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RESUMEN

Generalmente, los prebidticos se caracterizan por ser carbohidratos no digeribles,
cuyo consumo alimentario ha demostrado presentar efectos benéficos en la salud
humana, dado que estos compuestos se encuentran en bajas concentraciones en
los alimentos de manera natural. La industria alimentaria ha buscado formas
alternas de producirlos a gran escala. Entre los prebidticos méas estudiados estan
los fructooligosacaridos (FOS), que son oligémeros de fructosa (Fru), cuyo grado de
polimerizacién (DP) va de 3 a 7 unidades. Estos oligosacaridos se unen a través de
enlaces glicosidicos del tipo B—(2,1) y/o B—(2,6) confiriéndoles la propiedad de
presentar una estructura ramificada o lineal.

Existen dos rutas principales para la produccion de FOS, el quimico y el enzimatico,
siendo este ultimo el que produce mejores resultados. En la ruta enzimatica hay dos
maneras de producirlos, ya sea a través de la reaccion de hidrdlisis o de la
transfructosilacion. Las enzimas que se encargan de catalizar la reaccion de sintesis
de FOS utilizando sacarosa o algun polifructano como sustrato principal se
denominan fructosiltransferasas (FTasa; inulosacarasa y levansacarasa) y -
fructofuranosidasas (B-FFasa; inulinasa, levanasa e invertasa). Sin embargo, la
naturaleza de los FOS depende tanto de la enzima como de las condiciones del
medio de reaccion (temperatura, pH, concentracion del sustrato y el uso de medios
no convencionales).

El objetivo del presente trabajo fue estudiar si la inulinasa ACH1, producida por
Kluyveromyces marxianus AZ8, es capaz de realizar la reaccion de
transfructosilacion para peoducir FOS utilizando como sustrato principal a la
sacarosa analizando diferentes condiciones de reaccion. Para lograr este objetivo,
la enzima ACH1 fue aislada y purificada utilizando cromatografia por exclusion
molecular. Se evaluo la actividad hidrolitica de la enzima utilizando agavina como
sustrato. Asi mismo, mediante la cromatografia de exclusibn molecular, se
determind su peso molecular (288 kDa, aproximadamente). Una vez purificada y
caracterizada su actividad enzimatica, se evaluaron diversas condiciones de
reaccion para llevar a cabo la transfructosilacion.

Se emplearon altas concentraciones de sacarosa (10, 15 y 45% m/v), diferentes
temperaturas (25 a 70°C) y valores de pH (3 a 8). Finalmente, los FOS sintetizados
fueron caracterizados por la técnica HPAEC-PAD, comprobando que la exo-
inulinasa ACH1 de K. marxianus AZ8 presenta actividad de transfructosilacién en
un medio de reaccion al 45% (m/v) de sacarosa, a una temperatura de 60°C y a un
pH de 6 produciendo FOS que constan de 3 a 5 unidades de Fru.



ABSTRACT

Prebiotics are characterized for being non-digestible carbohydrates, whose
consumption has shown beneficially effects on human health. These compounds are
present in food in low concentrations. However, the food industry has been looking
for alternative ways to produce these compounds in higher yields. The most studied
prebiotics are the fructooligosaccharides (FOS), which are fructose (Fru) oligomers
with a degree of polymerization (DP) from 3 to 7 units. Fructose units in these
oligosaccharides are bonded by f—(2,1) and/or —(2,6) glycosidic linkages and their
structure can be linear or branched.

There are two main production methods for FOS: chemical and enzymatic, with the
second being better. In the enzymatic method, FOS can be produced by hydrolysis
or transfructosylation reaction. Enzymes that catalyze FOS biosynthesis using
sucrose or some polyfructan as substrate are known as fructosyltransferases
(FTase; inulosucrases and levansucrases) and B-fructofuranosidases (B-FFase;
inulinase, levanase and invertase). However, the structure (linear o branched) of
FOS depends on both, the enzyme, and the reaction conditions (temperature, pH,
substrate concentration and non-conventional mediums).

The aim of this work was to study if the inulinase (ACH1), isolated from
Kluyveromyces marxianus AZ8, can catalyze transfructosylation reaction to produce
FOS using sucrose as main substrate. To achieve this purpose, the ACH1 enzyme
was isolated from K. marxianus AZ8 and purified by molecular exclusion
chromatography. The enzyme hydrolytic activity was evaluated using agavine as
substrate. Likewise, enzyme molecular weight (288 kDa approximately) was
determined by molecular exclusion chromatography. Once purified and
characterized the enzyme, in order to determine transfructosylation activity, several
reaction conditions were evaluated.

High concentrations of sucrose (10, 15 and 45% w/v), different temperatures (25 to
70°C) and pH values (3 to 8) were assayed. The best reaction conditions were
sucrose 45% (w/v), temperature 60°C and pH 6 producing FOS of 3 to 5 Fru units.
Finally, the synthesized FOS were characterized by HPAEC-PAD technique,
verifying that the exo-inulinase ACH1 isolated from K. marxianus AZ8 shows
transfructosylation activity.



l. INTRODUCCION

En los ultimos afos, se ha introducido el concepto de que el consumo de
alimentos no sélo es necesario para el aporte energético y la nutricién basica,
sino también para generar un efecto benéfico a la salud del consumidor dando
como resultado el desarrollo de los alimentos funcionales.

Un alimento funcional es aquel nutrimento o compuesto alimenticio, cuyo
consumo frecuente es benéfico para la salud y/o reduce el riesgo de
enfermedades, ademas de mantener el bienestar fisico y mental de las personas
gue los consumen (Roberfroid & Slavin, 2000). Dentro de este tipo de alimentos
se encuentran los prebidticos, los cuales se definen como un ingrediente
alimenticio no digerible que afecta benéficamente la salud del hospedero a
través de la estimulacion selectiva del desarrollo y/o la actividad de uno o un
namero determinado de bacterias (probiéticos) en el colon (Gibson & Roberfroid,
1995).

Existe una gran variedad de carbohidratos no digeribles que se reportan como
prebidticos, entre ellos se pueden destacar a los fructooligosacaridos (FOS),
moléculas de 3 a 7 unidades de Fru (Silva et al., 2013). Estos compuestos tienen
propiedades funcionales como edulcorantes de bajo aporte calérico no
cariogénico, ayudan a la absorcion de iones calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*) en
el colon, asi como la estimulacion del desarrollo de bacterias acido-lacticas
(bifidobacterias y lactobacilos) llamadas probiéticos (Davani-Davari et al., 2019).

Estos oligosacaridos de Fru se pueden producir mediante dos rutas, la quimica
y la enzimatica. La ruta quimica implica el uso de acidos y/o bases generando
como subproductos a los hidroximetilfurfurales (HMF), compuestos toxicos que
reducen la cantidad efectiva de azUcares disponibles y dan una coloracion
indeseable al producto final (Kochhar, Gupta, & Kaur, 1999). Mientras que la ruta
enzimatica se realiza a través del uso de enzimas que presentan actividad de
hidrolisis y/o actividad de transfructosilacion, ademas, de que no generan
subproductos no deseados (Ricca et al., 2007).

Las enzimas que se encargan de sintetizar a los FOS, utilizando sacarosa como
sustrato principal, son las fructosiltransferasas (FTasa) o las j-
fructofuranosidasas (B-FFasa), las cuales se pueden obtener de fuentes como
plantas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos (Maiorano et al., 2008).

Se ha reportado que, a altas concentraciones de sacarosa, algunas p-FFasas
como las inulinasas son capaces de catalizar la reaccion de transfructosilacion
para obtener FOS tales como 1-kestosa (GF2), 1-nistosa (GF3) y fructofuranosil
nistosa (GF4) (Roberfroid & Slavin, 2000; Sanchez et al., 2008; Vega & Zuniga-
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Hansen, 2014). La reaccion catalizada se basa en la transfructosilacion de la
sacarosa, para ello, este sustrato tiene que ser hidrolizado y una molécula de
fructosa es transferida a un aceptor que puede ser la propia sacarosa u otro FOS
(Vega & Zuniga-Hansen, 2014).

En este trabajo se aborda la sintesis de FOS catalizada por una inulinasa, ACH1,
usando concentraciones altas de sacarosa, asi como temperaturas superiores a
50°C y diferentes valores de pH. La inulinasa empleada proviene de
Kluyveromyces marxianus AZ8, levadura aislada del bagazo de agave
mezcalero.



.  ANTECEDENTES

II.1. PREBIOTICOS

Los prebidticos son un grupo de nutrientes, cuya degradacion es realizada por la
microbiota intestinal del cuerpo humano. En los ultimos afios, el estudio de estos
nutrientes, con relacion a la salud humana, ha sido de gran interés dado que su
consumo genera beneficios en ella. De forma natural, los prebiéticos se pueden
obtener a partir de la dieta, entre sus fuentes principales tenemos al esparrago,
betabel, ajo, chicoria, cebolla, achicoria de Jerusalén, trigo, miel, platano, jitomate,
soya, leche de vaca, chicharos, frijoles, etcéteray, recientemente, de algas marinas
y microalgas (Varzakas et al., 2018).

En 1995, el concepto de prebidtico fue introducido por Glenn Gibson y Marcel
Roberfroid, quienes lo definieron como “un ingrediente alimentario no digerible que
afecta benéficamente al huésped estimulando de forma selectiva el crecimiento y/o
actividad de una o un numero limitado de bacterias en el colon, y asi mejora la salud
del huésped”. Con base en esta definicion, sélo algunos compuestos pertenecientes
al grupo de carbohidratos, como los fructanos de cadena corta y larga (FOS e
inulina), lactulosa y galactooligosacaridos (GOS), pueden clasificarse como
prebidticos. Sin embargo, en el 2008, durante la sexta reunion de la Asociacion
Cientifica Internacional de Probidticos y Prebioticos (ISAPP, por sus siglas en
inglés), se definid a los “prebidticos dietarios” como “un ingrediente selectivamente
fermentado que da a lugar a cambios especificos en la composicion y/o actividad
de la microbiota gastrointestinal, confiriendo asi beneficios a la salud del huésped”
(Gibson et al., 2010).

[1.1.1. Tipos y fuentes de prebidticos

Existen varios tipos de prebidticos (Tabla 1), los cuales en su mayoria son un
subconjunto de grupos de carbohidratos no digeribles, principalmente
oligosacaridos (Davani-Davari et al.,, 2019). Para que estos compuestos sean
considerados como prebidticos deben cumplir ciertos criterios: el primero, es ser
resistentes al acido gastrico y a las enzimas digestivas de origen mamifero; el
segundo, es la susceptibilidad a la fermentacion por bacterias intestinales y el
tercero, tener la capacidad para mejorar la viabilidad y/o actividad de los
microorganismos benéficos (Gibson et al., 2010).



Tabla 1. Tipos y fuentes de prebidticos

Tipo de prebidtico

Fuente de prebidtico

Referencia

Fructooligosacéaridos

Isomaltulosa
Xilooligosacaridos

Galactooligosacaridos
Ciclodextrinas

Oligosacaridos de
rafinosa

Oligosacaridos de soya

Lactulosa
Lactosacarosa
Maltooligosacaridos
Isomaltooligosacaridos

Arabinoxilooligosacéaridos

Esparrago, betabel, ajo,
chicoria, cebolla, achicoria de
Jerusalén, trigo, miel, platano,
cebada, jitomate y centeno
Miel, jugo de cafia de azlcar
Brotes de bambu, frutas,
vegetales, leche, miel y
salvado de trigo

Leche humana y leche de vaca

Glucanos solubles en agua

Semillas de legumbres,
lentejas, chicharos, frijoles,
garbanzos, malva compuesta y
mostaza

Haba de soya

Leche

Sintesis enzimatica
Almidon

Almidoén

Salvado de trigo

Sangeetha et al.
(2005)

Lina et al., (2002)
Vazquez et al., (2000)

Alander et al. (2001)
Singh, Sharma, and
Banerjee (2002)

Johansen, Glitso, and
Knudsen (1996)

Mussatto and Mancilha
(2007)
Villamiel et al., (2002)
Kawase et al., (2001)
Kaneko et al., (1994)
Kaneko et al., (1994)
Eeckhaut et al.,
(2008), Grootaert et

al., (2007)
Dextrina resistente a Almidén de papa Barczynska et al.,
enzimas bap (2012)

Tomado de: Al-Sheraji et al., 2013

A pesar de que los galactooligosacaridos (GOS), los fructooligosacaridos (FOS) y
la inulina son los prebidticos mas estudiados, existen algunas evidencias que los
prebidticos no son Unicamente carbohidratos no digeribles (Davani-Davari et al.,
2019), sino que también existen otros compuestos de caracter prebiotico, tal es el
caso de los flavonoles derivados de la cocoa, los cuales tienen la capacidad de
estimular el desarrollo de bacterias acido lacticas (Tzounis et al., 2011).

[1.1.2. Produccioén de prebioticos

Debido a que los prebiéticos se encuentran de manera natural en los alimentos a
bajas concentraciones, la industria alimentaria ha buscado alternativas para
producirlos a gran escala (Al-Sheraji et al.,, 2013; Panesar et al., 2013). Estos
métodos de produccién industrial consisten en generar oligosacaridos de fuentes
naturales a través de la hidrélisis de polisacaridos como los fructanos, también en
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la sintesis enzimatica y quimica a partir de disacaridos como la lactosa y la
sacarosa, asi como en la extraccion directa para producir oligosacaridos de soya y
rafinosa, y la reaccion de isomerizacién que produce la lactulosa, por mencionar
algunos métodos (Mussatto & Mancilha, 2007).

1.2. FRUCTOOLIGOSACARIDOS (FOS)

Dentro de este tipo de prebidticos encontramos a los fructooligosacaridos (FOS),
gue son oligébmeros de fructanos, los cuales se componen de 3 a 7 unidades de
fructosa (Fru) unidos a través de enlaces glicosidicos p—(2,1) o p—(2,6) o bien,
B—(2,1) y B—(2,6), asi como de una molécula D-glucosa (Glc) terminal unida a la Fru
por medio de un enlace glicosidico a—(2,1) (Silva et al., 2013). Estos polimeros de
fructosilo poseen un grado de polimerizacion (DP) menor a 10 unidades de Fru,
pueden tener un amplio intervalo de tamafnos y, por lo tanto, diversos pesos
moleculares.

Los FOS se pueden clasificar de acuerdo a su estructura y al tipo de enlaces
gue presentan entre sus unidades de Fru como se muestra en la Tabla 2.



Tabla 2. Clasificacion de FOS

Tipo . :
dF()a Unidades de Tipo de Estructura quimica
composicion enlace g
FOS
OH
o Kﬁﬁ
% O OH
c Lineal ?
-D-fructofuranosil i
g |P B—(2,1) q
o e o
2 =
: R
1-kestosa
© oM
4 | Lineal B,
< | B-D-fructofuranosil i
T B—(2,6) - o
g :
|_ oH
6-kestosa
8 ; HO OH
< B-D-fructofuranosil ’i HD?I
et ‘2 Se unen 2 B—(2,6) DHG 5. OH o -
L £ | unidadesenlaFru p—(2,1) 0" 0 OH
oH
2 de la sacarosa 0 o -
|_
Bifurcosa
8 B
Q B-D-fructofuranosil o B
§ Se une en el C6 Lineal HO 0
> de Glu de la B—(2,1) o o 0N _o_ oM
° sacarosa HO HE
=2 oH 0 o OH
|_
Neokestosa

(Linde et al., 2012; Monsan & Ouarné, 2009; Roberfroid & Slavin, 2000)

Por otra parte, sobre estos oligosacaridos de Fru han aumentado el interés
de estudiarlos, asi como de producirlos debido a las propiedades benéficas que
tienen sobre la salud. Entre estas propiedades, se reporta que estos compuestos
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estimulan selectivamente el crecimiento de Bifidobacteria y Lactobacillus sp en el
colon humano, dado a la asociacion de comensalismo dentro del huésped. La
degradacion de FOS por este grupo de bacterias anaerdbicas especificas trae como
consecuencia la produccién de acidos grasos de cadena corta (AGCC), como
acetato (C2), propionato (C3) y butirato (C4) propiciando la disminucion del pH en
el colén y, subsecuentemente, el incremento en la absorcién de iones calcio (Ca?*)
y magnesio (Mg?*), asi como de otros nutrimentos (Scholz-Ahrens et al., 2007;
Tazoe et al., 2008).

Ademas, los FOS tienen aplicaciones dentro de la industria alimentaria y
farmacéutica. En la primera, se utilizan como sustituto de aztcar debido a su indice
de dulzor (35% de dulzor) (Madrigal, 2007), cuyo aporte energético es de 1.5 a 2.0
kcal/g (Kumar, 2018); aparte de ser compuestos no cariogénicos y se emplean como
espesantes, emulsificantes y gelificantes, mientras que, en la segunda, se usan
como aditivos o coadyuvantes en medicamentos (Benkeblia, 2014).

[1.2.1. Produccion de FOS

Debido a la complejidad de la estructura del carbohidrato y a sus multiples sitios de
unién, la producciéon de FOS con alta pureza no es un proceso sencillo. En la
naturaleza, los FOS se encuentran en bajas concentraciones en diversos alimentos
como la cebolla, el ajo, el platano, la achicoria y en algunos cereales, entre otros
(Gupta & Kaur, 1997; Van Loo et al., 1995). Sin embargo, estos compuestos se
pueden producir por dos procesos principales:

[1.2.1.1. Hidrdlisis Quimica

La hidrdlisis quimica de la inulina de achicoria en condiciones de pH alcalino o acido
es una forma simple de producir FOS. Este método ofrece las ventajas de ser un
proceso sencillo, de bajo costo, con un tiempo corto de reaccion (2 a 6 horas), en el
cual se pueden emplear temperaturas mayores a 60°C. Sin embargo, la reaccion de
hidrolisis puede generar subproductos no deseables, tales como el
hidroximetilfurfural (HMF), el cual causa un color indeseado en el producto. A su
vez, es necesario monitorear de forma constante los parametros de reaccion como
la concentracion del acido, la temperatura y el tiempo en que se lleva a cabo; los
rendimientos en la produccion de FOS son bajos y la longitud de las cadenas
obtenidas es variable (Vandamme & Derycke, 1983; Zittan, 1981).



[1.2.1.2. Hidrdlisis Enzimética

Los procesos enziméaticos resultan ser una forma alternativa de producir FOS ante
la hidrolisis quimica, puesto que ofrecen como ventajas el sintetizarlos sin generar
subproductos adicionales, empleando condiciones de reaccidén suaves en cuanto a
temperatura y pH. No obstante, es un proceso de alto costo y se necesitan grandes
cantidades de enzima para su realizacion.

Existe una amplia gama de enzimas utilizadas para la produccion de FOS,
las cuales se obtienen de diversas fuentes vegetales y microbianas (Tabla 3)
(Nemukula et al., 2009).

Tabla 3. Fuentes microbianas y vegetales de enzimas productoras de oligosacaridos

Fuentes de vegetales Fuentes microbianas
Agave americana (agave) Aureobasidium pullulans
Agave vera cruze (agave) Aureobasium sp.
Asparagus officinalis (raiz de esparrago) Arthrobacter sp.
Allium cepa (bulbos de cebolla) Aspergillus japonicus
Cichorium intybus (chicoria) Aspergillus niger
Crinum longifolium (hojas de remolacha Aspergillus oryzae

azucarera)

Helainthus tuberosus (achicoria de Jerusalén) Aspergillus phoenicis
Aspergillus sydowi
Claviceps purpurea
Fusarium oxysporium
Penicillium frequentans
Penicillium spinulosum
Phytophthora parasitica
Scopulariopsis sp.
Saccharomyces cerevisiae

(Yun, 1996)

Algunos de los FOS comercializados como ingredientes alimentarios o
suplementos nutricionales se sintetizan a partir de la sacarosa por la accién
enzimatica de las fructosiltransferasas (FTasas) o por la degradacion enzimatica de
la inulina mediante inulinasas (Panesar et al., 2014; Rastall, 2010). Este tipo de
enzimas corresponden al grupo de las Glicosil Hidrolasas (GH), las cuales tienen
como funcion principal hidrolizar a los carbohidratos.

I1.3. GLICOSIL HIDROLASAS (GH)

Las GH (glicosidasas, O-glicosil hidrolasas, EC 3.2.1.x), clasificadas de esta forma
por el servidor Carbohydrate-Active enZYme (http://www.cazy.org/) (Coutinho &
Henrissat, 1999; Henrissat, 1991), son enzimas que hidrolizan los enlaces
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glicosidicos entre dos azlcares o entre un azUcar y su aglicona. A su vez, éstas
participan en procesos bioldgicos como en el metabolismo de la pared celular, la
biosintesis de los glucanos, en la proteccion de la planta, en la sefalizacion y
movilizacion de las reservas de almacenamiento.

Hasta la fecha, las GH se dividen en 171 familias y en 18 clanes debido a
que existe una relacion directa entre la secuencia y las similitudes de su plegamiento
(Shrivastava, 2020), dicha clasificacion ayuda a entender las relaciones evolutivas
entre estas enzimas. Dentro de los 18 clanes se encuentra el Clan GH-J, al cual
pertenecen las familias GH32 y GH68 que, a pesar de su baja homologia (<15% de
identidad), comparten dominios conservados en los cuales se ubican sus
respectivos aminoacidos cataliticos.

En el clan GH-J se encuentran las enzimas hidrolasas, pero también las
no-Leloir del tipo transferasas (fructosiltransferasas), las cuales participan en la
biosintesis de fructanos. La familia GH32 comprende a un gran grupo de enzimas
como las endo- y exo-inulinasas fungicas y bacterianas, levanasas, exohidrolasas
de fructanos vegetales (FEH) y enzimas biosintéticas de fructanos vegetales (FBE),
también conocidas como B-fructofuranosidasas (3-FFasas). Mientras que la familia
GH68 incluye a las levansacarasas e inulosacarasas bacterianas denominadas
como fructosiltransferasas (FTasas) y algunas B-FFasas (Lammens et al., 2008).

[1.3.1. Mecanismo de reaccion

Las hidrolasas que pertenecen a la familia GH32 y GH68, y que reconocen la
configuracion anomérica del carbono del sustrato, operan a través de un mecanismo
de doble desplazamiento (Figura 1), utilizando un intermediario covalente
enzimatico (Reddy & Maley, 1996). Este mecanismo catalitico tiene como primer
paso llevar a cabo la glicosilacién a través de un ataque nucleofilico, en donde el
i6n carboxilato del nucledfilo ataca el carbono anomérico del azlcar (sustrato),
formando un intermediario covalente fructosa-enzima. Mientras que el aspartato
(Asp) catalizador acido/base actlia como un acido general, el cual dona un protén
al grupo glicosil saliente. Para el segundo paso se debe realizar la deglicosilacion,
donde el glutamato (Glu) catalizador acido/base actia como una base general,
eliminando un protén del aceptor de fructosilo entrante (agua o aceptor de azucar
apropiado como en el caso de las invertasas/FEH o FBE, respectivamente), que
hidroliza el intermediario de fructosa-enzima.



Glicosilacién Deglicosilacion

Catalizador acido/basico

0
™ Glu Glu
cH.oH Glu |} OH Glu
o OH o o o:
0" 0 )
Donador M f:) Aceptor ‘/HA) o
OH 4 V, H—G
GH,OH O GH,OH .. GH,OH GH,0H .0 GH,OH GH,OH -0 OH
-1 gy _ B P e S [ A1 4,
CHoH Lo 02 o H 0
OH 0__20 i/z i/( OH 0. .0
\-/< ASp Asp ASp \-/I ASp

Nucleéfilo

Figura 1. Mecanismo de accién general de la familia GH32 (Lammens et al., 2008)

[1.3.2. Fructosiltransferasas (FTasas)

Dentro del clan GH-J se encuentra la familia GH68 a la que pertenecen las
fructosiltransferasas (FTasas) (EC 2.4.1.9.), las cuales pueden catalizar dos tipos
de reaccion, la transglicosilacion que es cuando la cadena de un fructano se usa
como aceptor o la hidrolisis cuando el aceptor es una molécula de agua (Ozimek et
al., 2006).

Las FTasas tienen la capacidad de hidrolizar el enlace glicosidico de la
sacarosa, cuya energia liberada de esta ruptura permite que una unidad de
fructosilo libre se una a otra molécula de sacarosa 0 a moléculas mas largas que
contengan Fru produciendo FOS (Figura 2) (Sangeetha, Ramesh, & Prapulla,
2005). No obstante, una cantidad limitada de sacarosa se puede convertir en FOS
a traves de estas enzimas, dado que existe una inhibicidn de la actividad enzimatica
por parte de la Glc que se libera como producto de la reaccién (Mussatto & Mancilha,
2007). Entre las FTasas microbianas mas conocidas se encuentran las
levansacarasas y las inulosacarasas, siendo en las primeras su reaccién mas
especifica sobre el enlace glicosidico B-(2,6), mientras que las segundas, lo es para
los polimeros de enlace glicosidico $-(2,1) (Ozimek et al., 2006).
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Figura 2. Produccién de FOS a partir de sacarosa por FTasas. (Singh et al., 2016)

11.3.3. B-Fructofuranosidasas (p-FFasas)

Las B-FFasas (EC 3.2.1.26) son enzimas microbianas de la familia GH32 que
generalmente se secretan y tienen la capacidad de hidrolizar de forma natural a la
sacarosa, inulina o levana (Singh & Singh, 2010). Algunas de estas enzimas de
origen microbiano muestran una alta actividad de transfructosilacion en la
produccion de FOS (Inthanavong, 2011; Li, 2014; Plou, de Segura, & Ballesteros,
2007). La sintesis de FOS a través de esta reaccion enzimatica se ve favorecida
controlandolas condiciones de reaccion como son: una alta concentracion de
sustrato, altas temperaturas, en medios no convencionales para reducir la actividad
del agua (Fernandez et al., 2004; Plou et al., 2007).

I1.3.4. Residuos del sitio activo y su estructura cuaternaria del clan GH-J

Las enzimas de estas familias, GH32 y GH68, se caracterizan por presentar en su
estructura cuaternaria un dominio catalitico B-propela en comun, dentro de éste se
encuentran tres aminoacidos conservados ubicados en la cavidad del sitio catalitico.

Dicho dominio tiene una repeticion de cinco hojas 3, cada uno consta de cuatro
hebras antiparalelas con la clasica topologia “W” alrededor del eje central que
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encierra la cavidad del sitio activo cargada negativamente. Sin embargo, los
miembros de la GH32 contienen un dominio extra C-terminal, el cual consiste en
dos hojas B de seis hebras antiparalelas formando el B-sandwich, mientras que los
de la GH68 carecen de éste (Figura 3).

Figura 3. Estructuras tridimensionales de las enzimas de las familias GH68 y GH32. El
monoémero de color naranja representa una FTasa (levansacarasa) con su dominio B-propela,
mientras que el dimero de color verde con azul representa una 3-FFasa (inulinasa) con su respectivo
B-propela (N-terminal; azul) y B-sandwich (C-terminal; verde).

4 \J \ \
Figura 3.1. Sitio catalitico del dominio B-propela de las enzimas de las familias GH68 y GH32.
En la FTasa (naranja) y p-FFasa (azul) se marco en color ocre los tres aminoacidos cataliticos: dos
aspartatos (Asp o D) y un glutamato (Glu o E), mientras que en color rojo representan a los motivos
conservados.
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Dentro del sitio catalitico existen tres residuos clave de aminoacidos &cidos, los
cuales estan rodeados de secuencias conservadas (motivos) en ambas familias
(Figura 3.1). En el motivo WMNDPNG, donde D (aspartato) actia como nucledfilo,
mientras que en el motivo RDP, otro D actia como estabilizador del estado de
transicion y el motivo EC, donde E (glutamato) actia como el catalizador
acido/béasico (Tabla 4). Estos aminoacidos son esenciales en la union al sustrato y
la reaccion de hidrolisis, denominandolos como la triada catalitica (Alvaro-Benito et
al., 2012).

Tabla 4. Motivos conservados en los sitios activos de las estructuras resueltas

. . ) Motivos

Familia Microorganismo

‘WMNDPNG’ ‘WSGSAT’ ‘RDP’ ‘EC’

GH68  Bacillus subtilis DVWDSWP  WSGSAT  RDP  IERAN
levansacarasa
Gluconacetobacter

diazotrophicus WVWDTWT WSGSSR  RDP  TERPQ
levansacarasa

GH32  Cichorium intybus WMNDPNG WSGSAT RDP  WECPD

1-exohidrolasa lla

Thermotoga maritima  \y\\NDPNG ~ FSGSAV ~ RDP  IECPD
invertasa

Arabidopsis thaliana  \y\MINDPNG ~ WSGSAT RDP  WECPD
invertasa membranal

(Lammens et al., 2008)

Existen estudios que revelan que dentro del motivo ‘WMNDPNG’, existen dos
aminoacidos criticos e importantes para desarrollar la capacidad de
transfructosilacion, siendo el triptéfano (W) y la asparagina (N) los responsables de
realizar dicha reaccion. Mientras que, en el motivo ‘EC’, para la familia GH68 la
cisteina (C) es sustituida por una arginina (R).

A pesar de sus peculiaridades estructurales de estas familias, GH32 y GH68,
la asignacién de una enzima particular como una B-FFasa o como una FTasa se
basa en la relacion de la actividad transferasa a hidrolasa, especialmente a bajas
concentraciones de sustrato (Tabla 5). De hecho, solo unas pocas de estas enzimas
GH tienen una actividad de transfructosilacion significativamente alta para la
produccién de FOS.
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Tabla 5. Caracteristicas de los procesos enzimaticos para la produccion de FOS

Actividad Hidrolitica Actividad de Transfructosilaciéon

Enzimas que la llevan a cabo son las Enzimas que la llevan a cabo son las
inulinasas y levanasas, principalmente. FTasas (levansacarasa e inulosacarasa)
y PB-FFasas (invertasa, levanasa e

inulinasa).
Usan fructanos (inulina) como sustrato = Parten de sacarosa como sustrato
principal principal
Actividad exo y endo No se presenta la actividad exo y endo
en las FTasas e invertasa
Produccién de FOS: Produccion de FOS:

Cadenas largas, es decir, con un - Cadenas cortas, es decir, con un
grado de polimerizacién (DP) de 3-7 grado de polimerizacién (DP) de 3-5
unidades de Fru unidades de Fru

El rendimiento de los FOS producidos por la reaccion termodinamica
controlada depende de varios parametros, como la concentracion inicial del
sustrato, el pH, la temperatura, la fuerza ionica y la composicién del disolvente,
asimismo del tiempo de reaccion (Inthanavong, 2011; Plou et al., 2007).

[1.4.  INULINASAS

En el caso de las inulinasas (EC 3.2.1.7), las cuales son enzimas capaces de
realizar la hidrdlisis de varios fructanos asi como la sintesis de FOS, su actividad de
transfructosilacion se da principalmente a partir de la sacarosa, molécula a la cual
se unen las unidades de fructosilos en la posicién 3-(2,1) de dicho disacérido
(Santos & Maugeri, 2007; Silva et al., 2013). Esta sintesis enzimatica libera como
producto de reaccion a la glucosa (Risso et al., 2012).

Las inulinasas son fructosilhidrolasas correspondientes a la familia GH32, las
cuales se pueden obtener de diferentes microorganismos como bacterias, levaduras
y hongos filamentosos (Mutanda, Wilhelmi, & Whiteley, 2008; Nemukula et al.,
2009).
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@Lo Por otro lado, en funcion a su

@‘L\O/\En doinulinasa actividad hidrolitica sobre los enlaces
®\\ / glicosidicos B-(2,1) presentes en el
10

o

@N polifructano de la inulina, las inulinasas se
@\ clasifican como exo-inulinasas (2,1-B-D-
9 fructano fructohidrolasa, EC 3.2.1.80) y
@L?»\O endo-inulinasas (2,1-B-D-fructano-fructano
@Lm—‘@ fructohidrolasa, EC 3.2.1.7).

Inulina

Hidrolisis Las exo-inulinasas hidrolizan los
enlaces ubicados en los extremos de dicho
fructano generando como productos
principales, Fru y Glc. Mientras que las
endo-inulinasas realizan cortes internos, de
forma aleatoria, sobre la cadena de inulina
produciendo FOS de diversos tamafios y
una pequefia proporcion de monosacaridos
(Figura 4).

2,0.0,0
2,2.0

F" . .
% Las inulinasas pueden obtenerse a
o-D-Glu(1— 2)-[3-D-Fru(1—=2)],  P-D-Fru(1—m=2}-[p-D-Fru(1—=2)-],

donde n=2-9 donden=1-9 partir de plantas y microorganismos, siendo
Figura 4. Hidrdlisis enzimatica de inulina de estos Ultimos, los hongos filamentosos y
para la produccion de FOS utilizando endo-  las levaduras de mayor interés para la
inulinasas (Singh, Singh, & Kennedy, 2016)  produccién de dichas enzimas, ya que se ha
observado que éstas poseen
caracteristicas deseables como son la resistencia a altas temperaturas ademas de
su eficiencia catalitica, y por lo cual pueden ser usadas en procesos industriales
(Ricca et al., 2007).

Por ejemplo, las levaduras son capaces de producir inulinasas que son
activas en un amplio intervalo de temperaturas que van desde 35°C hasta 60°C,
degradan inulinas mas complejas como la agavina y, ademas, son secretadas al
medio extracelular, lo cual facilita su proceso de purificacion. Entre ellas,
encontramos a Kluyveromyces marxianus sp., levadura que se caracteriza por
presentar buenos rendimientos en la produccion de inulinasas.

I1.5. Kluyveromyces sp.

Las levaduras, en particular, las del género Kluyveromyces sp. tienen un
enorme potencial biotecnoldgico debido a sus multiples aplicaciones tanto en la
industria de alimentos como en la farmacéutica.
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La especie Kluyveromyces marxianus es una levadura hemiascomicetosa, la
cual esta relacionada filogenéticamente con Saccharomyces cerevisiae y es
hermana de la especie mas conocida, Kluyveromyces lactis (Lachance, 2007). La
principal caracteristica comun de K. lactis y K. marxianus es la capacidad de asimilar
lactosa y utilizar este azdcar como fuente de carbono (Lane & Morrissey, 2010).

Kluyveromyces marxianus var. marxianus es una levadura de grado
alimenticio que ha sido utilizada para la produccion de proteina unicelular a partir
del suero de leche. Ademés, dicho microorganismo produce varias enzimas de
caracter biotecnolégico como la lactasa, la pectinasa y la inulinasa, siendo esta
ultima de mayor interés para la produccion de jarabes altos en fructosa, edulcorante
de bajo aporte calérico.

Dicho microorganismo tiene el estatus de GRAS (Generally Recognized As
Safe, por sus siglas en inglés) hacieéndolo uno de los preferidos para la produccion
de inulinasa con fines alimentarios y biotecnolégicos. Ademas, tiene un gran nimero
de caracteristicas que la hacen especialmente adecuada para la aplicacion
industrial, como lo son tener una velocidad de crecimiento rapido, un amplio
espectro de sustratos que ayuden a su desarrollo, es termotolerante ya que tiene la
capacidad de crecer sobre los 52°C y una alta capacidad secretora de enzimas
liticas (Lane & Morrissey, 2010).

Por otra parte, las inulinasas de levaduras son enzimas extracelulares
parcialmente asociadas a la pared celular y parcialmente excretadas al medio de
cultivo, es decir, las inulinasas pueden presentarse como enzimas extracelulares e
intracelulares (Pandey et al., 1999). Sin embargo, las levaduras de dicho género
producen inulinasas del tipo exo-enzimas, principalmente.

Estudios recientes han reportado la estructura tridimensional de la exo-
inulinasa (INU1, Figura 6) que produce la cepa de Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042 (https://www.rcsb.org/structure/6J0T). Dicha enzima presenta una
estructura dimérica, ya que esta organizada por dos dominios principales. El primer
dominio se encuentra en el extremo amino (N-) terminal y se compone por cinco
hojas beta que forman un B-propela, mientras que el segundo dominio conocido
como B-sandwich, se encuentra en el extremo carboxilo (C-) terminal y se compone
de dos hojas B de seis hebras antiparalelas (Van den Ende et al., 2009).
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Figura 5. Estructura tridimensional de la exo-inulinasa INU1 de Kluyveromyces marxianus
DMKU3-1042 (PDB 6J0T), donde la Cadena A: dominio C-terminal (color verde) y la Cadena B:
dominio N-terminal (color azul).

Dentro de su dominio N-terminal,
se encuentran los tres residuos
cataliticos, los dos aspartatos y un
glutamato (Figura 6) ubicados en los
motivos conservados de esta enzima, la
cual pertenece a la familia GH32.

Figura 6. Sitio activo del dominio B-propela, donde se
ubica la triada catalitica. Dos aspartatos (D52, D182) y
un glutamato (E238) en color ocre y los motivos
conservados en color rojo.
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Por otra parte, existen evidencias que las inulinasas producidas por la
también pueden
transfructosilacion para la produccion de FOS (Tabla 6), de manera similar a como
lo realizan otras inulinasas aisladas de hongos filamentosos.

levadura de K. marxianus sp.

realizar la reacciéon de

Tabla 6. Condiciones de reaccién para la actividad de transfructosilacion reportadas

Micro-

organismo Enzima

Endo-inulinasa
(4-10 U/mL)

Aspergillus niger
(muestra
comercial)

Inulinasa
(5% m/v)

Kluyveromyces
marxianus NRRL
Y-7571

Inulinasa
(6 U/mL)

Kluveromyces
marxianus var.
bulgaricus

Inulinasa
(4 U/mL)

Kluyveromyces
marxianus NRRL
Y-7571

Inulinasa
(4 U/mL)

Kluveromyces
marxianus
ATCC 16045

B-Fructofuranosidasas

2 m 0.3-0.6 U
EI )
og F1
() ; (actividad de
% 5 transfructosilacion)
< F2

(actividad de hidrélisis)
%)
=<
o E Enzima
[T inmovilizada
)
7]
<

pH

5
Buffer de
acetatos

0.1M

No
sefiala
pH
Buffer de
acetato
0.1M
(70% m/v)

6
Buffer de
acetatos

0.1 M

5
Buffer de
acetatos

0.1 M

5
Buffer de
acetatos

0.1 M

5.75
Buffer de
acetatos

0.1M

6.5
Buffer de
acetatos

0.1M

6
Buffer de
acetatos

0.5M

5
Buffer de
acetatos

0.1M

Temperatura
(°C)

40

35
40

50

50

40

45

40

60

Tipo de
sustrato
[sustrato]

Sacarosa
1.2 M
(41.1%
m/v)

Sacarosa
60% m/v

Sacarosa
45% miv

Sacarosa
55% m/v

Sacarosa
55% m/v

Sacarosa
45% miv

Sacarosa
50% m/v

Sacarosa
>55% m/v

RPM

150

150

SD

150

150

125

150

Tiempo
de

reaccion

24 h

24 h

12 h
Reactor
(150 mL)

8h
Reactor
(250 mL)

9h
Reactor
(150 mL)

24 h

5h

Medio
orgéanico o Disolventes |Referencia
acuoso
Acetato de butilo,
Medio organico ciclohexano,
bifasico: acetato de etilo,
Disolvente/Buffer heptano
i ! K
Relacion 1:3 (v:v) heptanona, (Karboune et
al., 2018)
octano, hexano
g/ilédsli(():grganlco Acetato de etilo | (Silva et al.,
" 0,
Disolvente/Buffer i m) 2R
(Santos &
Acuoso | - Maugeri,
2007)
Medio  organico
bifasico: Acetato de butilo
Disolvente/Buffer .
(Risso et al.,
2009)
Acuoso | -meeee-
Acetato de butilo,
Medio organico ciclohexano, n-
bifasico: heptano, acetato
Disolvente/Buffer | de etilo, etanol (Risso et al
0, -
(25 % m/v) 2010)
Acuoso
Acuoso | e (Kurakake et
al., 2010)
Acuoso | e (Sanchez et

al., 2008)
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[1.5.1. Kluyveromyces marxianus AZ8

Por otra parte, en el grupo de trabajo de la Dra. Carmina Montiel se ha llevado a
cabo la caracterizacion y purificacién de la cepa Kluyveromyces marxianus AZ8,
aislada del bagazo de agave mezcalero, cuyas condiciones Optimas de crecimiento
para la produccion de inulinasa fueron estandarizadas.

Para lo cual se realizaron curvas de crecimiento con diferentes sustratos (inulina de
Agave azul, inulina de Agave salmiana, inulina de achicoria, sacarosa, fructosa y
glucosa), encontrandose que dicho microorganismo es capaz de utilizar como Unica
fuente de carbono a la inulina de Agave tequilana Weber variedad azul. Ademas, se
determind que el pH de cultivo inicial 6ptimo es de 5 y la temperatura 6ptima de
crecimiento es de 35°C, siendo el mejor tiempo de incubacién de 72 horas con
agitacion moderada (200 rpm) (Raya-Chamol, 2019).

Kluyveromyces marxianus AZ8 produce una enzima extracelular: la inulinasa
identificada como ACH1 (Raya-Chamol, 2019), la cual fue purificada mediante
cromatografia por exclusion molecular, usando una columna Superdex 200S como
fase estacionaria y una solucién de fosfatos 50 mM adicionada con cloruro de sodio
500 mM a pH 7.2 como fase mavil, con lo cual se estimd su peso molecular (275
kDa).

Una vez pura la inulinasa ACH1, se determin6 que tenia una mayor afinidad por la
agavina como sustrato, debido a que fue capaz de hidrolizarla hasta fructosa, por lo
cual se infiri6 que se trataba de una exo-inulinasa. Ademas, se establecieron las
condiciones 6ptimas de esta hidrolisis, las cuales fueron: 50°C en un medio de
reaccion a pH 5.0, calculandose los parametros cinéticos de la hidrdlisis de agavina,
teniendo la exo-inulinasa ACH1 una Km de 4.00+1.085 mM, una Vmax de 600+85
U/mg y una Kcat de 2.738 s (Guerrero-Corona, 2019).

Como se puede apreciar la inulinasa ACH1 de K. marxianus AZ8 tiene la capacidad
nativa de hidrolizar al fructano de la agavina. Considerando que otras inulinasas
tienen la capacidad de realizar la reaccion de transfructosilacion, en el presente
trabajo se pretende evaluar si esta propiedad es compartida por la ACH1, para lo
cual se evaluaran diferentes condiciones de reaccion como son la concentracion del
sustrato, la temperatura y el pH, y esto resulte en la produccion de FOS.
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.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La reaccién de transfructosilacion de sacarosa catalizada por la exo-inulinasa
ACH1 de Kluyveromyces marxianus AZ8 se vera favorecida si se modifican las
condiciones de reaccidon como concentracion de sustrato, temperatura y pH.

OBJETIVO GENERAL

Establecer las mejores condiciones de reaccién para la produccién de FOS
mediante la reaccion de transfructosilacion catalizada por la exo-inulinasa ACH1
de Kluyveromyces marxianus AZ8.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Estudiar el efecto de la concentracion de sacarosa sobre la actividad de
transfructosilacion de la exo-inulinasa ACH1.

- Estudiar el efecto de la temperatura y pH de reaccidon sobre la actividad de
transfructosilacion de la exo-inulinasa ACHL1.

- Comprobar la actividad de transfructosilacion de la exo-inulinasa ACH1 para
la produccion de FOS.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Produccion de la exo-inulinasa ACH1 a partir de Kluyveromyces marxianus
AZ8

IV.1.1. Crecimiento de la cepa

Inicialmente, se prepar6 un preinoculo estéril de 5 mL de medio minimo (Tabla 7)
en un tubo de ensaye. Bajo condiciones asépticas, se inoculé en el medio un
volumen de 10 pL de la cepa pura de Kluyveromyces marxianus AZ8, previamente
descongelada (ultracongelador REVCO, Value Chest Freezer Thermo Scientific).
Posteriormente, el preindculo se incub6 (New Brunswick Innova 4330 Refrigerated
Incubator Shaker. Serial# 8907155) a una temperatura de 35°C a 120 revoluciones
por minuto (rpm) durante un tiempo de 24 horas (h).

Tabla 7. Tabla de formulaciéon de medio minimo
FORMULACION

Componente Cantidad (% m/v)
Inulina de agave tequilana 05
weber var. azul '

Extracto de levadura 0.2
Sulfato de amonio 0.1
Cloruro de potasio 0.05

Fosfato monobasico de
X 0.1

sodio monoclorado

Agar bacteriol6gico** 15

**Uso Unicamente para medio solido en placa

IV.1.2. Verificacion de la pureza del medio

Transcurridas las 24 h de incubacidn, se realiz6 una tincion simple al preinéculo con
safranina, la cual se observo al microscopio optico (Olympus B201) con el objetivo
100X, con el fin de verificar que no se encontrase la presencia de microorganismos
contaminantes como cocos 0 bacilos. Una vez comprobada la pureza
microscépicamente de la cepa, se procedié a escalar el preindculo en un medio
minimo estéril de 500 mL a condiciones de incubacién de 35°C a 200 rpm por 72 h.

Dado que la exo-inulinasa de dicha cepa es una enzima extracelular, se realizé la
centrifugacion (Pro-Research, Centurion Scientific Lid) del medio minimo a 9500
rpm por 12 minutos (min) a 4°C para la obtencién del sobrenadante (extracto
crudo), el cual fue decantado en vasos de plasticos rotulados y colocados en el
ultracongelador a -81°C por 24 h. Posteriormente, las muestras congeladas se
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colocaron en la liofilizadora (Heto CT60E Cooling Trap) por 48 h, se peso el
liofilizado obtenido en una balanza analitica (Ohaus® AP250D Analytical Plus
balance). Después, este solido se resuspendié en una solucion amortiguadora de
acetatos 50 mM a pH 5 y se filtr6 a través de filtros de membrana de 0.45 pm.

IV.2. Evaluacién de la actividad enzimética y determinacion de proteina

Cabe sefalar que entre cada etapa experimental: extracto crudo, liofilizacion y
purificacion de la exo-inulinasa ACH1 de K. marxianus AZ8, se realizd la
cuantificacion de proteina usando el método de Bradford, asi como la determinacion
del consumo de sustrato a través del método cuantitativo de azucares reductores
(Miller, 1959) que a continuacion se describen respectivamente:

IV.2.1. Método de Bradford

Se realiz6 una curva patrén de albumina sérica bovina (BSA) a partir de una solucion
estandar de 0.1 mg BSA/mL. Dependiendo de cada muestra experimental, se
colocaron en tubos de microcentrifuga de 2 mL, alicuotas entre 10 y 100 pL, las
cuales fueron llevadas a un volumen de 800 puL completando con agua desionizada
para finalmente afiadir los 200 pL del reactivo de Bradford. Dichas muestras se
dejaron reaccionar por 5 min, junto con su respectivo control y se homogeneizaron
en un vortex para su posterior lectura en un espectrofotometro (Genesys 10S UV-
VIS, Thermo Scientific) a una absorbancia de 595 nanémetros (nm).

Partiendo de la ecuacién de la recta correspondiente a la curva patron se calculd la
concentracion de proteina en cada muestra experimental. Este resultado se expreso
como miligramos de proteina por mililitro (mg de proteina/mL).

IV.2.2. Determinacién de la actividad hidrolitica de la enzima (extracto crudo,
extracto liofilizado, enzima pura)

Se determind la actividad hidrolitica del extracto crudo, extracto liofilizado y de la
enzima pura.

La reaccidon enzimatica se llevé a cabo empleando como sustrato una solucién de
inulina de agave (agavina) al 1% (m/v) en solucién amortiguadora de acetatos 50
mM a pH 5.

En un tubo de microcentrifuga de 2 mL, se colocé un volumen de agavina al 1%y
se completd a un mililitro de volumen total, de acuerdo a como se indica en la Tabla
8..
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Tabla 8. Voliumenes utilizados y tiempo de incubacién para las diferentes muestras
Volumen de Volumen de sustrato  Volumen Tiempo de

Muestra muestra (Agavina al 1 % m/v) final incubacion
(ML) (ML) (ML) (min)
Extracto crudo 500 500 1000 120
Extracto liofilizado 30 970 1000 20
Enzima pura 30 970 1000 20

Tabla 8.1. Volumenes utilizados para los controles de reaccién enziméatica

Volumen de  Volumen de sustrato Volumen de Agua
Controles muestra (Agavina al 1 % m/v) solucion desionizada
amortiguadora

Control 1
extracto crudo 500 pL - 500 pL ---
Control 2
extracto crudo T 500 pL --- 500 pL
Control 1
extracto liofilizado 30 pL - 970 pL ---
Control 2
extracto liofilizado 970 pL 30 pL
Co_ntrol 1 30 UL 970 L
enzima pura
Co_ntrol 2 970 L 30 L
enzima pura

La reaccién se incubdé a una temperatura de 50°C y 500 rpm de acuerdo con el
tiempo indicado en la Tabla 8. Posteriormente, se detuvo la reaccion a través de un
choque térmico utilizando un bafio caliente a 95°C por 5 minutos.

A la par del ensayo, se realizaron dos controles negativos bajo las mismas
condiciones de reaccion; en uno se usO la solucion de agavina al 1% (m/v)
resuspendido en el amortiguador de acetatos 50 mM a pH 5 y agua desionizada,
mientras que en el otro se afiadié solo la muestra y la solucibn amortiguadora de
acetatos de 50 mM a pH 5. En |la Tabla 8.1. se indican los volimenes respectivos.

Consecutivamente, se coloco6 en tubos de ensaye de 5 mL, un volumen de 100 pL
de cada ensayo enzimatico, a los cuales se les afiadié 200 pL de amortiguador de
acetatos 50 mM a pH 5 y 600 L de reactivo DNS, respectivamente. Los reactivos
se mezclaron y los tubos se colocaron en un bafio de glicerina (RTC basic safety
control, IKA: ETS-D4 fuzzy, IKA) a 95°C por 5 min. Posteriormente, se hizo un
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choque térmico con hielo durante 20 min para detener la reaccion, después se
agregaron 4 mL de agua destilada y se homogeneiz6 para continuar con la lectura
espectrofotométrica, a una absorbancia de 540 nm frente a un blanco de reactivos.

Partiendo de la ecuacion de la recta correspondiente a la curva patron que se realizé
con fructosa. Se determiné la cantidad de azucares reductores en cada muestra
experimental. Este resultado se expresdé como micromoles de fructosa por mililitro
(umoL de Fru/mL).

Por otro lado, la determinacion de la actividad enzimatica se realizé en funcién del
ensayo de azUcares reductores anteriormente descrita, cuyo resultado se report6
como U/mL, donde la U es igual a un pumoL equivalentes de Fru por min de reaccion.

IV.3. Purificacion de la exo-inulinasa de Kluyveromyces marxianus AZ8
IV.3.1. Cromatografia por exclusion molecular

El solido obtenido de la liofilizacion del extracto crudo, se resuspendidé en una
solucion amortiguadora de acetatos 50 mM a pH 5 y se filtr6. Se prosiguié con el
proceso de purificacion de la enzima a través del uso del equipo Fast Performance
Liquid Chromatography, (por sus siglas en inglés, FPLC; AKTA Purifier, General
Electric).

Para ello, se empled la técnica de cromatografia por exclusion molecular utilizando
una columna Superdex 200S 10/300 de 24 mL de volumen, con intervalo de 10-600
kDa, cuyas condiciones de trabajo fueron fase movil: solucion amortiguadora de
fosfatos 50 mM adicionada con cloruro de sodio (NaCl) 500 mM a pH 7.2,
temperatura ambiente y flujo 0.5 mL/min, con una presion constante de 0.75 MPa
en la columna.

Es importante sefialar que la columna Superdex 200S fue empacada en el
laboratorio 314, usando un flujo maximo de 7 mL/min de etanol al 20% (v/v) y una
presion maxima de 1.5 MPa (megaPascal). Posteriormente, la columna se lavo con
agua desionizada, seguido de una solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH
7.2 con azul de dextrano para verificar su correcto empaquetamiento.

IV.3.1.1. Determinacién del peso molecular de la enzima

La columna Superdex 200S se calibro utilizando un kit de estandares (Bio-Rad, Gel
Filtration Standard #1511901). Este kit comercial contiene una mezcla de proteinas
como vitamina B12, mioglobina de equino, ovoalbumina de gallina, y-globulina
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bovina y tiroglobulina bovina, cuyos pesos moleculares son 1.35, 17, 44, 158 'y 670
kDa, respectivamente. Mientras que para determinar el volumen muerto de la
columna se utilizé azul de dextrano.

Se mezcl6 una alicuota de 0.1 g del kit de calibracion en 500 pL de amortiguador
de fosfatos 50 mM a pH 7.2, la cual se inyect6 a la columna a un flujo de 0.5 mL/min.
De la misma forma, se procedi6 con el azul de dextrano. Se obtuvieron los
volimenes de elucion (mL) de cada estandar y del azul de dextrano para calcular el
factor Ka, el cual se expresa como:

(Volumen muestra estandar — Volumen muerto)
0=

(Volumen total — Volumen muerto)

Es decir, dicho factor es la relacion del volumen de elucién de la muestra estandar,
el volumen muerto del azul de dextrano y el volumen total de la columna Superdex
200S (24 mL). Para cada estandar, se determino el factor Ka, cuyos valores se
graficaron con sus respectivos pesos moleculares, en Daltons (Da), en forma
logaritmica con el fin de obtener la ecuacion de la recta (Anexo [). A partir de ella,
se calcul6 el peso molecular, en kDa, de la muestra experimental una vez que ésta
se eluyo y se obtuvo su volumen de elucion.

IV.3.2. Monitoreo del proceso de purificacion de la inulinasa ACH1

Entre cada corrida, se recolectaron las fracciones de interés, a las cuales se les
evaluo su actividad enzimatica y cantidad de proteina con los métodos previamente
descritos. El objetivo fue verificar que la muestra experimental sefialada por el
sistema presentara actividad inulinolitica, es decir, identificar la presencia de la
enzima pura en dicha fraccion.

IV.3.2.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE)

Una vez, corroborada la actividad inulinolitica de la enzima pura, se procedio a
realizar la electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE, por
sus siglas en inglés). Para ello, se preparé un gel vertical de dos fases, un gel inferior
o separador y un gel superior o concentrador. En la Tabla 9, se resumen los
reactivos utilizados para su correspondiente elaboracion:
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Tabla 9. Composicidn quimica para la

preparacion del

gel de electroforesis SDS-PAGE.

Gel inferior Gel superior
Reactivop Cantidad (pL) Cantidad (uL)
Acrilamida/Bis-acrilamida
30% / 0.8% miv 3330 670
Amortiguador de
concentracion 2500
0.5 M de Tris-HCl a pH 6.8
Amortiguador de
separacion 1250
1.5 M de Tris-HCl a pH 8.8
Dodecil sulfato de sodio
SDS 10% 100 50
Agua desionizada 4000 3000
Persulfato de amonio 10% 100 100
Tetrametileltiiendiamina
(TEMED) 13 13

Primero, en un vaso de precipitados de 50 mL, se mezclaron los reactivos para la
preparacion del gel inferior; la mezcla resultante se adiciond, con ayuda de una
micropipeta de 5 mL, al interior de los moldes de vidrio (Bio-Rad Mini-PROTEAN),
previamente montados en los casetes de marco, hasta alcanzar tres cuartas partes
del volumen. Se agreg6é 1 mL de isobutanol para tener una capa del gel de forma
uniforme, evitando la formacion de burbujas de aire o0 meniscos. Se dej6 polimerizar
el gel al menos por 10 min y el isobutanol agregado se secé con papel filtro.

Segundo, de forma similar, se procedio a la elaboracion del gel superior. La mezcla
de éste se adiciond entre los moldes de vidrio, en seguida, se coloco el peine de
separacion, encargado de formar los pocillos del gel, sin atrapar burbujas de aire y
se dejo gelificar por al menos 10 minutos. Una vez polimerizado, el gel de acrilamida
se coloco en el gel cassette (soporte con electrodos), para después introducirlo a la
camara de electroforesis para proteinas (Bio-Rad Mini-PRTOEAN Tetra Cell). Se
retird el peine de separacion, deslizandolo suavemente hacia arriba y se lleno la
camara electroforética con solucién amortiguadora de corrida 1X, cuya composicion
fue 25 mM de Tris, 192 mM de glicina'y 0.1% de SDS (Laemmli, 1970).

La preparacion de las muestras, obtenidas de la purificacion cromatografica, se
realiz6 con base en las cantidades obtenidas, previamente dializadas y
concentradas por liofilizacién. Las muestras se prepararon al disolverlas en una
mezcla 1:1 de agua desionizada y amortiguador de tratamiento (buffer de carga,
0.125 M de Tris-HCl a pH 6.8; 4% de SDS; 2% de B-mercaptoetanol; 0.02% de azul
de bromofenol y 20% de glicerol). Las muestras homogenizaron por agitacion en
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vortex y se colocaron en un bafio de glicerina a 95°C por 5 min para desnaturalizar
la proteina contenida en ellas.

Las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se colocaron en el gel de
acrilamida con ayuda de una micropipeta (Gilson™ F167300) de 10 pL. En el primer
pozo, se carg6é un volumen de 5 pyL del marcador de peso molecular (Bio-Rad
Precision Plus Protein™ Standars #161-0374) y en los pozos posteriores, se
cargaron volumenes de 40 uL (50 pg proteina/mL) de las muestras previamente
tratadas, respectivamente.

En un inicio, a la electroforesis se le aplicd un voltaje de 75 V, mas una vez que las
proteinas migraron hacia el gel separador, éste se incrementé a 100 V. Este proceso
duré un tiempo de 2 h aproximadamente. La corrida electroforética se detuvo
cuando el frente salié por completo del gel, éste se desmontd del gel cassette y
cuidadosamente, se retir0 el gel de los moldes de vidrio, el cual se lavd con agua
corriente y se deposité en un recipiente de plastico, descartando el gel concentrador
y dejando el gel separador para la tincion con azul de Coomassie.

IV.3.2.1.1. Tincién de Azul de Coomassie (CBB) del gel de electroforesis SDS-
PAGE

El proceso de revelado del gel de electroforesis SDS-PAGE se realizo por medio de
la tincién de azul de Coomassie (Burgess & Deutscher, 2009), la cual consiste en
una serie de lavados con disolventes organicos a diferentes tiempos y con agitacion
moderada.

Primero, el gel se fijo a través de la preparacion de una solucion de metanol al 50%
(v/v) en un lavado de 20 min. Posteriormente, se enjuagé con agua desionizada por
15 min. A continuacién, se agrego la solucion para tincion de azul de Coomassie
procurando que el gel quedara totalmente sumergido, agitandose durante 30 min.
Finalmente, se destifio el gel con una solucién de agua desionizada-metanol-acido
acético en una relacién 50:50:1, respectivamente, dejando en agitacion de 1 a 2 h
de enjuague hasta que se observé un fondo limpio y transparente.

Para la tincion con azul de Coomassie se utilizd6 una solucién de tincion, cuya
composicion fue 50% metanol, 10% acido acético glacial, 40% agua destilada y
0.05% (m/v) de azul de Coomassie. Es recomendable que siempre esté tapada
dicha solucion por los olores que emanan de la misma.
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IV.3.2.1.2. Tincion de Schiff (Glicosilacion)

Posteriormente, se realizé la tincion de Schiff, cuyo objetivo es identificar la
presencia de carbohidratos en la enzima pura. Para ello, se partio de un gel de
electroforesis SDS-PAGE previamente tefiido y lavado, al cual se le realizé un
lavado con la solucion de &cido peryodico al 1% (m/v) dejandose en agitacion por
60 min. A continuacion, se enjuag6 dos veces el gel con agua desionizada durante
20 min cada vez. En seguida, se adicion¢ al gel el reactivo de Schiff hasta observar
el cambio de coloracion en las bandas del gel a un color magenta. Finalmente, se
le afiadio una solucién de metabisulfito al 0.5% y se colocé en agitacion por 2 h. El
gel se destifio con diversos lavados de agua desionizada. Para esta técnica, se us6
como control positivo a la proteina peroxidasa de rabano, la cual presenta
glicosilaciones y como control negativo a la albimina bovina.

IV.3.2.1.3. Identificacion de los productos de reaccion por Cromatografia de capa
fina (CCF)

Los productos de la hidrdlisis enzimatica de la agavina se monitorearon a traves del
uso de cromatografia por capa fina analitica (CCF). Se aplicaron 0.5 pL de las
muestras experimentales en las placas de aluminio con gel de silice (Merck TLC
Plates-Silica Gel 60 F2s4) de 5 X 10 cm. Por otro lado, se empleé como fase movil
(eluyente) una solucion de n-butanol:metanol:agua (3:2:1). Las cromatoplacas se
colocaron en una camara de elucion durante 1 h y, posteriormente, se revelaron con
una solucion de acido sulfarico al 5% (v/v) en etanol absoluto, adicionando 10 mg
de orcinol por mililitro de esta solucion. La solucién reveladora se aplicé por
nebulizacidn sobre la cromatoplaca y ésta se calenté a 90°C en una patrrilla eléctrica
hasta aparicion de las manchas.

IV.4. Determinacion de la actividad de transfructosilacion de la exo-inulinasa
ACH1 de Kluyveromyces marxianus AZ8

IV.4.1. Ensayos enzimaticos de transfructosilacion

A partir de la obtencién de la enzima pura, se propuso realizar microensayos de
transfructosilacion partiendo de la sacarosa como sustrato principal. Se evaluaron
diferentes condiciones de reaccion como concentracion de sacarosa, temperatura y
pH, asi como el tiempo de reaccion Optimo y la actividad enzimatica para la
obtencion de FOS.

Para llevar a cabo los microensayos enzimaticos, se tomaron como parametros
iniciales las condiciones Optimas de la reaccion de hidrélisis enzimética, las cuales
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fueron un medio de sacarosa a pH 5 con agitacién a 500 rpm, incubacion a 50°C, y
tiempos de reaccion de 20 min hasta 24 h.

IV.4.1.1. Efecto de la temperatura y pH sobre la actividad de transfructosliacion

Se pesaron 5 mg de enzima, los cuales se resuspendieron en 437 pL de solucion
amortiguadora de acetatos o fosfatos 50 mM a diferentes valores de pH, se trabajo
en un intervalo de pH 3 a 8. Las soluciones amortiguadoras que se emplearon de
pH 3 a pH 5 fue una solucion de acetatos 50 mM, mientras que de pH 6 a pH 8 se
usoO una solucion de fosfatos a 50 mM. Se tomd una alicuota de 218 pL de dicha
solucion, los cuales se resuspendieron en 282 uL de sacarosa al 80% (m/v) con el
fin de obtener un volumen final de 500 uL y una concentracion final de sacarosa al
45% (M/v).

Una vez, determinado el valor de pH 6ptimo para la reaccion de transfructosilacion,
se prosiguid a montar los mismos microensayos, pero ahora, variando la
temperatura de reaccion, la cual se trabajé de 30, 40, 50, 55, 60 y 70°C. Cada
ensayo enzimatico se detuvo colocando las muestras a 95°C por 5 min para su
posterior analisis cromatografico cualitativo, HPAEC-PAD (ver adelante).

Los productos de cada ensayo de transfructosilacion se observaron por la técnica
de CCF, en el cual se corrieron las muestras experimentales con sus respectivos
controles de sustrato (sacarosa a determinado % m/v), productos finales (FOS, Fru
y Glc) y la enzima pura.

IV.4.2. Cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccion
amperomeétrica pulsada (HPAEC-PAD)

Esta técnica de andlisis consiste en cuantificar los azlcares mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés) usando como controlador
del sistema el Waters 600E. Dicho equipo cuenta con un detector de indice de
refraccion (Waters 410) y utiliza una columna ES de carbohidratos Prevail (250 x
4.6 mm) a 30°C.

El sistema de HPLC se estabilizé con una fase movil que consiste en una mezcla
75:25 (v/v) de acetonitrilo y agua desionizado a un flujo de 1.0 mL/min durante 24
h. Posteriormente, se utilizé un gradiente de elucién, donde la corrida inicié al tiempo
0 min con el eluyente A al 100% (NaOH 150 mM); al 0.5 min solucién A al 99%; a
los 25 min se us6 solucion A al 80%; al minuto 85 se us6 soluciéon A al 20% vy al
minuto 95 el eluyente B al 100%. El eluyente B también era NaOH a 150 mM, pero
en solucién amortiguadora de acetato de sodio a 500 mM.
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Extracto

crudo

V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1. Obtencion y purificacion de la exo-inulinasa de Kluyveromyces marxianus
AZ8

Con base en los métodos previamente descritos, se produjo y aisldé la enzima
inulinasa ACH1 de K. marxianus AZ8. Para ello, se comenz6 con un volumen de
488 mL del sobrenadante (extracto crudo) obtenido del crecimiento celular de la
levadura. Posteriormente, éste se liofilizé para concentrarlo en un sélido con una
concentracion de 0.0104 mg de proteina por mililitro.

Se continu6 con el paso de cromatografia por exclusion molecular, en donde se
recuperaron 6 mL de enzima con una cantidad de 0.054 mg de proteina total.
Finalmente, se llevé a cabo la didlisis para retirar las sales de la muestra pura y
concentrar nuevamente en un sélido, con el cual se realizaron los microensayos de
transfructosilacion a diferentes condiciones de reaccion como pH, temperatura, %
de sacarosa, entre otros.

En la Tabla 10, se observa que dicha técnica cromatografica como Unico paso de
purificaciéon obtuvo un rendimiento del 76% y se purificd 27 veces, asi como en su
actividad especifica total, 3983.14 U/mg proteina.

Tabla 10. Tabla de purificacién de la inulinasa ACH1 de Kluyveromyces marxianus AZ8

488.00 0.004 1.952 0.58 283.04 145.14 100

Exclusion
molecular

Superdex 200S

6.0 0.009 0.054 35.85 215.09 3983.14 76

27
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V.1.1. Purificacién de la exoinulinasa usando cromatografia de exclusién
molecular

Para llevar a cabo la purificacién de la enzima de interés, se utiliz6 una columna
Superdex 200S 10/300 de un volumen de 24 mL. Como fase mévil se usé una
solucién amortiguadora de fosfatos 50 mM a un pH de 7.2 adicionado con una
solucién 500 mM de cloruro de sodio (NacCl).

Esta técnica cromatografica sélido-liquido contiene como fase estacionaria un gel,
cuya matriz esta constituida por agarosa/dextranos entrecruzados. El fundamento
de esta técnica es la separacion de proteinas en funcion a su tamafio de particulay
masa molecular, es decir, las proteinas de mayor masa molecular eluyen primero,
mientras que las de menor masa molecular se retienen en el gel.

Una vez que se inyectdo 0.5 mL de la muestra liofilizada (10 pg proteina/mL),
previamente filtrada, en el FPLC, se obtuvo como resultado el cromatograma de la
Figura 7:
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Figura 7. Cromatograma de exclusion molecular en la columna Superdex 200S. Se utiliz6 una

solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M a pH 7.2 adicionado con NaCl 0.5 M a un flujo de 0.5

mL/min. Donde la linea azul (=) corresponde a la sefial de absorbancia UV, la linea roja punteada (-

- -) al nimero de fraccion y la linea punteada magenta (- - -) al punto de inyeccion de la muestra.
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Partiendo del cromatograma de la Figura 7, donde el eje de las abscisas
corresponde a la sefial de absorbancia medida en mili-absorbancia UV (mAU) y el
eje de las ordenadas representa el volumen de elucién medido en mL y los nimeros
marcados en rojo indican el nimero del tubo de ensaye en la que se colecto la
fraccidon para su posterior estudio.
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Las fracciones de los picos se marcaron como A, B y C en el cromatograma de la
Figura 7, cuyos valores marcados en azul representan el volumen al cual eluyeron
las proteinas que fueron 8.80, 12.42 y 22.86 mL, respectivamente. A estas
fracciones se les determind la actividad enzimética y los azlcares reductores
producidos a través del método de DNS, con el propoésito de identificar en cual de
ellas se encontraba la enzima de estudio.

Las fracciones 10 y 11, que componen el pico marcado como B, presentaron
actividad de inulinasa utilizando agavina (1% m/v) como sustrato y su peso
molecular fue de 288 kDa (Método 1V.3.1.1.), aproximadamente. Se dedujo que la
fracciones 10 y 11 corresponden a la inulinasa ACH1. En las fracciones 7 y 20 no
se observo actividad inulinolitica alguna.

V.1.2. Electroforesis SDS-PAGE del proceso de purificacion por exclusion
molecular

Para monitorear la pureza de la enzima en cada etapa de la purificacion, se realiz
un gel de electroforesis SDS-PAGE, en el cual se corrieron las muestras obtenidas
antes y durante dicho proceso cromatografico.

Se revelo el gel de poliacrilamida desnaturalizante con azul de Coomassie, en el
cual se observo, en los carriles Il. y Ill. correspondientes a la muestra del extracto
liofilizado, la presencia de dos bandas de proteinas extracelulares de diferente
tamafo molecular (Figura 8). La primera banda se ubica entre los marcadores de
37 y 50 kDa, mientras que la segunda banda oscila entre los 100 y 150 kDa.

En los carriles del IV. al VII. se introdujo la muestra obtenida de la exclusion
molecular, a diferentes volimenes de carga. En estos carriles, se observa la
presencia de una sola banda que comprende por arriba de los 100 y debajo de los
150 kDa (Figura 8), la cual coincide con la banda observada en la muestra liofilizada
del extracto crudo. Es decir, la inulinasa de K. marxianus AZ8 se obtuvo pura por
dicha técnica.
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Figura 8. Electroforesis SDS-PAGE. Gel de poliacrilamida 10% tefiido con azul de Comassie del
proceso de purificacion corrido a 100 V. Carriles: I. Marcador de peso molecular, kDa (5 pL); II.
Muestra liofilizada (40 pL); Ill. Muestra liofilizada (30 uL); IV. Muestra pura (40 uL); V. Muestra pura
(30 pL); VI. Muestra purificada (20 pL); VII. Muestra pura (10 uL).

El analisis SDS-PAGE es una técnica molecular que desnaturaliza proteinas y
permite evaluar el peso molecular, asi como la pureza de una enzima. En este gel,
en el cual se observoé que el tamafio del monémero de la enzima pura oscilaba entre
los marcadores de 100 y 150 kDa. Este dato, aunado al peso molecular de 288 kDa
determinado mediante exclusion molecular, permite afirmar que la enzima tiene una
estructura dimérica.

V.1.3. Determinacion de la glicosilacion en lainulinasa por medio de la tincién
de Schiff

A su vez, se realiz6 la tincion con Acido Peryodico-Schiff (PAS, por sus siglas en
inglés) para detectar posibles glicosilaciones asociadas a la inulinasa producida por
K. marxianus AZ8.

Esta técnica cualitativa consiste en oxidar los carbohidratos presentes con una
solucion de acido perydédico al 1% (m/v), es decir, los enlaces carbono-carbono de
estas hexosas se rompen formando grupos aldehido, los cuales en presencia del
reactivo de Schiff (acido sulfuroso con fucsina) dan como resultado una coloracion
magenta (Matthieu & Quarles, 1973).
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Tal como se observa en el gel SDS-PAGE de la Figura 9, la presencia de estas
moléculas se visualiza como bandas de color magenta con un fondo incoloro o
rosado débil. Por lo tanto, la inulinasa ACH1 pura se encuentra glicosilada, es decir,
esta adicionada con carbohidratos y, por ello, recibe el nombre de glicoproteina.
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Figura 9. Tincién de Schiff. Gel de poliacrilamida 10% tefiido con reactivo de Schiff. Carriles: I.
Marcador de peso molecular, kDa (5 pL); Il. Muestra liofilizada (40 pL); Ill. Muestra liofilizada (30 pL);
IV. Muestra purificada (40 pL); V. Muestra pura (30 uL); VI. Muestra pura (20 uL); VII. Muestra pura
(10 pL).

Con base en los resultados obtenidos del proceso de purificacion, se puede inferir
gue la inulinasa ACH1 pura de K. marxianus AZ8 es una glicoproteina dimérica.

Para el caso de las enzimas inulinasas provenientes de la levadura de K. marxianus
sp., algunos estudios reportan que su peso molecular puede ir de los 28 a los 450
kDa (Holyavka, Artyukhov, & Kovaleva, 2016). Por ejemplo, la cepa de K. marxianus
Y-85 produce tres formas de inulinasas con pesos moleculares de 42, 65 y 57 kDa,
respectivamente. Mientras que la enzima producida por K. marxianus DSM 70106
ha demostrado ser un dimero de 200 kDa (Ku & Hang, 1994; Pessoa Jr & Vitolo,
1997; Wei et al., 1998).

En la Tabla 11, se puede apreciar que la inulinasa de K. marxianus AZ8 es una
proteina de mayor tamafio comparada con las ya reportadas en la literatura. Esta
diferencia de tamafio puede atribuirse al grado de glicosilaciébn que presenta la
enzima ACHL1.
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Tabla 11. Pesos moleculares de inulinasas extracelulares provenientes de
Kluyveromyces marxianus sp.

Cepade Técnica PEEe Estados de :
: molecular . Referencia
K. marxianus molecular (kDa) agregacion
K. marxianus var. EPLC 77 (Kushi, Monti, & Contiero,
Bulgaricus SDS-PAGE 57 ND 2000; Pessoa Jr & Vitolo,
ATCC16045 1997)
K. marxianus FPLC 165—180 .
CBS 6556 SDS-PAGE 87—102 Dimero (Rouwenhorst et al.,1990)
K. marxianus FPLC 63 .
Y-303 SDS-PAGE 55y 8 Dimero (Artyukhov et al., 2009)
K. mlaérggnus FPLC 250-256 Dimero (Trapala et al., 2020)
K. marxianus FPLC ~288 Dimero Este trabaio
AZ8 SDS-PAGE ~144 J

Rouwenhorst y col en 1990, realizando un estudio SDS-PAGE, reportaron que
existen dos formas de inulinasas: una extracelular y una intramembranal,
producidas por la cepa de K. marxianus CBP 6556, en el estudio se observo una
banda polidispersa con un peso molecular entre 87 y 102 kDa debido a los
diferentes grados de glicosilacion de cada enzima. Una vez que dichas inulinasas
fueron procesadas con la endo-B-N-acetilglucosaminidasa H (E.C. 3.2.1.96), enzima
encargada de separar los carbohidratos del glébulo proteinico, el peso molecular de
éstas disminuy6 a 72 kDa. Por lo tanto, Rouwenhorst et al. (1990) concluyeron que
la exo-inulinasa de K. marxianus CBP 6556 es un dimero con un peso molecular
gue varia de 165 a 180 kDa, y la inulinasa unida a la pared celular es un tetramero
con un peso molecular que varia de 335 a 450 kDa.

En ambos casos, la subunidad es un polipéptido con un peso molecular de 64 kDa
y un grado de glicosilacién que varia del 26 al 37%. Ambas formas de inulinasas
eran estables y no se convertian entre si, a menos que estuvieran influenciadas por
factores externos. Curiosamente, el dimero era mas activo con la inulina, en
comparacion del tetramero.
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V.1.4. Reaccion de hidrélisis enzimética, andlisis por cromatografia en capa
fina

Una vez concluido con el proceso de purificacién, los productos obtenidos de la
reaccion de hidrélisis enzimética en cada etapa se monitorearon a través de la
técnica cualitativa de cromatografia en capa fina analitica (CCF) como se observa
en la Figura 10.

En dicha técnica se emple6 como medio de elucion una mezcla de n-butanol:
metanol:agua (5:3:2), respectivamente. Las muestras se revelaron con una solucion
de H2SO4 al 5% (v/v) en etanol adicionado con orcinol a 10 mg/mL.

Figura 10. Analisis por CFF de las reacciones enziméticas de las distintas muestras obtenidas
durante el proceso de purificacién. Siendo EP la enzima pura; L el extracto liofilizado y S el
sobrenadante crudo del medio usando como sustrato agavina al 1% (m/v). Controles: fructosa 1%
(m/v) y agavina 1% (m/v) en buffer de acetatos 50 mM a pH= 5. Se usé un medio de elucién:
N-BuOH:MeOH:H:20 (5:3:2) y se aplico 2.5 pL de cada muestra.

En la Figura 10, se observa tanto en el sobrenadante crudo (S) como en el extracto
liofilizado (L) que hay actividad hidrolitica frente agavina al 1% (m/v). De forma
similar, se puede apreciar para la enzima pura (EP) que también hay actividad
hidrolitica, lo cual confirma que se trata de una inulinasa extracelular. A su vez, todo
parece indicar que esta inulinasa es del tipo exo-, ya que al efectuar la hidrélisis de
dicho fructano, se generan como productos principales la fructosa y la glucosa,
monosacaridos que muestran el mismo desplazamiento o factor de retencién (Ry)
en la cromatoplaca, ya que ambos tienen el mismo peso molecular. En pocas
palabras, se confirma que K. marxianus AZ8 produce una exo-inulinasa extracelular
(ACHYL).
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V.2. Reacciones de transfructosilacion con la exo-inulinasa ACH1 proveniente de
Kluyveromyces marxianus AZ8

El siguiente paso fue evaluar la reaccion de transfructosilacion con la exo-inulinasa
ACHL1 pura, lo cual se realiz6 utilizando la sacarosa como sustrato principal.

En un principio, se optd por trabajar con las condiciones Optimas de hidrdlisis
enziméatica, las cuales consistieron en resuspender a la enzima pura en solucién
amortiguadora de acetatos 50 mM a pH 5 incubandola a una temperatura de 50°C
a 500 rpm a diferentes tiempos de reaccion (2, 4, 6 y 24 h). Para llevar a cabo la
reaccion de transfructosilacion se utilizé sacarosa al 10% (m/v). Los resultados se
ilustran en la Figura 11.
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Figura 11. Andlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacién a diferentes
tiempos de reaccién con la enzima pura. Reaccién de la enzima pura con sacarosa al 10% (m/v)
en buffer de acetatos 50 mM a pH=5 a 50°C por 500 rpm de 2 a 24 h. Controles: Enzima pura (

), FOS 0.5% (m/v), Fru 1% (m/v) y Sacarosa 10% (m/v). Medio de elucién: n-BuOH:MeOH:H20
(5:3:2); A) muestra 0.5 uL. B) muestra 3, 2, 1 L.

De forma similar, otros ensayos de transfructosilacion se realizaron empleando las
mismas condiciones de trabajo, sélo que esta vez se utilizé el extracto liofilizado.

Nuevamente, los productos de reaccién se monitorearon por CCF, obteniendo los
resultados cromatogréficos a diferentes tiempos de reaccion y que se ilustran en la
Figura 12:
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Figura 12. Anédlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacion a diferentes
tiempos de reaccion con el extracto liofilizado. Reaccion del extracto liofilizado con sacarosa al
10% (m/v) en buffer de acetatos 50 mM a pH= 5 a 50°C por 500 rpm de 2 a 24 h. Controles: Extracto
liofilizado (CTR-L), FOS 1% (m/v), Fru 1% (m/v) y Sacarosa 10% (m/v). Medio de elucién: n-
BUuOH:MeOH:H20 (5:3:2); A) muestra 0.5 pL. B) muestra 1, 2, 0.5 pL.

En la Figura 11, se puede observar que con la enzima pura solo se lleva a cabo la
reaccion de hidrdlisis, ya que Unicamente se observan la fructosa y la glucosa, no
se observan los FOS que son los productos de la transfructosilacion, éstos deberian
aparecer entre el punto de aplicacion y la mancha de la fructosa. Mientras que en la
Figura 12, se observa un barrido tenue a las 2, 4, 6 y 24 h de reaccion en los
ensayos realizados con el extracto liofilizado, lo cual nos indica que la enzima ACH1
presente en el sdlido, probablemente esté llevando a cabo dicha reaccion y, por
ende, lograndose sintetizar los FOS en el medio.

Con el fin de identificar los productos de la transfructosilacion, se utilizo la técnica
HPAEC-PAD (High Performance Anion-Exchange Chromatography Coupled with
Pulsed Amperometric Detection, por sus siglas en inglés) que es mas sensible para
la separacion e identificacion de carbohidratos.

Inicialmente, para este tipo de andlisis, se realiz6 la separacion cromatografica de
un estandar denominado Estandar P95: Inulinas, el cual consiste de glucosa,
fructosa, sacarosa, ademas de un conjunto de FOS del tipo inulina. Los tiempos de
retencion para los compuestos de este estandar se listan en la Tabla 12. Las
condiciones de separacion de esta técnica se describen en el apartado de métodos
experimentales.

38



Tabla 12. Nomenclatura y tiempos de retencidén de los componentes del Estandar
P95: FOS del tipo inulina
Tiempo de retencién

Ndmero Nomenclatura Nombre -
[ ] G Glucosa 2.77
] F Fructosa 2.94
] S Sacarosa 3.39
4 1K 1-kestosa 4.63
s F2 Difructosa 5.58
e N 1-nistosa 9.03
] F3 Trifructosa 10.35
8 GF4 Fructosilnistosa 13.10
_ F4 Tetrafructosa 14.73
10 GF5 Polimero fructosilo 18.94
_ F5 Pentafructosa 22.47
12 GF6 Polimero fructosilo 26.08
_ F6 Hexafructosa 29.98
_ F7 Heptafructosa 36.69

Es importante mencionar que las enzimas utilizadas en la produccion de FOS a
partir de la transfructosilacion de la sacarosa, se clasifican en dos grupos
principales: FTasas y B-FFasas.

Las FTasas poseen una alta actividad de transfructosilacion que cataliza la
transferencia de grupos fructosilo de la sacarosa (donador) durante el proceso de
sintesis de dichos oligosacaridos. Mientras que las B-FFasas poseen actividad tanto
hidrolitica como de transfructosilacion, ya que catalizan la ruptura del enlace
a-(1—2) de la sacarosa y transfieren la unidad de fructosilo a otra molécula de
sacarosa (receptora).

La catélisis de ambos grupos de enzimas da como resultado la sintesis de FOS
siendo la 1-kestosa (GF>), la 1-nistosa (GF3) y la fructosilnistosa (GF4) los productos
principales, mientras que los polimeros fructosilo (GFs a GFg) son los menos
abundantes. A su vez, se producen, en pequefias cantidades, otros compuestos
como los monosacaridos de glucosa (G) y fructosa (F). Es conveniente sefialar que
las abreviaturas corresponden a el nimero de moléculas de glucosa y de fructosa.

Dicho esto, se realiz6 el andlisis cromatografico de los productos de reaccion a 24
h, tanto con la enzima pura como con el extracto liofilizado utilizando sacarosa al
10% (m/v) a un pH de 5 a 50°C. Los cromatogramas de este analisis se muestran
en la Figura 13.
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Figura 13. Analisis de las reacciones enziméticas para la actividad de transfructosilacion a través
de latécnica HPAEC-PAD.
A. Cromatograma de la solucién estandar de FOS del tipo inulina, donde la linea azul (—) representa
cada FOS y su respectiva nomenclatura.
B. Cromatograma del extracto liofilizado con sacarosa al 10% (m/v) a 24 h de reaccion (RX-L), donde la
linea verde (=) representa los productos de la reaccion y la linea roja (=) el control del extracto liofilizado
(CTR-L).
C. Cromatograma de la enzima pura con sacarosa al 10% (m/v) a 24 h de reaccion (RX-EP); donde la
linea café (—) representa los productos de la reaccion y la linea amarilla (—) el control de la enzima pura

( )-

En el cromatograma de la Figura 13.C., se logré identificar la produccion de algunos
de FOS (del tipo Fn y GF») sintetizados por la exo-inulinasa ACH1 pura a dichas
condiciones de reaccion. Los productos obtenidos fueron 1-kestosa (1K), difructosa
(F2), l-nistosa (N), trifructosa (F3), fructosilnistosa (GF4), tetrafructosa (F4) y
pentafructosa (F5) usando sacarosa al 10% (m/v), entre otros FOS no identificados
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por el mismo estandar. Mientras que, en la reaccion con el extracto liofilizado, sélo
hubo produccion de difructosa (F2), trifructosa (F3) y otras sefiales no identificadas
como se observa en el cromatograma de la Figura 13.B. Sin embargo, si se
traslapasen ambos cromatogramas, se aprecia que algunos productos de dichas
reacciones enzimaticas coinciden, es decir, producen el mismo tipo de FOS lineal,
tal es el caso de la difructosa (F2) y trifructosa (F3).

De manera similar, esto sucede con las tres sefiales no identificadas entre las dos
series de productos de la reaccién enzimética, las cuales comprenden entre los
estandares de F2 y N (5 a 10 min de tiempo de retencién). Con base en el rango
donde se ubican estos tres picos (Figuras 13.B. y 13.C.), se puede inferir que,
posiblemente, se tratan de FOS ramificados o lineales con enlace 3-(2,6), ya que la
N se compone de una molécula de 1-kestosa (GF.) unida por un enlace p-(2,1) a
otra molécula de Fru formando un tetrasacarido. Por lo tanto, se podrian proponer
las siguientes tres estructuras quimicas de dicho tipo de FOS:

CH,OH CH,OH © CHy
0 ° o
OH HO OH
o CHZOH
onO o OH CHZOH O 7.0
CHOH ~ O=—CH, OH CHZOH.
k H07| k HOZ o 7.0 oo
CH20H CH CH,OH O—CH O=—CH
OH “ on I ¢ 220 2o ‘o oH G
HO HO HO I
CHOH O CH,OH O
o CHo0H CH,0OH CH,OH 201
H
HO OH o HO
o CHo0H 6,6-nistosa CHoOH
OH
Bifurcosa Neonistosa

Figura 13.1. Estructuras posibles de FOS ramificados o lineales. Tetrasacaridos (lineal o
ramificados) compuestos por una molécula de sacarosa, en la cual dos unidades de Fru se unen a
diferentes posiciones tanto en la Glc como en la Fru del disacérido.

A su vez, se observa la produccion de Glc (G) y Fru (F), asi como la presencia de
sacarosa (S) en el medio de reaccion de ambos ensayos enzimaticos, identificadas
por las tres primeras bandas del estandar, respectivamente (Figuras 13.B.y 13.C.).

Dado que la produccion de la exo-inulinasa ACH1 pura proveniente de K. marxianus
AZ8 resulta ser de bajo rendimiento, los siguientes ensayos se realizaron con el
extracto liofilizado; éste se dializ6 por 24 h en un amortiguador de acetatos 50 mM
a pH 5y se concentré por liofilizacion y en funcidén de su actividad especifica (U/mg
proteina), se utilizd6 el solido para hacer la transfructosilacion bajo diferentes
condiciones de reaccion.

Es importante sefialar que la actividad de transfructosilacién puede verse afectada
por diversos factores entre los que se encuentran la presencia de solventes
organicos, temperatura, pH, concentracion inicial de sustrato y concentracion de
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enzima, entre otros (Falconer, Mukerjea, & Robyt, 2011). A continuacion, se
describen los efectos de dichos factores sobre la actividad catalitica de la exo-
inulinasa ACHL1 presente en el extracto liofilizado y la produccion de FOS.

V.2.1. Efecto de la concentracion de sacarosa sobre la actividad de
transfructosilacion enziméatica

Primero, se analiz6 la influencia de la concentracion de sacarosa como sustrato
inicial sobre la actividad de transfructosilacién de la exo-inulinasa ACH1 presente
en el extracto liofilizado para la produccion de FOS.

Para ello, se incremento la cantidad de enzima (extracto liofilizado) y se realizaron
pruebas a diferentes concentraciones de sacarosa (10 al 45% m/v). Con base en
los Antecedentes (Risso et al., 2010), se encontré que al trabajar con sacarosa al
45% (m/v) se lleva a cabo el proceso de transfructosilacion.

Los ensayos fueron incubados a 50°C de 2 a 32 h de reaccién y los productos
obtenidos se monitorearon por CCF, en los que se observé que, a partirde 2a 6 h
de incubacién, hubo presencia de FOS, mientras que a mas de 11 h de reaccién no
se observa lo produccién de FOS (Figura 14).

Estudios reportan que a tiempos largos de reaccién de sintesis de fructanos, las
enzimas GH como la levansacarasa de Bacillus subtillis, SacB, utiliza como sustrato
al levano, previamente sintetizado, el cual hidroliza a través de un mecanismo del
tipo exo (Méndez-Lorenzo et al., 2015).

Figura 14. Andlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacion a diferentes
tiempos de reaccién y mayor concentracién del sustrato. Reaccién del extracto liofilizado con
sacarosa al 45% (m/v) en buffer de acetatos 50 mM a pH= 5 a 50°C por 500 rpm de 2 a 32 h. Controles:
Extracto liofilizado (CTR-L), FOS 1% (m/v), Fru 1% (m/v) y Sacarosa 45% (m/v). Medio de elucion: n-
BuOH:MeOH:H20 (5:3:2); A) muestra 0.5 pL. B) muestra 0.5 L.
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Se realizo el estudio cromatogréfico del ensayo enzimatico incubado a 2 h de
reaccion. En el estudio de la Figura 15.B., se observa que a determinada
concentracion de enzima (8390 U/mg proteina) y al incrementar la concentracién de
sacarosa (45% (m/v)) se favorece la actividad de transfructosilacion sobre la
hidrélisis, obteniendo como resultado la produccion de FOS.

Con ayuda de los estandares, se logr6 identificar 1K, F2, N, F3 y GF4, compuestos
del tipo inulina, es decir, que presentan enlaces glicosidicos del tipo $-(2,1). En el
mismo cromatograma 15.B., se observan tres bandas que no se logran identificar
en funcion a la solucién estandar, lo cual nos lleva a inferir que posiblemente se
estén produciendo otras formas y/o estructuras de FOS tales como oligosacéridos
ramificados como se observo en los cromatogramas de las Figuras 13.B. y 13.C.
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Figura 15. Andlisis de las reacciones enzimaticas para la actividad de transfructosilacion del

extracto liofilizado a diferentes % m/v de sacarosa a través de la técnica HPAEC-PAD.

A. Cromatograma de la solucién estandar de FOS del tipo inulina, donde la linea azul (—) representa
cada FOS y su respectiva nomenclatura.

B. Cromatograma del extracto liofilizado con sacarosa 45% (m/v) a 2 h de reaccién; donde la linea de
color turquesa (—) representa los productos de la reaccién y linea roja (—) el control del extracto liofilizado
(CTR-L), respectivamente.

Al mismo tiempo, se realizaron otros ensayos de actividad enzimatica a diferentes
concentraciones de sacarosa al 10, 15 y 45% (m/v) en un tiempo de 30 min de
reaccion. Los productos de reaccion se analizaron por cromatografia HPAEC-PAD
(Figura 16), donde en la Figura 16.B, se observa la produccion de 1K, F2, N, F3,
GF4, GF6 y F6 en un medio de 10% (m/v) de sacarosa, mientras que en las Figuras
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16.C.y 16.D. se observa la produccion de 1K, F2, N, F3 y GF4 a partir de 15y 45%
(m/v) de sacarosa, respectivamente.

Algunos estudios reportan que, dada la competencia entre la molécula de agua y la
molécula aceptora, la eficiencia de la actividad de transferasa siempre esta limitada
por la reaccion de hidrélisis. Sin embargo, al incrementar la concentracién de la
sacarosa en el medio, esto favorece la reaccion hacia la transferencia debido a que
existe una alta afinidad por dicho sustrato, quien actuard como aceptor y donador
de fructosas (Olvera et al., 2012). Existen reportes de que una vez formado el
intermediario enzima-fructosilo (EF), la sacarosa compite favorablemente con el
agua y con otros FOS como aceptores de residuos de fructosilo (Chuankhayan et
al., 2010; Fernandez et al., 2004; Plou et al., 2007)

Otros estudios comprueban que, al aumentar la concentracion de sacarosa inicial,
se incrementa la actividad de transfructosilacion, mientras que la actividad hidrolitica
se reduce. En materia de las inulinasas provenientes de levaduras, Santos y
Maugeri (2007) reportan que la inulinasa de K. marxianus var. bulgaricus fue capaz
de producir FOS a partir de concentraciones al 45% (m/v) de sacarosa en un medio
acuoso. De igual forma, Risso et al. (2010) comprueba que, a dicha concentracion
de sacarosa, la inulinasa de K. marxianus ATCC 16045 logré sintetizar FOS
obteniendo una maxima conversion del 12.7% (p/p), también en medio acuoso.

Algunos autores reportan que la inulinasa de K. marxianus NRRL Y-7571, presenta
actividad transferasa en medios acuosos y medios organicos utilizando
concentraciones mayores de sacarosa al 55 y 60% (m/v), respectivamente (Risso
et al., 2009; Silva et al., 2013).
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Figura 16. Analisis de las reacciones enziméticas para la actividad de transfructosilacion del extracto
liofilizado a diferentes % m/v de sacarosa a través de la técnica HPAEC-PAD. A. Cromatograma de la
solucion estandar de FOS del tipo inulina, donde la linea azul (—) representa los FOS y su respectiva
nomenclatura; B., C., D. Cromatogramas del extracto liofilizado con sacarosa 10, 15y 45% (m/v) a 30 min de
reaccion; donde las lineas de color verde (=), rosa (—) y naranja (—) representan los productos de las

reacciones, respectivamente; mientras la linea roja (=) el control del extracto liofilizado (CTR-L).
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V.2.2. Efecto del tiempo de reaccion en la actividad de transfructosilacion
enziméatica

El tiempo es un factor importante que afecta la sintesis de FOS. En este estudio se
observé que a partir de 2 h de reaccion hay presencia de FOS a una concentracién
de sacarosa al 45% (m/v). Por tanto, se decidié evaluar el tiempo de reaccion a
periodos mas cortos trabajando bajo las mismas condiciones de actividad hidrolitica,
cuyos productos de reaccion fueron monitoreados por CCF (Figura 17):

L

» ¥ e &

Figura 17. Andlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacién a diferentes
tiempos cortos de reaccién. Reaccion del extracto liofilizado con sacarosa al 45% (m/v) en buffer
de acetatos 50 mM a pH= 5 a 50°C por 500 rpm de 5 a 90 min. Controles: Extracto liofilizado (CTR-
L), FOS 1% (m/v), Fru 1% (m/v) y Sacarosa 45% (m/v). Medio de elucién: n-BuOH:MeOH:H20
(3:2:1); Muestra 0.5 pL.

En la Figura 17 se puede observar que, a tiempos cortos de reaccion, de 10 a 30
min, si se llevo a cabo la reaccidn de transfructosilacion. Mientras que, a tiempos
superiores de 30 min, aparentemente, hay una menor sintesis de FOS, dado que
se observa una menor intensidad de las manchas.

Al mismo tiempo, se aprecia que los monosacaridos Fru y Glc junto con la sacarosa
resultan ser los productos de mayor predominancia, conforme el tiempo incrementa
a 90 min, lo cual se puede explicar por medio del mecanismo de reacciéon de la
inulinasa y su actividad de transfructosilacion.

El sitio catalitico de la inulinasa ACH1 tiene dos aspartatos (Asp) y un glutamato
(Glu), los cuales catalizan la transfructosilacion. Primero, uno de los Asp realiza un
ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico de la Glc del disacarido produciendo
la ruptura del enlace a-(1,2), a partir del cual se liberan Glc y Fru. Siempre y cuando
las condiciones del medio favorezcan el equilibrio hacia la transfructosilacion, esta
unidad de Fru libre puede enlazarse a una sacarosa o a otro FOS, los cuales actian
como moléculas aceptoras (Vega & Zuniga-Hansen, 2014).
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Conforme el tiempo transcurre, la enzima realizara esta reaccion una y otra vez
hasta que dos situaciones ocurran: la primera, al disminuir la alta concentracion de
sacarosa en el medio, esto puede favorecer la actividad de hidrdlisis de la enzima'y
comience a actuar sobre los FOS previamente sintetizados, como es el caso de la
levansacarasa SacB, quien al sintetizar levano, al cabo de un largo tiempo de
reaccion, ésta lo utiliza como sustrato y comienza a hidrolizarlo en los extremos
liberando unidades de Fru y Glc (Méndez-Lorenzo et al., 2015). La segunda es que
al tener un exceso de Glc en el medio, ésta actia como un inhibidor competitivo
haciendo que la enzima no transfructosile toda la sacarosa a FOS, es decir, inhibe
su actividad catalitica.

Por otro lado, se realizé el analisis cromatografico HPAEC-PAD (Figura 18) de los
distintos tiempos de reaccion evaluados para la sintesis de FOS. En los
cromatogramas 18.B. y 18.C. de 10 y 20 min de reaccién, se logré identificar a los
compuestos 1K, F2, N y F3, respectivamente. Mientras que en el cromatograma
18.D. de 30 min de reaccion, se identificé a 1K, F2, F3 y GF4, sin embargo, se
observan varias sefales a diferentes tiempos de retencion a lo largo del
cromatograma. Esto sugiere que, probablemente, existen diversos tamafios de FOS
e inclusive de estructura ramificada, por tal razén, se decidié considerar a este
tiempo como el mejor tiempo de reaccion. Y, por ultimo, en los cromatogramas 19.E.
y 19.F. de 60 y 90 min de reaccion, solo se identificaron a los FOS 1K, F2, N, F3y
GF4, respectivamente.

En todos los cromatogramas se observaron otras sefiales que no corresponden con
los tiempos de retencion del Estandar P95: inulinas. El primer par de bandas se
ubico entre los 6 y 9 min de retencion, mientras que la tercera banda en los 11 min
de retencion (Figuras 18 y 19), con base en sus tiempos de retencién se puede
proponer que se traten de tetrasacaridos y pentasacaridos de estructura ramificada.
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Figura 18. Andlisis de las reacciones enzimaticas para la actividad de transfructosilaciéon a cortos
tiempos de reaccion, a través de la técnica HPAEC-PAD. A. Cromatograma de la solucion estandar
de FOS del tipo inulina, donde la linea azul (—) representa los FOS y su respectiva nomenclatura;
B., C., D. Cromatogramas del extracto liofilizado con sacarosa 45% (m/v) a 10, 20 y 30 min de reaccion;
donde las lineas de color naranja (=), violeta (—) y rojo (—) representan los productos de las reacciones a
diferentes tiempos de reaccién, respectivamente.
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Figura 19. Andlisis de las reacciones enziméticas para la actividad de transfructosilacién a tiempos cortos de
reaccion, a través de la técnica HPAEC-PAD. A. Cromatograma de la solucion estandar de FOS del tipo inulina,
donde la linea azul (—) representa los FOS y su respectiva nomenclatura; E., F. Cromatogramas del extracto
liofilizado con sacarosa 45% (m/v) a 60 y 90 min de reaccion; donde las lineas de color verde (=) y turquesa (—)

representan los productos de las reacciones a diferentes tiempos de reaccion, respectivamente.

A diferencia de los resultados mostrados en este trabajo, en el cual la produccion
de FOS se observa en tiempos menores a dos horas, en la literatura se han
reportado tiempos de reaccion entre 8 y 12 h para la transfructosilacion catalizada
por inulinasas aisladas de K. marxianus sp. (Risso et al., 2009; Santos & Maugeri,

2007).
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V.2.3. Efecto del pH sobre la actividad de transfructosilacion enzimatica

Una vez que se determino el mejor tiempo de reaccion (30 min), se evalud el efecto
del pH sobre la actividad de transfructosilacion. Se realizaron ensayos a diferentes
valores de pH, tomando en cuenta la actividad de la enzima, el tiempo de reaccién
(30 min) y la concentracién del sustrato, sacarosa al 45% (m/v).

El desarrollo de las reacciones enzimaticas se realiz6 mediante CCF (Figura 20);
se observa que entre pH 3 y 8 hay produccion de FOS durante los 30 min de
reaccion. No obstante, pareciera que a pH mayor de 5 existe una mayor produccién
de ellos. Ademéas de observarse la produccién de Fru y Glc, productos de la hidrolisis
de la sacarosa, sustratos necesarios para que la exo-inulinasa ACH1 realice la
transfructosilacion.

Muestras con dilucién 1:10
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Figura 20. Andlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacion a diferentes pH
de reaccidn. Reaccion del extracto liofilizado con sacarosa al 45% (m/v) en buffer de acetatos/ fosfatos
50 mM a pH= 3-8 a 50°C por 500 rpm de 30 min. Controles: Extracto liofilizado (CTR-L), FOS 1% (m/v),
Fru 1% (m/v) y Sacarosa 45% (m/v). Medio de elucion: n-BuOH:MeOH:H20 (3:2:1); A) muestra 0.5 L.
B) muestra con diluciéon 1:10, 0.5 L.

En el estudio cromatografico HPAEC-PAD (Figuras 21y 22), en todos los valores
de pH evaluados, se logro identificar la produccién de FOS, como son 1K, F2, N,
F3, GF4 y F6. Sin embargo, se observa nuevamente la presencia de sefales que
no corresponden con los tiempos de retencion del estandar, donde las dos primeras
bandas se encuentran entre los 6 y 9 min, y las dos segundas bandas entre los 11
y 14 min de retencidén. Estas sefiales podrian sugerir la sintesis de FOS ramificados.
Ademas, se observa una sefial de baja intensidad a los 30 min de tiempo de
retencion que corresponde a un FOS con un DP de 6 fructosas.
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Figura 21. Analisis de las reacciones enziméticas para la actividad de transfructosilacion a diferentes

pH de reaccién, a través de la técnica HPAEC-PAD. A. Cromatograma de la solucién estandar de FOS del

tipo inulina, donde la linea azul (—) representa los FOS y su respectiva nomenclatura; B., C., D. Cromatogramas

del extracto liofilizado con sacarosa 45% (m/v) a 30 min de reaccion; donde las lineas de color naranja (—), violeta

(=) y rojo (=) representan los productos de las reacciones a diferentes valores de pH 3, 4 y 5, respectivamente.
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respectivamente.
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V.2.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad de transfructosilacion
enziméatica

La dltima variable ensayada fue la temperatura, las reacciones enzimaticas se
realizaron a diferentes temperaturas iniciando en 25°C hasta 70°C. Se utiliz6 10 mg
de extracto liofilizado en 1.5 mL de volumen de reaccién de sacarosa al 45% a pH
6 por 30 min. Las reacciones fueron monitoreadas por CCF (Figura 23), en donde
se observo la presencia de FOS a partir de 30°C hasta los 70°C. En la CCF se
puede observar que a partir de los 55°C la produccion de FOS se ve disminuida,
aunque es aparente, lo que es necesario confirmar mediante HPAEC-PAD.

- ® & ® 0 - & @

Figura 23. Andlisis por CCF de las reacciones enzimaticas de transfructosilacién a diferentes
temperaturas de reaccién. Reaccion del extracto liofilizado con sacarosa al 45% en buffer de
acetatos 50mM a pH= 6 a 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 y 70°C por 500 rpm de 30 min. Controles:
Extracto liofilizado (CTR-L), FOS 1% (m/v), y Sacarosa 45% (m/v). Medio de elucién:
N-BuOH:MeOH:H20 (3:2:1); muestra 0.5 pL.

En cuanto al estudio cromatografico HPAEC-PAD (Figuras 24 y 25), se observd
gue de 25 a 45°C solo se sintetizaron los FOS de 1K, F2, N y F3, mientras que de
50 a 70°C se produjeron los compuestos 1K, F2, N, F3, GF4 y F6, respectivamente.
No obstante, en cada temperatura evaluada se observan, en sus respectivos
cromatogramas, sefiales que no coinciden con los tiempos de retencion del
estandar, donde las tres primeras sefiales se ubican entre los 6 y 9 min de retencion
y las cuatro sefiales restantes entre los 11 y 13 min de retencion.

De acuerdo con la literatura, las enzimas que llevan a cabo la transfructosilacion
presentan un rango de temperaturas optimas y de pH entre los 50 a 60°C y valores
de 4.5 a 6.5, respectivamente. En el caso de K. marxianus, algunos estudios
reportan temperaturas 6ptimas de 40, 45y 50°C y pH de 5 a 6.5 para el proceso de
transfructosilacion en medios acuosos (Risso et al., 2009; Santos & Maugeri, 2007).
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En principio, la exo-inulinasa ACH1 experimenta una disminucién en su actividad de
hidrélisis cuando ésta se incuba a temperaturas de 55 a 70°C (Guerrero-Corona,
2019), es decir, se desnaturaliza. Sin embargo, en su actividad de
transfructosilacion se observa que, a dichas temperaturas de reaccion, la enzima
contintla produciendo FOS, ya que en los cromatogramas de la Figura 25, la
intensidad de las sefales no disminuye. Esto se puede explicar a partir de la
formacion del complejo enzima-sustrato, donde la sacarosa al ser una molécula
pequefa y de estructura sencilla permite una mejor interaccion en el sitio catalitico
de la enzima, haciendo este complejo mas estable y, por ende, dificil de
desnaturalizar a la exo-inulinasa ACH1 a temperaturas mayores de 50°C.
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Figura 25. Anédlisis de las reacciones enziméticas para la actividad de transfructosilacion a diferentes
temperaturas de reaccion, a través de la técnica HPAEC-PAD. A. Cromatograma de la solucion estandar
de FOS del tipo inulina, donde la linea azul (—) representa los FOS y su respectiva nomenclatura; F., G., H.,
I. Cromatogramas del extracto liofilizado con sacarosa 45% (m/v) a 30 min de reaccion; donde las lineas de
color amarillo (—), verde (—), morado (—) y guinda (—) representan los productos de las reacciones a diferentes
temperaturas 55, 60, 65y 70°C, respectivamente
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Con base en la evidencia experimental obtenida del presente trabajo, la exo-
inulinasa ACH1 proveniente de Kluveromyces marxianus AZ8 tiene la capacidad de
llevar a cabo la reaccion de transfructosilacion a partir de altas concentraciones de
sacarosa (45% m/v), cuyos FOS sintetizados presentan un DP de 3 a 5 unidades
de fructosa, es decir, ésta produce FOS de cadena corta (sc-FOS, por sus siglas en
inglés).

Entre los sc-FOS que se sintetizaron, se logré identificar a la 1-kestosa (GF»), la
1-nistosa (GF3) y fructofuranosil nistosa (GF4), en donde las unidades de fructosilo
se enlazan en la posicién B-(2,1) de la sacarosa (Santos & Maugeri, 2007). Dado
gue nuestro estudio es cualitativo, sélo se puede afirmar que hay un intervalo de
temperatura y de pH 6ptimos (60°C y 6) para la reaccion de transfructosilacién con
la enzima ACHL1. Por lo cual seria benéfico determinar de manera cuantitativa la
produccién de los FOS con ACHL1 bajo las condiciones en este trabajo reportadas.
Por esta razon, es necesario realizar la cuantificacion de los porcentajes de
concentracion de cada tipo de FOS (1-kestosa, 1-nistosa y fructofuranosil nistosa)
e incluso, del sustrato restante de sacarosa y los subproductos generados como la
Glcy Fru libre en el medio de cada ensayo realizado a través de métodos analiticos
cuantitativos.
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VI.  CONCLUSIONES

A partir de la reaccion de transfructosilacion de la sacarosa, utilizando como
catalizador a la exo-inulinasa ACH1 de Kluyveromyces marxianus AZ8, se logro
sintetizar a los FOS, cuya composicion fue de 2 a 6 unidades de Fru siendo del tipo
lineal y/o ramificado, estructuralmente.

Por otra parte, las mejores condiciones de reaccibn para la actividad de
transfructosilacion fueron el uso de la enzima exo-inulinasa ACH1 presente en el
extracto liofilizado con una actividad de 3983 U/mg, en un medio de sacarosa al
45% (m/v) a un pH 6 en 60°C de temperatura por 30 min de reaccion.

PERSPECTIVAS

Comprobar las condiciones de reaccion (pH, temperatura, porcentaje m/v de
sacarosa, actividad enzimatica y tiempo de reaccion) para la actividad de
transfructosilacion con la enzima pura de Kluyveromyces marxianus AZ8, asi como
identificar y analizar los FOS obtenidos tanto por HPAEC-PAD como por CCF.

Determinar la relacion hidrélisis/transferencia (H/T) de la exo-inulinasa ACHL1 pura.

Determinar el porcentaje de cada tipo de FOS producidos por la exo-inulinasa ACH1
pura.
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ANEXOS

Anexo | . Curva de calibracion para la determinacion del peso
molecular (PM) mediante la técnica de cromatografia por exclusién
molecular

A partir de los volumenes de elucién de las muestras estandar, junto al del azul de
dextrano (volumen muerto), se puede calcular el factor Ka, el cual se expresa como:

(Volumen muestra estandar — Volumen muerto)
0=

(Volumen total — Volumen muerto)

Valor que se reporta en la Tabla lll:

Tabla lll. Volumenes de elucion para la determinaciéon del factor Ka

Muestras Peso molecular Volumen de -9 [Peso
estndar (Da) elucion Ka molecular]
(mL) (Da)
Tiroglobulina 670 000 10 0.0391 5.8261
(bovina)
v-globulina 158 000 12.92 0.2395 5.1987
(bovina)
Ovoalbumina 44 000 15.95 0.4475 4.6435
(gallina)
Mioglobina 17 000 17.92 0.5827 4.2304
(caballo)
Vitamina B12 1350 21.71 0.8428 3.1303
Azul de 2000 9.43
dextrano

A partir de la Tabla lll, se trazo el gréafico del factor Ka vs Peso molecular (Da) en
forma logaritmica Log(PM) para determinar la ecuacion de la recta como se observa

en la Figura C.
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y =-0.3018x + 1.8206

0.9 :
.. R2=10.9893
0.8
0.7 y=mx+b
S 06 o donde:
S o5
S 9 y = factor K,
L 04 m = -0.3018
0.3 X = Log [PM]
LY b =1.8206
0.2
0.1
®
0
0 1 2 3 4 5 6 7

Log [Peso molecular (Da)]

Figura C. Curva de calibracién para la determinacién del peso molecular (kDa). La linea roja
punteada corresponde a la ecuacion de la recta mostrada. Los datos de los estandares son
mostrados con un punto azul.

Ejemplo:
e e | k. | toow [ ew [ e
a
(mL) (Da) (Da) (kDa)
13.97 0.3116 4.9983 99620.00 99.62
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