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Definicion de Conceptos

Especificidad de enlace/ regioselectividad: Se refiere a la propiedad de la enzima
gue sintetiza el tipo de enlace presente en un polimero de fructanas. Este puede ser
B-(2,1) para el caso de un polimero de inulina, o -(2,6) para el caso de un polimero

de levana.

Especificidad de producto: Es la propiedad de la enzima que define el tipo de
producto en funcién del peso molecular del mismo. Una fructosiltransferasa es
capaz de producir polimero de alto peso molecular y/o productos de bajo peso
molecular (polimero y fructooligosacaridos):

Mecanismo de elongacion: Se refiere a la procesividad con que la enzima sintetiza
sus productos. En un mecanismo procesivo los mondmeros de fructosa son -
sucesivamente incorporados a una cadena de fructana hasta la liberacion de ésta
de la enzima. En un mecanismo no procesivo los productos son liberados después
de la transferencia de cada mondmero, con la consecuente acumulacion de

intermediarios en el medio de reaccion.

Perfil de productos: Es el perfil de fructooligosacaridos (perfil de FOS) o el perfil
de polimero de alto/ bajo peso molecular (perfil de polimero). Es el conjunto de
productos (fructooligosacaridos con un DP<10 o polimero/fructana) producidos por

una fructosiltransferasa.




Resumen

Las fructansacarasas (FNSs) son enzimas pertenecientes a la familia GHG8 de las
glicésido-hidrolasas, capaces de sintetizar polimero de fructosa, con una unidad de
sacarosa en el extremo no reductor. La catalisis de estas enzimas tiene lugar a
través de un mecanismo procesivo, donde la enzima produce polimero, o bien,
mediante un mecanismo no procesivo, donde la enzima solo sintetiza productos de

bajo peso molecular.

Dentro de esta familia de FNSs, existe una subfamilia de FNSs multidominio, las
cuales presentan dominios adicionales en las regiones N- y C-terminal que
flanquean al dominio catalitico. La funcion de dichos dominios ha sido ampliamente
estudiada a través de versiones truncadas de enzimas como la levansacarasa LevS,
de L. mesenteroides, o la inulosacarasa IslA de L. citreum CW28. Recientemente,
se demostré en una versién truncada de LevS, que esta enzima cuenta con una
zona de procesividad en el extremo N-terminal que le permite a la misma operar a
través de un mecanismo procesivo, sin embargo, se desconoce si IslA presenta una

zona de procesividad similar a aquella reportada para LevS.

Para determinar si la procesividad de IslA depende de una region en el extremo N-
terminal, se utiliz6 como modelo a la version truncada IslA4, que tiene una zona de
100 aminoacidos en el extremo N-terminal, conocida como region N1go terminal, y a
la version IslA5, que carece de dicha region. La comparacion entre ambas enzimas
truncadas reveldé que la remocidén de la region N1oo terminal afecta propiedades
como la temperatura 6ptima, la velocidad inicial de la enzima, y probablemente las
constantes cinéticas, asi como la actividad enzimatica. Sin embargo, el resultado
mas sorprendente es que la region N1go terminal no participa en la procesividad de
la enzima, ya que se identifico la sintesis de polimero de alto peso molecular en la

enzima carente de dicha region.




Resumen

El trabajo concluye que la regidn Nigo terminal no es indispensable para la
procesividad de la enzima. Es probable que las determinantes que definen la
procesividad dependan de la estructura del sitio catalitico y no de la intervencién de

regiones o dominios adicionales.
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1.1 FRUCTANAS

Las fructanas son polimeros de fructosa unidos mediante enlaces glicosidicos, con
una unidad de sacarosa en el extremo no reductor. Dependiendo del tipo de enlace,
pueden clasificarse como levanas, cuando la cadena principal presenta enlaces (-
(2,6) y ramificaciones -(2,1); o como inulinas si la cadena principal se compone de

enlaces B-(2,1) con ramificaciones en -(2,6) (Figura 1:1).

Estos polimeros son producidos por plantas de floracion incluyendo dicotileddéneas
y monocotiledoneas, bacterias de los géneros Bacillus, Streptococcis, Leuconostoc,
Lactobacillus, entre otras y hongos de los géneros Aspergillus, Aureobasidium,
Penicillum, Fusarium, etc [1], y han tenido grandes aplicaciones en la industria
alimenticia, cosmética y farmacéutica. Por ejemplo, la inulina es utilizada como
prebiotico, sustituto de grasa, modificador de textura y para el desarrollo de
alimentos funcionales para mejorar la funcion gastrica mediante su papel benéfico
a la salud [2]. Asi mismo, de acuerdo con experimentos en animales y estudios
clinicos, la inulina tiene ademas otros efectos benéficos, por lo que ha sido
catalogada como anti-hipertensiva, anti-diabetes y anti-obesidad; regula el
metabolismo de lipidos y glucosa, asi como el sistema enddcrino [3].

HO
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Figura 1:1 Estructuras esquematicas de a) levana b) inulina o
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1.2 FRUCTANSACARASAS

Las enzimas responsables de la produccién de estos polisacaridos son conocidas
como fructansacarasas (E.C 2.4.1) (FNSs). Si su producto es la levana, son
llamadas levansacarasas, LS (E.C. 2.4.1.10), mientras que aquellas que producen
inulina son conocidas como inulosacarasas, IS (E.C. 2.4.1.9) [4].

Las FNSs llevan a cabo reacciones de transfructosilacion al transferir un residuo de
fructosa de una molécula de sacarosa a una molécula aceptora. Dicha reaccién
involucra en el primer paso la interaccidon de la enzima con una molécula donadora
como la sacarosa y la formacién de un intermediario covalente fructosil-enzima, con
la consecuente liberacion de la glucosa al medio de reaccion y finalmente, la
transferencia del residuo fructosilo a una molécula aceptora. Si en esta reaccion, la
molécula aceptora que rompe el enlace covalente fructosil-enzima es una molécula
de sacarosa se obtienen fructooligosacaridos (FOS), si es una cadena creciente de
fructana se obtiene un polimero de fructosa (Figura 1:2). Por otra parte, si la
molécula aceptora es el agua, la reaccion catalizada es la hidrélisis de la sacarosa
y los productos seran glucosa y fructosa [5]. El residuo fructosilo también puede ser
transferido a otros aceptores exdgenos a la reaccion como alcoholes primarios o
azucares como D-xylosa, D-arabinosa, L-arabinosa, maltosa, maltriosa, celobiosa

melibiosa o lactosa [4].

Glucosa

Sacarosa -

Fructana

FTF Fructosa

Figura 1:2 Representacion del mecanismo de catalisis de las fructosiltransferasas
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Las FNSs bacterianas son producidas tanto por bacterias Gram negativas como por
Gram positivas. Dentro de esta ultimas destacan Bacillus subtilis, Streptococcus
salivarius, Leuconostoc citreum, Lactobacillus reuteri 121 y Streptococcus mutans
[6]-[9].

En la naturaleza existen enzimas FNSs bacterianas, unidominio y multidominio. En
general, el dominio catalitico de estas FNSs tiene un tamano de entre 45 a 65 kDa.
Su estructura presenta un plegamiento tipo B-propela con una cavidad central tipo
embudo con carga negativa en cuyo interior se hospeda al sitio activo, conformado

por la triada catalitica (Figura 1:3) [10].

Figura 1:3 Estructura del dominio catalitico de las FNSs. Residuos
cataliticos mostrado en amarillo, ligando (sacarosa) en verde y
estructura de B-propela en magenta

Estudios cristalograficos de la LS unidominio de Bacillus subtilis (SacB), han
permitido identificar que en el sitio activo existen subsitios denominados -1, +1y +2
que participan en el acomodo del sustrato [11]. El mecanismo molecular de reaccion

de estas enzimas comienza cuando el sustrato donador, por lo general la sacarosa,

S



Seccion 1 Fructansacarasas Antecedentes

se une a los subsitios de unién al sustrato -1y +1; el | |ntermediario
Covalente

subsitio -1 es especifico para la fructosa mientras que . A
en el subistio +1 se acomoda la glucosa (Figura 1:4). F1O

Después del rompimiento del enlace glicosidico, la

glucosa es liberada al medio de reaccion, mientras la  !l-Hidrdlisis H.0

fructosa se mantiene unida a la enzima en el subsitio F o ‘/

-1 formando un intermediario fructosil-enzima. El >

aceptor, que en los primeros pasos de elongacion es " \jF::to:

otra molecula de sacarosa, se acopla en los subsitios

+1 y +2 para que la fructosa pueda ser transferida al Oligosacridos/

LT licosilacié polimero
aceptor [11], [12]. Se ha propuesto que los subsitios oo N
- F

(f

aceptores [13] \ Oligosacaridos (n+1)/

polimero (n+1)

+1 y +2 resultan ser menos especificos, permitiendo 1

asi la unidn de otros azucares que actuan como A +1 +2 +3

] _ Figura 1:4 Subsitios en el dominio catalitico
De acuerdo con Davies y Henrissat (1995), 1a qe |as FTF./magen tomada y modificada de

especificidad de sustrato y el modo de accion de las  #jning, 2001
glicosido-hidrolasas (GH) dependen de los detalles estructurales, tales como la
presencia de estructuras en forma de a-hélices o loops [11], [14], mas que del
plegamiento global. La hidrdlisis enzimatica de los enlaces glicosidicos tiene lugar
a través de un mecanismo general de catalisis acida, que requiere de dos residuos
criticos: un donador de protones y una base/nucledfilo [15]. Los datos
cristalograficos de SacB muestran que los residuos D86 y E342 representan al
nucledfilo catalitico y al residuo acido/base general, respectivamente. Asi, mientras
que el residuo E342 protona el oxigeno del enlace glucosidico, el residuo D86
realiza un ataque nucleofilico que lleva a la formacion de un intermediario covalente.
Se ha descrito que en la formacion de dicho intermediario participa un tercer residuo,
conocido como el estabilizador del estado de transicion, que para el caso de SacB
fue identificado como el residuo D247 (Figura 1:5) [16], [17].

i
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1) Glicosilacién 2) Desglicosilacién
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j‘v o 1 : J
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1 X "¢ C

D247 D247 D247 D247

Figura 1:5. Esquema del mecanismo molecular de catalisis de SacB. Tomado de Raga-Carbajal,
2019y adaptado de Chuankhayan et al, 2010

La conservacion de los residuos que conforman la triada catalitica entre enzimas
que llevan a cabo reacciones de hidrolisis y transfructosilacion mediante un
mecanismo de doble desplazamiento, asi como las similitudes observadas en la
estructura en forma de B-propela del dominio catalitico, han permitido la agrupacion
de estas enzimas en la familia GH68 en la base de datos de enzimas activas a
carbohidratos, CAZy. Esta familia, junto con la familia GH32, comprenden el clan
GH-J de las B-fructofuranosidasas, caracterizado por compartir la identidad de los
residuos cataliticos y un mecanismo de reaccion similar [5], [18]. No obstante, es
importante mencionar que la principal diferencia entre la familia GH68 y GH32 es
que las enzimas de esta ultima familia presentan, ademas de un plegamiento en
forma de B-propela, un dominio extra en el extremo C-terminal con un plegamiento

tipo sandwich, que resulta esencial para la estabilidad de estas proteinas [19].
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1.3 MECANISMO DE ELONGACION DE FRUCTANAS

La transferencia de mondmeros de fructosa puede efectuarse mediante un
mecanismo de elongaciéon procesivo o no procesivo [9]. En el primero, los
monomeros de fructosa son incorporados sucesivamente a una misma cadena y el
proceso de elongacion termina cuando la enzima libera al producto, el cual se

caracteriza por ser un polimero [9], [12] (Figura 1:6A).

En el caso del mecanismo no procesivo, las unidades de mondémero son afnadidas
a una molécula que es tomada del medio en funcién de la afinidad de ésta por la
enzima. En este particular caso, hay acumulacion de intermediarios con diferente

grado de polimerizacion [9], [12] (Figura 1:6B).
Ln
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Figura 1:6 Equema del mecanismo de elongacién de las FTFs. A) Mecanismo de elongacidén procesivo.
B) Mecanismo de elongacién no procesivo. /magen tomada de Raga-Carbajal et al, 2016

S



Seccion 1 Fructansacarasas multidominio Antecedentes

1.4 FRUCTANSACARASAS MULTIDOMINIO

Las FNSs multidominio (FNSs-MD) son una subfamilia de enzimas presente en la
familia GH68 (inulosacarasas y levansacarasas). Estas enzimas se caracterizan por
presentar dominios adicionales en las regiones N- y C-terminal que flanquean al
dominio catalitico, alcanzando tamafos mayores a los 170 kDa. (Figura 1:7) [20],
[21].

Péptido sefal

LS B. subtilis [ I Regidn variable
IS L .29 473 Bl Dominio catalitico de FNSs
. reuteri [ - -

32 152 708 = Dom.lnfo catallfl’co de GTFs

LS L. mutans [ Il Dominio de unién a glucano
32 211 797

LS L. mesen. [
32 211 610 1022

IS L. citreum [—— |

32 209 734 1490
GtfM S. salivariu:s | |

42 376 1178 1577

Figura 1:7 Comparacion de la estructura primaria de FNSs multidominio contra una FTF unidominio
(LS de B. subtilis)..

La descripcion de los dominios adicionales se presenta a continuacion:

Region N-terminal. Dado que las FNSs son enzimas extracelulares, la region N-
terminal contiene un péptido sefial para la secrecion de la proteina (36 a 40
aminoacidos). Por otra parte, se ha demostrado que en algunos casos la region N-
terminal tiene similitud con la region N-terminal de las glucansacarasas (GNSs), que
son enzimas que catalizan la formacion de glucanos (polimeros de glucosa) a partir
de la sacarosa con liberacion de fructosa al medio. Se ha demostrado que la regién
N-terminal en las GNSs no determina la estructura del glucano y al ser eliminado,
disminuye la actividad enzimatica [20].

Dominio catalitico. La estructura del dominio catalitico de las FNSs es similar a la

estructura completa de una FNSs unidominio (como SacB, Figura 1:7), una cavidad

B
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en forma de embudo, rodeada por cinco B-propelas donde se encuentran los

residuos cataliticos, y cuya identidad oscila entre el 43% y 56% [4], [10], [22].

Dominio C-terminal. En algunas enzimas la funcién de este dominio es el anclaje
de dichas enzimas a la pared celular, a través del motivo LPXTG. La presencia de
dicho motivo se ha reportado en GNSs y en algunas FNSs, como en la de L. reuteri,
pero no existe en la inulosacarasa de L. citreum. Para la FNS de este
microorganismo se ha reportado una regién de union a pared celular conformada
por series de secuencias repetidas en tandem de 20-30 aminoacidos [20], conocidas
como repetidas GW [4]. Estas secuencias fueron inicialmente reportadas en
proteinas de superficie criticas para el proceso infeccioso de Listeria
monocytogenes, siendo nombradas de esta forma debido a que todas las
secuencias comienzan con el dipéptido GW [23].

Al igual que con la region N-terminal, el dominio C-terminal de algunas FNSs tiene
similitud con el dominio C-terminal de las GNSs, donde este dominio es conocido
como dominio de union a glucano (GBD). En las GNSs, tal dominio se ha asociado
con la polimerizacion y estructura del glucano, en la transferencia de productos
desde el sitio catalitico y en la localizacion en la superficie celular (9,13). Al igual
que en las GNSs, en las FNSs se ha propuesto que este dominio pudiera afectar el

tamano y/o especificidad del producto [20].
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1.5 ASPECTOS GENERALES DE LA INULOSACARASAS

A diferencia de las levansacarasas, que se pueden encontrar en una gran cantidad
de microorganismos, las inulosacarasas (IS) han sido reportadas en menor cantidad
y en su mayoria en microorganismos Gram positivos, como Lactobacillus sp.,
Leuconostoc citreum o Streptomyces viridochromogens [24]. Pese a que se ha
encontrado que estas inulosacarasas comparten caracteristicas estructurales
similares, como la conservacidn de los residuos cartaliticos y la estructura de la B-
propela, se ha evidenciado una gran diversidad en la arquitectura y en el peso
molecular de las mismas, encontrando enzimas unidominio de tan solo 47 kDa [10],

[25] hasta inulosacarasas multidominio de 165 kDa [26] (Figura 1:8).

Fructosiltrasferasas unidominio

Bacillus agaradhaerens
InuO
47 kDa

31 453
Streptomyces viridochromogens
49 kDa

30 47 . - s s
Fructosiltrasferasas multidominio

Leuconostoc citreum

IslA
165 kpa I

40 310 734 1490

Inuj Lactobacillus johnsonii NCC 533

o7 0 I
3 2|09 662 797

Lactobacillus reuteri 121

Inu
87 kDa
39 210 794
Lactobacillus gasseri
InuGB
83 kDa

39 2 656 761

MPéptido sefial []Region N-terminal M Dominio catalitico [] Regién C-terminal

Figura 1:8 Esquema de algunas inulosacarasas caracterizadas entre 2007 y 2018
Asi mismo, el espectro del tamafo de los productos de estas enzimas parece no

tener relacion directa con la arquitectura de las mismas, ya que se ha reportado que
inulosacarasas como las de Streptococcus mutans, Lactobacillus reuteri 121 y

B
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Lactobacillus reuteri TMW 1.106, que presentan un arquitectura multidominio, son
capaces de producir polimeros de alto peso molecular (de hasta 1x10” Da) [8], [27],
pero no FOS, mientras que otras como InuO e InuGB de Bacillus agaradhaerens y
Lactobacillus gasseri, que presentan una arquitectura unidominio y multidominio
respectivamente, producen sélo FOS, con un grado de polimerizacion de hasta 13
y 24, respectivamente [10], [25]. Algunas otras, tales como las IS de Bacillus sp.
217C-11, L. johnsonii o la IS unidominio HugO de S. viridochromogens, son capaces

de producir ambas clases de productos.

Estos datos sugieren que no existe un determinante general para las inulosacarasas
que dirija la sintesis de uno u otro tamafo de producto, y en cambio, deben ser
estudiadas de forma individual para entender su comportamiento. El resumen de los

datos se muestra en la Tabla 1:1.

Tabla 1:1 Caracteristicas estructurales y productos sintetizados por las inulosacarasas.

Microorganismo Enzima  Peso molecular Arquitectura Producto/ tamano Referencia
S. mutans GS-5 FTF- Entre 974y 200 ND Polimero de alto peso (5,24)

MBP kDa molecular (60x10°-90x10°)
L. reuteri121 Inu 87 kDa, 798 aa Multidominio  >1x10'Da (6,25,26)

Inulina de alto peso

molecular
Bacillus sp 217C- |IPE 44-45 kDa ND Polimero y FOS con un DP  [8]
11 10-25
L. reuteri TMW Inu ND ND Polimero de alto peso [30]
1.106 molecular
L. citreum IsIA 165 kDa, 1490 Multidominio Polimero de alto peso [4],[22]
aa molecular (3,000 kDa)
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L. johnsonii NCC InuJ 87.2 kDa, 797 aa Multidominio  Inulina /n situ (4x10" Da [11], [31]
533 )y FOS (GF2-GF15)
L. gasseri InuGB 83 kDa, 761 aa Multidominio  FOS (GF2 — GF13) [32]

S. viridochromogens  HugO 49 kDa, 443 aa Unidominio FOS (/n vivo) y polimero de  [10]

2.5x10

B. agaradhaerens InuO 47.4 kDa453 aa  Unidominio FOS (GF2-GF24) [25]

ND= No determinada/ no reportada

Adicionalmente, se han encontrado algunas diferencias en las caracteristicas
bioquimicas de estas enzimas, como que la mayoria de estas IS trabajan
adecuadamente a temperaturas que van desde los 45°C hasta los 60°C, excepto la
IS de L. citreum, cuya temperatura optima es de 35°C [22]. Por otra parte, el pH
optimo de trabajo para las IS abarca un amplio rango de valores, los cuales van
desde pH 3.5 — 4.5 para InuGB [32] hasta pH 10.0 para InuO [25]. Toda la

informacion de las propiedades bioquimicas se resume en la Tabla 1:2.

Tabla 1:2 Propiedades bioquimicas de las inulosacarasas

Microorganismo Enzima pH / Temp. optima Referencia
S. mutans GS-5 FTF-MBP 57-72/NC (5,24)

L. reuteri 121 Inu 50-55/50°C (6,25,26)
Bacillus sp 217C-11  |PE 7.0- 8.0/ 45°C (8]

L. reuteri TMW 1.106 Inu NC [30]

L. citreum ISIA 6.5/ 35°C [4], [22]

L. johnsonii NCC 533 InuJ 45-7.0/55°C [11], [31]
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L. gasseri InuGB 3.5-45/55°C [32]
S. viridochromogens HugO 5.0-7.0/50-55°C [10]
B. agaradhaerens InuO 6.0 - 10.0 / 60°C [25]

NC = No caracterizado/ sin informacién en la literatura

En general, el comportamiento cinético de estas enzimas no puede ser descrito con
el modelo de Michaelis-Menten, tal como se reportd6 para las IS de Bacillus
agaradhaerens, L. reuteri 121, L. johnsonii NCC 533. y L. gasseri. De acuerdo con
la literatura, ninguna de estas enzimas llegd a la saturacion con altas
concentraciones de sacarosa cuando la actividad total y transglicosilasa fue
evaluada [10], [29], [31], [32], sin embargo, este comportamiento se ajustd a la
ecuacion de Hill, con un valor cercano a 1, para las IS de L. reuteri 121, L. johnsonii
NCC 533y L. gasseri.

Finalmente, solo se tiene conocimiento de la estructura cristalografica de la IS de L.
Jjohnsonii, Inud, por lo que mucha de la informacidon conocida sobre las IS se basa

en dicho modelo (Figura 1:9).

() (b) o

B-hairpin

B-hairpin
Cc

Figura 1:9. Estructura cristalogréfica de la inulosacarasa de Lactobacillus johnsonii, Inul.

s
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La elucidacion de la estructura cristalografica de Inud permitié confirmar que el sitio
y modo de unién de la sacarosa es idéntico al de las LSs y confirm6 que ambos
tipos de enzimas usan la misma red estructural para la unién y rompimiento del
sustrato donador en el sitio activo. En comparacion con SacB, la entrada a la
estructura en forma de embudo donde se encuentra el sitio catalitico es mas
angosto como resultado de la sustitucion del residuo K363 en SacB, por el residuo
R545 en InuJ. Por otra parte, la orientacidn del sustrato (sacarosa) es muy similar
con aquella observada en SacB, con similares angulos de torsion de los enlaces

glicosidicos.

En Inud, la sacarosa tiene numerosas interacciones directas con puentes de
hidrégeno y con cadenas laterales de residuos conservados en la famiia GH6E8; y
estas interacciones son las mismas que aquellas observadas en SacB. Asi, por
ejemplo, el residuo fructosilo en el subsitio -1 esta fuertemente unido a siete puentes
de hidrégeno, y mientras el C2 de la fructosa esta localizado a 3.5 A del residuo
nucleofilico (D272), el oxigeno del enlace glicosidico se localiza a 3.3 A del residuo
acido/ base general (E524) y los O3’ yO4’ de los grupos hidroxilos del residuo
fructosilo se localizan a una distancia de enlace de hidrégeno con el estabilizador
del estado de transicién D425, mientras que en el subsitio +1, los residuos 2-OH, 3-
OH y 4-OH del residuo glucosilo estan a una distancia de enlace de hidrogeno de
las cadenas laterales E522, E524 (acido/base general) y R542 [11].
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R623

Figura 1:10. Interacciones de residuos de los subsitios -1y +1 con la sacarosa (SCR1) en el sitio activo de Inul.
Residuos cataliticos en naranja, el C2 de la fructosa marcado con un *, puentes de hidroégeno en gris. Figura
tomada de Pjning et al, 2011.
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1.6 INULOSACARASA DE LEUCONOSTOC CITREUM CW28 (ISLA)

En 2003, Olivares-lllana y cols. reportaron la primera FNS-MD, aislada de
Leuconostoc citreum CW28 (IslA). Se trata de la FNSs mas grande descrita a la
fecha, con una secuencia de 1490 aminoacidos y un peso molecular de 165 kDa
[22]. Como en las FNSs multidominio, la estructura de IslA esta conformada por un
dominio N-terminal (aminoacidos 1 a 310), que contiene un péptido sefal, de 40
aminoacidos, necesaria para la secrecion de la proteina. La region N-terminal tiene
un 40% de identidad con la alternansacarasa (ASR), una GNS de L. mesenteroides
NRRL B-1355 capaz de producir glucano con enlaces alternos a-1,3 y a-1,6.
Adicionalmente, la enzima IslA presenta una regién variable, con una similitud del
36% con la ASR. Diversos alineamientos de secuencia han demostrado que dicha

region variable no esta conservada entre las GNSs.

Al dominio N-terminal le sigue el dominio catalitico (aminoacidos 311 a 734), el cual
presenta una identidad del 43-56% con otras FNSs y una similitud de entre el 28-
38%, y posterior al dominio catalitio, se encuentra la region de transicion
(aminoacidos 735 a 940) que presenta baja identidad con la ASR. Finalmente, la
region C-terminal (aminoacidos 941 a 1490), la cual presenta un 80% de identidad
con el GBD de la ASR (Figura 1:11) [4], [22].

Dominio N-terminal
Identidad con ASR

Péptido Dominio catalitico Baja identidad Dominio C-terminal
sefal Identidad con FTF con ASR Alta identidad con ASR

IsIA
165 kDa

1 40 310 734 940 1490
Figura 1:11 Representacion de la inulosacarasa de Leuconostoc citreurn CW28 (IslA).

Imagen tomada y modificada de Olivares-/llana et al, 2003
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En este contexto, la inulosacarasa podria ser vista como una ASR (GNS) en donde
el dominio catalitico fue reemplazado por el de una FNS, o como una FNS a la que
se le afadieron las regiones N- y C-terminal de la alternansacarasa [4], dado que
presenta regiones con alta identidad y similitud con la ASR, asi como un

considerable porcentaje de identidad con otras fructosiltransferasas.
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1.7 ESTUDIO DE RELACION ESTRUCTURA / FUNCION DE LOS DOMINIOS
ADICIONALES DE LA INULOSACARASA (ISLA) DE LEUCONOSTOC
CITREUM CW28

Desde su descubrimiento en 2003 [4], se han realizado diversos estudios para
entender la influencia de los dominios adicionales de la inulosacarasa de
Leuconostoc citreum CW28 (IslA) en los parametros bioquimicos y en el mecanismo
de catalisis. Para desarrollar estos analisis, diversas versiones truncadas de esta
enzima fueron creadas [4], [13], [22] y expresadas de forma heter6loga (Figura
1:12). IslA2 es una version truncada que carece de la regién C-terminal y tiene un
peso molecular de 102 kDa, mientras que IsIA3 es una enzima que carece de la
region C-terminal y de la region de transicion, con 80 kDa. Por otro lado, IsIA4 es un
fragmento de 64 kDa a la que se le removieron el dominio C-terminal, la regién de
transicion y una parte del dominio N-terminal (aminoacidos 1 a 209), quedando solo
la regidon N1go terminal. También se creo la version alterna ANIsIA2, la cual es una
combinacion de IslA2 e IslA4, pues carece del dominio C-terminal y de los primeros

209 aminoacidos de la region N-terminal (Figura 1:12).

Versiones truncadas de IslA

Regién N-terminal  Dominio Catalitico Ragica qe Regién C-terminal
transicion

so I .
165 kDa

1 209 310 734 940 1490

102 k0o | |
ANIs|A2 80 kDa |—| I
IslA3 J
80kDa

IslAL \ ]
64 kDa

Figura 1:12 Versiones truncadas construidas a partir de la inulosacarasa de
Leuconostoc citreurn CW28 (IslA)
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Del Moral y cols., en 2008 realizaron estudios de la caracterizacion de las enzimas
silvestre y truncadas, asi como la determinacion de los parametros bioquimicos de
las mismas. IslA tiene una temperatura 6ptima de 35°C, sin embargo, esta
desciende hasta 30°C en las versiones truncadas mas pequenas ISIA3 e IslA4
(Tabla 1:3). No obstante, mientras que IslA2 tiene el mayor valor de vida media, a
medida que se eliminan dominios, este parametro disminuye en las versiones
truncadas. Estos resultados demuestran que los dominios N- y C-terminal
contribuyen a la termoestabilizacion de la enzima [33]. Adicionalmente, se encontro
que el dominio C-terminal es responsable del anclaje de la enzima a la célula, pues
como ya se menciond con anterioridad, cuenta con las secuencias repetidas en

tandem GW, también asociadas al anclaje de la pared celular [22].

La relacion hidrdlisis/transferencia también se modifica, pues las versiones
truncadas mas pequenas muestran una mayor tasa de hidrdlisis (Tabla 1:3),
probablemente debido a que carecen del dominio C-terminal. Asi mismo, los
resultados muestran que dicho dominio no es esencial para la actividad catalitica.
Cabe mencionar que, al menos para IslA4 se observa que, si bien aumenté la
actividad catalitica hasta 4 veces en comparacion con IslA, la reaccion de
transferencia disminuyo considerablemente. En el resto de las versiones truncadas,

este cambio no es significativo o no pudo ser determinado [4], [22], [33].

El comportamiento de las versiones truncadas (con excepcion de IslA 3, cuya
cinética es descrita por la ecuacion de Hill) exhiben un comportamiento que se
ajusta al modelo de Michaelis-Menten. No obstante, se observd que las versiones
mas pequenas (ISIA3 e IslA4) pierden afinidad por su sustrato, haciéndolas
equivalentes, en términos de la Km, a las levansacarasas de dominio sencillo [22].
Estos resultados podrian sugerir que la eliminacion de dominios adicionales afecta
las propiedades cinéticas, especificamente la afinidad de la enzima por su sustrato
y la eficiencia catalitica (Kcat). Un resumen de los parametros cinéticos y bioquimicos

se muestran en la Tabla 1:3.

B
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Tabla 1:3 Resumen de las propiedades bioquimicas de IslA y sus versiones truncadas

Enzima T 6ptima Tiempo de Relacion Km (mM) Keat (5™) Kcat/km  Referencia
(°C) vida media hidrolisis/ (mM™s™)
(min) transferencia (%)

IsIA 35 42 40/60 38 25 0.66 Olivares-lllana et al,
2003

IsIA2 35 408 36/62 24 28.19 1.17  Olivares-liana etal,
2003; Del Moral et
al, 2008

ANIsIA2 35 60 45/55 18 29.6 1.64  Del Moral et al
2008

IsIA3 30 348 61/39 ND ND ND Olivares-lllana et al,
2003; Del Moral et
al, 2008

IslA4 30 126 70/30 142 105 0.74  Redriguez-Alegria

et al, 2010; Del
Moral et al, 2008

Finalmente, se observdé que todas las versiones truncadas analizadas hasta el

momento son capaces de producir polimero de tipo inulina, demostrando que los

dominios adicionales no influyen en la especificidad de enlace [22].
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1.8 FUNCION DE LOS DOMINIOS N-TERMINAL Y C-TERMINAL EN LAS
GLUCANSACARASAS

Para entender cuales son los determinantes responsables de la especificidad de
producto, se han llevado a cabo diferentes estudios tanto en enzimas de la familia
GH68, como de la familia GH70. Los miembros de la familia GH70, que como ya fue
mencionado anteriormente, son enzimas homaologas funcionales a la familia GHES,

tienen la capacidad de transferir unidades de glucosa a cadenas crecientes de
glucano de forma lineal o ramificada, con enlaces de tipo a (23). La estructura de

las glucansacarasas se describe con la forma de una herradura (en U), la cual esta
conformada por los dominios A, B, C, IV y V (Figura 1:13).

Asn745

Sitio Activo

()

Figura 1:13 a) Estructura de la GTF de L. reuteri 121 (GTFA). b) Arreglo esquematico de
los dominios de GTFA. /magen tomada de Plining et al, 2012.
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Excepto por el dominio C, cada dominio esta formado por dos cadenas
polipeptidicas discontinuas correspondientes a las regiones N- y C-terminal. Dichas
regiones se unen a través de dos tipos de contactos intermoleculares: interacciones
del tipo “cabeza-cola” entre los dominios V y C, e interacciones de tipo “lado a lado”
entre dominios [34]. Este utlimo tipo de interacciones se dan principalmente entre
los dominios IV y B, y en menor medida con el dominio V, asi como entre los
dominios A y B. Se ha identificado que la interaccion entre dominios lleva a la
formacion de subsitios de unién importantes para la actividad enzimatica, unién del
sustrato y elongacion del polimero [34]-[36], y cuando algun extremo es truncado,

estas interacciones se ven fuertemente afectadas [37].

En estudios de relacion estructura / funcidén de la glucansacarasa de Lactobacillus
reuteri 180, se observd que la sintesis de polimero se vio gravemente afectada
cuando una parte de la region N-terminal fue removida, y las propiedades cinéticas
y la capacidad de sintetizar polimero fueron fuertemente afectadas tras la remocion
del dominio V de dicha enzima [37]. De la misma forma, la eliminacién del dominio
V en la dextransacarasa de Leuconostoc. citreum NRRL B-1299 resultd en la
disminucidén de la concentracién de dextrano sintetizado [38]. Estos resultados
proponen que los dominios adicionales, y especificamente la region N-terminal esta
involucrada en la sintesis de polimero en las GNSs y su remocion es capaz de

afectar también las constantes cinéticas de estas enzimas.
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1.9 EFECTO DE LOS DOMINIOS ADICIONALES EN LA PROCESIVIDAD DE
FRUCTANSACARASAS

Los efectos de truncar dominios también fueron observados y reportados para la
levansacarasa de Leuconostoc mesenteroides B512F (LevS), por Garcia-Paz (tesis
de doctorado en proceso), quien llevé a cabo el estudio de los dominios adicionales
de dicha enzima, a través de versiones truncadas, representadas en la Figura 1:14.

N- terminal domain Catalytic domain Transition C-terminal domain
region

Levs 110 kDa

I
(Wild type)

60

80 kDa

AC -HHHHHH

64 kDa

ATnC -HHHHHH

620

:

60

64 kDa

ANC -HHHHHH

Cat

-HHHHHH 49kDa
»

Figura 1:14 Representacion esquematica de las versiones truncadas de LevsS.
Imagen tomada de Garcia-Paz, datos no publicados.

La caracterizacion bioquimica de las enzimas truncadas mostré una disminucién en
la actividad especifica cuando la region C-terminal y la region de transicion son
eliminadas. La relacion hidrolisis/transferencia también se vio afectada con un
aumento de hasta el 85% en la actividad hidrolitica cuando se eliminé la region de
transicion. No obstante, el cambio mas importante se observé al remover la region
N-terminal. Los resultados mostraron un cambio en la especificidad de producto, de
polimero de alto peso molecular (p)APM) a polimero de bajo peso molecular (pBPM)
[39].

Para profundizar en este estudio, Martinez-Bahena (2020) delimito la region N-

terminal minima necesaria capaz de conservar la procesividad de la misma enzima

B
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y concluir si el efecto observado es producto de la eliminacion completa de la region
N-terminal, o si existe alguna zona clave para el cambio en el perfil de productos. El
trabajo concluye que con so6lo 70 aminoacidos en la region N-terminal la enzima
mejora su actividad transferasa y conserva su procesividad, siendo capaz de
producir polimero de alto peso molecular (pAPM) de tipo levana en proporciones
similares a la enzima silvestre [40]. Debido a la importancia de la region de 70
aminoacidos en la region N-terminal en la procesividad, esta region fue denominada

zona de procesividad.
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1.10 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se mencion6 anteriormente, diversos estudios de relacidn estructura / funcion
se han llevado a cabo para comprender como las regiones adicionales intervienen
en las capacidades cataliticas, la especificidad de reaccion y la distribucién de
productos de la inulosacarasa IslA de L. citreum CW28 [22], [33], [41]. En este
sentido, la version truncada mas pequefia que cuenta con el dominio catalitico
(IslA4) es capaz de sintetizar inulina de alto peso molecular de forma eficiente y
también cuenta con 100 aminoacidos de la region N-terminal. Es probable que esta
region este jugando un papel importante en la procesividad, de la misma forma que
la region de 70 aminoacidos de la levansacarasa LevS y la region N-terminal en las
glucansacarasas, por lo que este trabajo se enfoca en determinar el papel que juega

la regidn N1go terminal en el mecanismo de elongacion de la inulosacarasa IslA.
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Estudios realizados en otras fructansacarasas y glucansacarasas sugieren que la
region N-terminal que flanquea al dominio catalitico participa en la procesividad de
la enzima. Estudios de la region N1oo terminal permitiran demostrar si esta region
esta involucrada en el mecanismo de elongacion en la inulosacarasa de L. citreum
CW28. La elucidacién de los determinantes involucrados en la elongacion del
polimero llevado a cabo por las fructansacarasas es importante para la generacion
de conocimiento sobre funcionamiento de estas enzimas, lo que podria llevar a la

generacion de biocatalizadores capaces de sintetizar fructanas.

La region N+oo terminal de la inulosacarasa de Leuconostoc citreum CW28 (IslA) es
la responsable de la procesividad de la enzima, por lo que, al eliminarla, la enzima

producira exclusivamente productos de bajo peso molecular.
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4.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar la influencia de la region Nigo terminal del dominio N-terminal de la
inulosacarasa truncada IslA4 de Leuconostoc citreum CW28 en el mecanismo de

elongacion.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar bioquimicamente a la version truncada carente de la region N1oo
terminal.

e Estudiar la influencia de la regiéon N+oo terminal en el perfil de productos y
mecanismo de elongacién

e Analizar el efecto del aumento de la concentracién de sustrato en el perfil de

productos de las versiones truncadas con y sin la region N1go terminal.
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1. Caracterizar bioquimicamente a la version truncada carente de la region N,
terminal.

» Determinar el pH 6ptimo.
» Determinar temperatura optima.
» Determinar termoestabilidad al almacenamiento a 35°C.

-

2. Estudiar la influencia de la region N,,, terminal en el perfil de productos y
mecanismo de elongacion.

-

J

Producir las versiones truncadas con y sin la region N, terrminal.

» Determinar la actividad especifica de ambas versiones truncadas en condiciones
establecidas y en condiciones 6ptimas para la version sin la region N, terminal.

Determinar relacién H/T y % de conversion de sacarosa.
» Determinar perfil de productos por TLC y HPAEC-PAD.

-

3. Analizar del efecto del aumento de la concentracién de sustrato en el perfil de
productos de las versiones truncadas con y sin la region Ny, terminal.

N\

» Determinar relacion H/T, % de conversion de sacarosa, perfil de productos y
cuantificacion de polimero a 1170 mM de sustrato.
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6.1 MATERIAL BIOLOGICO

Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan a continuacion:

Tabla 6:1 Cepas utilizadas y sus caracteristicas

Cepa Genotipo Referencia

E. coli DH5a F ©80/acZAM15 A(lacZYA- Termofisher Scientific
argh)u169 recAl enaAl hsaR17(rc, mk) phoA supEdd
N thi-1 gyrA96 re/Al

E. coliBL21 (DE3) F ompT hsdSe (rs', me) gal dem Termofisher Scientific

E. coli TOP10 F- mcrA DNmirr- hsaRMS-meBC) o80/acZAM15 Termofisher Scientific
NacXT4 recAl araD139 N ara-leu)7697 gal) gaK
X rpsL(Str') endAl nupG

Para el crecimiento de las cepas utilizadas para expresion de proteina y produccion
de plasmido se emple6 medio Luria Bertani (Tabla 5) bajo condiciones de 37°C, 200
rom y antibidético a una concentracion de 200 mg/ml (ampicilina) o 50mg/mL

(kanamicina), segun el caso.

i
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Tabla 6:2. Composicion del medio Luria Bertani (LB)

Reactivo

Concentracién (g/L)

Bactotriptona

10

Extracto de levadura

5

NaCl

10

Para la preparacion de células electrocompetentes se utilizé una alicuota de 50 uL

de cada una de las cepas mencionadas anteriormente para generar un pre-cultivo

en 50 mL de medio YENB (Tabla 6:3). Este se incub6 de 12 a 16 h y posteriormente

se agrego el 1% del pre-cultivo a un cultivo de 200 mL. El cultivo se incub6 a 37°C

y 200 rpm hasta alcanzar una D.O.s00nm de 0.5-0.6. A continuacion se centrifugé a

10,000 rpm por 20 min a 4°C y el paquete celular se resuspendié en agua Mili-Q

estéril, realizando 2 lavados. Un tercer lavado se realiz6 con glicerol al 10%.

Finalmente, el paquete celular se resuspendié en 500 uL de glicerol al 10% para

obtener alicuotas de 50 uL. Estas se almacenaron a -80°C para su posterior uso.

Tabla 6:3. Composicion del medio YENB

Reactivo

Concentracion (g/L)

Bactotriptona

7.5

Extracto de levadura

8

Para la obtencidén de enzima recombinante se partié de una colonia de E. coli, cepa

TOP10 o BL21 transformada, que se inoculé en 50 mL de medio LB con el antibidtico
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correspondiente. Después de incubar de 12 a 16 h, se inoculé en 1 L de LB el 1%
del preindculo y se incubd a 37°C y 200 rpm hasta alcanzar una D.O.600nm de 0.5
- 0.6. Posteriormente de agrego el inductor (Tabla 6:4) y se incub6 durante el tiempo
necesario a 120 rpm y 18°C. Una vez transcurrido el tiempo de induccion, el cultivo
se centrifugd a 8,000 rpm durante 10 min a 4°C. El paquete celular fse resuspendio
y lavé dos veces con 20 mL de buffer de acetatos 0.05 M, CaCI2 1 mM, pH 6.0.

Finalmente, se almacend a -80°C para su posterior uso.

Tabla 6:4. Vectores e inductores para las diferentes versiones truncadas

Enzima Vector Inductor Concentracion Tiempo de
final induccion (h)
IslAd4 pET28 a (+) IPTG 0.2mM 6
IslA5 pET28 a (+) IPTG 0.5mM 6

6.2 Teécnicas enzimaticas y bioquimicas

6.2.1.1 PURIFICACION DE ENZIMAS SOLUBLES

Para la purificacion de las versiones truncadas IslA4 e IsIA5, se parte del pellet
obtenido una vez que se sobreexpreso la proteina. Se resuspendio el pellet en 10
mL de una solucion de lisozima 1 mg/mL en buffer de trabajo (fosfatos 0.1 M pH 6
o buffer de acetatos 0.05 M pH 6), y se incubd por 30 min en hielo. A continuacion,
se congelo en hielo seco con acetona y se descongel6 en agua fria tres veces. Se
afnadio buffer hasta un volumen de 20 mL y se so6nico con 4 pulsos de 10 s con
descansos de 40 s, a una amplitud del 70%. Posteriormente se recupero el
sobrenadante por centrifugacién a 9,000 rpm y 4°C por 40 min. Se resuspendio
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nuevamente el pellet en 20 ml de buffer de trabajo, se sénicé de nuevo como ya fue
mencionado y se repitio el proceso de lavado del pellet.

Para la purificacion del sobrenadante recuperado se utilizaron dos columnas HiTrap
CM sepharose FF (intercambio i6nico) o HiTrap Chelating HP (cromatografia de
afinidad), las cuales deben ser lavadas con 5 volumenes de agua, 2 volumenes de
NaOH 1M y 7-10 volumenes de agua, antes de usarse. Adicionalmente, para la
columna HiTrap Chelating HP es necesario pasar de 5 a 7 volumenes de una
solucion de NiSO4 0.1M. Las versiones truncadas IslA4 e IsIA5 presentan un tag de

histidinas en el extremo N-terminal y C-terminal, respectivamente.

Posteriormente la columna seleccionada debe ser equilibrada con 5 volumenes de
buffer de elucion en un equipo AKTA prime. Para cargar las columnas con la fraccion
soluble del extracto celular se recirculd el extracto por la columna durante 20
minutos, con ayuda de una bomba peristaltica, mientras el sobrenadante se
mantiene en hielo. Acto seguido, se conectd la columna al equipo AKTA prime, el
cual fue previamente purgado con buffer de elucion, de acuerdo con el tipo de
cromatografia a utilizar: para la cromatografia de intercambio i6nico se utilizé buffer
de fosfatos 0.1 M pH 6 y fosfatos 1 M pH 6. Para la purificacion por cromatografia
por afinidad se utilizaron las soluciones A (10 mM imidazol, 20 mM NazHPO4, 500
mM NaCl) y B (500 mM imidazol, 20 mM Na2HPOQO4, 500 mM NaCl) en las lineas
correspondientes del equipo. La elucién de la proteina purificada por intercambio
ionico se realizé aplicando un gradiente de buffer de fosfatos, durante 20 min a 5
ml/min. Para el caso de la cromatografia por afinidad, se aplicé un 40% de la
solucion B y posteriormente el 100% de B durante 20 minutos.

Gracias al cromatograma generado, es posible conocer en qué fracciones se
encuentra la enzima. Esta es entonces concentrada hasta 1 ml utilizando una

membrana de ultrafiltracion de 30 kDa, centrifugando a 6000 rpm y 4°C. Se realiza
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el cambio a buffer de trabajo (buffer de acetatos 50 mM pH 6 y 1mM de CaCl.) en
una membrana de ultrafiltracion, adicionando 1 volumen de filtro de este buffer y

concentrando de nuevo a 1 mL. Este procedimiento se realizé un total de 2 veces.

6.2.1.2 PURIFICACION DE ENZIMAS POR CUERPOS DE INCLUSION

Para la purificacion de cuerpos de inclusion a partir de la version truncada IslA5, se
partio de un pellet previamente lisado y almacenado a -80°C. El procedimiento de
purificacion se llevo a cabo de acuerdo con las instrucciones del fabricante del kit

de purificacion BugBuster™ Protein Extraction Reagent.

Dilucién con 6 volimenes
de una solucién 1:10 del

reactivo BugBuster (x3) Alicuotas de
L L ol R
0—3 —» o= =
Resuspender en S —
reactivo o
BugBuster _E_I ’ ’ @ ‘
Sk + P ) - N
adicion de # £ Almacenadas a -80 °C
lisozima - 9
Cuerpos 0 omg/mL). Cuerpos
. de_, Incubacién a TA ~ de
inclusion por 5 min mclysuon
purificados

Figura 6:1 Esquema del proceso de purificacion de cuerpos de inclusion

Una vez obtenidos los cuerpos de inclusion puros, estos son resolubilizados en un
volumen de 5 ml (para un pellet obtenido a partir de un litro de fermentacion) de
cloruro de guanidinio (GnHCI) 6 M pH 6.5 mantenida a 4°C. Para lograr el
replegamiento de la proteina se utilizé el método de dilucién por goteo. Las muestras
se diluyeron 100 veces en buffer de acetatos 0.05 M pH 6.0, adicionado con arginina

0.2 My CaCl2 1 mM con agitacion suave, a 4°C. Posteriormente, la muestra se
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concentro a un volumen final de 5 mL con cambio de buffer de trabajo (buffer de
acetatos 0.05 M, CaCl2> 1 mM, pH 6.0).

La cuantificacidon de proteina total se realizd mediante el método de Bradford
utilizando el reactivo Protein Assay (Bio-Rad), teniendo como estandar
seroalbumina bovina (BSA, Bio-Rad) [42].

Las enzimas purificadas fueron analizadas por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se utiliz6 una camara de
electroforesis Mighty small 1l y geles de 1 mm de espesor. Un gel concentrador al
4% precede al gel separador al 10%. La proteina se mezclé con amortiguador de
carga 2X que contiene 0.125 M Tris-HCI pH 6.8, SDS 4% (w/v), glicerol 10% (v/v)y
azul de bromofenol 0.05% (w/v). El gel se cargd con 25 ug de proteina y la
electroforesis se corrio a 20 mA durante aproximadamente 1 h. Los geles fueron
tefiidos con solucion de azul de Coomasie 0.125% y destefidos en agua durante

una noche para remover el exceso de colorante.

Para observar la actividad enzimatica a través de los productos se realizé un
zimograma. Dicha técnica utiliza como agente revelador reactivo de Schiff, el cual
detecta grupos aldehido, facilmente observados por la aparicion de bandas rosadas.
Se corrid un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, que es
posteriormente lavado por triplicado con 30 mL de tween 80 al 1%. A continuacién,
se incubo de 12-16 h en sacarosa 100 g/L (previamente preparada en el buffer de
trabajo). Pasado el tiempo de incubacion el gel se lavé por 30 min con una solucion
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de etanol al 75% y durante una hora con una solucion de acido peryodico al 0.7% y
acido aceético al 5%. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 20 min c/u con una
solucion de metasulfito de sodio al 0.2% y acido acético al 5%. A continuacion, se
tind con reactivo de Schiff por 20 min. El exceso de colorante fue retirado con una
solucion de metabisulfito de sodio al 0.5% y acido acético al 5%. La técnica se basa
en la oxidacidon de dioles vecinales presentes en los anillos de las fructosas que
conforman el polimero, lo que resulta en la produccion de compuestos con grupos
carbonilos expuestos (aldehidos en este caso) [43]. Posteriormente, los grupos
amino del reactivo de Schiff reaccionan con los grupos aldehido para formar grupos
aldimina, mejor conocidos como bases de Schiff, dando lugar a la coloracién

magenta [44].

6.3 CARACTERIZACION ENZIMATICA

Los ensayos de actividad inulosacarasa de las versiones truncadas se llevaron a
cabo midiendo la velocidad inicial de liberaciéon de poder reductor mediante la
técnica de DNS (KNaC4H406-4H20, NaOH y acido 3,5-dinitrosalicilico), a partir de
una solucion de sacarosa de 100 g/L (292 mM) y 400 g/L (1170 mM) utilizando buffer
de trabajo (buffer de acetatos 50 mM pH 6.0) a la temperatura seleccionada (30°C
0 20°C). Se tomaron alicuotas de 50 pL del medio de reaccion cada determinado
tiempo, se les afadio 50 yL de DNS y se calentaron a ebullicion durante 5 minutos.
Después de enfriar las muestras en hielo por 5 min se midi6 la absorbancia a 540

nm.

Se determind la estabilidad enzimatica a 35°C de la version truncada IslA5 soluble.
Para la determinacion, se incubd 1 U/mL de enzima a 35°C. Se tomaron alicuotas
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cada 30 min durante 3.5 h y se determiné la actividad residual a 30°C mediante la
técnica de azucares reductores (DNS). Con estos datos se determiné el tiempo de
vida media de la enzima soluble (t 2) y la constante de desactivacion de primer
orden (k). A partir del calculo de la constante de desactivacion se estimo el tiempo

de vida media:

(1) Ln Act = —kt,

de donde se puede demostrar que:
A = —

(2) an = kt,

siendo Ag la actividad inicial y A actividad a tiempo “t”. Por lo tanto, el tiempo de vida

media se calcula:

(3) tij2 _Ln2
=k

Para determinar la temperatura 6ptima de la versién truncada IslA5, se llevaron a
cabo ensayos enzimaticos incubando 1 U/mL de enzima en un intervalo de
temperatura de 10 a 35°C, y evaluando la actividad enzimatica residual cada 5°C.
La temperatura éptima de la enzima fue expresada como el porcentaje de actividad
especifica a diferentes temperaturas, siendo el 100% la actividad especifica mayor.
El ensayo se realizdé con un lote nuevo de enzima, por triplicado, en buffer de
acetatos 50 mM, CaClz, pH 6.0.

Para la determinacién del pH optimo de IsIA5 se llevaron a cabo ensayos
enzimaticos en buffer de acetatos a pH 5, 6 y 7. Se utilizé 1 U/mL de enzima de un
lote diferente para cada determinacion. La extraccion de enzima a partir de un boton
(pellet) proveniente de 1 L de fermentacion, se realizé al pH de la determinacion. El
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pH o6ptimo fue expresado como el porcentaje de actividad especifica a diferentes
temperaturas, siendo el 100% la actividad especifica mayor. El ensayo se realiz6

con un lote nuevo de enzima, por triplicado, a 30°C.
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6.4 DETERMINACION DEL PERFIL DE PRODUCTOS

Las reacciones enzimaticas se llevaron a cabo empleando 1 U/mL de la version
truncada correspondiente en presencia de 100 g/L o 400g/L de sacarosa como
sustrato. Las reacciones se mantuvieron en agitacion a 300 rpm y a 30°C. La mezcla
de reaccion se realizd en un volumen de 600 pL con buffer de trabajo. Las
reacciones fueron monitoreadas a distintos tiempos retirando alicuotas de 20 pL del
medio de reaccion que fueron congeladas inmediatamente en una mezcla de hielo
seco/acetona y posteriormente calentadas en agua hirviendo durante 10 min para
la inactivacion de la enzima. Las muestras fueron almacenadas a -20°C hasta su

analisis.

La cuantificacion de azucares simples (fructosa, glucosa, sacarosa) se realizo
mediante cromatografia liquida de alto desempefo (HPLC) en un sistema Waters
(Waters Corp.) que incluye un cargador de muestras automatico Waters 717, una
bomba binaria Waters 2414 y un detector de indice de refraccion Waters 2414. La
cromatografia se desarroll6 en una columna Prevail Carbohydrate ES (4.6 x 250
mm, GRACE) mantenida a 30°C y empleando acetonitrilo/agua (75:25) como fase
movil a un flujo de 1 mL/min. La relacién hidrélisis/transferencia (H/T) se obtuvo a
partir de los valores de fructosa (F) y glucosa (G) libres obtenidos de acuerdo con

las siguientes ecuaciones:

%H=§ %TE(GT_F)
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La determinacion inicial de fructooligosacaridos se llevo a cabo por cromatografia
en capa fina (TLC) empleando placas de siilca gel ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4
(Macherey-Nagel). La cromatografia de desarrollé en una camara horizontal usando
como fase mévil una mezcla de butanol-etanool-agua (10:6:4 v/v/v). El revelado de
placas se realizo por aspersion con difenilamina-anilina y calentamiento (220°C). La
identificacion de productos se realizé a partir de estandares de FOS tipo levana e

inulina prpoducidos en el laboratorio.

La deteccién de fructooligosacaridos se desarrolld6 mediante cromatografia de
intercambio aniénico de alto desempefio con deteccion amperométrica de campos
pulsados (HPAE-PAD, por sus siglas en inglés), en un equipo Dionex equipado con
un detector de pulso amperométrico (ED50 Dionex) y una columna CarboPac PA-
200 (3 x 250 mm). La columna fue equilibrada a 30°C con 150 mM de NaOH a un
flujo de 0.5 mL/min y las fructanas fueron eluidas con un gradiente de acetato de
sodio (5-100 mM de acetato de sodio por 25 minutos, 100-400 mM de acetato de
sodio por 60 min y 10 min de re-equilibrio en condiciones iniciales). Se emplearon
como estandares glucosa, fructosa, sacarosa, 1-kestosa, 6-kestosa, neokestosa,

nistosa y fructofuranosil-nistosa.

La distribucién del peso molecular de los productos sintetizados fue analizada por
cromatografia de permeacién en gel (GPC) en un sistema UltiMate 3000 RS
(DIONEX) empleando dos columnas Ultrahydrogel SEC (Waters) en serie,
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Ultrahydrogel Linear (7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm) con un
indice de exclusion entre 0.50 y 10,000 kDa, acopladas a un detector de indice de
refraccion Shodex RI-101(Showa Denko). La cromatografia se desarrollé mediante
una elusion isocratica con nitrato de sodio 0.1 M como fase movil a un flujo de 0.8
mL/min y 30°C.
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7.1 ANALISIS DEL EFECTO DE LA REGION N100 TERMINAL EN EL
MECANISMO DE ELONGACION

Con el fin de profundizar en el papel de la regidn N1go terminal sobre la produccién
de polimero, se seleccionaron las versiones truncadas IslA4 e IslA5. La enzima IslA4
es una version truncada de la inulosacarasa IslA de 64 kDa, conformada por el
dominio catalitico y la region N1oo terminal, objeto de estudio (Figura 7:1). Debido a
estas caracteristicas, fue seleccionada para estudiar la influencia de la regién
mencionada en el mecanismo de elongacion de la enzima. Esta enzima es capaz
de producir un polimero de alto peso molecular de tipo inulina y presenta una

relacion de hidrdlisis / transferencia de 70/30 [22].

Region N-terminal  Dominio Catalitico Regidn .qe Region C-terminal
transicion

IslA
165 kDa

1 209 310 734 940 1490

IslA4
64 kDa

IslAS
56 kDa

Figura 7:1. Versiones truncadas seleccionadas para el estudio de la region Niw
terminal

Por otra parte, se llevd a cabo el estudio de IslA5, enzima que carece de la region
N1o00 terminal, asi como de los dominios adicionales presentes en IslA, simulando a
una inulosacarasa unidominio [45]. Los resultados obtenidos a partir de la
comparacion de ambas enzimas se usaron para esclarecer el papel de la region

N100 terminal sobre la actividad enzimatica y el tipo de producto sintetizado.
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7.2 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ISLAS

Con el objetivo de conocer las condiciones Optimas de reaccion de IslA5, se
realizaron ensayos para determinar el pH y la temperatura éptimos para la enzima.
Para realizar el ensayo de pH 6ptimo, se analizé un rango de pH de 5 a 7, a 30°C,
mientras que, para el ensayo de temperatura optima, se determiné la actividad
especifica en un intervalo de temperaturas de 10°C a 35°C. Como se muestra en la
Figura 7:2, el ensayo de pH 6ptimo mostré que la enzima trabaja de forma adecuada
a pH 6.0, mientras que a pH 5.0 la actividad enzimatica disminuye apenas un 7%, y
a pH 7.0 la actividad enzimatica desciende hasta un 78%.

pH 6ptimo de IsIAS Temperatura éptima de IsIA5

120

-
N
S

8
8

o
o

80

60 60

40 40

Actividad especifica (%)
Actividad especifica (%)

20

00 00

4 45 5 5,5 6 6,5 7 75 0 5 10 15 20 25 30 35 40

Temperatura (2C)

Figura 7:2 Determinacion de pH y temperatura 6ptimos de IsIA5. Los ensayos se llevaron a cabo
con 1170 mM de sustrato.

De acuerdo con reportes anteriores [22], [41], todas las versiones truncadas de IslA
presentan un porcentaje de actividad mayor al 90% a pH de 6.0, sin embargo es pH
6.5 que alcanzan su maxima actividad, lo que sugiere que IslIA5 podria comportarse
de forma similar. Por otra parte, muchas de las IS reportadas tienen una actividad
enzimatica maxima a valores de pH que oscilan entre 4.5y 7.0 [29], [31], [32] y todas
coinciden en una importante disminucién de la actividad enzimatica a valores de pH
mayores a 7.0.
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En cuanto al ensayo de temperatura optima, se encontré que la mayor actividad
enzimatica se obtiene a 20°C, mientras que a 15°C la actividad es del 98% y a 30°C
la actividad enzimatica se abate un 54% (Figura 7:2).

Estos ensayos permitieron establecer que las condiciones optimas de reaccion para
IslIA5 respecto a pH son las mismas que para el resto de las versiones truncadas de
IslA y para la enzima silvestre, y se encuentra dentro del intervalo de pH al cual
trabajan otras inulosacarasas (Tabla 1:2), lo que sugiere que la remocién de la
region N1go terminal no influye en esta caracteristica. Por otra parte, se observé un
cambio significativo en la temperatura 6ptima de IslA5, ya que presenta el valor mas
bajo de las versiones truncadas de IslA, asi como del resto de las inulosacarasas
conocidas.

Una vez determinados los valores de temperatura y pH optimos, se determiné la
actividad enzimatica de IslA5. A 20°C IslA5 exhibe una actividad especifica de 40
U/mg y se recuperan hasta 26 U por litro de fermentacion. La comparacién de la
actividad enzimatica de IsIAS con IslA4 permite concluir que su actividad enzimatica

es un 54% menor en comparacion con IslA4.

La actividad enzimatica del resto de las versiones truncadas no puede ser
comparada debido a diferencias en la determinacién de la actividad [4], no obstante,
se observa la tendencia que al eliminar dominios adicionales, la actividad especifica
aumenta, alcanzando un valor maximo con IslA4, y posteriormente disminuyendo al

eliminar la region N1go terminal, en IsIA5.
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7.3 CARACTERIZACION DE LAS VERSIONES TRUNCADAS A 20°C

Para determinar la influencia de la region Nigo terminal en al mecanismo de
elongacion y especificidad de producto, se realizd la caracterizacidon de las
versiones truncadas IslA4 e IsIA5 en condiciones Optimas de temperatura para
IslA5, es decir, 1 U, 20°C, pH 6.0 y 292 mM de sustrato. Para ambas enzimas se
determiné la actividad enzimatica, mediante la técnica de azucares reductores con
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y la cantidad de sacarosa consumida en un tiempo
determinado, o porcentaje de conversion de sacarosa. Asi mismo, para determinar
el porcentaje del sustrato que es transferido a los productos sintetizados y aquel
qgue es hidrolizado, pero que no forma parte de los productos finales, se determiné
la relacion hidrdlisis / transferencia (H/T) mediante las técnicas de cromatografia en
capa fina (TLC) y por cromatografia de intercambio anionico de alto rendimiento con
deteccion de pulso amperométrico (HPAEC-PAD). Finalmente, para conocer la
cantidad de polimero sintetizado por la enzima, se llevd a cabo su cuantificacion

utilizando la técnica de cromatografia de permeacién en gel (GPC).

7.3.1.1  ANALISIS DE LA REACCION Y RELACION HIDROLISIS / TRANSFERENCIA DE ISLA4 A
20°C

Se ha reportado que la temperatura influye en la tasa de reaccion de hidrolisis /
transferencia en las inulosacarasas de L. gasseri y L. reuteri 121, donde se ha
observado que a bajas temperaturas se favorece la actividad transglicosilasa,
mientras que a altas temperaturas se favorece la hidrolisis [3], [29], [31], [32], [46],
Sin embargo, no se cuenta con informacién sobre la influencia de ésta en el
mecanismo de elongacion. Por esta razon y para realizar una comparacion con
IslA5, se realizaron estudios para determinar si la temperatura influye en la tasa de
reaccion de hidrdlisis / transferencia y en la especificidad de producto de IslA4.
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La determinacion de la actividad enzimatica se llevé a cabo a pH 6.0, 292 mM de
sacarosa y 20°C. La enzima IslA4 present6 una actividad especifica de 14 U/mg a
20°C, que representa apenas el 16% de la actividad enzimatica de IslA4 a 30°C,
reportada en 97.85 U/mg [47]. Dicho de otra forma, reducir la temperatura de
reaccidén en 10°C provoca la disminucion de la actividad enzimatica de IslA4 hasta
en un 84%.

Para determinar el comportamiento de la reaccion de IslA4 a 20°C, se analizaron
las muestras de reacciones llevadas a cabo utilizando 1 U/mL de enzima, pH 6.0y
292 mM de sacarosa, en un volumen final de 600 pL. En la Figura 7:3A se muestran
los productos de la reaccion llevada cabo por IslA4 y monitoreada por TLC durante
48 h. Con esta técnica fue posible observar la produccion de polimero (presente en
el punto de aplicacion, al fondo de la placa) y el avance cualitativo de la reaccion
(Figura 7:3A).

|
A 0 30m 1 3 6 18 24 31 48 B
Glc, Frc

‘ m Porcentaje de H/T de IslA4 (1U, 202C, 292 mM)

[—JHidrdlisis [—Transferencia Conversion sacarosa

o 99%
DP2 (blastosa) 91%
— 100% — T B E— e =]
DP3 (1-kestosa) /I/ |
P4 (1-nistosa) ___ X 80% 70%/
- 60% //Y
DP5 (1-fnistosa) E 60% —— Z
(9] —
= ——
£ 0% 7%, ] = =
[}
et
L 20%
0%
0% /1
0 1 6 12 24 48
Polimero, = s . ® o ® ® e 0 . () Tiempo (h)

Figura 7:3 A) Ensayo de cromatografia en capa fina (TLC) del perfil de productos de IslA4 1 U, 20°Cy 292 mM de
sacarosa. Estandares: Glc = glucosa, Frc =. Fructosa, Suc: sacarosa, B: blastosa, 1-K: 1-kestosa, 1-N: 1-nistosa,

1-FN: 1-fractofuranosil nistosa. B) Relacion H/T y consumo de sacaro<sa de IslA4 a 20°C, a 48 h de reaccion
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Adicionalmente, la TLC sugiere la presencia de diversos FOS con un DP de 5 que
se forman desde los primeros tiempos de reaccion y que desaparecen al final de
ésta (18 a 48 h). El ensayo para determinar el consumo de sacarosa mostré que a
las 24 h la enzima llega al 90% de conversion, con una tasa de hidrolisis /
transferencia de 47/53, si bien es interesante notar que durante los primeros
segundos de la reaccion (10 s) el porcentaje H/T es 60/40, y a medida que esta
avanza, la relacion se estabiliza a 47/53 a partir de las 12 h, manteniéndose

constante hacia el final de la reaccion (Figura 7:3B).

La comparacion de este valor de H/T con el reportado a 30°C indica que la actividad
hidrolitica de la enzima disminuye a bajas temperaturas (20°C), probablemente
debido a que a una menor temperatura la enzima pierde actividad o probablemente
tiene una mayor afinidad por su sustrato, como fue reportado previamente para la

inulosacarasa de L. reuteri 121 [29].

7.3.1.2 PERFIL DE PRODUCTOS DE ISLA4 A 20°C

Por otra parte, el analisis del perfil de FOS por HPAEC-PAD permitié identificar
diversos fructooligosacaridos entre los cuales se observa la presencia de 1-kestosa,
blastosa, inulobiosa (F2-l), 6-kestosa, ercosa, 1,6-nistosa y levanotriosa (F3-L),
ademas de algunas productos (*) que no pudieron ser indentificadas con los
estandares utilizados (Figura 7:4).
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Figura 7:4 Perfil de productos de IslA4 a 1 U/mL, 20°C y 292 mM de sacarosa. Se& muestran las estructuras
de los productos sintetizados y la posicion de los enlaces. Sefial no identificada con los estandares
utilizados (*).

Finalmente, se llevd a cabo la cuantificacion de polimero de alto peso molecular
(PAPM). Como se observa en la Figura 7:5 la enzima es capaz de producir pAMP,
(observado a un tiempo de retencion a proximadamente 15 min) a diferencia de los
productos reportados a 30°C [47], donde se observo la acumulacion de productos
de bajo peso molecular (a un tiempo de retencién de 25 min). Esta observacion

resulta interesante porque sugiere que un cambio en la temperatura de reaccion

s
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provoca un cambio en el tamafo de los productos de bajo peso molecular que esta

enzima puede sintetizar.

# T siaa1U

34 +  Sucrose 292 mM - 20°C

30 1 _
26 L ——24h

22 +

18 +

14 +

Indice de refraccion (URIU)

10 +

'2 II|=III=III=III=III:III=III=III=III:III=III=III:III:III}III:III
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Tiempo de retencién (min)
Figura 7:5 Cuantificacion de polimero de alto peso molecular de IsA4 a 292 mM de
sustrato.

Respecto a la concentracion de polimero, y tomando en cuenta un porcentaje de
conversion del 90%, IslA4 a 20°C produce 17.2g/L de polimero de alto peso
molecular, equivalente a un 19% del sustrato dirigido a la reaccion de transferencia,
mientras que la sintesis de productos de bajo peso molecular representa un 34%.
El porcentaje de productos de bajo peso molecular se calcula con base en el
porcentaje de conversion de sacarosa a la que se realiza la cuantificacion del
polimero y el porcentaje de transferencia. De este porcentaje de transferencia se
conoce la cantidad de sustrato dirigido a polimero de alto peso molecular, y por
diferencia se obtiene el porcentaje de productos de bajo peso molecular (ver Anexos
para un ejemplo de calculo).

Asi mismo, se observa una ligera disminucion en la concentracion del polimero de

alto peso molecular conforme la reaccion de sintesis va avanzando, sin embargo,
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dicha variacion responde a la desviacion estandar de la cuantificacion, concluyendo

que la concentracién de polimero permanece constante a lo largo de la reaccion.

Tabla 7:1 Concentracion de polimero de alto peso molecular a 292 mM, producido por IslA4 a1 Uy
20°C

Tiempo (h) Concentracién (g/L) con 292 mM

de sacarosa

1 182 +16
24 172+16
48 157+ 24

7.3.2.1  ANALISIS DE LA REACCION Y RELACION HIDROLISIS / TRANSFERENCIA DE ISLAS A
20°C

Continuando con la comparacion de las versiones truncadas, se determiné el perfil
de productos de IslA5 a 20°C. La Figura 7:6 muestra la reaccion llevada a cabo con
1 U/mL de enzima, buffer de acetatos 50 mM y CaCl2 1 mM a pH 6.0, durante 112
h. Como se muestra en la Figura 7:6A, hay aparicion de FOS con un DP de hasta 4
y presencia de polimero. La presencia de sacarosa después de 112 h de reaccion
sugiere que la enzima no es capaz de consumir el sustrato en su totalidad,
probablemente debido a la inactivacion de esta, o bien, debido a que presenta
inhibicion por sustrato. Esta ultima hipotesis podria ser corroborada mediante la

determinacion de las constantes cinéticas de inhibicion.
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Figura 7:6 A) Ensayo de cromatografia en capa fina (TLC) del perfil de productos de IsIA5 con sacarosa
292 mM. Estandares: Glc = glucosa, Frc =. Fructosa, Suc: sacarosa, B: blastosa, 1-K: 1-kestosa, 1-N: 1-
nistosa, 1-FN: 1-fructofuranosil nistosa. B) Relacién H/T y consumo de sacarosa de IslA5 a 20°C, a 70 h
de reaccién

Adicionalmente, la determinacion de la conversidén de sacarosa mostré que a las 24
h la enzima s6lo ha consumido el 23% del sustrato, y pasadas 70 h de reaccion solo
alcanza el 65% de conversion (Figura 7:6B). Mas interesante aun es el hecho de
que la enzima es predominantemente transferasa durante los primeros segundos
de la reaccion, y a medida que ésta avanza, la relacion H/T se modifica, hasta
alcanzar un porcentaje de 63/38 tras 70 h de reaccion, indicando que la actividad
hidrolitca predomina.

7.3.2.2 PERFIL DE PRODUCTOS DE ISLA5 A 20°C

El analisis del perfil de productos por HPAEC-PAD permitié identificar la presencia
de diversos FOS entre los que se encuentran la 1-kestosa, blastosa, inulobiosa (F2-
1), 6-kestosa, neo-kestosa, ercosa, nistosa, 1,6-nistosa, inulotriosa. (F3-1), 6,6-
nistosa y 1,2-nistosa (GF4-l), ademas de un producto (*) que no pudo ser
identificado con los estandares con los que se cuentan actualmente (Figura 7:7).

B
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La cuantificacion de polimero demostré la presencia solo de polimero de alto peso
molecular, sin presencia de polimero de bajo peso molecular (Figura 7:8). Asi
mismo, se observo que, con el paso del tiempo, la cantidad de polimero aumento,
llegando a producir hasta 12.2 g/L después de 70 h de reaccion y 65% de conversion
de sacarosa. Estos resultados sugieren que ISIA5 presenta un mecanismo de
elongacion procesivo, pues produce FOS con un GP< 10 y polimero de alto peso
molecular de forma preferencial. La capacidad de producir polimero de alto peso
molecular de la enzima IslA5 carente de la region N1go terminal indica que esta
region no es indispensable en el mecanismo de elongacidon de la inulosacarasa

como fue observado con la levansacarasa LevS.

IslA51U
750 ¥ 1-kestosa Suc 292 mM / 20eC
blastosa
6-kestosa
F2-1
50 ¥ neokestosa
%) nistosa
=3
©
=y
S 50 + F3-1 6,6-nistosa
* 112 h
J\/\_L
1,6-nistosa GF4-1
150 1 Gle, Fru, Suc ercosa
NN on
-50 T T T T t T T T T t T T T T
0 5 10 15

Tiempo de retencién

o HOMOH HMOH
U J(j/ HUWOH b\ou OH OWOH
OU (693 pes tmj X
HO-6 hol "o

1-kestosa Neokestosa Inulobiosa Ercosa 1,2 nistosa Inulotriosa
to)i U OH
2 0 M HO, o OH
OH HO o HO
" 0 j@,ou HO t)\ HO. HO.

1,6-nistosa Blastosa 6- keS(QSa 6,6- mstosa

Figura 7:7 Perfil de productos de IsIA5 a 1 U/mL, 20°C y 292 mM. Se muestran las estructuras de
los productos sintetizados. Sefial no identificada con los estandares utilizados (*).
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Asi mismo, los datos de la concentracion de polimero y el retardo en el consumo de

sustrato sugieren que la region N1go terminal participa mejorando la actividad de la

enzima, especificamente en la produccion de polimero, ya que IslA5 sdlo es capaz

de producir 9.6 g/L de polimero a un porcentaje de conversion de sacarosa del 35%,

mientras que IslA4 produce el doble de polimero (18.2g/L) al mismo porcentaje de

conversion (Tabla 7:2).

26

22

Indice de refraccion (MRIU)

IsIA51 U
T  sucrose 292 mm -20°C
1 “1h
— 24 h
48 h
T “ |
| |
\‘ |
- / /\"
*
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Tiempo de retencién (min)

Figura 7:8 Cuantificacion de polimero de alto peso molecular de IsA5 a 292 mM de
sustrato. * Esta sefial no representa algun producto sintetizado por la enzima.

Adicionalmente, no se observa disminucion en la concentracion de polimero

sintetizado por IslAS a lo largo del tiempo, probalmente debido a que no se consumio

completamente el sustrato después de 70 h de reaccion (65% de conversion de

sacarosa).
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Tabla 7:2 Concentracion de polimero de alto peso molecular a 292 mM de sustrato, producido por
IslA5 a1 Uy 20°C

Tiempo (h) Concentracién (g/L) con 292 mM de

sacarosa
1 6.5+ 014
24 8.8 £ 042
48 9.6 £ 0.60
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7.4 CARACTERIZACION DE LAS VERSIONES TRUNCADAS EN CONDICIONES
ESTANDAR DE REACCION

Ademas de la caracterizacidon de las versiones truncadas IslA4 e IsIAS a 20°C, se
determiné la actividad especifica de ambas enzimas en condiciones estandar (o de
maxima actividad enzimatica), es decir, 1 U de enzima, 30°C, 292 mM de sacarosa
y pH 6.0. Se encontr6 que IslA4 exhibe una actividad especifica de 87.1U/mg (Tabla
7:3), mientras que el valor reportado por Pefia-Cardefia (2013) es de 97.85 U/mg
[49].

Por otra parte, se reporta una actividad enzimatica de 0.383 U/mg para IslA5. Este
valor representa un 0.44% de la actividad enzimatica de IslA4, lo que demuestra
que IslA5 es muy poco activa a las condiciones estandar de trabajo establecidas en
nuestro laboratorio. Los datos se resumen en la Tabla 7:3.

Tabla 7:3. Actividad especifica y porcentaje de hidrdlisis / transferencia de IslA4 e IsIA5 en condiciones

estandar de reaccion (30°C y 292mM de sustrato).

Enzima Actividad especifica (U/mg)
IslA4 87172
IslA5 0.383 + 0.052

Asi mismo, dado el valor de actividad tan bajo reportado para IslA5, no fue posible
llevar a cabo el estudio del perfil de productos ni la determinacién de la relacion H/T
de dicha enzima sin embargo, se realiz6 el estudio de IslA4 a 30°C para llevar a
cabo la comparacién de IslA4 e IslA5 a las condiciones de maxima actividad para

cada enzima.

I




Seccion 7 Efecto del aumento de la concentracion de sustrato Resultados

7.4.2.1  ANALISIS DE LA REACCION Y RELACION HIDROLISIS / TRANSFERENCIA DE ISLA4 A
30°C

El andlisis de la reaccion de IslA4 se realiz6 en las condiciones de maxima actividad
previamente reportadas para su evaluacion, es decir, 1U/mL 30°C, pH 6.0 y 292 mM
de sustrato [47], mediante las técnicas de cromatografia en capa fina (TLC) y por
cromatografia de intercambio anionico de alto rendimiento con deteccion de pulso
amperomeétrico (HPAEC-PAD).

La Figura 7:9A muestra una placa de TLC que sugiere que desde los primeros
tiempos de reaccion hay formacion de polimero de alto peso molecular (5 minutos),
asi como la formacion de FOS con un DP de hasta 3 desde los primeros 30 minutos
de reaccion, asi como FOS con un DP de 4 hacia tiempos finales. Por otra parte, en
la Figura 7:9B se observa que, a 24 h de reaccion, el sustrato se ha consumido un
90%, mientras que a las 36 h de reaccion el consumo de sacarosa alcanza el 93%.

A 0h5m30m1 2 3 5 79 12 15 18 2124 30 36 B Porcentaje de H/T de IslA4 (1U/mL) a 302C
e fre P & i
S Q““'” 3 Hidrdlisis [—Transferencia % de conversion
R L s i b
v o~ 93%
02 Bastoss) 100% — — — = 86% = 0 =
—_— ) I
DP3 (1-kestosa), » . o | -
opa (L X 80% = 64% 1T | *©
4 (1-nistosa) = - /
0PS (1-fnstosa), . T ) oen L1 . I
5 60% | - —— |
vl =
g 40%
g
20%
0%
0%
) " 0 1 3 18 24 36
Polimero____ 0000000000000

Tiempo (h)

Figura 7:9 A) Ensayo de cromatografia en capa fina (TLC) del perfil de productos de IslA4 a 30°C
y sacarosa 292 mM. Estandares: Glc = glucosa, Frc =. Fructosa, Suc: sacarosa, B: blastosa, 1-K: 1-kestosa,

1-N: 1-nistosa, 1-FN: 1-fructofuranosil nistosa. B) Determinaciéon del porcentaje de conversion de
sacarosa y porcentaje de hidrélisis/ transferencia de IslA4.
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Estos datos indican que a los primeros tiempos de reaccién la enzima es
principalmente hidrolitica. Sin embargo, se observa que a medida que avanza la
reaccion, dicho perfil se modifica hasta alcanzar una relacion H/T de 61/39, asi como
un porcentaje de conversion de sacarosa cercano al 90%. Los datos de IslA4
obtenidos a 20°C a un porcentaje de conversion similar muestran que la enzima es
un 26% mas transferasa a bajas temperaturas, comportadose de forma similar a las
inulosacarasas de L. gasseri y L. reuteri 121 [3], [29], [31]. Por otra parte, la
comparacion de IslA4 con IslA5 a las condiciones 6ptimas de cada enzima y un 65%
de conversion de sacarosa, muestra que IslIAS es apenas un 17% mas hidrolitica

que IslA4.
74272 PERFIL DE PRODUCTOS DE ISLA4 A 30°C

El perfil de FOS de IslA4 que se obtuvo en condiciones estandar revela la presencia
de pocos productos de bajo peso moelcular entre los que se encuentran la 1-
kestosa, blastosa, inulobiosa (F2-l), 6-kestosa, neokestosa, nistosa, levanobiosa,
1,2-nistosa (GF4-l) e inulotetraosa (F4-1), asi como una sefal que no pudo
identificarse con los estandares utilizados (*) (Figura 7:10).

A 20°C IslA4 no es capaz de producir levanobiosa, neokestosa, 1,2 nistosa (GF4-I)
ni inulotetraosa (F4-1), productos presentes en el perfil de productos de IslA4 a 30°C,
pero en cambio produce ercosa y levanotriosa (F3-L). Esto sugiere que a 20°C la
enzima probablemente no es capaz de producir y/o acumular FOS con un DP de 4
(como la 1,2-nistosa y la inulotetraosa), pero en cambio es capaz de producir y/o
acumular levanotriosa, lo que indica que es capaz de elongar FOS con enlace -2,6
hasta un DP de 3.

Adicionalmente, la comparacion del perfil de productos de ambas versiones

truncadas en condiciones de maxima actividad enzimatica muestra que IslA5 es
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capaz de producir y/o acumular FOS con un DP de 4 al igual que IslA4, pero ademas
sintetiza FOS con enlace 3-2,6 con un DP de hasta 4 (6,6-nistosa).
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0] (o}
HO
o o HO
o HO on
o] [e]

1,6-nistosa

Inulobiosa

1-kestosa

IslA4 1U
775 1-kestosa Suc 292 mM /30°C
blastosa
F2-l
575 6-kestosa
o neokestosa GF4-I
= * F4-| 30h
© —_
2 nistosa
8 levanobiosa
1h
— /\-\/v
175
Gle, Fru, Suc Oh
-25
0 5 10 15 20 25
Tiempo de retenciéon (min)
HOUOH
HOMOH C))@/OH
HO o O HOWOH HOWOH OWOH 0 5 o
HoL 6 0-6 o OH HO () HOU

1,2 nistosa Inulotetraosa

HO HO OH HO HO
HO OH
HO
0 © o

Levanobiosa

6-kestosa

productos sintetizados y la posicion de los enlaces. Sefial no identificada con los estandares utilizados (*).

Figura 7:10 Perfil de productos de IslA4 a 1 U/mL, 30°Cy 292 mM de sustrato. Se muestran las estructuras de los

Comparando el perfil de productos obtenidos en este trabajo con aquel de IslA4

reportado con anterioridad [49], se aprecian ligeras diferencias. Mientras que Pefa-

Cardena reporta la produccién de 6-kestosa, nistosa, fructofuranosil nistosa y
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blastosa, en este trabajo se identificaron, ademas, otros FOS tales como inulobiosa,
neokestosa o levanobiosa. Esta diferencia puede deberse a que cuando fue
reportado el perfil de FOS de esta enzima, no se contaban con estandares para la
identificacion de FOS con un DP>3.

Finalmente, se realizo la cuantificacion del polimero de alto peso molecular (pAPM)
sintetizado por IslA4 a condiciones estandar de reaccion. El cromatograma de la
Figura 7:11 muestra predominantemente la presencia de pAPM, y a penas una
pequefia cantidad de productos de bajo peso molecular. Este ultimo dato concuerda
con lo observado en el analisis de FOS por HPAEC-PAD (Figura 7:10).

IslA4 1 U

Sucrose 292 mM - 30°C

75

65 +

——1h
S5 + ——24h
48h
45 |
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Indice de refraccion (URIU)

15 +

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Tiempo de retencién (min)

Figura 7:11 Cuantificacion de polimero de alto peso molecular de IslA4 a
30°C y 292 mM de sacarosa.

Como se puede observar, IslA4 es capaz de producir hasta 24 g/L de pAPM durante
la primera hora, y a medida que avanza la reaccion, la concentracién de polimero
decrece a 20g/L. La cuantificacion del polimero producido se resume en la Tabla
7:4. Por otra parte, a 20°C IslA4 produce un 24% menos polimero durante la primera

hora y un 15% menos cuando alcanza el 90% de conversion de sacarosa.
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Si bien no es una disminucién significativa, los resultados parecen corroborar que,
al igual que la levansacarasa de B. subtilis, SacB [48], IslA4 presenta, en menor
medida, a 30°C, actividad inulinasa hacia tiempos finales de reaccion, lo que

explicaria el decremento en la concentracion final del polimero.

Tabla 7:4. Concentracidon de polimero de alto peso molecular a 292 mM de sustrato producido por
IslA4 a 1 Uy 30°C

Tiempo (h) Concentracién (g/L) con 292 mM

de sacarosa

1 244 + 061
24 22.8 £ 146
48 201 £ 042

El analisis de la concentracién de polimero en términos de porcentajes indica que
el 25.6% de la sacarosa consumida se dirige a la formacién de pAPM, mientras que
el 13.4% se dirige a la formacion de productos de bajo peso molecular. A pesar de
gue la enzima es predominantemente hidrolitica, estos resultados demuestran que
a un porcentaje de conversion de sacarosa del 90%, la reaccion de transferencia se
dirige en su mayoria a la formacion de polimero de alto peso molecular. Este
resultado permite concluir que IslA4 presenta un mecanismo de elongacion
procesivo [9], [16], ya que es capaz de producir principalmente polimero de alto
peso molecular y no se observaron en el cromatograma de la Figura 7:11 productos

de bajo peso molecular.
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7.5 DETERMINACION DEL EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION
DE SUSTRATO EN EL MECANISMO DE ELONGACION DE LAS VERSIONES
TRUNCADAS

7.511 ANALISIS DE LA REACCION Y RELACION HIDROLISIS / TRANSFERENCIA DE
ISLA4 A 1170 NM DE SUSTRATO

De acuerdo con algunos autores, la especificidad de reaccion (hidrdlisis o
transferencia), asi como la especificidad de producto (tipo y tamafio del polimero o
FOS sintetizados) depende fuertemente de las condiciones de reaccion [16], [41],
[47]. Estudios previos realizados con IslA4 demostraron que la actividad transferasa
es favorecida por las altas concentraciones de sustrato (1170 mM y 2064 mM de
sacarosa), resultando en un incremento en la sintesis de una amplia variedad de
FOS, fendmeno que es acompafado de un incremento en la actividad transferasa

y un posible cambio en la procesividad de la enzima [47].

Con el fin de estudiar el efecto de la concentracién de sustrato en las versiones
truncadas con y sin la region N1go terminal en el mecanismo de elongacion, se
analizé la reaccién y se determind el perfil de productos de ambas versiones
truncadas utilizando 1170 mM de sacarosa, es decir, una concentracion cuatro
veces mayor a la concentracion utilizada para los ensayos anteriores (292 mM). La
Figura 7:12A muestra la cinética de una reaccion de IslA4 a 1170 mM, que sugiere
que el sustrato no se consume por completo a las 48 h de reaccion sin embargo, la
reaccion se lleva a cabo, puesto que se observa presencia de monosacaridos
(glucosa y fructosa) en la parte superior de la placa. Asi mismo, se observa la
formacion de polimero desde los primeros 30 minutos de reaccion, y con mas
intensidad a tiempos finales. También se observa la formacion de FOS con un DP>5

gue permanecen constantes hacia el final de la reaccion.
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Adicionalmente, en la Figura 7:12B se muestran la cuantificacion de consumo de
sustrato y la especificidad hacia la hidrolisis / transferencia, donde se observa que
a 48 h de reaccion el sustrato se ha consumido en un 63%, y es hasta las 70 h de
reaccidon que la enzima alcanza un 80% de conversion. Cabe resaltar que, a tiempos
iniciales, la enzima es totalmente hidrolitica, y que la relacion hidrolisis /
transferencia alcanza su valor constante de 45/55 a las 48h de reaccion. Una
comparacion entre los valores de H/T obtenidos a 292 mMy 1170 mM de sacarosa,
con un porcentaje de conversion de sacarosa entre el 80 y 90%, permite concluir

que dicha relacion no cambia con la concentracion de sustrato.
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Figura 7:12 A) Ensayo de cromatografia en capa fina (TLC) del perfil de productos de IslA4 con 1 U,
20°C y sacarosa 1170 mM. Estandares: Glc = glucosa, Frc =. Fructosa, Suc: sacarosa, B: blastosa, 1-K: 1-
kestosa, 1-N: 1-nistosa, 1-FN: 1-fructofuranosil nistosa. B) Relacioén H/T y consumo de sacarosa de IslA4
a 20°C, a 48 h de reaccion
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7.5.1.2 PERFIL DE PRODUCTOS DE ISLA4 A 1170MM DE SUSTRATO

En cuanto al perfil de productos, este se determiné al 60% de conversidon de
sacarosa, demostando la presencia de varios FOS entre los que se encuentran la
1-kestosa, blastosa, 6-kestosa, levanobiosa, ercosa, nistosa, 1,6-nistosa, inulotriosa
(F3-1), blastotriosa, levanotriosa (F3-L), 1,6-kestopentaosa, inulotetraosa (F4-I),
blastotetraosa, 6,6-kestopentaosa, 1,2-kestopentaosa (GF5-I), levanotetraosa (F4-
L), 6-neo kestopentaosa, inulopentaosa (F5-1) y blastopentaosa, ademas de algunos
productos (*) que no pudieron ser indentificadas con los estandares utilizados
(Figura 7:13). También se identificaron FOS con un DP de hasta 15. Los resultados
del perfil de productos determinado a 292 mM y 1170 mM de sacarosa no son
comparables, dado que el porcentaje de conversidn de sacarosa al que fueron
determinados no es similar (90% y 63% de conversion, respectivamente). Sin
embargo, a 1170 mM se observd una mayor diversidad de FOS, los cuales

presentan un DP >10.
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Respecto a la cuantificacion de pAPM, la Figura 7:14 muestra el cromatograma de
la produccién de polimero con 1170 mM de sacarosa.
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Figura 7:14 Cuantificacion de polimero de alto peso molecular de IsA4 a 1170 mM de
sustrato

A una concentracion de 1170 mM de sacarosa, el 31% de los productos sintetizados
corresponde a polimero de alto peso molecular, mientras que el 24% corresponde

a productos de bajo peso molecular.

Una comparacion con los resultados obtenidos a 292 mM de sustrato no es posible
debido a diferencias en el porcentaje de conversion de sacarosa al cual se
realizaron las determinaciones, sin embargo, los resultados de IslA4 a 1170 mM
resaltan que la reaccion de transferencia favorece en un 23% la sintesis de polimero

de alto peso molecular sobre los productos de bajo peso molecular.
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Tabla 7:5 Concentracién de polimero de alto peso molecular a 1170 mM, producido por IslA4 a1 Uy
20°C

Tiempo (h) Concentracién (g/L) con 1170 mM

de sacarosa

1 351 +094
24 619 +1.2
48 78.4 £ 0.36

7.5.21 ANALISIS DE LA REACCION Y RELACION HIDROLISIS / TRANSFERENCIA DE
ISLA5 A 1170 MM DE SUSTRATO

Con el fin de comparar el comportamiento de IsIA5 con los resultados obtenidos
para IslA4, asi como estudiar el efecto de la concentracion de sustrato en dicha
version truncada, se llevaron a cabo reacciones a 1170 mM de sacarosa, 1 U/mL
de enzima y 20°C en buffer de acetatos 50 mM, CaCl. 1 mM y pH 6.0. Con cuatro
veces mas sustrato, se puede observar la presencia de FOS con un DP mayor a 5
y produccion de polimero desde la primera hora de reaccion (Figura 7:15A),
mientras que con 292 mM de sustrato, la enzima sélo es capaz de producir FOS
con un DP de hasta 4. El porcentaje de conversion de sacarosa muestra que a las
24 h se ha consumido un 82% del sustrato, alcanzando el 98% de conversion tras
48 h de reaccion. También se observa que, a tiempos iniciales, predomina la
actividad hidrolitica, sin embargo, cuando se alcanza el 90% de conversion, la
relacion H/T se establece en 32/68 (Figura 7:15B).
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Figura 7:15 A) Ensayo de cromatografia en capa fina (TLC) del perfil de productos de IslA5 con 1 U, 20°Cy 1170 mM
de sacarosa. Estdndares: Glc = glucosa, Frc =. Fructosa, Suc: sacarosa, B: blastosa, 1-K: 1-kestosa, 1-N: 1-nistosa,

1-FN: 1-fructofuranosil nistosa. B) Relaciéon H/T y consumo de sacarosa de IsIA5 a 20°C, a 48 h de reaccion.

La comparaciéon de estos resultados con aquellos obtenidos a 292 mM de sustrato
muestra que la relacion H/T se invierte, pasando de ser una enzima preferentemente
hidrolitica (H/T= 62/38 al 65% de conversion, 292 mM) a transferasa (30/70 al 67%
de conversion, 1170 mM). Este efecto ya habia sido reportado con IslA4, utilizando
siete veces mas sustrato, es decir, utilizando 292 mM y 2046 mM de sacarosa [47].
Sin embargo, para IsIAS5 el cambio se observa con tan solo cuatro veces mas
sustrato. Un fendmeno similar ya habia sido reportado por Olvera y cols. en 2012,
como resultado de un incremento considerable en la actividad transglicosilasa. La
determinacidn de las constantes cinéticas globales y de hidrdlisis y transferencia
(km y kcat) de FTFs quiméricas permitid identificar un aumento en la kcat de
transferencia, mientras que el valor de km permanecio inalterado, concluyendo asi
que los cambios en las constantes globales son debidos al aumento de la actividad
transglicosilasa [33].
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Adicionalmente, se ha reportado que la actividad transferasa predomina a altas
concentraciones de sustrato, inhibiendo la actividad hidrolitica [3], [50]. Es probable
que el efecto observado en IslA5 respecto al alto porcentaje de actividad transferasa
se deba al aumento de las constantes cinéticas de transferencia, mas que a la
inhibicion o disminucion de la hidrélisis, o bien, a que las condiciones se reaccion
favorecen la actividad transferasa. Sin embargo, la determinacién de dichas
constantes es necesaria para conocer cdmo estas se ven afectadas con una mayor

concentracion de sustrato.

7.5.2.2 PERFIL DE PRODUCTOS DE ISLA5 A 1170MM DE SUSTRATO

El analisis del perfil de productos por HPAEC-PAD permitié identificar una amplia
variedad de FOS: 1-kestosa, blastosa, inulobiosa, levanobiosa, neo-kestosa,
ercosa, 1,6-nistosa, blastoriosa, 6,6-kestopentaosa, levanotriosa, 1,2-nistosa, 6-
neo-nistosa, 1,6-kestopentaosa, 1,2-kestopentaosa, 6-neo kestopentaosa vy
inulopentaosa, ademas de productos (*) que no pudieron ser indentificadas con los
estandares utilizados. Finalmente, se observa la produccion de FOS con un DP de
hasta 14, lo que sugiere la produccion de productos de bajo peso molecular (Figura
7:16).
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También se realizdé la cuantificacion de polimero de alto peso molecular de las
reacciones llevadas a cabo por IslAS a 1170 mM de sustrato, mediante
cromatografia de permeacion en gel (GPC). El cromatograma de la Figura 7:17
muestra la presencia tanto de polimero de alto peso molecular como productos de
bajo peso molecular, estos ultimos aumentando en concentracion de forma

proporcional al tiempo.
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Figura 7:17 Cuantificacion de polimero de alto peso molecular de IsA5 a 1170 mM

La cuantificacion del pAPM indica que a 48 h de reaccion la enzima produce casi
90g/L de polimero al final de esta. Cuando se realiza una comparacion de la
concentracion de polimero producido por IslA5 al mismo porcentaje de conversion
(35%), se observa que esta enzima produce tan s6lo 9.6 g/L con 292 mM de
sustrato, lo que representa un 86% menos de lo que produce a 1170 mM (69.7g/L)
(Tabla 7:6). Sin embargo, en términos de porcentaje, la cantidad de polimero
producido por IslAS es similar (18%) para ambas concentraciones de sacarosa.
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Tabla 7:6 Concentracion de polimero de alto peso molecular a 1 U, 20°C y 1170 mM de sustrato.

Tiempo (h) Concentracién (g/L) con 1170 mM

de sacarosa

1 69.7 + 0.94
24 85.8 £ 0.19
48 89.5 £ 0.67

Respecto a la hidrélisis de polimero a tiempo finales, se observa que el polimero no
es hidrolizado por IslA5 cuando esta alcanza un 98% de sacarosa sin embargo, es
probable que la hidrdlisis del polimero ocurra una vez consumido el sustrato en su
totalidad, como fue observado anteriormente para la LS unidominio de B. subtilis
[48]. Para el caso de IslA4 y cuatro veces mas sustrato, este fendmeno no fue

observado debido a que sdlo se alcanz6 un 80% de conversion.
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En este trabajo, la comparacion de las caracteristicas y los productos de reaccion
de las versiones truncadas IslA4 (que cuenta con el dominio catalitico, y la region
N10o en el extremo N-terminal) e ISIAS (unicamente el dominio catalitico) permitid
estudiar la importancia y posible funcidn de la regidn Nigo terminal de la
inulosacarasa IslA de L. citreum CW28.

8.1 LA REMOCION DE LA REGION N1go TERMINAL DE LA INULOSACARASA ISLA AFECTA
LA TEMPERATURA OPTIMA DE REACCION

La determinacién de la temperatura éptima de reaccion para IslAS demostré que la
delecién de la regidn N+oo terminal afecta fuertemente esta propiedad, pues mientras
que IslA4 exhibe una temperatura 6ptima de 30°C, la remocion de la region N1go
terminal en IslIA5 causa un descenso de la temperatura éptima de 10°C, siendo la

temperatura 6ptima 20°C.

Cuando se comparan las actividades de ambas versiones truncadas a 20°C se
observa que la actividad de IslA4 es 65% menor a la de IsIAS. Sin embargo, a pesar
de que IslA4 fue evaluada en condiciones subdptimas de temperatura, la enzima
fue capaz de convertir 90% de sustrato en 24 h (sacarosa a 292 mM), mientras que
IslA5 sélo alcanz6 un 65% de conversidon después de 70 h de reaccion. Al comparar
la actividad de estas dos versiones a 30°C, que es la temperatura 6ptima de
reaccion para IslA4, se observd que IslIA5 exhibe menos del 1% de la actividad
especifica de IslA4. Mientras que, al comparar el valor de actividad de ambas
enzimas en sus condiciones 6ptimas de reaccion (30°C para IslA4 y 20°C para IslA5)
se observa que la actividad enzimatica de IsIA5 es hasta un 59% menor que la de
IslA4.
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Cuando se analizaron y compararon cinéticas de consumo de sustrato durante la
reaccion, se observo que las pendientes, que son un reflejo de la velocidad inicial,
son muy diferentes. El consumo de sustrato de IsIAS fue mucho mas lento que el de
la enzima IslA4, tanto en condiciones optimas para IslA4 (30°C) como a 20°C, lo
que sugiere que remover la region N1go terminal afecta la velocidad de reaccion de
la enzima (Figura 8:1). Sin embargo, es necesario determinar las constantes

cinéticas de ambas versiones para cuantificar este efecto.

Cinéticas de reaccion con 292 mM de sustrato
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Figura 8:1 Curva de progreso de las reacciones llevadas a cabo por IslA4 e IsIA5 con 292 mM de sacarosa.

IsIA4, 30°C, 292 mM, o IslA4, 20°C, 292 mM, o IslA5, 20°C, 292 mM

Estas observaciones en conjunto demuestran que la regién N1go terminal esta
involucrada en la actividad de la enzima y en la temperatura éptima de reaccion,
efecto probablemente debido a la pérdida de interacciones importantes de la region
N10o terminal con el dominio catalitico que estan involucradas en la catalisis de la

enzima o bien, en su termoestabilidad.

El analisis de la composicion aminoacidica de la region N1go terminal indica que el

24% de dicha region esta conformada por aminoacidos cargados y polares
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(principalmente aspartato y asparagina) [51]. De acuerdo con diversos autores [52]—
[54], los residuos polares tienen cargas parciales significativas capaces de formar
puentes de hidrogeno y otras interacciones electrostaticas menos especificas entre
ellos y con residuos cargados. Se ha demostrado que la actividad catalitica se deriva
de la estabilizacion electrostatica del estado de transicidn, y que estas mismas
interacciones pueden estabilizar o desestabilizar intermediarios de las vias cinéticas
[52]. Se sugiere que la remocién de la regidn N1go terminal probablemente afecta el
microambiente cerca del sitio catalitico, o que lleva a un cambio en las propiedades
cinéticas de la enzima. La dilucidacion de la estructura cristalografica es
fundamental para entender como la region Nigo terminal interacciona con el sitio

catalitico.

Por otra parte, se ha reportado que las interacciones electrostaticas modulan la
estabilidad del plegamiento de las proteinas ya que la energia de solvatacion
disminuye por efecto de residuos cargados en la superficie de la proteina [52], [55].
Para comprobar el efecto de la region N1oo terminal en la estabilidad enzimatica, se
realiz6 un ensayo para determinar el tiempo de vida media de la enzima IsIAS al
almacenamiento. El ensayo se llevd a cabo incubando la enzima a 35°C,
temperatura a la cual se ha determinado el tiempo de vida media de las otras
versiones truncadas generadas de IslA, a una concentracion de sustrato (sacarosa)
de 1170 mM, concentracion a la cual si es posible evaluar la actividad enzimatica.
Como se muestra la Figura 8:2, se observa una importante caida de la estabilidad
de IslA5 en la primera hora de incubacion a 35°C, perdiendo hasta un 56% de
actividad. Adicionalmente, después de 3.5 h de incubacion la enzima presenta una
disminucién de actividad del 73%. El tiempo de vida media fue calculado en 112 min
+ 7.2 min, que comprado con el de IslA4 (126 min) [56], a la misma temperatura
pero a una concentracion menor de sacarosa (292 mM), refleja una disminucion de

so6lo 14min.
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Con excepcidon de la enzima silvestre y la version truncada ANIsIA2 (Tabla 1:3),
IslAS presenta el menor tiempo de vida media de la bateria de enzimas truncadas
de IslA, sin embargo, la diferencia de tiempo de vida media entre la version
inmediata anterior (IslA4) e ISIAS es menor en comparacion con la diferencia de
tiempo de vida media entre ISIA2 e ISIA3 (60 min) y entre ISIA3 e IslA4 (222 min).
Esto probablemente debido a que las regiones eliminadas en ISIA2 e ISIA3 son

mayores a 100 aminoacidos, derivando en un mayor efecto cuando son removidas.

Ensayo de estabilidad de IsIAS (soluble)

Actividad especifica (%)
’
‘.
w
o

0 0.5 1 15 2 25 3 35 1
tiempo (h)

Figura 8:2 Ensayo de estabilidad al almacenamiento de IsIA5, a 35°C. El
ensayo se llevé a cabo a pH 6.0y 1170 mM de sustrato.

La comparacién del tiempo de vida media de IslIA5 con la enzima IslA4 indica que
no existe un cambio significativo en la estabilidad, lo que sugiere que la baja
actividad exhibida por IsIAS es consecuencia directa de la eliminacion de
interacciones probablemente electrostaticas que participan con el sitio catalitico, y
cuya ausencia se refleja directamente en las propiedades cinéticas, como fue

anteriormente sugerido.

Por otra parte, es bien sabido que las interacciones hidrofébicas, los puentes de
hidrogeno, los puentes salinos y disulfuros, la estabilizacion de loops, la reduccion
de la entropia de desplegamiento y las fuerzas de van der Waals son las principales
fuerzas que contribuyen a la estabilidad de una proteina [57]. En este sentido, es
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valido sugerir que la remocion de la region N1go terminal pudo afectar algunas de
estas interacciones, teniendo fuertes repercusiones en la actividad catalitica y
propiedades bioquimicas de la enzima [58]. Se sugiere que la region N1oo terminal
mantiene interacciones importantes tipo puente de hidrogeno, hidrofébicas y/o
electrostaticas con la misma estructura protéica o con los oligosacaridos aceptores
o productos de reaccion, y cuando dicha region es removida, estas se ven
afectadas, teniendo como resultado una disminucion en la temperatura 6ptima, en
la actividad catalitica y hasta en el comportamiento cinético de IsIAS. El estudio de
dichas interacciones con el resto de la enzima, la busqueda de motivos que
participen en este tipo de interacciones y estudios de mutagénesis en la zona
podrian dilucidar la intervencion de la region N1oo terminal en la interaccion con el

sustrato y/o producto enzimatico y en el comportamiento cinético de dicha enzima.
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8.2 PARTICIPACION DE LA REGION N10o0 TERMINAL EN LA REACCION DE
HIDROLISIS VS TRANSFERENCIA

Cuando se utiliza como sustrato sacarosa, las fructansacarasas son capaces de
desarrollar dos tipos de reacciones: la de transferencia, cuando el residuo fructosilo
de la sacarosa es transferido a una molécula de sacarosa o a un oligosacarido en
crecimiento produciendo FOS de un mayor DP o polimero; y de hidrdlisis, cuando
el residuo fructosilo es transferido al agua produciendo solo la hidrolisis de la
sacarosa. Para investigar si la regidn N1oo terminal participa en la especificidad hacia
estas reacciones, se compararon los porcentajes de dichas reacciones en ambas
versiones truncadas. A un 36% de conversion IslA4 a 20°C, transfiere un 46% de
los residuos fructosilo que toma de la sacarosa a FOS o polimero, mientras que
IslAS presenta un 32% de transferencia, es decir, un porcentaje de transferencia

apenas 14% menor en comparacion con IslA4.

Al comparar los efectos en la especificidad de productos de la transferencia,
indicada por la relacion de productos de alto y bajo peso molecular, se puede
observar que es del 18.5% de polimero de alto peso molecular y del 19.2% de
productos de bajo peso molecular para IslAS a 292 mM de sustrato, es decir una
relacion 1:1 (Tabla 8:1). Mientras que la enzima IslA4 presenta 18.9% de productos
de alto peso molecular y un 34.1% de productos de bajo peso molecular, lo que

representa una relacion 2:1 aproximadamente.
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Tabla 8:1 Porcentaje de polimero de alto y bajo peso molecular sintetizado por las versiones truncadas

a 292 mM de sacarosa

% Conversiéon % Hidrolisis Polimero de alto Productos de bajo
peso molecular (%) peso molecular (%)
292 mM de sacarosa

30°C IslA4 89 £ 0.23 61 £ 0.58 256 + 147 13.4 + 0.06
20°C, IslA4 91 £0.04 47 £ 0.05 189 +£1.56 341 +198
20°C, IslAS 65 £ 0.27 62 £ 0.18 18,5 £ 2.02 19.2 + 2.00

A pesar de que no es posible realizar una comparacion entre IslA4 e IslA5 a 20°C
debido a que IslIA5 no alcanz6 un porcentaje de conversion de sacarosa similar al
de IslA4, la distribucién de productos de alto y bajo peso molecular sugiere que la
region N+oo terminal participa en la reaccion de transferencia de fructosa para los
productos de bajo peso molecular, pues al ser eliminada, la enzima pierde la
capacidad de dirigir los productos de transferencia a productos de bajo peso
molecular, mientras que el rendimiento en la produccién de polimero también

disminuye de de forma considerable.

Analizando el perfil de FOS observado para ambas versiones truncadas a 20°C y
292 mM de sacarosa, se aprecian diferencias que pueden ser analizadas a través
de la identificacion de los FOS iniciadores, tal y como fue reportado para la LS SacB
[59]. De acuerdo con los resultados, tanto IslA4 como ISIA5 son capaces de
sintetizar 1-kestosa y 6-kestosa, asi mismo, se observa la formacion de los
iniciadores secundarios, blastosa e inulobiosa (Figura 8:3). Estos resultados
demuestran que ambas enzimas, con y sin la region Nioo terminal, tienen baja
regioselectividad en los primeros pasos de elongacion, de forma similar a lo
observado para la levansacarasa SacB de B. subtilis [12], [59]. Sin embargo, es
interesante observar que en IsIAS productos con un grado de polimerizacion de 4
como la 1,2 nistosa (GF4-l) y 6,6 nistosa, son observados al final de la reaccién,

mientras que estos no estan presentes en las reacciones con IslA4.
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La acumulacion de productos con un grado de polimerizacion de 4 en IslAS y no en
IslA4 sugiere que estos productos no pueden ser usados como aceptores de forma
eficiente por la ausencia de la region N1oo terminal, por lo que se acumulan. En este
sentido, se propone el estudio de reacciones de aceptor con los productos

acumulados para determinar su participacion en la elongacion del polimero.

IslA4 1U, 20°C, 292. mM
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0,
o HO o HO o OH
0
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IsIA5 1 U, 20°C, 292 mM
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B B @mj th S

1-kestosa 1,2 nistosa 6- kesrosa 1,6-nistosa Inulobiosa Inulotriosa

Figura 8:3. Esquematizacion de los productos de reaccion de IslA4 e IslA5 a 20°C y 292 mM de
sacarosa

El analisis del perfil de FOS de IslA4 muestra que esta enzima es capaz de acumular
levanotriosa (F3-L), misma que no es acumulada en IslA5, probablemente debido a
que dicha molécula es usada como aceptor para la elongacién del polimero.
Ademas, el hecho de que no se identificaran mas productos de la serie de las
oligolevanas con un DP mayor (por ejemplo, levanotetraosa o levanopentaosa)
sugiere que IslA5 no es capaz de elongar FOS con un DP mas alla de 3 con enlace
B-(2,6) o bien, que moléculas con un DP mayor son utilizadas como aceptores para

la formacion de polimero.
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Por otra parte, en el perfil de IslA5 se observa la formacidn de neokestosa, esta
molécula ha sido mencionada como parte de los FOS iniciadores en
fructansacarasas sin embargo su ausencia en IslA4 puede deberse a que este FOS
es hidrolizado para la formacién de blastosa, fenomeno antes descrito en
levansacarasas [59]. El hecho de que pueda ser identificado en el perfil de productos
de IslA5 sugiere que parte de éste podria ser hidrolizado para formar blastosa, pero

de forma menos eficiente que en IslA4 y por eso se acumula.

Por el contrario, la inulotriosa (F3-1) no fue observada en el perfil de FOS de IslA4,
pero si hay acumulacion de inulobiosa (F2-1), lo que sugiere que la enzima es mas
afin por FOS cortos para su incorporacion a la cadena de fructana en crecimiento.
Asi mismo, la presencia de inulotriosa en IsIAS sugiere que estas oligoinulinas
deben ser un grado de polimerizacién mayor para ser incorporadas a la formacién
de pAPM.

Los resultados anteriores permiten inferir que la eliminacion de la regiéon N1oo
terminal otorga mayor flexibilidad a la regioselectividad de los subsitios de union +1,
+2 y +3 [9], [99], lo que se traduce en una mayor cantidad de intermediarios tanto
de tipo levana como de tipo inulina. Asi mismo, una mayor variedad de FOS podria
influir directamente en el porcentaje de ramificacion del polimero formado. Estudios
de mutagénesis en los subsitios mencionados y del perfil de productos de dichas
mutantes, asi como la determinacion del porcentaje de ramificacion del polimero a
través de la derivatizacion de fructanos parcialmente metilados son necesarios para

determinar la influencia de estos subsitios en la especificidad de producto y enlace.

Finalmente, este trabajo muestra indudablemente que la region N1 terminal no es
necesaria para la produccion de polimero de alto peso molecular. Si bien es cierto
gue la concentracion de polimero producido es hasta un 39% menor en IslA5 que la
cantidad producida por IslA4 a las mismas condiciones (20°C), se puede concluir

que esta zona conformada por cien aminoacidos no representa una zona de
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procesividad, por lo que no es indispensable para la elongacion del polimero de alto
peso molecular para la inulosacarasa IslA de L. citreum CW28, contrario a lo
reportado en la levansacarasa LevS (Garcia-Paz, datos no reportados). Esta
afirmacion lleva a pensar que las determinantes responsables de la procesividad de
la inulosacarasa probablemente se encuentran en el dominio catalitico. La remocion
de la region N+oo terminal no llevé a la produccidn exclusiva de productos de bajo
peso molecular, como fue inicialmente hipotetizado, sin embargo, afectd
fuertemente su produccion, asi como la actividad enzimatica y comportamiento

cinético de la enzima.
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8.3 EFECTOS DEL CAMBIO EN LA TEMPERATURA DE REACCION EN ISLA4

En este trabajo también se hicieron observaciones interesantes cuando IslA4 fue
sometida a condiciones subdptimas de temperatura, comparadas con las
condiciones optimas de reaccion. Respecto a la actividad enzimatica, se encontro
que a 20°C, IslA4 pierde hasta el 84% de la actividad reportada en condiciones
optimas (30°C), probablemente debido a que la temperatura ejerce importantes
efectos en las fuerzas que estabilizan/ desestabilizan la estructura de una proteina,
lo que lleva a cambios en la actividad enzimatica. La fuerza de las interacciones
hidrofébicas, por ejemplo, tiende a incrementar con la temperatura, asi como la

entropia conformacional [55].

Por otra parte, la disminucién de la actividad enzimatica puede ser explicada desde
el modelo de equilibrio. Dicho modelo contempla un estado activo de la enzima
(Eact), un estado inactivo (Einact) N0 desnaturalizado y un estado desnaturalizado (X)
[55]. Los estados activo e inactivo se encuentran en equilibrio en la temperatura
optima o de maxima actividad (Teq), y una temperatura diferente llevara a un
desequilibrio de las especies Eact/ Einact. La base molecular de la transicion de un
estado activo a uno inactivo es un cambio conformacional reversible. Los efectos de
la temperatura en las fuerzas que estabilizan y desestabilizan la proteina ofrece la
oportunidad de cambiar la estructura de la enzima, lo que lleva a cambios en la
actividad [60]. Esto explicaria la disminucién en la actividad enzimatica de IslA4
cuando se somete a temperaturas por debajo de su Optima. Finalmente, la
disminucién de la temperatura también lleva a la disminucion de la energia cinética

de la reaccidn, afectando su velocidad.

Respecto al porcentaje de conversion de sacarosa, la comparacion de los
resultados de IslA4 a 20°C y 30°C a un 90% de conversion, muestran un aumento
en la transferencia del 14%. Cuando este resultado es analizado en funcién del
porcentaje de productos de alto y bajo peso molecular, se observa una preferencia
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de IslA4 a 20°C por la formacion de productos de bajo peso molecular, mientras que
a 30°C se favorece la formacion de polimero de alto peso molecular (Tabla 8:1).
Esta observacion resulta interesante porque sugiere que un cambio en la
temperatura de reaccion puede provocar un cambio en la especificidad de producto
de la enzima. Charoenwongpaiboon y cols., (2019) proponen que bajas
temperaturas de reaccidén ayudan a reducir las disociaciones de los oligosacaridos
con la enzima [46], lo que podria explicar el aumento en el porcentaje de productos
de bajo peso molecular formados por IslA4 a 20°C.

Otra observacion interesante fue que las diferencias encontradas en el perfil de
productos de IslA4 a diferentes temperaturas de reaccion, tales como la sintesis a
30°C de FOS de tipo inulina con un DP de hasta 4 (1,2-nistosa e inulotetraosa),
ausentes a 20°C, y que sugiere que a 30°C IslA4 requiere de FOS de tipo inulina
mas largos para incorporarlos a la fructana en crecimiento; la presencia de
levanotriosa a 20°C y de levanobiosa a 30°C, indicando que probablemente a una
mayor temperatura de reaccion, hay una mayor afinidad por FOS de tipo levana mas
cortos; y la acumulacion de ercosa solo a bajas temperaturas, como fue observado
también para IsIAS (Figura 8:4).

IslA41U, 30°C, 292 mM

HO-6

t)\ OH HDUOH uot)\ U\U H
o Blastosa

)Qr O U ij Ojdi‘ QU

HO OH
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Inulobiosa

IslIA4 1U 20°C, 292. mM

Hol QH HOL6 UOH HO, OH HOQ )dou HOWOH
0o HO.
1 o,
UH HO U 2:)\ o

Blastosa Inulobiosa 1-kestosa
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o 0
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6-kestosa®
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Figura 8:4 Esquematizacion de los productos de reacciéon de IslA4 a 20°C y 30°C con 292 mM de
sustrato
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8.4 EFECTO DEL AUMENTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO EN LA
ACTIVIDAD ENZIMATICA Y EN EL PERFIL DE PRODUCTOS.

El efecto del aumento de la concentracion de sustrato en la actividad enzimatica y
en el perfil de productos ya habia sido reportado para IslA4 a 30°C [47] sin embargo,
se desconocia su efecto a 20°C. Los resultados obtenidos muestran que la relacion
H/T de IslA4 no se ve afectada por el aumento en la concentracién de sustrato a
20°C, mientras que para el caso de IslA5, dicha relacidn se invirtid, pasando de ser

una enzima predominantemente hidrolitica a una transferasa.

El analisis del consumo de sacarosa en funcion del tiempo a dos diferentes
concentraciones de sustrato sugiere que, a 1170 mM de sacarosa, hay un aumento
en la velocidad de reaccion de IslA5, en comparacion con lo observado a 292 mM
(Figura 8:5, linea azul). Es probable que el comportamiento observado en IsIA5 sea
consecuencia de la eliminacion de la regidn N1go terminal, ya que IslA4 no aumenta
de forma considerable su velocidad inicial con cuatro veces mas sustrato. Se
sugiere la determinacién de las constantes cinéticas para conocer como estas se

ven afectadas con la remocion de la region N1go terminal.
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Figura 8:5 Curva de progreso de reacciones llevadas a cabo por IslA4 e IslA5 con 1170 mM de
sacarosa. o [slA4, 30°C, 292 mM, o IslA4, 20°C, 292 mM, o IslA4, 20°C, 1170 mM, o IslA5, 20°C,
292 mM, o IslA5, 20°C, 1170 mM,
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El aumento en la velocidad de IsIA5 al utilizar 4 veces mas sustrato se ve
acompafnada de un aumento del 51% en los productos de bajo peso molecular,
principalmente FOS con un DP de hasta 15. Mientras que en IslA4 se favorece la
sintesis de polimero de alto peso molecular (hasta en un 31%), contrario a lo

observado con 292 mM de sustrato (Tabla 8:2).

Tabla 8:2 Porcentaje de polimero de alto y bajo peso molecular sintetizado por las versiones truncadas
a 1170 mM de sacarosa

% Conversion % Hidrolisis Polimero de alto Productos de bajo
peso molecular (%) peso molecular (%)
1170 mM de sacarosa

20°C, IslA4 63 £ 0.31 45 + 0.26 31.1 202 239 £0.03

20°C, IslA5 82 £ 0.63 31+011 18.1 £ 0.19 509 +231

En resumen, el aumento en la velocidad de reaccion de IslA5, asi como el aumento
en la transferencia hacia productos de bajo peso molecular reafirman la idea de que
la regidon N1go terminal influye sobre la velocidad de la enzima, y probablemente
también en las constantes cinéticas de la misma. Asi mismo, es probable que un
aumento en la concentracion de sacarosa puede llevar a la inhibicion por sustrato
de la reaccién de hidrélisis en IslA5, favoreciendo la transferencia a productos de
bajo peso molecular, fenobmeno que ya ha sido documentado en otras

fructansacarasas [31], [32], [61].

Respecto al perfil de productos observado para las versiones truncadas a 1170 mM
de sacarosa destaca el amplio catalogo de productos sintetizados. Para el caso de
IslA4, se observaron al menos 25 productos diferentes, 18 de los cuales fueron
identificados a través de estandares. Entre estos se encuentran productos de la
serie de los blastdsidos (blastotriosa, blastotetraosa, blastopentaosa), productos de
la serie 6-kestosa (6,6-kestopentaosa) y productos de la serie neo kestosa (6-neo
kestopentaosa), ninguno de los cuales son producidos a 292 mM de sacarosa. Para
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el caso del perfil de FOS de IslA5 se observan al menos 29 productos diferentes
con un DP>5, 16 de los cuales fueron identificados al compararlos con estandares.

El fendbmeno observado probablemente es consecuencia de la alta concentracién
de sustrato en el medio de reaccién, como fue anteriormente descrito [47], y
probablemente la remocion de la region N+oo terminal no influye en este aspecto.
Sin embargo, las diferencias observadas en el perfil de productos de ambas
versiones truncadas sugieren una relajada regioespecificidad que puede estar

directamente relacionada con la eliminacion de la region N1go terminal.

Una de las principales diferencias entre ambos perfiles es que IslA4 es capaz de
acumular productos de la serie de los blastdsidos y oligolevanas hasta un DP de 5
y 4 respectivamente, mientras que IsIA5 s6lo acumula productos con un DP de 3
(blastotriosa y levanotriosa). Lo anterior sugiere que eliminar la region N1go terminal
afecta la capacidad de la enzima de elongar productos de la serie de los blastdsidos
y de las oligolevanas, y permite la produccion de productos diferentes a esta serie.
La identificacion de dichos productos es necesaria para comprender como participa

la regidn N1go terminal en el perfil de productos de esta fructansacarasa.
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IslIA5 1U, 20°C, 1170 mM

U ».”Wm HOS 6 (O o (oM vw)(jw Xj(»wm
o c
0 0, HO o. OH 4o Ho
HO " 0. OH
° o [OH o o
OH HO 15 kestopentaosa Ho J on
0 0. °
Inulobiosa ©
HO
Neokestosa 6-neonistosa o 1,6-nistosa o
t)\ h\ m U 1,2 nistosa 0! OH
S
o o o
o oH
O()U U\ kj 1-kestosa 6-ni eokestope taosa

>
Ercosa

Eiii

Blastosa Blastotriosa HO
1,2 kestopentaosa Levanabiosa inulopentaosa

Figura 8:6 Esquematizacion de los productos de reacciéon de IslA4 e IsIAS con 1170 mM de sustrato

Finalmente, la caracterizacion del perfil de productos y mecanismo de elongacion
de IslIA5 permite concluir respecto al papel de los dominios adicionales. Los datos
anteriores sugieren que los dominios adicionales no juegan un papel importante en
la especificidad de enlace, pero si parecen estar implicados fuertemente en la
actividad enzimatica. De acuerdo con los datos reportados por Garcia-Paz [39], las
unicas versiones truncadas de IsIA que contienen la region N-terminal completa
(ANIslA2) o la regidn de transicion (IsIA3) presentan una distribucion de productos
bimodal, donde un polimero de bajo peso molecular y un polimero de alto peso
molecular son producidos, mientras que en las versiones truncadas sin estas dos
estructuras (IslA4 e IsIAS) presentan una distribucion de productos unimodal, es
decir, unicamente producen polimero de alto peso molecular y no polimero de bajo,
si no unicamente FOS. Estos resultados sugieren que la presencia de la region de
transicion y/o la region N-terminal completa es indispensable para la obtencion de
un de polimero de bajo peso molecular, mientras que la regién N+oo terminal no es
necesaria para la procesividad de la enzima (produccion de polimero de alto), s
bien es cierto que su ausencia afecta la distribucion de productos de bajo peso
molecular y FOS sintetizados.
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1. La region Nigo terminal no es indispensable para desarrollar el mecanismo
de elongacion procesivo.

2. La region N1go terminal participa en la relacién de polimero de alto peso
molecular y productos de bajo peso molecular sintetizados por IslA4.

3. Laregidon N1go terminal es una region que no esta implicada en la estabilidad
de la inulosacarasa IslA4.

4. La remocion de la region Nigo terminal afecta la actividad enzimatica,
probablemente a través de cambios en las constantes cinéticas.

5. Los cambios en el perfil de productos al eliminar la region N1go terminal
sugieren que dicha region influye en el acomodo del sustrato, a través de

interacciones con subsitios superiores.
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Perspectivas

Con base en los resultados presentados en este trabajo, se proponen las siguientes

estrategias que complementaran los resultados sobre la influencia de los dominios

adicionales en la actividad y especificidad de producto.

Caracterizacion cinética de las versiones truncadas de IslA (incluyendo a
IsIA5).

Construccion de una version truncada sin la region N-terminal y con la
region de transicion para profundizar mas en el papel de dicha region en
el perfil de productos.

Estudiar la naturaleza del polimero de las versiones truncadas para
determinar si los dominios adicionales tienen influencia sobre el
porcentaje de inulina/ levana y ramificacion de este.

Estudio de reacciones de aceptor de las diferentes versiones truncadas
para conocer si la presencia de dominios adicionales influye en estas.
Estudio de diversas condiciones de reaccion (presencia de solventes,
fuerza iodnica, concentracion de enzima y estado fisico de la enzima) y su
influencia en el perfil de productos de IslA y sus versiones truncadas.
Estudio de la influencia de subsitios superiores en el perfil de productos,
mecanismo de elongacién y porcentaje de ramificacion del polimero

sintetizado
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Seccion 12 Expresion y purificacion de IsiA4 Anexos

12.1 EXPRESION Y PURIFICACION DE ISLA4

En 2013 se reportd la optimizacion de la expresion de IslA4, asi como la
determinacién de la actividad especifica, porcentaje de hidrolisis/ transferencia y
perfil de productos (34) a condiciones estandar de reaccién (1 U de enzima, 30°C,
292 mM de sustrato, pH 6.0). Con el objetivo de realizar la caracterizacion de IslA4,
la enzima fue expresada y purificada por cromatografia de intercambio i6nico con
un gradiente de fosfatos a pH 6.0, y se analizé mediante un gel desnaturalizante de
proteinas para verificar la pureza de esta. En la Figura 12:1A se observa el
cromatograma de purificacion, donde una unica senal (en azul) sefala la elucion de

la enzima. La proteina fue purificada exitosamente (Figura 12:1C, carril E).

S Sr P E

/ Cepa BI

‘ ‘PC‘I el o U

T T T T
200 250 300 min

Figura 12:1 Purificacion de IslA4A) Controles de expresion. B) Fracciones del proceso de purificacion y
enzima pura (4). C) Cromatografia de purificacion de IslA4 por cromatografia de intercambio idnico. S:
fraccion soluble, P: fracciéon insoluble, Sr: sobrenadante residual, E: enzima pura
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12.2 EXPRESION Y PURIFICACION DE ISLAS

Para llevar a cabo la caracterizacion de la version truncada IslA5, fue necesaria la
optimizaciéon de la expresion enzimatica. Se realizaron fermentaciones con
diferentes concentraciones de inductor (IPTG: 0.1 mM, 0.2 mM, 0.5 mM y 1 mM),
con el objetivo de encontrar las mejores condiciones de induccion. Las células
cosechadas de estas fermentaciones fueron lisadas y las proteinas presentes en el
extracto celular fueron analizadas a través de geles desnaturalizante SDS-PAGE
para comprobar la sobreexpresion de la enzima. En la Figura 12:2A y B se
presentan las proteinas obtenidas de la fraccion soluble (S) e insoluble (o pellet, P)
de las fermentaciones a diferentes concentraciones de IPTG y los controles
correspondientes.

De acuerdo con la imagen, parece no haber presencia de enzima en la fraccion
soluble en el tamafio estimado de IsIA5, que es de 56 kDa (Figura 12:2, carriles con
inductor), pero en la fraccidn insoluble se puede observar la presencia de una banda
la cual corresponde al tamafio esperado (sefialada con un rectangulo). Cabe
mencionar que no se aprecia diferencia en la sobre expresion de la enzima a
diferentes concentraciones de inductor. Para corroborar el resultado anterior, se
realiz6 un analisis de imagen por calibracion de intensidad de color demostrando
que las bandas tienen una similitud del 96% (o una diferencia del 4%), lo que indica
gue no existe diferencia en la expresion de la enzima al variar la concentracion de

inductor.
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Figura 12:2 Optimizacion de la expresion de IslA5. A) Controles de la cepa utilizada, del vector y la
fermentacion sin inductor. B) Sobre expresion de IsIA5 a diferentes concentraciones de inductor. S

sobrenadante, P fraccién insoluble. Se cargd el volumen equivalente a 25 ng de proteina por carril

A partir de este ensayo, se determiné utilizar una concentracion de 0.5 mM de IPTG

para la sobre expresion de IslA5. Un zimograma de las fracciones soluble e insoluble

de una fermentacion posterior demostraron la presencia de enzima en la fraccion

soluble (Figura 12:3A, carriles S1-S3), por lo que se determiné la actividad

volumétrica y unidades totales de estas fracciones. La actividad enzimatica se

evaluo por el método de deteccion de azucares reductores con acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS), a 30°C.
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Figura 12:3 Zimograma de las fracciones soluble e insoluble de IsIA5A) Gel desnaturalizante
de proteinas. B) Zimograma revelado con reactivo de Schiff. S sobrenadante, P paquete
celular lisado

En la Tabla 12:1 se resume la informacion de la actividad enzimatica de las
fracciones soluble e insoluble. En general, la enzima presenta una muy baja
actividad en comparacion con IslA4, para la que se reporta una actividad especifica
de 97.85 U/mg (Pefa-Cardefa, 2013). El valor maximo de actividad especifica para
la enzima IslA5 soluble en extracto es de apenas el 0.02% de la actividad reportada
para IslA4 a 30°C, concluyendo asi que se trata de una enzima muy poco activa.
Por otra parte, en la fraccion soluble se obtienen apenas 2 U totales, mientras que
el pellet conserva aproximadamente 5 U totales, siendo el pellet la fraccion que mas

enzima presenta.

Tabla 12:1. Determinacion de la actividad volumétrica de IsIA5 de la fraccidn soluble e insoluble.

Determinacion en buffer de trabajo, a 30°C y 292 mM de sustrato.

Actividad volumétrica (U/mL) Unidades totales (U)

S 0.135 £ 0.0045 2.025 £ 0.0675

P 0.355 £ 0.0251 5.3220.3772
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Una vez demostrado que la enzima IslA5, si se sobre expresa y se encuentra tanto
en la fraccion soluble (en menor cantidad) como en la fraccion insoluble, se
implementaron dos métodos de purificacion: uno a partir de la fraccion insoluble
(purificando cuerpos de inclusion y desplegando y replegando la enzima) y otro
empleando la fraccion soluble a través de cromatografia de afinidad a niquel. La
finalidad de esta estrategia fue la de seleccionar el método mas adecuado para una

mayor recuperacion de enzima soluble y activa.

12.2.2.1  PURIFICACION DE ISLAS DE CUERPOS DE INCLUSION

La enzima que se encuentra en la fraccion insoluble (pellet) fue recuperada
implementando una metodologia de purificacién de cuerpos de inclusién. En esta
metodologia, el paquete celular de una fermentacion de 1 L es lisado, mediante
sonicacion y ciclos de congelamiento/ descongelamiento. Posteriormente, el pellet
es lavado empleando el reactivo Bugbuster® como se describe en materiales y

métodos.
Ll L2 L3 &l BIENIL2 13 CI
Un gel desnaturalizante de proteinas
permitié verificar la efectividad del
. -t
método de purificacion de cuerpos de
55 kDa .y . ., .
S inclusion, ya que después de los lavados,

! se logro obtener una banda enriquecida
aproximadamente a 56 kDa, que
concuerda con el peso molecular de
IslA5. Por lo tanto, se puede afirmar que

Figura 12:4 Proceso de purificacién de cuerpos de una gran parte de la fraccion de los
inclusion (C.I) recuperados de un pellet lisado de

_ cuerpos de inclusién esta conformada
IslA5. L lavados realizados a los C.

o

por la proteina de interés (Figura 12:4).




Seccion 12 Expresion y purificacion de IsIAS Anexos

Adicionalmente, se demostré a través de un zimograma que los cuerpos de inclusion
presentan actividad, esto puede deberse a que existen moléculas de enzima
adecuadamente plegada formando parte de los cuerpos de inclusién capaces de

producir polimero (Figura 12:5).

L1 L2 L3 Cll L1 12 L3 Cl

A B

_—

Figura 12:5 Zimograma de los cuerpos de inclusion (C.I) de IslIA5A) Gel desnaturalizante de
proteinas, tefiido con azul de Comassie. B) Zimograma del gel A, revelado con reactivo de Schiff

12.2.2.1.1 RENATURALIZACION DE ENZIMA DE LA FRACCION INSOLUBLE

Una vez que se obtuvieron los cuerpos de inclusion purificados, se realizo la
renaturalizacion de la proteina mediante el método de dilucion por goteo a una taza
de 0.005 ml/min en buffer de renaturalizacion (buffer de acetatos 0.05 M, CaCl> 1
mM vy arginina 0.2 M, pH 6.0), a 4°C), con agitacién suave. Posteriormente, la

enzima renaturalizada fue concentrada a un volumen final entre 1y 5 mL.

Una vez concentrada la enzima, se comprobo que esta fuera activa a través de un
zimograma (Figura 12:6B), cargando diferentes volumenes de enzima. El gel
desnaturalizante permitio corroborar la pureza de la enzima y la ausencia de

protedlisis al momento de su recuperacion (Figura 12:6A).
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Figura 12:6 Gel desnaturalizante de proteinas (A) y zimograma (B) de IsIA5 renaturalizada.

Adicionalmente, se determind la actividad especifica de esta enzima, encontrando
un valor de 0.7 U/mg, que al comparar con la actividad especifica e IslA4 (97.85
U/mg, Pefia-Cardeia, 2013), se puede concluir que la enzima es muy poco activa,
y que con este método de purificacion se recuperan a penas 1.1 U totales en un litro
de fermentacion. Cabe destacar, que la enzima una vez purificada y almacenada
por menos de 12 h a 4°C se precipita, afectando fuertemente la actividad enzimatica.

Por esta razén este método de purificacién fue descartado.

12.2.2.2 PURIFICACION DE ENZIMA DE LA FRACCION SOLUBLE

La enzima que se encontraba en la fraccion soluble y que resulta de la lisis de las
células obtenidas de una fermentacion, fue purificada mediante la técnica de
cromatografia de afinidad. El ensayo se llevo a cabo empleando un gradiente de
imidazol de 10 a 500 mM a pH 6.5. En la Figura 12:7B se muestra el cromatograma
de purificacion, el cual presenta dos sefiales principales. Para identificar cual de las
sefiales corresponde a la elucidén de la enzima, se realizé un gel desnaturalizante
de proteinas. De acuerdo con la Figura 12:7A, la enzima eluye entre las fracciones
24 a 27, correspondientes al segundo pico presente en el cromatograma. Un gel

desnaturalizante de proteinas corroboro esta observacion, y permitio identificar que
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la enzima se obtiene con una pureza mayor al 90% (Figura 12:7A). La banda

observada en aproximadamente 56 kDa permite concluir que se trata de IsIAS.

Figura 12:7 Gel desnaturalizante de proteinas (A) y cromatograma de purificacion por
cromatografia de afinidad (B). Los nimeros en el gel desnaturalizante corresponden a
las fracciones colectadas del proceso de purificacion.

En la Tabla 12:2 se comparan los valores de actividad enzimatica de los métodos
de purificacion. Como se puede observar, cuando la enzima proveniente de la
fraccién insoluble (cuerpos de inclusion) es purificada, alcanza una actividad
especifica de hasta 0.7 U/mg y 1.1 U totales por litro de fermentacién. La cantidad
de unidades enzimaticas recuperadas de la fraccion insoluble es un 45% mayor al
de las unidades recuperadas de la fraccion soluble, pues de esta utima sdlo se

recuperan. 0.13 U totales por litro de fermentacion.
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Tabla 12:2. Actividad enzimética de IsIA5 pura a 30°C y 292 mM de sustrato, obtenida por diferentes
meétodos de purificacion

IsIAS soluble (cromatografia ISIAS replegada
de afinidad)
Actividad especifica 0.383 + 0.0522 0.696 + 0.0313
(U/mg)
Unidades totales (U) 0.129 + 0.0063 1.111 + 0.0500

En general, los métodos implementados permiten la obtencion de enzima, tanto de
la fraccion insoluble como de la fraccidn soluble. EI método de purificacién por
cuerpos de inclusidn permite obtener hasta 1.5 mg/mL de proteina; cuando ésta es
replegada conserva su actividad enzimatica y la enzima se obtiene completamente
pura. No obstante, como ya se menciond, esta enzima se precipita incluso
almacenada a 4°C. Por esta razon se seleccion6 el método de cromatografia por
afinidad como el mas adecuado para la purifcacion de IsIA5, pues a pesar de que
se recupera una cantidad menor de unidades, la enzima purificada por este método
no presenta el fendmeno de precipitacion y la consecuente perdida de la actividad
observada con la enzima replegada.
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12.3 TABLA DEL PORCENTAJE DE PRODUCTOS DE ALTO Y BAJO PESO
MOLECULAR SINTETIZADO POR LAS VERSIONES TRUNCADAS A
DIFERENTES CONDICIONES DE REACCION

% conversion % hidrolisis % alto peso % bajo peso
molecular molecular
IslAd4
30°C 292 mM 89 + 0.23 61 + 0.58 25.6 + 1.47 13.4 £ 0.06
20°C 292 mM 91 + 0.04 47 + 0.05 189 + 1.56 34.1 +1.98
20°C 1170 mM 63 + 0.31 45 + 0.26 31.1 +202 23.9 +0.03
IslA5
20°C 292 mM 65 + 0.27 62 + 0.18 185 + 2.02 19.2 £ 2.00
20°C 1170 mM 82 + 0.63 31+0.11 181 +231 50.9 + 0.19

Ejemplo de célculo.
Para IslA4, 30°C y 292 mM de sacarosa. Se tiene un porcentaje de conversion (%C) del 89% a las 24 h,
una concentracion de polimero de 22.8 g/L y un porcentaje de transferencia (%T) del 39%.

a) Convirtiendo el porcentaje de conversién de sacarosa a g/L:

89%C * 10L09
100%

= Sacarosa consumida = 89 g/L

b) Se sabe que de esos 89g/L, el 39% se utilizé en la reaccion de transferencia, equivalentes a

34.7g/L:
39%T * 829
~T00% = Sacarosa transferida = 34.7g/L
c) Al total de la sacarosa transferida, se resta la concentracion de polimero:

34.7% - 22.8% = Concentraciéon de sacarosa dirigida a la producciéon de FOS = 119 g/L

d) Finalmente, se obtiene, en porcentaje, la produccion de FOS y polimero de alto peso
molecular:

11.9 %Fos +100%

89 g/L

= 13.4 % productos de bajo peso molecular

228 %Fos *100%

89 g/L

= 25.6 % polimero de alto peso molecular
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12.4 ESQUEMATIZACION DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS SINTETIZADOS

POR ISLA4 E ISLA5 A DIFERENTES CONDICIONES DE REACCION
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