campos como la farmacéutica. Otras aplicaciones de
relevancia relacionadas con la hidrdlisis y tratamiento de la inulina son la
produccion de jarabes de alta fructosa, obtencion de fructosa cristalina,

obtencion de fructooligosacaridos, biocombustibles y acidos organicos entre



otros (Mensink et al., 2015; Singh et al., 2019). En los ultimos afios ha habido un
creciente interés en el uso de fructanos de agave como un ingrediente potencial
de alimentos funcionales, ya sea por sus propiedades tecnolégicas o
nutracéuticas. Muchas de sus aplicaciones dependen de su longitud de cadena,
ya que ésta determina sus caracteristicas fisicoquimicas. De forma general se
asocia que los fructanos de cadena larga presentan gran interés de aplicacion
por sus propiedades fisicoquimicas y reologicas, mientras que los de cadena
corta por sus propiedades funcionales como prebiodtico (Velazquez-Martinez
et al., 2014).

1.3 Hidrdlisis de fructanos de agave.

Uno de los métodos mas utilizados para obtener fructosa a partir de los fructanos
de agave es la hidrolisis por medio de calor y adicion de acidos (Avila-Fernandez
et. al., 2011). Después de la coccidn de las pifias se obtiene un jugo crudo por
presion o lixiviado al cual se le disminuye el pH a un valor de 3.0
aproximadamente y se lleva a una temperatura de 80 °C. Para la disminucion del
pH se emplea acido clorhidrico, sulftrico o fosforico, también se pueden emplear
resinas de intercambio catiénico. La hidrélisis acido-térmica es muy eficiente y
rapida lograndose rendimientos del 100% de los carbohidratos presentes en el
jugo en tiempos de alrededor de cuatro horas. Una de las desventajas en los
tratamientos quimicos o térmicos es la generacion de compuestos inhibidores
de la fermentacion como el hidroximetilfurfural. Para la optimizacion de la
hidrélisis de fructanos de agave, se han realizado algunos estudios que
desarrollan procesos enzimaticos para reducir el consumo de energia y

aumentar la recuperacion de azucares (Mufioz-Gutiérrez et. al., 2009).

Dado que se prefiere reducir el uso de acidos en los procesos para disminuir
riesgos a la salud, una opcién para evitar la hidrdlisis 4cida es la hidrolisis
enzimatica. Esta ha sido estudiada y reportada por numerosos autores. Sin
embargo, no es muy utilizada a nivel industrial debido al alto costo de las enzimas
(Avila-Fernandez et al., 2009). El empleo de enzimas a nivel industrial también
supone ventajas econdmicas ya que puede llevarse a cabo a temperaturas
moderadas de reaccién (50-60°C) y a valores de pH a los que normalmente se
obtiene el jugo de agave (4.7- 5.5). Por otro lado, los tiempos de reaccidn suelen

ser cortos, dependiendo de la actividad de la enzima empleada. El coctel



comercial mas utilizado en hidrdlisis enzimatica de fructanos de agave es
Fructozyme L (Novozymes, Novo Nordisk), coctel que contiene principalmente
dos actividades enziméaticas provenientes de Aspergillus niger (exoinulinasas y

endoinulinasas).

Por otra parte, se ha reportado que no existen diferencias sensoriales
importantes entre tequilas producidos por hidrdlisis enzimatica y aquellos

obtenidos por hidrélisis acida (Waleckx et. al., 2011).

1.4 Inulinasas

Las inulinasas forman parte de la familia de las Glucosil Hidrolasas 32 (GH32)
gue comprende a un gran grupo de enzimas como: las endo y exo-inulinasas
fungicas y bacterianas, levanasas, exohidrolasas de fructanos vegetales (FEH)
y enzimas biosintéticas de fructanos vegetales (FBE), también nombradas
fructosiltransferasas. Sobre la base de su accion sobre la inulina, las inulinasas
se clasifican como exoinulinasas (B-d-fructano fructonohidrolasa; EC 3.2.1.80) y
endoinulinasas (1-B-d-fructano fructanohidrolasa; EC 3.2.1.7). Las exoinulinasas
hidrolizan los enlaces terminales presentes en la inulina produciendo fructosa
por su parte las endoinulinasas actian aleatoriamente sobre los enlaces
glicosidicos B-2,1 internos de la inulina y producen fructooligosacaridos, los
cuales poseen bajo peso molecular y grado de polimerizacibn menor a 10

unidades de fructosa.

En lo que concierne a la fuente de las inulinasas, se han reportado de plantas,
animales y microorganismos como sus fuentes. Se encuentran presentes en
mucha menor cantidad en plantas y animales, lo que restringe su explotacion e
investigaciéon para aplicaciones industriales. Por su parte, las inulinasas
microbianas (Tabla 2) son una fuente importante de enzimas industriales
conocidas por su elevada capacidad de hidrolizar la inulina en fructosa o

fructooligosacéaridos.

Tabla 2. Microorganismos productores de inulinasas. (Neagu, C. Bahrim, G.
2011).

Microorganismo Actividad maxima Referencia
Hongos
Aspergillus Niger 1.75 U/mL Gern et al., 2001



Aspergillus fumigatus
Aspergillus awamori
Aspergillus ochraceus
Aspergillus ficuum
Aspergillus parasiticus
Geotrichum candidum
Rhizoctonia solani

Chrysosporium pannorum
Bacterias
Paenibacillus spp.

Streptomyces spp.

Bacillus spp.
Pseudomonas spp.
Arthrobacter spp.

Levaduras
Pichia guilliermondii

Crytococcus aureus

Yarrowia lipolitica

Debaryomyces hansenii
Candida kefyr
Kluyveromyces marxianus

*U, IU- Actividad expresada como unidades de actividad internacional

**gds- gramos de sustrato seco

100 U/mL

52.51U/mL
No disponible
No disponible

108 Total U
193.6 U/gds
2.9 U/mL
45.65 IlU/mL
1.792 U/mL

115 U/mL

2.48 g/L

524 1U/L
89 U/gds
42.36 U/mL
No disponible
No disponible

39.56 U/mL
61.5 U/mL
130.38 U/mL
60.1 U/mL
52.37 U/mL
85 U/mL
436.2 U/gds
62.85 U/mL
22.5U/mg
52.52 U/mL
40 U/mL
194.1 U/mL
127 U/mL
176 IU/mL
208 1U/mL
262.9 U/mg
1294 U/mL
18743 U/mL
50.2 IU/mL
47.11U/mL
250 U/gds
47.2 U/mL
1317 U/mL
1139 U/mL

Ge and Zhag, 2005
Kumar et al., 2005
Gill et al., 2006
Nagem et al., 2004

Guimaraes et al., 2007
Chen et al., 2011
Ertan et al., 2003

Mughal et al., 2003
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Respecto al mecanismo de reaccion, las enzimas GH32 presentan retencion
general de la configuracion en el 4tomo de carbono anomeérico del sustrato. La
hidrélisis se realiza mediante una catalisis &cida general que requiere dos
residuos cataliticos: un donante de protones y un nucledfilo (McCarter & Stephen
Withers, 1994). Las enzimas del clan GH-J al cual pertenecen las GH32,
comparten un dominio N-terminal B propela formado por cinco hojas-f3,
dispuestas alrededor de una cavidad central que acomoda el sitio activo (dominio
catalitico). Dentro del sitio catalitico hay tres residuos clave de aminoacidos
acidos que estan rodeados de secuencias conservadas en la familia GH32.
NDPNG (Asp (D) que actia como nucledfilo), RDP (Asp (D) que actda como
estabilizador del estado transitorio) y EC (Glu (E) actuando como el catalizador
acido base) (Figura 3). Estos aminoacidos son esenciales en la unién al sustrato
y la hidrdlisis. Otro dominio que caracteriza a este grupo de enzimas es la
presencia del grupo B-sandwich, el cual no se presenta en la familia GH68
(Alvaro-Benito et al., 2012).

Ac/B

HO —~ AclB Ac/B
Ho —~_ —~_
o
Q HO’
Ho 0 HO
Ho oH
OH H,0H [} °
X 0

Intermediario covalente

Figura 3. Reaccion general catalizada por enzimas del clan GH-J a través de un
mecanismo de doble desplazamiento que involucra un intermediario covalente
(Alvaro-Benito et al., 2012).

Para el caso especifico del agave se recomienda utilizar algin coctel que
contenga la actividad endo y exo, puesto que se ha reportado que cuando se
emplean Unicamente enzimas del tipo endoinulinasa la hidrdlisis de los fructanos
de agave no es factible. Esto es debido debido a que las endoinulinasas no son
capaces de hidrolizar fructanos ramificados como los del agave por problemas
de impedimento estérico ante las ramificaciones (Alvarado, et. al. 2014). Ante la

baja preferencia de las inulinasas por hidrolizar fructanos de agave, se ha
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incursionado en la busqueda de enzimas con preferencia por estos sustratos.
Asi, hay reportes sobre enzimas producidas por la levadura Kluyveromyces
marxianus muy eficaces en la obtencion de fructosa a partir de fructanos de
agave comparadas con los cocteles comerciales Fructozyme® y Novozyme
960® (Arrizon et. al., 2011).

1.5 Kluyveromyces marxianus.

Algunas levaduras se han utilizado ampliamente en la fabricacion de alimentos
para humanos; como S. cerevisiae, K. marxianus y C. utilis las cuales cuentan
con el estado GRAS (Generally Recognized as Safe) para consumo humano por
parte de la FDA de los EE. UU y QPS (Quealified Presumption of Safety)
otorgado por la Unién Europea. K. marxianus y sus especies relacionadas se
usan ampliamente debido a su capacidad para asimilar la lactosa. Los
carbohidratos presentes en el suero de queso, pero también pueden crecer con
inulina y otros azucares simples como la glucosa, la fructosa y la sacarosa; Por
eso, a veces, también se cultiva en melaza. Dado que puede crecer a
temperaturas de hasta 45 ° C, se ha utilizado para producir biomasa en areas

tropicales (Garcia-Garibay, et. al, 2003).

Kluyveromyces marxianus es una levadura hemiascomicetosa, esta relacionada
filogenéticamente con S. cerevisiae y es hermana de la especie mas conocida,
Kluyveromyces lactis (Lachance, 1998; Llorente et al., 2000). La principal
caracteristica comun de K. lactis y K. marxianus es la capacidad de asimilar

lactosa y utilizar este azucar como fuente de carbono (Lane y Morrissey, 2010).

Referente a la produccion de enzimas inulinoliticas, algunos de los
microorganismos productores de inulinasas de mayor rendimiento son:
Aspergillus spp, Penicillium spp, Bacillus spp, Clostridium spp, Pseudomonas
spp, Arthrobacter spp, Staphylococcus spp, Xanthomonas spp, Kluyveromyces
spp, Cryptococcus spp, Pichia spp, Sporotrichum spp, y Candida spp. En algunos
trabajos se prefiere Kluyveromyces spp., debido a su estado GRAS, ademas de
su capacidad de una velocidad de crecimiento rapido, un amplio espectro de
sustratos que ayuden a su desarrollo, su termotolerancia, ya que tiene la
capacidad de crecer sobre los 52°C, y una alta capacidad secretora de enzimas
liticas (Singh et al., 2006). En la Tabla 3. Se mencionan distintas inulinasas de

algunas cepas de K.marxianus estudiadas.
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Tabla 3. Cepas de Kluyveromyces marxianus y rendimientos en inulinasa
(Castillo y Chamy, 2010).

Microorganismo Tipo de Actividad (U/mL)
cultivo
Kluyveromyces sp. Y-85 Liquido 59.5
K. marxianus Liquido 43.7
K. marxianus ATCC 36907 Liquido 260
K. marxianus ATCC53466 Liquido 0.418
K. marxianus CDBB-L-278 Liquido 82
K. marxianus var. Marxianus CBS 6556 Liquido 3000
K. marxianus UCD(FST) 55-82 Liquido 212
K. marxianus var. Bulgaricus Continuo 107
K. marxianus ATCC 16045 Liquido 121
K. marxianus var. Bulgaricus Liquido 4.1
K. marxianus (Aly A2) Liquido 32
K. marxianus NRRL-Y7571 Solido 391.9 U/g
K. marxianus NRRL-Y7571 Liquido 8.87 U/g.h
K. marxianus S120 Solido 24.5
K. marxianus YS-1 Liquido 50.2
K. marxianus YS-1 Liquido 463 U/g
K. marxianus NRRL Y-7571 Solido

En el presente trabajo se utilizo la cepa AZ8 de Kluyveromyces marxianus
aislada previamente por el grupo de trabajo a partir de bagazo de agave
mezcalero. La inulinasa en cuestion se eligio debido a su elevada actividad

hidrolitica.
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1.6 Purificacion y caracterizacién enzimatica.
La purificacion y caracterizacion de las enzimas es de gran importancia en
cuanto a la obtencion de la informacion estructural y funcional, asi como la

prediccion de sus aplicaciones.

A pesar de tal diversidad de origen, las proteinas (tanto nativas como
recombinantes) derivadas de cualquier fuente, generalmente se purifican
utilizando un enfoque general y técnicas similares. Los detalles exactos del
esquema de purificacion para cualquier proteina dependeran de varios factores,

entre ellos:

¢ Nivel de expresion de la proteina en estudio.

e El material de origen elegido y la ubicacién de la proteina objetivo
(extracelular o intracelular).

e Caracteristicas fisicoguimicas de la proteina

e Proposito de la purificacion.

La purificacion permite eliminar otras moléculas contaminantes como proteinas
y DNA, entre otros. La cantidad final de una enzima pura en particular depende
de su uso al que se tenga destinada. El proposito de decidir el grado de
purificacion es lograr el maximo rendimiento posible de la enzima con la mayor
actividad catalitica y la maxima pureza posible (Chandra & Madakka, 2019). En
la Figura 4. Se presenta un esquema que resume los pasos usualmente llevados

a cabos en la purificacion de proteinas.
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Produccién de proteina
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se requiere)

- Figura 4. Enfoque generalizado utilizado para purificar una proteina.

Un factor adicional que influye significativamente en el protocolo de purificacion
es el proposito para el cual la proteina es purificada. Si es meramente
académico, la meta mas importante es una purificacion homogénea, con
cuestiones como el numero de pasos requeridos. La duracién del procedimiento,
el costo y porcentaje de rendimiento del producto final son de importancia
secundaria. Por otro lado, si la proteina se purifica para una aplicacién comercial,
los factores técnicos y econdémicos seran de preocupacion, donde la proteina
generalmente se purifica solo al nivel minimo requerido. Los propdsitos
académicos usualmente requieren la obtencién de la proteina pura en el rango
de miligramos para realizar estudios funcionales y estructurales. Las proteinas
destinadas para propositos de aplicacion, por otra parte, son requeridas
usualmente en mucho mayores cantidades y el nivel de pureza demandado

variara de acuerdo a la aplicaciéon (Walsh, 2014).

En el caso de las enzimas siempre se venden sobre una base de actividad, en
lugar de peso o concentracion. Un requisito previo esencial para trabajar con
enzimas es la disponibilidad de un método preciso y confiable mediante el cual
se pueda detectar y cuantificar la actividad enzimatica. La actividad de la enzima
se prueba (mide) invariablemente incubandola con su sustrato y cuantificando la

cantidad de sustrato consumido o la cantidad de producto generado durante un

14



periodo de tiempo especificado (generalmente minutos) en condiciones
especificas de pH y temperatura, que obviamente pueden afectar la actividad de

la enzima.

La actividad enzimética se suele expresar en unidades (U). Una definicion comun
de una unidad de actividad enzimatica es la cantidad de enzima que catalizara
la transformacion de 1 pmol de sustrato por minuto en las condiciones de

reaccion definidas utilizadas.

Con base en lo anterior la purificacion y caracterizacién de la inulinasa producida
por K. marxianus es de importancia para buscar la produccion optima de la
enzima en escala industrial y buscar una aplicacion futura en el tratamiento de

residuos de la industria del agave.

2. Justificacién.
La industria mexicana del agave (tequilera, mezcalera, de destilados y otros),
genera como subproducto una gran cantidad de hojas de agave como
desperdicio en la mayor parte del pais (Caro Bermudez. et. al. 2001). La industria
tequilera demanda anualmente un volumen aproximado de un millén de
toneladas de cabezas de agave para la produccion de tequila, actividad que
también genera alrededor de 400,000 toneladas de hojas que actualmente no se
utilizan (Soto et. al. 2011). Dichas hojas tienen potencial biotecnolégico por su

contenido de celulosa e inulina.

La cepa de Kluyveromyces marxianus AZ8 aislada del bagazo mezcalero
hidroliza a la inulina mediante una enzima extracelular, la cual tiene una actividad
elevada comparada con otras inulinasas de la misma levadura reportadas. Por

ende su estudio es importante con la finalidad de buscar una aplicacién futura.

3. Hipotesis
La purificacion de la inulinasa de Kluyveromyces marxianus AZ8 permitira
determinar las mejores condiciones de hidrolisis de la inulina de agave, asi como

sus parametros cinéticos y la caracterizacion bioquimica de la enzima.

15



4. Objetivos
4.1 Objetivo general.

Purificar la inulinasa extracelular y caracterizar los parametros de mayor
relevancia de esta enzima proveniente de la cepa de Kluyveromyces marxianus

AZ8 con respecto a la hidrdlisis de la inulina de agave.

4.2 Objetivos particulares.

- Estudiar la produccion de inulinasa de K. marxianus AZ8 en diferentes
medios de cultivo.

- Purificar la inulinasa del medio de cultivo y evaluar el proceso de
purificacion.

- Evaluar el comportamiento oOptimo de la enzima (pH, temperatura)
utilizando como sustrato la inulina de agave.

- Caracterizar los parametros cinéticos de la inulinasa en la hidrélisis de
inulina de agave.

- Comparar la actividad de la enzima respecto a diferentes sustratos.

- Determinar algunas caracteristicas estructurales de la enzima (peso

molecular, nivel glicosilaciones, etc.)
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5. Metodologia.

* Centrifugacion

* Liofilizacion

¢  Exclusion molecular
(FPLC)

* Velocidades iniciales

*  Efecto de temperatura

*  FEfecto de pH

¢ (Cinética y parametros cinéticos.
¢ Estructuraenzimatica

Crecimiento
cepa kK.
marxianus AZ8

Verificacionde
pureza del medio

O &
Purificacion de la
inulinasa
O

Evaluacionde
purificacion

Dialisis

® |

Caracterizacion
de la enzima

Prueba de otras
formulaciones para
aumentar enzima
producida (Singh et al.
2006)

¢ Tincion simple.
*  Observacion
microscopica

* Electroforesis en gel de
poliacrilamida(SDS-PAGE)
(BIO-RAD, S.A).

Evaluacion de actividad
enzimatica y cantidad de
proteina Bradford y DNS

(Nielsen, 2010; Nielsen, 2003)

- Figura 5. Estrategia experimental seguida durante la investigacion,
(Nielsen, 2003, 2010; Singh, et. al., 2006)

5.1 Crecimiento de la cepa.

Se preparé un preindculo afiadiendo 10 uL de cepa pura en criopreservacion a

un tubo de ensaye con 5 mL de medio minimo, y se incubo a condiciones de

24h/35°C en agitacion.

Medio minimo empleado para el crecimiento de K. marxianus AZ8.

e Inulina de agave........

e Extracto de levadura... 0.2%

e Sulfato de amonio

e Cloruro de potasio

0.1%
0.05%
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e Fosfato monobasico.... 0.1%

e Agar bacterioldgica (Medios sdlidos)... 1.5%

5.2 Verificacién de pureza del medio
Se realizé una tincién simple al preindculo con safranina para observar que no

se encontraran microorganismos contaminantes (cocos o bacilos).

Una vez comprobada la pureza se escald el preindéculo a 500 mL de medio
minimo y se incub6 72h/35°C en agitacion.

Se probaron otras formulaciones descritas posteriormente para producir una

mayor cantidad de enzima con base en lo reportado por (Singh et al., 2006).

Se probaron dos formulaciones basadas en el medio minimo, aumentando la
inulina de agave (fuente de carbono) y el extracto de levadura (fuente de
nitrégeno, carbono y micronutrientes) hasta un 1% para la formulacion 1, la

formulacion 2 es igual a la uno, Unicamente se afiade 2% de bacto-peptona.

A partir de este paso se determind la actividad enzimatica y cantidad de proteina

por triplicado bajo la siguiente metodologia.

- Cantidad de Proteina (Método de Bradford): Se realizd una curva patron
de albumina sérica bovina (0-10 ug/mL) (Apéndice B). De cada muestra a
lo largo del proceso de purificacion se tomaron alicuotas de 50-200 L, se
llevaron a un volumen de 800 uL y se afiadieron 200 pL de reactivo de
Bradford. Posteriormente se midio la absorbancia a 595 nm y con ayuda
de la curva patron se obtuvo la concentracion de proteina.

- Actividad enzimatica
Primeramente se realiz6 una reaccién con 800 uyL de agavina al 1%
disuelta en buffer de acetatos pH 5.0, a este volumen se le afiadié 200 pL
de la enzima obtenida a lo largo de los distintos pasos de purificacion. La
concentracion de proteina vario de acuerdo al paso de purificacion donde
se midio la actividad enzimatica.

La solucién anterior se incubd 20 min/ 50 °C a 500 rpm. Posteriormente

se detuvo la reaccion en un bafio a 95°C/ 5min. Finalmente del producto
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de reaccion obtenido a los 20 min de reaccion, se determiné la cantidad
de azucares reductores mediante el método de (DNS)

Para ello, se realiz6 una curva patron de fructosa de (0-1% m/v) (Apéndice
B). De cada muestra se tomo6 100 yL de la reaccion descrita, se afiadid
200 pL de buffer de acetatos pH 5, 600 pL de reactivo DNS y se calento
a 90°C por 5 min. Posteriormente se dejé enfriar en hielo, se afiadié 4 mL
de agua destilada y se midié la absorbancia a 540 nm. Los resultados se
correlacionan con la curva patron y se reporta en porcentaje (m/v) de

fructosa.

5.3Purificacion de la inulinasa

Después del periodo de incubacién (72h/ 35 °C en agitacion) el medio de cultivo
se centrifug6é a 9, 500 rpm, 4° C por 12 minutos, empleando el equipo (Pro-
Research, Centurion Scientific Lid) con el objetivo de separar las células del
medio de cultivo y obtener el sobrenadante.

El sobrenadante se liofilizé (FD1.0, Heto), resuspendié y filtr6 con membranas
Millipore con un tamafio de poro de 0.45 uym. Posteriormente el sobrenadante
filtrado se purificé usando un FPLC Akta Purifier y una columna de exclusion
molecular Superdex 200 utilizando como fase mévil buffer de fosfatos 50 mM +
500 mM de NaCl pH 7.2 a temperatura ambiente y un flujo de 0.5 mL/min, con

una presion constante en la columna de 0.75 MPa.

Las fracciones provenientes de la columna de exclusibn molecular que
mostraron absorbancia a 280 nm, se recolectaron y se evaludé la actividad
enzimatica de estas mediante el método previamente descrito, de tal forma que

fue posible identificar las fracciones donde se encuentra la enzima purificada.

5.4 Evaluacion de la pureza de la enzimay estimacion del peso molecular
Se realiz6 una electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-
PAGE) de las fracciones recuperadas en exclusién molecular para comprobar la
pureza de la enzima. Para ello se ocupé una camara vertical de electroforesis
(BIO-RAD Mini-PROTEAN Tetra System).

Para la determinacion se deben preparar un gel de dos fases, un gel inferior o
separador (5 mL y grosor de 0.75 mm) y otro gel superior o concentrador. Para

los geles preparados se utilizé una concentracion de acrilamida del 10% para el
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gel inferior y una concentracion del 4% en el gel superior. En la Tabla 4 se
resumen los reactivos empleados para ambos geles. El uso de estas
concentraciones se discute en los resultados obtenidos.

Tabla 4. Cantidades utilizadas de cada reactivo para la preparacion del gel de
electroforesis SDS-PAGE.

Componente Gel inferior (uL) | Gel superior (pL)
Acrilamida/Bisacrilamida (30% 3330 670
m/v)
Buffer 1.5 M Tris pH 8.8 2500 -
Buffer 0.5 M Tris pH 6.8 - 1250
SDS 10% 100 50
Agua desionizada 4000 3000
Persulfato de Amonio 10% 100 100
TEMED 13 13

Para los geles se sigui6 el protocolo del proveedor donde se colocaron los
moldes para el gel, se vertié lentamente la mezcla del gel inferior sefialada en la
Tabla 4 hasta una marca sefialada en las placas, evitando la formacion de
burbujas; se afiadidé isobutanol a la mezcla para evitar la formacién de un
menisco en la parte superior del gel, y se dejo polimerizar la mezcla al menos 10

minutos.

Se retir6 el isobutanol y se prepar6 el gel superior de igual manera que el inferior,
una vez vertido en el molde, se coloca el peine sin atrapar burbujas y se dejo
polimerizar 10 minutos. Una vez polimerizado se retiré el peine deslizandolo

suavemente.

La muestra de proteina se prepar6 utilizando un buffer que contiene 0.125 M
Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 4% SDS, 2% B-mercaptoetanol y 0.02% azul de
bromofenol. La muestra se calentd con buffer de carga en relacion 1:1 a 95°C

cinco minutos y se cargo en gel.

Se coloco el gel en la camara y ésta se llendé con buffer de corrida (1x) el cual

contiene: 25 mM Tris, 192 mM de glicina y 0.1% SDS. Con la cAmara llena se
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deposité de 20-30 yL de muestra y 5 pyL de estandar (marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Standars #161-0374) en los pozos
correspondientes del gel.

Se llevd a cabo la electroforesis a un voltaje de 75-100 v hasta que el frente
corrié por completo saliendo del gel. Terminada la corrida se separo el gel de las
placas y se enjuagd con agua corriente para eliminar el SDS. Finalmente se

colocé en un envase de plastico para su posterior tincion.

5.5 Tincion de Coomasie del gel de electroforesis SDS-PAGE para la
identificaciéon de las bandas.

Con el gel ya corrido y en un molde de plastico se fija el gel empleando una
solucion metanol: agua desionizada 1:1 durante 20 min. Posteriormente se
enjuago con agua desionizada por 15 minutos y se tifid cubriéndolo con azul de
Coomasie hasta que todo el gel tuviera un color homogéneo. Como ultimo paso
se destifié con una solucién de agua desionizada: metanol: &cido acético 50:50:1
de 1-2 horas hasta que se observa un fondo limpio (Brunelle & Green, 2014).

5.6 Determinacién de peso molecular.

El peso molecular de la enzima se determiné empleando la columna de exclusién
molecular Superdex 200. La columna se calibré con el kit de la marca Biorad
(1511901). Este kit contiene una mezcla de proteinas y una vitamina: (Vitamina
B12, mioglobina de equino, ovoalbumina de gallina, gama globulina bovina y
tiroglobulina bovina, con un peso molecular de 1.35, 17.44, 158 y 670 kDa,
respectivamente. El volumen muerto de la columna se determiné con azul

dextrana con un peso molecular de 2,000 KDa.

5.7 Tincion de Schiff (Glicosilaciones en la enzima)

Con el objetivo de evaluar si la enzima presentaba glicosilaciones, se llevo a
cabo una electroforesis SDS-PAGE de la muestra. Una vez corrido el gel junto
con un marcador de peso molecular se lavo el gel con agua Mili Q para retirar el
SDS. Se fijo el gel con una solucion de metanol al 50% durante 60 minutos y
posteriormente se lavo dos veces durante 20 min con agua Mili Q. Se agrego
una solucién de acido peryodico al 1% (m/v) y se dejé en agitacién por 60 min.
Nuevamente se lavo dos veces durante 20 minutos con agua Mili Q; se colocé

en una solucién con reactivo de Schiff hasta completar la reaccion, la cual se
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evidencia por la aparicion de bandas color magenta generado por la reaccion
entre el aldehido y el reactivo de Schiff. Se retir6 el gel y se dejo en una solucion
de metabisulfito de sodio al 0.5 % por 2h, y finalmente se dejé destifiendo con
agua Milli Q.

5.8 Didlisis

Se dializaron las fracciones donde se comprobo se ubicaba la enzima pura; para
ello se utilizé6 una membrana de celulosa para dialisis con tamafio de poro de 12
kDa (Sigma-Aldrich). La membrana se hidraté con agua destilada, se cerré un
extremo con pinzas, se verti6 la muestra y se cerré el otro extremo. La
membrana cargada se coloc6 en un vaso de precipitados cubierta con buffer de
acetatos 50 mM pH 5.0. El vaso se coloc6 en un bafio de hielo con agitacion

suave durante 24 h.
Una vez dializada la enzima, se liofilizd para concentrar la enzima.

5.9 Caracterizacion de la enzima

El liofilizado se resuspendi6 en un volumen minimo tratando de disolver 1g de
liofiizado/mL de buffer de acetatos 50 mM pH 5.0 y para obtener una
concentracion deseada de enzima. Se midio la cantidad de proteina mediante el
método de Bradford previamente descrito y a partir de la solucion obtenida se
diluy6 a la cantidad de enzima requerida procediendo a su caracterizacion.

5.10 Cromatografia en capa fina.

Para observar los productos de la hidrélisis de la agavina se usaron placas de
silica en aluminio de 5x10 cm como fase estacionaria y como eluyente se emple6
una mezcla de butanol, metanol, agua (3:2:1). Las muestras se revelaron con
una solucion de H2SO4 al 5% en etanol y orcinol (10mg/mL). Esta solucion se
disperso por nebulizacion por toda la placa y se calenté a 90°C en una patrrilla
para favorecer la reaccion y detectar los carbohidatos presentes.

5.12 Velocidades iniciales.

La velocidad inicial se determind durante los primeros 30 min de reaccion, con
intervalos de 3 min. La reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 1mL de
una solucién de inulina de agave 1% m/vy 1.49 ug de enzima para cada tubo de

reaccion a 50°C y 500 rpm. De igual manera se sigui6 la metodologia descrita
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para la determinacion de actividad enzimatica cuantificando los azUcares

reductores en solucién mediante DNS. Cada determinacion se hizo por triplicado.

5.13 Determinacion de temperatura Optima y ensayos de estabilidad
térmica

Se evalué el efecto de temperatura sobre la actividad enzimatica en un intervalo
de temperaturas de 25-70 °C cada 5°C. Se utilizé inulina de agave azul al 1%y
1.49 ug de enzima. La reaccion se llevé a cabo en un termomixer con agitacion

(500 rpm) por triplicado.

Para determinar la estabilidad térmica se midio la actividad enzimatica residual
después de incubar la enzima a 30, 40, 50 y 60 °C por 2h, se tomaron alicuotas
de la enzimay se llevé a cabo la reaccién enziméatica por triplicado usando como
sustrato agavina al 1% en buffer de acetatos 50 mM pH 5.0. La actividad obtenida
se comparo contra un control. El control consiste en una reaccion llevada a cabo

en las condiciones 6ptimas determinadas y sin ningun tratamiento térmico.

5.14 Determinacion de pH éptimo.

Se determiné la actividad enzimética a la temperatura de trabajo Optima pre-
establecida, en un rango de pH 3,5-7,5 con intervalos de 0.5. Se empled inulina
de agave azul como sustrato (1%) y 1.49 ug de enzima en ensayos por triplicado.
Para el rango de pH 3.5-5.5 se emple6 el par acido-base del acido acético,
mientras que los correspondientes a pH 6.0-7.5 se realizaron con sales de

fosfatos.

5.15 Cinética enzimética

Se evalué el efecto de la concentracién de sustrato sobre la actividad de la
enzima y se determind sus parametros cinéticos, para el caso de la inulina de
agave fue de 2.0-6.0 mM con base en la solubilidad de esta sustancia. Esta
agavina previamente se caracterizd por exclusion molecular y se obtuvo que

tiene un peso molecular de 3,826 Da.

De cada concentracion se obtuvo la velocidad inicial de reaccion (U/mg), y con
el programa estadistico Prisma se obtuvieron los parametros cinéticos de la

enzima y se calcul6 Kcat y el cociente Kcat/Km.
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6. Resultados y discusion.
6.1 Reactivacion y comprobaciéon de pureza de la cepa AZ8 de K.

marxianus.

Como etapa inicial para la purificacion de la enzima fue necesario evaluar la
pureza de la cepa de K.marxianus AZ8. Se creci6 toda la noche en medio minimo
y se observo al microscopio encontrando formas ovoides de tamafio pequefio
conglomeradas. Se observaron algunas células en gemacion y en el campo de

vision no se detectaron bacilos ni cocos (Figura 6).

3 .»f*' i Figura 6. Observacion microscopica de la cepa AZ8 de K.
BT ;, ¢ marxianus.
: A-.‘.' g 10/Enero/2019
e I Kluyveromyces marxianus AZ8
1 @ .-, Tincién simple (safranina)
il Aumento total: 1000x

Con base a la descripcion anterior se comprob6 que la cepa se encontraba pura.
Ademas, se determind la cantidad de proteina y actividad enzimatica del

sobrenadante para verificar la presencia de la enzima.

Para evaluar los productos de la reaccion después de 20 min utilizando inulina

de agave como sustrato, se realiz6 una cromatografia en capa fina (Fig.7)
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Figura 6. Cromatografia en placa

fina de la actividad inulinolitica

En la Figura 7, se muestra la sefial de la inulina
al 1% (Carril 1), fructosa al 1% (Carril F). En el
carrii FOS se observa una muestra de
fructooligosacéaridos al 1%, el carrii EP
corresponde a la reaccidn con enzima purificada
y dializada. Se observa que la reaccion
enzimética produce fructosa, porque la sefial del
producto eluye a la misma distancia que la
fructosa. Con esto se podria considerar que la
enzima es una exo-inulinasa ya que Unicamente
produce fructosa y no se observan otras sefiales
por debajo que indiquen la produccién de

fructooligosacéridos.

6.2 Purificacion de la inulinasa.
En la Tabla 5. Se presenta de manera resumida
los pasos que se llevaron a cabo para purificar a

la enzima desde el medio de cultivo liquido.

Durante cada etapa se hizo un seguimiento de la concentracién de proteina

debido a que el producto de interés (inulinasa) es una proteina, y la cuantificacion

de la actividad enzimatica durante cada etapa para comprobar la presencia y

actividad de la enzima en cuestion.
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Tabla 5. Tabla de purificacion durante cada etapa realizada para la obtencion de

la inulinasa ACH1

Paso de|Vol |[Prot] Tot. |Act. Act. Vol.|Act. Esp.|Veces de [%Rendimie
purificacion |total |(mg/mL) |Prot |Total [(U/mL) |U/mg purific. nto

(mL) (mg)
Sobrenadante {440 (0,017 7,30 |116,66 (0,27 15,98 1 100
crudo
Exclusion 24 10,022 0,52 |58,08 |2,42 112,31 |7 49,79
molecular
Enzima 12 |0,027* 0,32 (113,26 (9,44 352,02 |22,03 97,08
concentrada

Se observa que la cantidad de proteina va disminuyendo debido a que en los
pasos de purificacion se separan otras proteinas, enzimas extracelulares que se
puedan producir por la levadura y restos proteicos del mismo medio que la
levadura no haya aprovechado.

En cuanto a la actividad especifica, esta se define como la cantidad de enzima
necesaria para producir un micromol de fructosa/min ya que se relaciona
directamente con la cantidad de proteina y se observa que al purificar la enzima

la actividad especifica aumenta considerablemente.

Finalmente, el rendimiento se calcula con base a la actividad total (U) que resulta
de multiplicar la actividad volumétrica por el volumen total. Esta actividad
idealmente debe mantenerse constante al final de la purificacion y al obtener un

rendimiento del 97,08% se concluye que el proceso de purificacion es eficiente.

Se destaca que la actividad aumenta después de que se concentra la enzima,
esto se asocia a que en la exclusibn molecular, la enzima se purificd con una
fase movil que contiene 0.5 M de sodio, esta cantidad se afadio para evitar la
aglomeracion de la proteina, dicha cantidad de sodio modifica la fuerza ionica y
la actividad de la enzima puede verse afectada.

La fuerza ionica tiene dos principales efectos: El efecto neutralizante por el
contraion de las sales en las interacciones electrostaticas requeridas para la

union del sustrato y otro efecto en la influencia en los valores de pKa de los
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residuos ionizables en la enzima y los sustratos, lo que afecta sus interacciones
electrostéticas. La fuerza idnica también puede afectar la actividad de una
enzima al cambiar su estabilidad y solubilidad, asi como la de los sustratos. Los
efectos de las sales sobre la estabilidad se vuelven mas importantes con las

enzimas hidrofilicas (Eun, 1996)

Antes de concentrar la enzima, se dializé reduciendo la concentraciéon iones

obteniendo un aumento de la actividad enzimatica.

mAl

- Figura 8. Cromatograma obtenido por exclusién molecular.

Al realizar la purificacion por FPLC se obtienen diferentes fracciones que se
muestran en el cromatograma (Figura 8). Las fracciones que contienen proteina
dan una sefial que se mide en mili-absorbancia UV (mAU) en el eje de las
abscisas, en el eje de las ordenadas esta el volumen de elucién en mL. Los
nameros en color rojo son las diferentes fracciones de un mL que separa el
equipo. De esta manera en donde se obtienen picos de absorbancia UV, se tomé
una muestra y se evaluo el contenido de proteina y actividad enziméatica. Asi se
descartaron las fracciones sin actividad enzimatica y se concluy6 que la inulinasa

en cuestion se encuentra en las fracciones 10 y 11.

6.3 Evaluacion de otras formulaciones.
El procedimiento anterior se realizo con otras formulaciones del medio de cultivo
(descritas en la metodologia) donde se aumento la fuente de carbono y de

nitrégeno para producir mas enzima, obteniendo los siguientes resultados.
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Formulacion Volumen de medio mg enzima/mL
Minima 1000 mL 0,00052

F1 100 mL 0,0016

F2 100 mL 0,0006

Tabla 6. Cantidad final de enzima obtenida al evaluar diferentes medios de
cultivo con mayor fuente de carbono y nitrdgeno (La enzima reportada es

después de haber sido purificada mediante FPLC).

Con base en lo descrito en la Tabla 6 se determiné que la formulacién 1 es con
la que se debe trabajar, debido a que la formulacién minima es un volumen diez
veces mayor y solo se produce aproximadamente 3 veces mas enzima. Mientras
que la formulacion dos, la cual a pesar de tener dos fuentes de nitrdgeno
(peptona y extracto de levadura), no presentd correlacién con la produccion de
la inulinasa. El hecho anterior se justifica con la investigacion de (Singh et al.,
2006), el cual evalué la produccion de inulinasa a partir de la cepa YS-1 de K.
marxianus con diferentes variables, entre ellas la concentracion de inulina y la
de la fuente de nitrégeno de tal forma que se concluy6 que una cantidad mayor
al 0.5% (m/v) de fuente de nitrégeno reprime la actividad de inulinasa debido a
que el sulfato de amonio, el cloruro de amonio, el nitrato de amonio y la urea son
inhibidores de la sintesis de inulinasa, debido a la liberacién de iones de amonio.
De igual manera el nitrato de sodio mostré un efecto inhibidor en la produccién
de la enzima, sustancia que es parte de la formulacion del medio, por lo que para
futuros ensayos se recomienda no utilizarla. Lo anterior explica porque al
aumentar la fuente de nitrdgeno no necesariamente alcanza un aumento en la

produccion de enzima.

Finalmente el principal factor que se debe tomar en cuenta respecto a la
produccion de inulinasa para la levadura K. marxianus es la inulina. En el estudio
anterior se determiné una maxima produccion de enzima utilizando 3.5% (m/v)

de inulina en el medio de cultivo.

6.4 Verificacion de la purificaciéon.
Para evaluar la pureza de la proteina en cada paso de separacion se realizo una
electroforesis SDS-PAGE (10 y 4% poliacrilamida) siguiendo la metodologia de

Laemmli la cual consiste en un gel discontinuo con un gel de apilamiento superior
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y un gel de resolucidn inferior que tienen diferentes valores de pH vy
concentraciones de poliacrilamida. El gel de apilamiento superior tiene un
porcentaje menor de poliacrilamida que permite que las proteinas se muevan
rapidamente y se "apilen” en una banda apretada antes de entrar en el gel de
resolucién de poliacrilamida de mayor porcentaje para la separacion (Brunelle &
Green, 2014).

IVIP
. Il. M. IV. V. VI. ——£

100 kDa —
75kDa — %

50kDa — &

37 kDa —

25kDa —

20kDa — : 1 J
5. e P

Figura 9. Electroforesis (SDS-PAGE) del sobrenadante de medio de cultivo
(S) y de enzima purificada (EP) junto con un marcador de peso molecular
(MP). En los carriles IV-VII se disminuy6 gradualmente la cantidad de muestra
(40- 10 pL) en intervalos de 10 pL.

En el gel realizado se aplicaron: un marcador de peso molecular (MP), dos
muestras de sobrenadante de medio de cultivo liofilizado y concentrado (S), y la
enzima pura re suspendida (EP) (Figura 9). Se observa una banda tanto en la
muestra de sobrenadante y la de enzima purificada a una altura de entre 100-
150 kDa. Esta enzima es similar a la reportada por (Arrizon et al., 2011). La
primera enzima purificada a partir de una cepa de Kluyveromyces marxianus
aislada de la fermentacion de agave mezcalero es una fructanasa la cual se
reportd como un dimero de 250 kDa. (Trapala Reyna y Montiel Pacheco, 2017)
A partir de una cepa de K. marxianus aislada de residuos de agave, obtuvieron

una inulinasa de 256 kDa también dimérica y que se observa como una sola
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banda en el gel de electroforesis cerca de los 100 kDa. Con ello se justifica la
banda que aparece entre los 100 y 150 KDa, pero no es posible confirmar el
peso molecular. Posteriormente se determina este mediante exclusion

molecular.

Comparando con la muestra sin purificar, en ésta se observan dos bandas
gruesas (entre 100-150 y otra 37-50 kDa) y algunas muy ligeras en contraste con
la banda Unica de la muestra purificada (entre 100-150 kDa). Con esto se afirma
que se obtuvo enzima pura. La tincibn de Coomasie se recomienda para
muestras en donde se tiene una cantidad de enzima de 0.2 pg o méas en la
muestra, mientras que si es mayor se recomienda emplear tincion con sales de
plata que permiten detectar hasta 5 ng de proteina (He, 2011). Con lo anterior
se recomienda tefiir el gel mediante la técnica de sales de plata o realizar la
electroforesis con muestra mas concentrada, de tal forma que se tenga la certeza

de que la enzima esta pura.

6.5 Peso molecular.

El método de SDS-PAGE aporta una aproximacion del peso molecular de la
enzima, pero al ser un método desnaturalizante, solo se obtiene informacion del
mondmero de la proteina. Por ello se recurri6 a la exclusién molecular, el cual no

es desnaturalizante y permite estudiar el dimero.

Tabla 7. Estandares empleados para la calibracion de la columna de exclusion

molecular.

Proteina Peso molecular Volumen de elucién Ka
(kDa) (mL)

Tiroglobulina (bovina) 670 10.33 0.045

gama-globulina 158 13.53 0.268

(bovina)

Ovoalbumina (gallina) 44 16.66 0.487

Mioglobina (caballo) 17 19.03 0.653

Vitamina B12 1.35 22.75 0.913

Azul de dextrana 2000 9.69

Para obtener el coeficiente de retencidén de la muestra en la columna (Ka) se

utilizaron los voliumenes de elucion y la siguiente férmula:
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(Volumen muestra — Volumen muerto)

Coeficiente de retencion (Ka) =
/ (Ka) (Volumen total — Volumen muerto)

En donde el volumen muerto es el volumen de elucién del azul de dextrana y el
volumen total es el de la columna (24 mL). En la Tabla 7 se muestran los
volumenes de elucion de cada proteina empleada, asi como el peso molecular

de cada una.

La curva de calibracion (Apéndice B) se realiz6 graficando Ka vs el Log del peso
molecular en Dalton y de esta forma se determiné el peso molecular de la enzima
de interés. El volumen de elucion de la muestra es de 12.57 mL lo que resulta en
un Kade 0.2013y utilizando la ecuacion de la recta se obtiene un peso molecular
de 274.17 kDa.

En contraste con lo obtenido en SDS-PAGE donde se estima un peso molecular
de entre 100-150 KDa, se confirma que se trata de un dimero y por eso solo se
ve una banda al tefiir el gel de electroforesis y por lo tanto el tamafio del

mondémero seria de 137 kDa

Es importante sefalar que la inulinasa obtenida es de un tamafio considerable
debido a que, comparando con otras reportadas de hongos y bacterias en bases
de datos, el peso molecular de las inulinasas oscila entre 60-70 KDa y son
monoméricas, no diméricas como la reportada. Aln no existe una cristalografia
de alguna inulinasa de la levadura Kluyveromices marxianus, por lo que es de
importancia cientifica desarrollar investigacion para entender el tamafio y la

funcion del dimero en esta inulinasa reportada.

6.5 Tincién de Schiff (Glicosilaciones en la enzima).

La glicosilacion en enzimas es importante debido a que es una modificacion
postraducional que ocurre en particular sobre proteinas secretadas y
transmembrana de eucariotas, arqueas y, en menor medida, en procariotas.
Nuevos estudios han demostrado que los glicanos tienen distintos efectos sobre
la actividad de muchas enzimas, en particular como médulos reguladores para

la union y la rotacion de sustratos (Goettig, 2016).
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Para la tincion de Schiff se utilizé acido peryédico, el cual genera grupos aldehido
en los carbohidratos presentes. Posteriormente al adicionar el reactivo de Schiff,
éste reacciona con dos grupos aldehidos contiguos dando lugar a una coloracion
magenta como se observan en las bandas sefaladas del gel (Figura 10),

indicando que la enzima se encuentra glicosilada.

L A iy Vv v v

100 S -
75 W

50 Ny
378

25 .
200

Figura 10. Tincion de Schiff. Gel de acrilamida 10% tefiido con reactivo de
Schiff. Carriles: I. Marcador de peso molecular (kDa); II-1ll. Sobrenadante del

medio de cultivo; IV-VIl. Muestra purificada.

Las glicosilaciones en inulinasas de K. marxianus han sido reportadas por
(Pessoa y Vitolo, 1997), con un peso molecular entre 200 a 250 kDa. Esto
concuerda con los resultados obtenidos hasta el momento. Asi mismo la
inulinasa reportada por (Trapala Reyna y Montiel Pacheco, 2017) también se
encuentra glicosilada, aunque su peso molecular es menor al encontrado en este

trabajo, por lo que se podria suponer diferencias en el grado de glicosilacion.

6.6 Velocidades iniciales.

La determinacién de las velocidades iniciales es de suma importancia debido a
gue bajo esta condicion se puede considerar que la concentracién de sustrato
es practicamente constante a lo largo del experimento. Esto se debe a que bajo
velocidades iniciales la enzima se encuentra en un estado que no ha sido
modificado ya sea por productos o bien por el medio y condiciones de reaccion.
La velocidad de transformacion aumenta inicialmente de forma lineal a medida

gue aumenta la concentracion de sustrato (Restrepo et al., 1996). Por ello es
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importante tener una pendiente lineal como se observa en la Figura 11, al paso
del tiempo ocurre que la grafica se acercarse a una meseta a medida que la
reaccion se ralentiza y se forma menos producto. Con lo anterior se afirma que
durante los primeros 30 minutos de reaccion se esta trabajando a velocidades
iniciales (Figura 11). Todas las determinaciones de actividad fueron realizadas

bajo velocidad inicial de reaccion.

12
y =0.3266x +0.2749

10 R?=0.9876

: [
=}
g ]
5 6
o
£ ¢

4 [

. I
2 I
0
0 5 10 15 t (min) 20 25 30 35

Figura 11. Determinacion de velocidad inicial de la inulinasa de K. marxianus

utilizando como sustrato inulina de Agave Azul.

6.8 Efecto de temperatura sobre la actividad enzimética y estabilidad
térmica de la inulinasa.

Aungue la enzima presentd actividad en un intervalo de temperatura de 25 a
70°C (Figura. 12 y 13), la maxima actividad se observé a los 50°C, mientras que
a 70°C la enzima sdlo conserva el 30% de la actividad maxima. Asi mismo este
comportamiento se comprobd por medio de cromatografia de capa fina (TLC),
en donde se puede observar la desaparicion de la fructosa (producto de

reaccion) conforme aumenta la temperatura (Figura 13).
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Efecto de temperatura
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- Figura 12. Efecto de temperatura sobre la actividad enzimatica. (La
reaccion se llevé a cabo en un volumen total de 1 mL a diferentes
temperaturas (25-70°C) pH 5 y 500 rpm. Para iniciar la reaccion se

agregaron 1.49 ug de enzima).

- Figura 13. Cromatografia en capa fina sobre el efecto de temperatura
(30-70 °C en intervalos de 10 °C). I: Control de inulina de agave y F:
Control de fructosa

La termoestabilidad es un factor importante a considerar dentro las propiedades
de una enzima, ya que esta podria jugar un papel fundamental dentro de la
industria quimica y alimenticia. Sin embargo, muchas de la inulinasas reportadas
pierden su actividad en fracciones de horas. Por ejemplo; la inulinasa de K.
marxianus CCMB 322 retuvo solo el 55.28% de la actividad original después de
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50 min a 60°C y pierde toda la actividad después de 10 min a 70°C (Flores et al.,
2016).

En cuanto a la termoestabilidad se evaluo la actividad enzimética de la inulinasa
después de incubar 2h a las temperaturas de trabajo (30, 40, 50 y 60 °C) (Figura
14). Se comparo la actividad contra un control de reaccion a las condiciones de
trabajo usadas (20 min, 50 °C).

Estabilidad térmica

100
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40
30
20
10
0 ——

Control Reaccidn

% De Actividad residual

H Control m30°C m40°C m50°C m60°C

- Figura 14. Estabilidad de la inulinasa después de ser incubada a 30,
40,50y 60 °C.

La forma en que las enzimas responden a la temperatura es fundamental en
muchas areas de la biotecnologia. Una limitante es la termosensibilidad de la
estructura de las proteinas; a mayores temperaturas las enzimas se
desnaturalizan irreversiblemente, precipitan y pierden su capacidad catalitica. La
desnaturalizacién no ocurre a la misma temperatura para todas las enzimas, y
depende de varios factores que determinan la estabilidad. La relacion de la
actividad enzimatica con la temperatura se determina por dos efectos, el
aumento de velocidad de reaccion a temperaturas menores y la disminucion

debido a la desnaturalizaciéon térmica (Bisswanger, 2019).

La inulinasa en estudio es mas termosensible respecto a la inulinasa con mayor
similitud reportada por (Arrizon et al., 2011), donde a 40 °C después de 72 horas
la enzima tiene un 98% de actividad residual y la enzima estudiada después de
2h a 40°C tiene cerca de 85% de actividad residual (Figura 14).
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6.7 Efecto de pH sobre la actividad enzimética.
Respecto a los valores éptimos de temperatura y pH obtenidos, estos son

similares respecto a otras inulinasas reportadas de la misma levadura (Kushi et.
al., 2000).

Efecto de pH
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3.5 4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5
pH

- Figura 15. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica.

- Figura 16. Cromatografia en capa fina sobre el efecto del pH. (3.0-7.0
en intervalos de 1.0). I: Control de inulina de agave y F: Control de
fructosa
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En las figuras 15 y 16, se observa que la inulinasa presenta actividad desde pH
3,5 hasta 7,5, con maximo de actividad a pH 5,0. A pH 3,5 la enzima tiene un
71% de la actividad maxima mientras que a 7,5 presenta un 12.5%. Tanto en la
grafica como en la cromatoplaca se puede observar que en el intervalo de pH

de 4-6 la actividad es similar.

6.8 Afinidad por otros sustratos.

Al evaluar la enzima con diferentes sustratos en una concentracion 1% (Figura
17) se observé que la inulinasa tiene una actividad predominante sobre la
sacarosa con una actividad especifica de 1,331 U/mg, posteriormente a la
activdad de la achicoria que es lineal, por lo que se estima que la inulinasa con
la que se trabaja se une con mayor facilidad a sustratos de estructura simple
como son la achicora y la sacarosa en comparacion con la inulina de agave azul,
gue es una estructura altamente ramificada, para la cual se obtuvo una actividad
espécifica de 350 U/mg. La inulina de tubérculos de dalia es la Unica que no
concuerda con esta aseveracion ya que de acuerdo a (Vereyken, et. al., 2003)
también es lineal;, Unicamente tiene un mayor grado de polimerizacion en

comparacion con la inulina de achicoria.

Actividad enzimatica con diferentes sustratos
700
600
500
400
300
200

100

Actividad especifica U/mg

0

M Inulina de Agave Azul Inulina de Dahlia Inulina de Achicoria M Sacarosa

Figura 17. Actividad enzimatica de la inulinasa con diferentes sustratos.
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Para evaluar la afinidad de una manera mas precisa es necesario determinar la
Km para todos los sustratos de tal forma que comparando este valor se tiene una
mayor certidumbre de la afinidad de la enzima por diferentes sustratos.

6.9 Paramétros cinéticos de lainulinasa ACHL1.

Para determinar los parametros cinéticos de la enzima de estudio se evalud la
velocidad inicial de la enzima con diferentes concentraciones de agavina. Se
construy6 la Figura 18 y con el software estadistico descrito en la metodologia.
Se obtuvieron los siguientes parametros cinéticos: Km= 4+1.085 mM y una

Vmax= 600+85 U/mg con una R? de 0.99 para el modelo empleado.

Michaelis-Menten
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Figura 18. Gréafico de Michaelis-Menten para la determinacion de la cinética
enzimatica de la inulinasa de K. marxianus empleando como sustrato

inulina de agave.

En la Tabla 8 se presentan los parametros cinéticos de las inulinasas con
mayor similitud reportados para la hidrolisis de agavina. Se muestra el
cociente Kcat/Km que indica la eficiencia catalitica y es adecuado para
comparar las actividades de las enzimas frente a un mismo sustrato, de tal
forma que entre mayor sea el valor del cociente, mayor sera la eficiencia

catalitica.

Con los resultados obtenidos se tiene que la enzima es comparativamente

mejor para la hidrolisis de agavina.
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Tabla 8.

Parametros

cinéticos

para inulinasas

Kluyveromyces marxianus en la hidrolisis de agavina.

provenientes

de

Inulinasa Km (mM) Kcat (s?) Kcat/Km
(s*mMm1)

K. marxianus AZ8 | 4.00 2738 638.89

(Arrizon, et al. | 129 11 0.90

2011)

(Trapala Reyna et. | 11.79 339 28.76

al 2017)

7. Conclusiones.

Se logré purificar la inulinasa de Kluyveromyces marxianus AZ8
mediante exclusion molecular.

La enzima en estudio es una exoinulinasa glicosilada, demostrado
mediante tincion de schiff.

A partir de exclusion molecular y electroforésis SDS-PAGE se
demostro que estructuralmente la inulinasa es un dimero con un peso
molecular de 274.17 kDa.

El aumento en la concentracion de inulina en el medio de cultivo,
aumenta la produccién enzimética.

En la hidrdlisis de inulina de agave, la temperatura éptima de actividad
de la inulinasa se encuentra a los 50 °C, mientras que el pH éptimo de
actividad es de 5.0.

A partir de la cinética de la hidrdlisis de inulina de agave, se determiné
que tiene una: Km 4.00 +1.085 mM, una Vmax de 600 £85 U/mg, y
una Kcat de 2,738 s1, De tal forma que se tiene una enzima con mayor
afinidad y actividad en la hidrdlisis de inulina de agave, respecto a

otras inulinasas reportadas.

8. Perspectivas.

Estandarizar una metodologia para evitar la pérdida de actividad de la enzima.

Evaluar mayores concentraciones de

produccion de inulinasa.

inulina para intentar aumentar la
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Evaluar el uso de cationes que puedan aumentar o inhibir la actividad enzimatica.
Determinar parametros cinéticos de otros sustratos para evaluar la afinidad.

Evaluar que efecto causa la temperatura en el dimero para conocer la funcién de

este mediante dispersion dinamica de luz.

Desarrollar una metodologia utilizando la inulinasa de Kluyveromyces marxianus
AZ8 en pencas de agave. La metodologia debe inclur la extraccion de la inulina
de este material, el acondicionamiento del extracto a condiciones Optimas de

reaccion y la cuantificacion del rendimiento.
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Apéndice A.
Métodos Cuantitativos

Método de Bradford para la determinacion de proteinas.

Cuando el colorante Coomassie Azul Brillante G-250 se une a una proteina, el
colorante cambia de color rojizo a azulado, y el maximo de absorcion del
colorante se desplaza de 465 a 595 nm. El cambio en la absorbancia a 595 nm
es proporcional a la concentracion de proteina de la muestra. La técnica de
Bradford se basa en la naturaleza anfétera de las proteinas. Cuando la solucion
gue contiene proteinas se acidifica a un pH menor que el punto isoeléctrico de la
proteina de interés, el tinte agregado se une electrostaticamente. La eficacia de
la unién se ve aumentada por la interaccion hidréfoba de la molécula de tinte con
el esqueleto polipeptidico contiguo a los residuos cargados positivamente en la

proteina.

Este procedimiento se ha mejorado para medir microgramos de proteinas (1-100
ug/mL). Debido a su rapidez, sensibilidad y menos interferencias que el método
de Lowry, el método de Bradford se ha utilizado ampliamente para el analisis de
bajas concentraciones de proteinas y enzimas en su purificacion y

caracterizacion (Nielsen, 2010).
Cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC).

La cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC, por sus siglas en
inglés) es una técnica que se utiliza para purificar proteinas y otras biomoléculas
(acidos nucleicos y/o polisacéaridos) a partir de mezclas complejas contenidas en
un extracto, mediante el uso de columnas cromatograficas de diversos tipos
como son: filtracion en gel, interaccion hidrofébica, intercambio idnico y afinidad
las cuales se conectan a un equipo automatizado equipado con un detector de
luz UV-visible (190-700 nm) en linea con hasta tres longitudes de onda
simultaneas (280/214/254 nm), un medidor de conductividad (0.001-999.9
mS/cm) y un mezclador de gradientes .

Las resinas para FPLC, dependiendo de la aplicacion, estan disponibles en una
amplia gama de tamafos y ligandos en su superficie. En el estudio llevado a

cabo se empled la columna Superdex 200 que es una columna de exclusion
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molecular con un alto poder de resolucion para las proteinas y otras biomoléculas

en el rango de peso molecular: ~ 10 000 a 600 000 Da.

La cromatografia de exclusién molecular es un método en el que la separacion
de diferentes compuestos se produce de acuerdo con su tamafo (volumen
hidrodindmico) medido por la eficiencia con la que penetran en los poros de la
fase estacionaria. La fase estacionaria consiste en particulas porosas esféricas
con un tamafio de poro cuidadosamente controlado, a través del cual las

biomoléculas se difunden utilizando un buffer acuoso como fase movil.

Las proteinas mas grandes, que se excluyen de los poros, se eluyen primero.
Las proteinas posteriores se eluyen en orden decreciente. Como las formas de
las proteinas también podrian variar (por ejemplo, las cadenas globulares,
similares a barras o flexibles), sus radios no se correlacionan exactamente con

el peso molecular (Fekete, et. al., 2014).
- Determinacion de peso molecular por exclusién molecular.

En la exclusion molecular la separacion basada en el tamafio permite la
construccion de una curva de calibracion basada en un conjunto de analitos
conocidos, que se pueden usar para estimar el peso molecular de un analito
desconocido. Las curvas de calibracion tipicas se basan en proteinas o

polimeros de pesos moleculares conocidos.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (PAGE-
SDS).

En presencia de algunos compuestos quimicos, las proteinas pierden su
estructura nativa; tales compuestos, llamados agentes desnaturalizantes,
producen el desplegamiento de la proteina que queda, asi, sin la organizacién

tridimensional caracteristica de su funcionalidad biolégica.

Los detergentes afectan a la estructura nativa de las proteinas y a las
interacciones con otras moléculas (proteinas, lipidos, etc.), ya que las
interacciones hidrofébicas de las proteinas son sustituidas por interacciones
detergentes-proteina. El SDS posee una carga negativa y un fuerte caracter

desnaturalizante.
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La PAGE-SDS permite el calculo de parametros moleculares (al contrario que el
resto de los tipos de electroforesis), pues los complejos SDS-proteina se separan

estrictamente segun su tamafio molecular.

El SDS interacciona con las proteinas formando complejos de caracteristicas
comunes independientemente de las de cada proteina. Enmascara o anula las
cargas propias de la proteina aportando una carga negativa y los complejos

formados adquieren una forma elipsoide.

Esta técnica es la més utilizada en el andlisis de proteinas debido a que:

La gran mayoria de las proteinas son solubles en SDS.

Todos los complejos SDS-proteina tienen carga negativa y migran, por lo

tanto, en el mismo sentido.

e Su densidad de carga es muy elevada, por lo que su velocidad de
migracion también lo es y las electroforesis son muy rapidas.

e Laseparacion depende de un parametro fisico-quimico, como es la masa

molecular, que se puede calcular.

Los complejos SDS-proteina se tifien facilmente.

- Método de Laemmli.

Este método es el mas utilizado en la PAGE-SDS, fue publicada en 1970. El
sistema Se basa en un sistema discontinuo de buffer. Dos iones de movilidad
electroforética diferente (glicinato y cloruro) forman un limite movil cuando se
aplica voltaje. Las proteinas tienen una movilidad intermedia, lo que hace que se

concentren o "acumulen" en una zona estrecha al comienzo de la electroforesis.

El efecto de apilamiento es responsable del alto poder de resolucion del sistema
Laemmli. La muestra se carga en una zona relativamente amplia, y el limite movil
concentra las proteinas en bandas afiladas antes de la separacién. A medida
que el limite se mueve a través del gel, el efecto de tamizado del gel de
poliacrilamida hace que diferentes proteinas se muevan a diferentes
velocidades. Una ventaja del sistema Laemmli es que permite el analisis de
muestras relativamente diluidas. La muestra se concentra antes de la

separacion.
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Desde su desarrollo, el sistema Laemmli se ha convertido en la herramienta
principal para analizar mezclas de proteinas debido a su simplicidad, versatilidad
y robustez. Es considerado como el "Estandar de oro" de las técnicas de PAGE-
SDS por su capacidad para resolver limpiamente muestras complejas de

diversas fuentes.
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Apéndice B.
1.- Curva patron para la medicién de azlUcares reductores por el método
DNS.

Curva patron de Fructosa 1%
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2.- Curva patron para la determinacién de proteina por el método de
Bradford.
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3.- Curva de calibracion para la determinaciéon de peso molecular mediante
FPLC.
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