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INTRODUCCION

Las fructanas son azucares complejos derivados de la sacarosa constituidos por una
molécula de glucosa y varias unidades de fructosa. Estos sacaridos han atraido el interés
debido a sus caracteristicas nutracéuticas, tales como la estimulacion selectiva del
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos de la flora intestinal y la prevencion del cancer
de colon; ademas de favorecer tanto la disminucion del colesterol total y lipidos
triacilgliceroles en el suero sanguineo como la absorcion de iones calcio y magnesio (Ritsema
y Smeekens, 2003). Las fructanas son sintetizadas para reemplazar o suplementar al almidon
como carbohidrato de reserva por un gran nimero de especies de plantas, mientras que en
varios taxones bacterianos (e.g. Bacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Erwinia y
Actinomyces) se les asocia a la proteccion de las células contra la deshidratacion y como
auxiliar en los procesos de adhesién celular. La sintesis de fructanas en plantas requiere de
varias enzimas con distintas especificidades de donadores y aceptores de fructosilos, en
cambio, en bacterias la sintesis de fructanas es catalizada por una sola enzima, denominada

fructosiltransferasa (FTF).

Las FTFs son las enzimas responsables de la sintesis de fructanas que pueden contener
enlaces glicosidicos -2,1(fructana tipo inulina) o B-2,6 (tipo levana). De aqui que las FTFs
que sintetizan enlaces B-2,1 se denominan inulosacarasas (I1Ss) y las que generan enlaces -
2,6 levansacarasas (LSs). Mas aln, estas enzimas divergen en el grado de polimerizacion
(GP) de su producto, existiendo I1Ss y LSs capaces de producir polimeros con GP de hasta
miles y otras que restringen sus productos a GP menores a 10, productos denominados fructo-
oligosacaridos (FOS).

La base molecular que da lugar a los diferentes GP en los productos de las FTFs esta
definida por el mecanismo de elongacion que desarrollan, sin embargo dichos mecanismo de
sintesis aln permanecen esencialmente incomprendidos. Se han desarrollado diversos
estudios relacionados con la especificidad de producto de LSs bacterianas, en contraste con
la especificidad de las ISs cuya informacion es limitada. Dentro de dichos estudios, la

mutacion de residuos en subsitios de unidn a aceptores ha permitido la modificacion de la
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especificidad en lo que se refiere a las relaciones hidrolisis/transferencia y FOS/polimero
brindando sefiales sobre la posible via de elongacion de las FTFs (Kralj y col., 2008). Sin
embargo, dos cuestionamientos acerca de estas enzimas, y en general de las
glicosiltransferasas persisten: ¢qué factores estructurales y/o ambientales definen el peso
molecular del producto (oligo- o polisacaridos) y cual es la dinamica molecular que llevan a

cabo para tales efectos?

El presente trabajo pretende contribuir a la elucidacion de los mecanismos de
elongacion de fructanas desarrollados por las FTFs, estudiando los elementos fisicoquimicos
y estructurales que afectan dichos mecanismos, teniendo como objeto de estudio la LS SacB
de B. subtilis. De este modo, se busca obtener informacion esencial no solo para entender la
base molecular de la accion de estas enzimas sino también para el disefio racional de
biocatalizadores y/o de su medio de reaccion dado el interés de productos de reaccion de

tamanos especificos.
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I. GENERALIDADES

1.1 Las fructanas

Fructana es el término genérico empleado para referirse al compuesto cuya estructura contiene enlaces glicosidicos
fructosa-fructosa. Los fructo-oligosacaridos (FOSs) son fructanas que contienen entre 2 y 10 moléculas de fructosa,
mientras que una fructana, propiamente dicha, es un polisacarido con mas de 10 moléculas de fructosa en la
cadena. En lo que al tipo de enlace se refiere, se habla de levanas cuando las fructosas estan unidas a través de
enlaces B-2,6 y pueden presentar ramificaciones en conformacion p-2,1. Por otro lado, las inulinas son fructanas
constituidas principalmente, pero no exclusivamente, por enlaces p-2,1 (

Fig. 1). Algunas fructanas pueden poseer un grupo glucosilo inicial (tipo GFy),
mientras que otras pueden no incluirlo (tipo Fn), sin embargo, ambas especies estan incluidas

bajo la misma nomenclatura segun el tipo de enlace presente (Roberfroid, 2007).

CH,OH CH,OH o
o CHOH o CHOH o CH,OH o o
OH HO HO HO CH,OH
OH o HoC——0 H,C—0 CH,OH e
OH OH OH OH
n
H, o
Levana G1-2F6-(2F6),-2F
HO
CH,OH
&b OH n
CH,OH ‘
O. CH, fo)
OH HO
OH o] CH,OH
OH OH

Inulina  G1-2F1-(2F1).-2F

Fig. 1 Estructuras de las fructanas tipo levana e inulina no ramificadas.

Estos sacaridos son producidos por un amplio espectro de bacterias de diferentes
fisiologias, por un nimero limitado de hongos y por aproximadamente el 15 % de especies
de plantas. De acuerdo al origen pueden diferir en el tipo de enlace entre las unidades de
fructosa adyacentes, la posicion de los residuos de glucosa, la presencia de ramificaciones y
el grado de polimerizacién. Por ejemplo, las fructanas de plantas poseen diferentes
estructuras y longitudes de cadena, que van desde mas de tres hasta varios cientos de unidades

de fructosa; mientras que las levanas e inulinas producidas por bacterias poseen grados de
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polimerizacion (GP) de 10* a 108, constituyendo las fructanas mas grandes de la naturaleza
(Ulloa y col., 2010).

1.1.1 Propiedades y aplicaciones

Las fructanas poseen una importante variedad de propiedades y aplicaciones que las
convierte en productos de gran interés. Debido a la configuracion  del carbono anomérico
C2 en sus mondmeros de fructosa, estos carbohidratos resisten la digestion enzimatica en el
tracto gastrointestinal superior alcanzando virtualmente intactos el colon en donde se lleva a
cabo la fermentacion bacteriana, es asi que pueden actuar como fibra dietética mejorando las
funciones intestinales tales como produccién de heces y excreciéon fecal. Ademas son
considerados prebidticos puesto que su fermentacion es selectiva, causando cambios
significativos en la microflora intestinal mediante el incremento del nimero de bacterias
benéficas (bifidobacterias y lactobacilos). Por otra parte, se ha reportado que mejoran la
absorcion de minerales, tales como calcio y magnesio, y modulan la secrecion de péptidos
gastrointestinales involucrados en la regulacion del apetito asi como en el metabolismo de
lipidos. Mas aun, estudios en animales y datos preliminares en humanos muestran que la
ingesta de fructanas reduce el riesgo de padecer cancer de colon y mejora el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del intestino (Roberfroid, 2007). Muchos de estos estudios se
han realizado principalmente con fructanas del tipo inulina, sin embargo para las levanas
existen reportes que les atribuyen efectos prebidtico, hipocolesterolémico, antioxidante y
antitumoral (Kilian y col., 2002; Abdel-Fattah y col., 2012). Asi mismo, se ha demostrado
que las levanas pueden ejercer excelentes efectos en la proliferacion de células, humectacion
de piel y alivio de piel irritada si son incorporadas como componentes en cosméticos (Kimy
col. 2005). Ademas tienen aplicacion como material de recubrimiento en formulaciones para
liberacion de farmacos y como surfactante de uso doméstico debido a sus excelentes
propiedades tensoactivas (Soon Ah Kang y col., 2009).

El grado de polimerizacion puede determinar las propiedades y por ende las
aplicaciones en las que se puede emplear una fructana determinada. Se ha reportado que
inulinas de mayor GP tiene efectos prebidticos y antioxidantes méas pronunciados, Yy

promueven mayores cambios benéficos en la microflora y el metabolismo lipidico que los



Generalidades

FOS (Van de Wiele y col., 2007; Zary-Sikorska E. y Juskiewicz J., 2008). Ademas fructanas
de alto peso molecular son empleadas como sustitutos de grasas debido a sus propiedades
similares y a la ausencia de dulzor, en cambio los FOS son preferidos como sustitutos de
azucar puesto que son mas solubles, tienen entre 30-50% del poder edulcorante de la sacarosa

y poseen cualidades funcionales similares a esta y a los jarabes de fructosa (Kelly, 2008).

1.2 Fructosiltransferasas
Las fructosiltransferasas (FTFs) son enzimas que catalizan la transferencia de un
grupo fructosil perteneciente a una molécula donadora (comunmente la sacarosa) a otra
molécula denominada aceptora, como se indica en la siguiente ecuacion:
Sacarosa + Donador — Glucosa + Fructosil-Aceptor
En presencia Unicamente de sacarosa, y dependiendo de las condiciones de reaccion, las FTFs
son capaces de realizar dos reacciones: pueden sintetizar FOS o polimero, transfiriendo la
fructosa a las cadenas de fructana que van creciendo, o bien, pueden hidrolizar la sacarosa
generando fructosa libre (Fig. 2). Cuando se agrega una molécula aceptora ajena al medio de
reaccion (tal como alcoholes primarios, monosacaridos o disacaridos), la enzima puede
transferirle el grupo fructosil, dando lugar a un fructésido, en lo que se conoce como reaccion

de aceptor.

Las FTFs de plantas tienen diversas especificidades de donadores, aceptores y
productos, actuando generalmente dos o mas enzimas en la sintesis de fructanas. En
contraste, en bacterias la sintesis se lleva a cabo por la accion de una sola enzima, que de
acuerdo al tipo de fructana que produce puede ser levansacarasa (LS) clasificada como EC
2.4.1.10 o inulosacarasa (IS) clasificada como EC 2.4.1.9. Las LSs e ISs se agrupan en la
familia 68 de las glicosil-hidrolasas (68GH), y las FTFs de hongos y plantas se encuentran
clasificadas dentro de la familia 32GH, en conjunto estas dos familias forman el clan GH-J

debido a la similitud estructural que presentan sus integrantes (CAZy, Cantarel y col., 2009).
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Donador

Sacarosa

Aceptor

@ - \ X 2

Glucosa
FTF 2) Agua

Fructési
Fructana (FOS o polimero) Fructosa ructosido

TRANSFRUCTOSILACION HIDROLISIS REACCION DE ACEPTOR

Fig. 2 Representacion esquematica de las reacciones catalizadas por las FTFs.

1.2.1 Estructura Tridimensional

Actualmente se encuentran disponibles las estructuras cristalograficas de las LSs de
B. subtillis (SacB), G. diazotrophicus y B. megaterium (Meng y Ftterer, 2003; Martinez-
Fleites y col., 2005; Strube y col., 2011). Ademas han sido elucidadas las estructuras 3D de
la primera IS proveniente de L. johnsonii NCC533 (Pijning y col., 2011) y de una FTF de A.
japonicus, la cual sintetiza FOSs del tipo inulina tal como diversas fructan-hidrolasas de la
familia GH32 (Chuankhayan y col., 2010). Las estructuras de estas proteinas muestran un
plegamiento en forma de una B-propela de cinco hojas circundando una cavidad central para
unién a sustrato, que tiene forma de embudo y esta cargada negativamente (Fig. 3). Las 5
hojas beta, adoptan la clasica topologia “W” de 4 hebras B antiparalelas (Meng y Futterer,
2003).
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Fig. 3 Vistas ortogonales del plegamiento B-propela. En distinto color se muestra cada una de las 5 hojas
constitutivas y en la figura de la derecha se indica la localizacion de motivos conservados de las FTFs
(Meng y Futterer, 2003)

1.2.2 Mecanismo de reaccion

Chambert y col. (1974) determinaron que el mecanismo de reaccién de la LS de B.
subtilis se ajusta a un modelo de dos pasos tipo ping-pong que involucra la formacion de un
intermediario covalente fructosil-enzima. En el primer paso (glicosilacion), el grupo B-
carboxilato de un residuo aspartico realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono anomérico
del sustrato (C2 de la fructosa), formando un intermediario fructosil-enzima. El catalizador
acido/base actia como &cido general donando un proton al grupo glicosil saliente (glucosa).
En el segundo paso (desglicosilacion) el catalizador acido/base actla ahora como una base
general, removiendo un proton del grupo fructosil entrante (perteneciente al agua u otro
aceptor apropiado), dando lugar a un anion altamente reactivo que realiza un segundo ataque
nucleofilico sobre el enlace éster del complejo enzima-fructosa (Fig. 4). Ademas se ha
encontrado que otro residuo aspartico, aungue no participa directamente en el mecanismo de
reaccion, coordina enlaces de hidrégeno con el fructofurandsido en las posiciones 3-OH y 4-

OH de forma tal que estabiliza el estado de transicion (Meng y Futterer, 2003).

Recientemente, se ha propuesto la extensidn de este esquema con la incorporacion de

un residuo arginina altamente conservado (dentro del motivo RDP) que funciona como
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activador del catalizador acido-base cuando el sustrato entra a la cavidad catalitica (Yuan y
col., 2012).

1) Glicosilacion 2) Desglicosilacion

C—OH

o J—
o o
HO—CH; e oH
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Fig. 4 Representacion del mecanismo de reaccion. Nucledfilo (D86), estabilizador del estado de transicion
(D247) y catalizador &cido/base (E342), numeracion de SacB (adaptado de Chuankhayan y col., 2010)

1.2.3 Arquitectura del sitio catalitico

De acuerdo con Davies y col. (1997), el sitio activo de las GH puede ser dividido en
subsitios de union a sustrato con respecto a la ruptura del enlace glicosidico, de tal forma que
por definicion, los residuos en contacto con la fructosa conforman el subsitio -1 y los
aminoécidos en contacto con la molécula de glucosa constituyen el subsitio +1. La
identificacion de subsitios de union al sustrato -1, +1, +2 se ha logrado gracias a las
estructuras 3D de SacB en complejo con sacarosa y con rafinosa (Fig. 5) asi como de diversos
estudios de mutagénesis en FTFs. De esta forma se han identificado nueve residuos
conservados en las FTFs involucrados en catalisis y/o interactuando con la union de fructosa
y glucosa dentro de los subsitios -1 (W85, D86, W163, R246 y D247) y +1 (R360, E340,
E342 y R246; numeracion de SacB). El subsitio -1 es altamente especifico en la unién de
unidades de fructosa, mientras que el +1 es mas flexible, exhibiendo afinidad tanto para
glucosa dentro de la sacarosa y rafinosa, como para sustratos aceptores durante la
transglicosilacion, y afinidad para diferentes glicopiranésidos (manosa, galactosa, fucosa y
xilosa) y disacéaridos (maltosa, lactosa y melobiosa) (Seibel y col., 2005). También se ha

determinado que el subsitio +2 esta formado por los residuos N242 y Y237, los cuales
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interactian con la molécula de la galactosa de la rafinosa de manera indirecta a través de

puente de hidrogeno mediados por moléculas de agua (Meng y Fitterer, 2008).
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Fig. 5 Interacciones en los complejos SacB-sacarosa (izquierda) y SacB-rafinosa (derecha)
(Meng y Futterer, 2003, 2008)

Adicionalmente, se han elucidado las estructuras cristalograficas de la FTF de A.
japonicus (AjFT) en complejo con varios sustratos donadores/aceptores (sacarosa, 1-kestosa,
nistosa y rafinosa). Los andlisis de estas estructuras revelaron cuatro subsitios completos de
unién a sustrato (-1 a +3) dentro de la cavidad catalitica, con forma y rasgos distintos de
aquellas de las enzimas del clan GH-J (Chuankhayan y col., 2010). En particular el complejo
con nistosa permitié demostrar que Tyr404 y Glu405 (numeracién de AjFT) definen los

subsitios +2 y +3 con gran flexibilidad estructural.

1.3 Especificidad de productos de las FTF. Sintesis de polimero vs FOS.

El mecanismo de elongacion empleado por una FTF dictaminara la produccion de
polimero y/o FOS, esta relacion de sintesis difiere significativamente dependiendo de la
estructura de la enzima, y esta a su vez depende de su origen. Asi por ejemplo, se encuentran
enzimas que sintetizan principalmente polimero sin la acumulacion de fructanas de peso
molecular intermedio, tales como las LSs de B. subtilis, L. reuteri 121 y B. megaterium

(Ortiz-Soto y col., 2008; Ozimek y col., 2006 y Homann y col., 2007). Para dichas enzimas
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se ha propuesto un mecanismo procesivo de elongacion, en el que la cadena del polimero en
crecimiento permanece en interaccion con la enzima'y es liberada hasta que alcanza un alto
grado de polimerizacion. En contraste, las LSs de G. diazotrophicus, Z. mobilis, y L.
sanfranciscensis, asi como la IS de L. reuteri 121, sintetizan mezclas de FOSs de distintos
GP (Hernandez y col., 1995; Doelle y col., 1993; Korakli y col., 2003; Ozimek y col., 2006).
De esta manera, en estas Ultimas enzimas se propone que la elongacion ocurre mediante un
mecanismo no procesivo (Kralj y col., 2008), que implica la liberacion de la fructana al medio

de reaccion una vez que la enzima le transfiere el grupo fructosil.
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Fig. 6 Esquemas de los mecanismos de elongacion Procesivo (A) y No Procesivo (B) para las FTFs. El
cuadro superior representa el ciclo catalitico basico.

En un mecanismo procesivo la enzima mantiene una fuerte asociacién con la cadena
en crecimiento, la cual es utilizada como U(nica molécula aceptora transfieriéndole
sucesivamente los grupos fructosilos hasta que alcanza un determinado tamarfio en el que se

desfavorece la interaccion y es liberada (Fig. 6-A). De esta forma, como productos de

~G
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reaccion se obtienen cadenas de un peso molecular determinado sin la presencia de moléculas
de tamafio intermedio. Por otro lado, la elongacion de cadenas mediante un mecanismo no
procesivo involucra muchos ciclos de captacion del aceptor, transferencia del grupo
fructosilo y liberacion del producto de transferencia (Fig. 6-B), es asi que durante la reaccion

se observara la acumulacion de una serie de moléculas de distinto GP en el medio de reaccion.

1.3.1 Efecto de las condiciones de reaccion

En estudios relacionados con las condiciones de reaccion de las FTFs, se ha
encontrado que la seleccion de dichas condiciones puede afectar la especificidad de reaccion
(hidrdlisis y transferencia) e incluso delimitar el grado de polimerizacion que alcanza el
producto, esto ultimo permite suponer que las condiciones de reaccion de alguna forma
afectan al mecanismo de elongacion. Como se mencion¢ anteriormente SacB de B. subtilis
es una enzima altamente hidrolitica que sin embargo sintetiza polimero, con una distribucién
bimodal de pesos moleculares (PM), esto es, produce una distribucion de levanas de alto PM
con promedio de 3500 kDa y otra de bajo PM de aproximadamente 8.3 kDa (Ortiz-Soto y
col., 2008). En 1980 Tanaka, Oi y Yamamoto a partir de analisis de metilacion determinaron
que la levana de bajo PM consiste de 2.2 ramas, cada una compuesta por 22.4 residuos
fructosilos; mientras que para la levana de alto PM estimaron que la longitud de la unidad

repetida lineal consiste de 11.1 residuos fructosilos.

1.3.1.1 Fuerza ibnicay disolvente

Tanaka y col. (1979 y 1980) desarrollaron los primeros estudios sobre los factores
que afectan la velocidad de sintesis y el grado de polimerizacion en reacciones catalizadas
por SacB. En ellos observaron que condiciones de alta fuerza ionica (0.4-0.8 M de
amortiguador de fosfato) esta enzima sintetiza Gnicamente levana de bajo PM. Este efecto
fue también observado para la LS de B. licheniformis (LsRN) que también sintetiza dos
levanas de distinto PM (612 kDa y 11 kDa), de las cuales la de menor PM es favorecida al

incrementar la fuerza iénica con 0.5 M de NaCl (Nakapong y col., 2013).

Por otra parte, se ha demostrado el incremento de la actividad polimerasa de SacB en

medios no acuosos. En soluciones concentradas de dimetil sulfoxido y 2M2B la reaccion de
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transfructosilacion comprende el 80% de la actividad total de SacB mientras que en otros
solventes organicos tales como 1,4 dioxano, acetona y acetonitrilo la actividad hidrolitica es
completamente eliminada (Chambert y Petit-Glatron, 1989; Castillo y Lopez-Mungia, 2004).
Ademaés se ha reportado que en presencia de alcoholes, tales como etanol o polietilenglicol,
SacB puede modificar su perfil de productos sintetizando Unicamente levana de alto PM
(Tanaka y col., 1979).

1.3.1.2 Concentracion de sustrato y temperatura

En general se ha reportado para varias LSs que la disminucion de la temperatura
favorece la sintesis de levanas (Tanaka y col., 1979; Sangiliyandi y Gunasekaran, 2001;
Nakapong y col., 2013). Euzenat y col. (1997) emplearon la LS de B. subtilis C4 para la
produccion de levana a altas temperaturas (50 y 60°C) y altas concentraciones de sacarosa
(1-2.69M), bajo estas condiciones no convencionales encontraron que la enzima cataliza
tanto la formacién de levana (de bajo y alto PM) como de oligosacaridos con un grado de
polimerizacion menor a 50. Sus resultados mostraron ademas que el PM promedio que
alcanza la levana de bajo PM al final de la reaccion decrece mientras més altas son la
temperatura y la concentracion de sacarosa. Por su parte, LSRN de B. licheniformis sintetiza
levanas de alto PM como mayor producto a 60°C mientras que a menores temperaturas

(30°C) la levana de bajo PM es sintetizada mayoritariamente (Nakapong y col., 2013)

1.3.1.3 Incorporacion de levana al medio de reaccion

Otra condicion interesante la constituye el hecho de que la adicion de levana al inicio
de reaccion acelera la velocidad de polimerizacion en la catalisis por LSs. Se ha encontrado
que la activacién por levana en SacB es dependiente tanto del peso molecular como de la
concentracion del polimero empleado (Tanaka y col., 1979; Ortiz-Soto y col., 2008). Ademas
Tanaka y col. (1979) desarrollaron estudios de adicion de levana de bajo PM marcada
radiactivamente a la reaccion catalizada por SacB, en dichos estudios se demostro que la

molécula afiadida no es incorporada dentro del polimero de alto PM sintetizado.

En nuestro grupo de trabajo se obtuvo informacion relativa al efecto estabilizador de

las levanas sobre SacB, este efecto quedd demostrado mediante experimentos calorimétricos
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que revelaron un incremento en la Tm (temperatura media de desnaturalizacion) de la
proteina en presencia de levana de bajo PM. Mas aun, estudios sobre la reaccion de activacion
por levana demostraron que dicha molécula afiadida al medio es elongada previo a la
formacion de los productos propios de la reaccion (levana de alto y bajo PM). Dado que este
fendmeno sucede ademas a una mayor velocidad de transfructosilacion (activacion) se
propone que resulta de una mayor afinidad de la levana como molécula aceptora del residuo

fructosil, en detrimento de la elongacidn de nuevas moléculas de sacarosa.

Cabe sefalar que varios de estos estudios se han desarrollado con fines productivos,
buscando disminuir la relacion hidrdlisis/transferencia y aumentar el rendimiento en la
produccién de levana. Debido a esto, se hace necesario estudios enfocados al efecto de las
condiciones de reaccion sobre el mecanismo de elongacion en si, los cuales permitiran
conocer con mayor detalle la naturaleza del proceso de sintesis de levanas desarrollado por
SacB.
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1. OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis
A partir del conocimiento del mecanismo de elongacion de SacB de Bacillus subtilis
es posible definir condiciones de reaccion y/o modificaciones estructurales que orienten

hacia la sintesis de levanas de un peso molecular determinado.

2.2 Objetivo General
Estudiar los elementos fisicoquimicos y estructurales que afectan el mecanismo de

sintesis de levanas en SacB de B. subtilis.

2.3 Objetivos Particulares

» Estudiar las condiciones de reaccion y su efecto en la especificidad de reaccion de SacB

» Evaluar el perfil de productos de SacB de B. subtilis y sus posibles mecanismos de
elongacion.

» Producir y purificar moléculas aceptoras inherentes a la reaccion de SacB.

» Estudiar el mecanismo de sintesis de levanas mediante el uso de moléculas aceptoras

inherentes a la reaccion.
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I11. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Produccién y purificacién de SacB de B.
subtilis recombinante en un sistema
heter6logo empleando una cepa de E. coli
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Produccion de SacB

4.1.1 Expresion heterologa de SacB en E. coli. El gen de la levansacarasa SacB de B. subtilis
clonado en el plasmido pET22b fue transformado en células electrocompetentes de de E. coli
cepa BL21 (DE3). Para la produccion de la enzima recombinante cinco colonias de células
transformadas se inocularon en 50 mL de medio LB con ampicilina 200 pg/mL dentro de un
matraz de 250 mL y se incub6 O/N a 37°C y 200 rpm. Posteriormente, 15 mL del cultivo se
emplearon como inéculo para 1 L de medio LB con ampicilina 200 pg/mL en un matraz
Fernbach, este cultivo fue incubado a 37°C y 200 rpm hasta tener una ODegoo de 0.6. La
induccion se realizé con 200 puL de IPTG 1M durante 8 h a 18°C y 120 rpm. Las células
fueron cosechadas mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 20 min y posteriormente se
lavaron en amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0. La lisis celular se desarroll6 empleando
lisozima 1 mg/mL y congelando-descongelando tres veces, posteriormente se sometié a
sonicacién con 4 pulsos de 10 seg y por Gltimo se centrifug6 a 9000 rpm durante 40 min. EI

producto se resuspendié en 50 mL de amortiguador de fosfatos 0.1 M pH 6.0.

4.1.2 Expresion heterologa de la mutante nula E342A en E. coli. El gen de SacB fue mutado
y clonado en trabajos previos (Ortiz-Soto, 2008). La expresion heterdloga en E. coli se llevd

a cabo bajo las mismas condiciones arriba especificadas.

4.1.3 Purificacion de enzimas. Las enzimas recombinantes se purificaron mediante FPLC en
un equipo AKTA prime (Amersham Pharmacia Biotech) empleando una columna de
intercambio cationico CM-sepharose. La elusién se realizé con un gradiente de fosfatos 0.05-
0.1M pH 6.

4.2 Analisis de proteina
4.2.1 Cuantificacién de proteina. La proteina total del producto enzimatico fue cuantificada
mediante el sistema Protein Assay (Bio-Rad) basado en el método de Bradford y utilizando

una curva de seroalbimina bovina (BSA) como estandar.
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4.2.2 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE). La enzima purificada fue analizada por
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%, la proteina se mezclé con
amortiguador de carga que contiene 0.125 M tris-Cl pH 6.8, 4% SDS (w/v), 10% glicerol
(v/v), 10% de B-mercaptoetanol (v/v) y azul de bromofenol 0.05% (w/v) y posteriormente se
hirvié durante 5 min. El gel se carg6 con 50 g de cada proteina y la electroforesis se llevo
a cabo a 20 mA durante aproximadamente 1 hora y media. Los geles fueron tefiidos con

solucion de azul de Coomasie 0.125% y destefiidos en agua durante una noche.

4.3 Ensayo estandar de actividad enziméatica

La actividad fue determinada a pH 6.0 en amortiguador de fosfatos 50 mM a 37°C,
midiendo la velocidad inicial de liberacion de poder reductor mediante la técnica de DNS a
partir de una solucion de sacarosa de 100g/L (preparada con el mismo amortiguador) en un
volumen de reaccion de 600 ul. Se tomaron alicuotas de 50 uL del medio de reaccion cada
determinado tiempo, se les afiadio 50 uL de DNS y fueron calentadas a ebullicion durante 5
minutos. Después de enfriar las muestras en hielo por 5 min se midi6 la absorbancia a 540
nm. Una unidad de actividad de LS fue definida como la cantidad de enzima requerida para
obtener un pmol de azicar reductor equivalente a fructosa por minuto a 37°C y un pH de 6,
tal actividad corresponde a la actividad LS global, ya que incluye las dos actividades de la
enzima: hidrolisis y transfructosilacion. La medicién de actividad se realiz6 por duplicado y

se empled para la dosificacion de la enzima en los estudios desarrollados.

4.4 Estudio del efecto de las condiciones de reaccion en el grado de polimerizacion de
productos de SacB

Se realizaron reacciones empleando SacB purificada considerando 3 variables de
reaccion: concentracion de enzima (0.1, 1 y 10 U/mL), concentracion de sacarosa (100 y 400
g/L) y temperatura (25 y 37°C). Para cada set de condiciones se desarrollaron 5 reacciones
independientes detenidas a diferentes intervalos de tiempo. Todas las reacciones se realizaron
en volumenes de 600 uL, empleando amortiguador de fosfatos 50 mM pH 6 con agitacion de
350 rpm. Cada reaccion fue detenida a cada tiempo determinado congelandola

inmediatamente en una mezcla de hielo seco/acetona y posteriormente calentada en agua
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hirviendo durante 10 min para la inactivacion de la enzima. Las muestras de reaccion fueron

enfriadas y congeladas para su posterior analisis.

4.5 ldentificacion y anélisis de productos.

45.1 Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC). La cuantificacion de azlcares
simples (fructosa, glucosa, sacarosa) se llevé a cabo en un sistema Waters 600E (Waters
Corp. Milfrod, MA) equipado con un detector de indice de refraccion (Waters 410) y una
columna Prevail Carbohydrate ES (4.6 x 250 mm) mantenida a 30°C, usando
acetonitrilo/agua (75:25) como fase mavil a un flujo de 1 mL/min.

4.5.2 Cromatografia de permeacion en gel (GPC). La distribucién de PM de las levanas
sintetizadas fue analizada por HPLC con deteccion de indice de refraccion (Waters 410). Se
empleo un sistema en serie de columnas Ultrahydrogel SEC de Waters: Ultrahydrogel Linear
(7.8 x 300 mm) y Ultrahydrogel 500 (7.8 x 300 mm) con un indice de exclusion entre 0.50 y
10,000 kDa. Se realiz6 una elusion isocratica teniendo nitrato de sodio 0.1 M como fase

mavil a un flujo de 0.8 mL/min y una temperatura de 30°C.

4.5.3 Cromatografia de capa fina (TLC). La deteccion de fructooligosacéridos se realiz6 en
primera instancia por cromatrografia en capa fina empleando placas de silica gel ALUGRAM
Xtra SIL G/UV2s4 10x20 cm (Macherey-Nagel). Las placas se desarrollaron en una camara
horizontal (CAMAG) usando como fase mévil una mezcla de acido acético-cloroformo-
etanol-agua (3:11:11:1, v/v/v/v). El revelado de las placas se realizo por aspersion con a-

naftol y calentamiento.

4.5.4 Cromatografia de intercambio anidnico de alta eficacia con deteccion de pulso
amperomeétrico (HPAE-PAD). Un analisis mas fino en la deteccion de oligosacaridos se
desarroll6 mediante cromatografia de intercambio anidnico de alta eficacia (previa
centrifugacion y sonicacién de las muestras) en un equipo Dionex equipado con un detector
de pulso amperométrico (ED50 Dionex) y una columna CarboPac PA-200 (3 x 250 mm). La
columna fue equilibrada a 30°C con 150 mM de NaOH a un flujo de 0.35 mL/min y las

fructanas fueron eluidas con un gradiente de acetato de sodio (5-100 mM de acetato de sodio
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por 20 minutos, 100-400 mM de acetato de sodio por 60 min y 10 min de reequilibracion a
condiciones iniciales). Se emplearon como estandares glucosa, fructosa, sacarosa, 1-kestosa,
6-kestosa, neokestosa, nistosa, fructofuranosil-nistosa asi como Raftilosa P95 (Orafti), que

consiste en una mezcla de oligofructosa de inulina con DP entre 2 y 8.

4.6 Produccion de fructooligosacaridos

4.6.1 Produccion y purificacion de levana. La sintesis de levana de bajo PM se llevé a cabo
en un volumen de 50 mL, con 400 g/L de sacarosa y 10 U/mL de SacB, la reaccién se
desarroll6 por 20 h a 37°C y 350 rpm. La levana producida fue precipitada mediante la
adicion de dos volimenes de 50 mL de etanol absoluto al crudo de reaccion y separada del
sobrenadante por centrifugacion y decantacion. El precipitado se resuspendio en agua y se
dializ6 contra agua destilada 48 h en una membrana de didlisis con poro de exclusién
molecular de 10 kDa, realizando cambios del disolvente cada dia. Por ultimo, la solucion de

levana fue liofilizada.

4.6.2 Hidrdlisis de levana. La hidrdlisis enzimatica de levana se realiz6 mediante la accion
de 1 U/mL de endolevanasa LevB de B. licheniformis sobre 200 g/L de levana (una unidad
de actividad endolevanasa fue definida como la cantidad de enzima necesaria para liberar un
umol de azicar reductor equivalente a fructosa por minuto a 37°C, pH 6 y 100 g/L de levana
de bajo PM como sustrato). La hidrolisis se desarrollé por 3 h a 37°C, pH 6 y 350 rpm. Los
FOS obtenidos fueron finalmente filtrados y congelados hasta su utilizacion.

4.7 Analisis de aglomeracion de SacB

4.7.1 Dispersion dinamica de Luz (DLS). El analisis de dispersién de luz se llevo a cabo en
un Zetasizer Nano ZS (Malvern, Worcestershire, UK) equipado con laser 4 mW He-Ne (633
nm) y angulo de dispersion fijo de 173°C a 25°C. La distribucion de tamafios se obtuvo a
partir de mediciones de intensidad y volumen por triplicado. Las muestras de proteina
empleadas fueron diluidas a las concentraciones estudiadas con buffer fosfatos 50 mM pH 6

(filtrado previamente tres veces usando filtros Whatman 0.22 um).
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4.7.2 Resonancia magnética nuclear (RMN). El marcaje isotopico de SacB con °N se obtuvo
realizando la expresion en medio minimo M9 conteniendo **NH4Cl de acuerdo al método
reportado por Marley y col. (2001). La purificacién se realizé como se indica en la seccion
4.1.3. El espectro de RMN se obtuvo a 25°C en un equipo Varian 700 MHz (Varian Inc.,
USA) equipado con sonda criogénica.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Las condiciones de reaccion y su efecto sobre la especificidad de SacB

En esta primera seccion de resultados se describe el estudio del efecto de las

condiciones de reaccion en el mecanismo de elongacion de la levansacarasa de B. subtilis a

partir del analisis del perfil de productos generados durante su catalisis. En este estudio se

emplearon tres concentraciones enzimaticas (0.1, 1 y 10 U/mL), dos concentraciones de

sustrato (100 y 400 g/L de sacarosa) y dos temperaturas (37 y 25°C). La Tabla 1 indica los

tiempos finales de reaccion desarrollados para cada set de condiciones, mientras que las

maximas conversiones alcanzadas se muestran en la Fig. 7.

Tabla 1. Tiempos finales de reaccion.

[Sacarosa] [Enzima] .
Temperatura (/L) (U/mL) Tiempo
0.1 100 h
100 1 5h
10 30 min
37°C
0.1 200 h
400 1 20h
10 2h
0.1 200 h
100 1 10h
250C 10 1h
0.1 284 h
400 1 50h
10 5h
(a) m100g/L m400g/L (b) W 100g/L ®400g/L
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Fig. 7 Conversiones de reaccion alcanzadas en las reacciones a
distintas condiciones de reaccion (a) 37°C (b) 25°C.
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En las reacciones a 25°C que involucraron una concentracion enzimatica de 0.1 U/mL
las conversiones alcanzadas fueron mucho menores a las conversiones registradas en otras
condiciones, sin embargo la homologacion de los porcentajes de conversion para estas
condiciones requeriria tiempos demasiado largos (> 300 h). Es asi que para dichas

condiciones resultard imposible realizar una comparacion adecuada.

5.1.1 Modificacién de la especificidad de reaccion: relacién Hidrolisis-Transferencia
Uno de los principales efectos de las condiciones de reaccion en la catalisis por LSs
se da en la relacion hidrolisis/transferencia (H/T). En la Fig. 8 se recopilan las relaciones H/T
registradas a tiempos finales de los distintos experimentos llevados a cabo. Dichos valores
de H/T, fueron determinados a partir de la cuantificacion de fructosa (F) y glucosa (G) libres

producidos de acuerdo a las siguientes ecuaciones:

%H = E %T = _G
37°C ® Transferencia  m Hidrolisis 25°C m Transferencia  ® Hidrolisis
100% - 100% -
80% | 80% -
00% | 60% -
40% 40% -
20% | 20% -
0% - T T T T T 0% - T T T T T
10 U/mL 1U/mL 0.1U/mL 10 U/mL 1U/mL 0.1 U/mL 10U/mL 1U/mL 0.1U/mL 10 U/mL 1U/mL 0.1 U/mL
\ ]\ J | ]\ J
Y i I Y
100g/L 400¢/L 100g/L 400 g/L

Fig. 8 Relaciones H/T a tiempos finales de las condiciones de reaccion ensayadas.

En condiciones estandares de reaccion (1 U/mL, 100 g/L de sacarosa y 37°C) la
relacién H/T es tipicamente de 54/46 +2.68%, este valor se vio modificado entre 65/35 y
30/70 producto de la variacién en las condiciones de reaccion estudiadas. Los resultados
obtenidos no permiten establecer una relacion directa entre el cociente H/T y la concentracién
de enzima debido a que en general se observé la misma relacion H/T para los experimentos
desarrollados a la misma concentracion de sacarosa y temperatura sin importar la

concentracion de enzima empleada. Por el contrario, al cambiar la concentracion de sustrato
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y la temperatura, dicha relacion si se vio modificada; el incremento de la sacarosa inicial y
la disminucion de la temperatura de reaccion favorecieron la reaccion de transferencia,
registrandose los mas altos porcentajes de esta reaccion (66 y 70%) a 25°C con 400 g/L de
sacarosa. Dichas tendencias concuerdan con reportes en la literatura; Tanaka y col. (1979)
observaron una mayor efectividad en la sintesis de levana al reducir la temperatura
registrando valores aparentes de transferencia de 56.37% a 30°C y de 77.78% a 4°C
empleando 100 g/L de sustrato (estos valores son aparentes puesto que se calcularon a partir
de los datos reportados de poder reductor y glucosa libre). Por su parte, Porras-Dominguez
(2012) reportd una mayor eficiencia en la sintesis de levana conforme se aumenta la
concentracion de sustrato desde valores de 23% de transferencia con 200 g/L de sacarosa
hasta 83% con 600 g/L de sacarosa a 35°C.

5.1.2 La concentracién de enzima y su efecto modulador del perfil de productos
sintetizados por SacB

Partiendo de la concentracion enzimética estandar se realizaron reacciones
empleando una cantidad de enzima 10 veces mayor y otra 10 veces menor para determinar
su efecto en el perfil de productos de SacB. Con una concentracion enzimatica de 1 U/mL y
condiciones estandar de reaccion (Fig. 9-B) SacB produce tipicamente dos distribuciones de
polimero: levana de alto PM o LevanA (2300 kDa, GP ~14200) y levana de bajo PM o
LevanB (7.2 kDa, GP ~44), sin que se observen productos de tamafio intermedio entre ambas
distribuciones. La formacion de ambos productos se observa simultdneamente desde el
primer y hasta el ultimo de los tiempos analizados, con una mayor proporcion de LevanB.
La determinacion del PM de las levanas sintetizadas se realizé a partir de una curva de
calibracion desarrollada en GPC con estandares de dextranas.

En los experimentos desarrollados con concentraciones de 1 y 10 U/mL de enzima,
la distribucion bimodal se elimina y claramente se favorece la sintesis de un solo tipo de
levana; mientras que con 0.1 U/mL se produce LevanA (Fig. 9-A), con 10 U/mL se sintetiza
solo LevanB (Fig. 9-C). Una hipotesis que puede explicar este fendmeno es que la cantidad
de enzima en la reaccion determina el nimero de ndcleos de formacion de polimero; de forma

que una mayor cantidad de enzima aumenta los nucleos de formacion durante la sintesis y
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por lo tanto disminuye el peso molecular de las cadenas sintetizadas (Porras-Dominguez,
2012).

= (100 h, 77 %) =4 (5 h, 90 %) =1 (30 m, 91 %)

LevanB
7.2 kDa

LevanA l
2300 kDa

o
o
an A)
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Fig. 9 Evolucion en el perfil de levanas sintetizadas por SacB con 100 g/L, 37°C. A) 0.1 U/mL, B) 1U/mL,
C) 10 U/mL. Entre paréntesis se indica el tiempo final de reaccion y la conversidn alcanzada.

Si bien la mayoria de las LSs sintetizan principalmente polimero, con el empleo de
técnicas analiticas de alta eficiencia se ha reportado que estas enzimas también producen,
aungue en pequefias cantidades, moléculas de oligosacéridos (Euzenat, 1997; Homann y col.,
2007). Por lo anterior, el analisis de los perfiles de produccién de oligosacaridos de SacB a
las distintas condiciones estudiadas se realiz6 empleando HPAE-PAD, una técnica de alta
sensibilidad para la deteccion y analisis de carbohidratos. Los cromatogramas de las
Fig. 10-B y 10-C muestran la produccion de oligosacaridos con GP de hasta 80 en las
reacciones donde las concentraciones de enzima fueron de 1 y 10 U/mL respectivamente.
Las primeras y mas intensas sefiales corresponden a glucosa, fructosa y sacarosa residual asi
como de trisacaridos identificados como 1-kestosa (B2,1Fru-f2,1Fru-aGlc), 6-kestosa
(B2,6Fru-p2,1Fru-aGlc) y neokestosa (B2,6Fru-aGlc-B1,2Fru) ademas de blastosa (2,6Fru-
Glc), un isdbmero de la sacarosa (Homann y col., 2007). La acumulacién de 1-kestosa, se
observa durante el transcurso de la reaccion, este subproducto se ha reportado en la catélisis
de otras LSs como las de Z. mobilis y B. megaterium (Goldman y col., 2008; Homann y col.,
2007). Es asi que la presencia de 1-kestosa indicaria cierta inespecificidad de la enzima (que
se caracteriza por la sintesis de enlaces (2,6) durante las primeras fases de elongacion, sin
embargo, al formarla no es capaz de transferirle residuos fructosilos generando su

acumulacién en el medio de reaccion (Euzenat, 1996). Por el contrario, la 6-kestosa que estas



Resultados y Discusion

presente en cantidades aparentemente constantes durante la reaccidn, es continuamente
empleada como molécula aceptora para la formacion de levana, evitando asi su acumulacion.
Con respecto a la neokestosa y blastosa, su origen durante la catalisis de la LS ain no se

entiende completamente.

i,

2min

20h 30 min

Fig. 10 Evolucién en el perfil de oligosacaridos producidos por SacB con 100 g/L de sacarosa, 37°C.
A) 0.1 U/mL, B) 1U/mL, C) 10 U/mL.

Los perfiles de oligosacaridos de las condiciones de 1 U/mL y 10 U/mL (Fig. 10-By
10-C) muestran series de compuestos de distinto PM. En estas dos condiciones se lleva a
cabo la sintesis de LevanB, caso contrario lo constituye la condicion de 0.1 U/mL en la que
no hay sintesis de LevanB ni presencia de oligosacéridos con GP arriba de 22 (Fig. 10-A),
con base en esto se concluye que la sintesis de LevanB involucra la formacion y acumulacion
de maltiples moléculas intermedias libres en el medio de reaccion. Mas aln, considerando
que LevanB esta constituida por una distribucion de levanas cuyo PM promedio es 7.2 kDa
(~44 fructosas) se establece que los oligosacéridos de mayor tamafio (DP>22) observadas
por HPAE-PAD constituyen per sé lo que denominamos LevanB y que hasta ahora habia

sido analizada Unicamente por GPC.

Lo anterior se corroboré mediante la produccion y purificacion de LevanB. La Fig.
11 muestra la composicion de esta levana en la que esta presente la misma serie de
oligosacéaridos de distinto PM observada anteriormente, con la ausencia de azUcares simples
y de pequefio PM separados durante la dialisis incluida en la purificacion (Seccion 4.6.1). En
la comparacion del perfil de oligosacaridos de LevanB con otras fructanas de tipo inulina

destacan el mayor tamafio que en promedio alcanza la levana asi como la presencia de
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moléculas de tamafios similares pero distinta estructura (posiblemente distintas
ramificaciones), los perfiles de las inulinas de achicoria (Cichorium intybus) y dalia (Dahlia
variabilis) no muestran dichas moléculas debido a que estan constituidas principalmente por

moléculas lineales.
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Fig. 11 Comparacion de los perfiles en HPAE-PAD de LevanB purificada, Inulina de achicoria e Inulina de
dalia. Estandares: 1-kestosa (DP3), 6-kestosa (DP3), nistosa (DP4) y f-nistosa (DP5).

Por ultimo, resulta de especial interés el perfil de oligosacaridos de la condicion de
0.1 U/mL (Fig. 10-A). En esta condicion se observa la sintesis de LevanA desde tiempos
iniciales sin la produccion de LevanB ni polimero de PM intermedio, el anélisis en HPAE-
PAD muestra la presencia pero no acumulacién de oligosacaridos con un GP<22, esto puede
ser indicio del desarrollo de un mecanismo semiprocesivo para la elongacion de LevanA, en
el que los oligosacaridos presentes podrian indicar el tamafio de la molécula aceptora con

suficiente afinidad para activar la sintesis procesiva de LevanA.

5.1.2.1 Concentracion de enzima: ¢efecto cinético o estructural?

Los experimentos anteriores pusieron de manifiesto una modificacion en el
mecanismo de elongacion de SacB atribuido a la variacion de actividad enzimatica presente
en el medio de reaccion. Para discernir si la naturaleza de este cambio es debido a factores
cinéticos o a la concentracion proteica en si, se llevaron a cabo reacciones bajo la misma
actividad enzimatica (0.1 U/mL) pero variando la concentracion de proteina total (0.55, 5.5

y 55 pg/mL). Lo anterior se logro afiadiendo la mutante nula SacB E342A en combinacion
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con la enzima activa. Dicha variante presenta una mutacion del residuo que funge como
catalizador &cido-base (E342), se ha reportado su utilizacion en la cristalizacion de complejos
SacB-Sacarosa y SacB-Rafinosa (Meng y Futterer, 2003, 2008). La incubacion de la mutante
bajo las mismas condiciones de reaccion ensayadas con SacB activa no generd glucosa,
fructosa o sintesis de levanas, con lo que se corrobor6 su nula actividad en las condiciones

de estudio.

Las concentraciones de proteinas empleadas (0.55, 5.5 y 55 pg/mL) corresponden a
las actividades enziméticas antes estudiadas (0.1, 1 y 10 U/mL respectivamente) y tal como
se puede observar en la Fig. 12 se obtuvo el mismo patron en la modificacidn de perfiles de
productos. La Fig. 12-A muestra la sintesis mayoritaria de LevanA a baja concentracion
enzimatica (0.1 U/mL que corresponde a 0.55 pg/mL de SacB activa). El incremento en la
concentracion proteica mediante la adicion de la variante nula E342A a 0.55 pg/mL de SacB
activa desemboco en la modificacion del perfil de productos hacia la sintesis bimodal para
5.5 ng/mL (Fig. 12-B) y sintesis mayoritaria de LevanB para 55 pg/mL (Fig. 12-C). Este
experimento demostr6 que la modificacion en la especificidad de SacB por el incremento de
la actividad enzimética observado en el apartado anterior no depende de factores cinéticos
intrinsecos de la catalisis sino posiblemente de elementos estructurales de la enzima, como

podrian ser interacciones enzima-enzima.

Ta) 1B o

Fig. 12 Evolucidn en el perfil de levanas sintetizadas por 0.1 U/mL de SacB activa con 100 g/L de sacarosa a
37°C empleado distinta cantidad de proteina total. A) 0.55 pg/mL, B) 5.5 pg/mL, C) 55 pg/mL.

Con el objetivo de demostrar si dicha posible interaccion enzima-enzima es especifica
se llevo a cabo un andlisis incrementando la concentracion de proteina en el medio de

reaccion de SacB pero ahora empleando albumina como aditivo. Como se muestra en las Fig.
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13-Ay Fig. 14-A la adicion de albumina hasta 55 pg/mL de proteina total no gener6 el cambio
dréstico observado al adicionar la variante nula E342A (Fig. 13-C y Fig. 14-C), con la cual,
para ambas actividades enzimaticas ensayadas (0.1 y 1 U/mL), se induce la produccién de
Unicamente LevanB. Sin embargo, los perfiles obtenidos con la adicién de albimina tampoco
fueron idénticos a los que genera SacB por si sola (Fig. 13-B y Fig. 14-B, sin aditivos), sino
que se observa un incremento en la sintesis de LevanB en las dos actividades enzimaticas
ensayadas. EIl hecho de que la adicidn de albumina sea capaz de interferir en cierta medida

en el mecanismo de elongacion de SacB nos sefiala que la interaccion enzima-enzima es no

especifica.

_C)

Fig. 13 Evolucidn en el perfil de levanas sintetizadas por 0.55 pg/mL (0.1 U/mL) de SacB con 100 g/L de
sacarosa a 37°C (B) y con la adicién de Albdmina (A) y E342A (C) hasta 55 pg/mL de proteina total.

Fig. 14 Evolucion en el perfil de levanas sintetizadas por 5.5 pg/mL (1 U/mL) de SacB con 100 g/L de
sacarosa a 37°C (B) y con la adicién de Albdmina (A) y E342A (C) hasta 55 5 pg/mL de proteina total.
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5.1.3 El incremento de la concentracion de sustrato y la elongacién no procesiva de
LevanB

En lo que respecta a la concentracion de sustrato, su efecto se estudié empleando una
cantidad de sacarosa 4 veces mayor que la condicion estandar, esto es 400 g/L. El aumento
en la concentracion de sustrato no significo un cambio sustancial en los perfiles del polimero
generado, de forma que nuevamente la sintesis de LevanA, LevanB o ambas estuvo definida

por cada una de las concentraciones enziméticas empleadas (Fig. 15).

(200 h, 88%) | ™1 (20 h, 85%) “1 (2h, 69%)

B)

A) 0.1 U/mL, B) 1 U/mL, C) 10 U/mL.

Una diferencia evidente en los perfiles de polimeros a 400 g/L, contra los
desarrollados con 100 g/L de sacarosa, es observable en la reaccion con 0.1 U/mL de SacB
(Fig. 15-A), en esta condicion nuevamente predomina la sintesis de LevanA, sin embargo se
observa la incipiente formacion de LevanB, acercandose a la bimodalidad presente en la
reaccion con 1 U/mL (Fig. 15-B). Estas dos condiciones (0.1 y 1 U/mL) presentan un perfil
de sintesis de LevanA muy similar, incluso en los niveles de produccion alcanzado, esta
sintesis ocurre desde tiempos tempranos llegando a alcanzar proporciones superiores a las
generadas con 100 g/L de sustrato. El incremento de sustrato aumenta los niveles de
produccion de LevanA y permite la disponibilidad de una mayor cantidad de moléculas
aceptoras que sean dirigidas hacia la sintesis de LevanB, dicha sintesis se ve favorecida por
una aparente saturacion de LevanA en la concentracidon enzimatica de 0.1 U/mL; en el caso
de 1 U/mL existen suficientes nucleos formadores de cadenas que llevan la produccién de

LevanB a niveles superiores. Caso aparte lo constituye la condicion de 10 U/mL, donde no
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existe competencia alguna y la sintesis de LevanB ocurre de forma exclusiva a grandes

niveles debido al incremento del sustrato.

Los perfiles de oligosacaridos generados al incrementar la concentracion de sustrato
muestran la formacion y acumulacion de maltiples compuestos durante la reaccion con las
tres cantidades enzimaticas ensayadas (Fig. 16). Como ya se habia indicado, en las tres
condiciones se observa la sintesis de LevanB pero en distinta proporcion, de tal forma que
las condiciones de 0.1 y 1 U/mL (Fig. 16-A y Fig. 16-B) generan compuestos con DP de
hasta 45 que pueden representar las cadenas en proceso de elongacion hacia la sintesis de
LevanB. Por otro lado el perfil de la reaccién ocurrida con 10 U/mL (Fig. 10-C) muestra
claramente el aumento en el tamafio de las cadenas intermedias hasta tamafios superiores
(aproximadamente DP de 75), similares a los observados en el apartado 5.1.2 y que
corresponden a LevanB. Es asi que se concluye que la sintesis de LevanB esta asociada a la
formacion de una serie completa de oligosacaridos de PM intermedio necesarios para la
elongacion hasta el PM final de dicha levana. Esto aunado a que fue posible observar el
incremento del PM de dicho polimero en el seguimiento de la reaccion por GPC permite

concluir que la elongacion de LevanB se desarrolla via un mecanismo no procesivo.
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Fig. 16 Evolucidn en el perfil de oligosacaridos producidos por SacB con 400 g/L de sacarosa, 37°C.
A) 0.1 U/mL, B) 1 U/mL, C) 10 U/mL

5.1.4 Ladisminucion de la temperatura y su efecto sobre la relacion H/T
Como se sefial6 en un principio la disminucion de la temperatura generd un

incremento en la relacion H/T conforme a reportes anteriores (Tanaka y col., 1979). Para
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resolver el cuestionamiento sobre si los cambios en los niveles de transferencia tienen efectos
en los perfiles de productos sintetizados por SacB, se realizaron experimentos empleando
como temperatura de reaccion 25°C. A esta temperatura la actividad enzimatica disminuye
al 45% de la mostrada a 37°C, por lo que para alcanzar los mismos niveles de conversion se
requiere de aproximadamente el doble de los tiempos de reaccion, sin embargo, en las
condiciones con concentracion enzimatica 0.1 U/mL las conversiones alcanzadas fueron de
alrededor de 24%, por lo que las comparaciones que se realicen se haran en niveles de

conversion cercanos.

(200 h, 24%) = (10 h, 61%) = (1h, 88%)

s

Fig. 17 Evolucion en el perfil de levana sintetizada por SacB con 100 g/L de sacarosa, 25°C.
A) 0.1 U/mL, B) 1U/mL, C) 10 U/mL.

(284 h, 24%) .| (50h, 73%) =] (5h, 66%)

C)

Fig. 18 Evolucion en el perfil de levana sintetizada por SacB a 400 g/L de sacarosa, 25°C.
A) 0.1 U/mL, B) 1U/mL, C) 10 U/mL.

En general, la disminucion de la temperatura no significé un cambio en el perfil de
las levanas sintetizadas por SacB en las distintas condiciones estudiadas (Fig. 17 y Fig. 18),
con una clara excepcion: la reaccion desarrollada con 1 U/mL y 100 g/L de sacarosa (Fig.
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17-B). En dicha condicion se produce Unicamente LevanB, contraria a la distribucion
bimodal obtenida en su reaccion homologa a 37°C, este fendmeno es dificil de explicar
debido a que al incrementar la concentracion de sacarosa a 400 g/L se observa nuevamente

la sintesis de los dos tipos de levana.

En lo concerniente a la formacion de oligosacaridos, la Fig. 19 muestra la generacion
de las mismas series de oligosacaridos observadas a 37°C que fueron asociadas a la sintesis
de LevanB, de igual forma, en la condicion de 0.1 U/mL y 100 g/L de sacarosa donde
exclusivamente se sintetiza LevanA dichas series de oligosacaridos estan ausentes y en

cambio se detectan débilmente compuestos con GP de hasta 18.

(A)

18

Fig. 19 Perfil de oligosacaridos producidos por SacB a 25°C (conversiones entre 24-39%). Sacarosa 100 g/L
(A) y 400 g/L (B). 10 U/mL (azul), 1 U/mL (negro), 0.1 U/mL (rojo).

En términos generales la disminucién de la temperatura no gener6 una cambio en los
perfiles de productos en comparacion con los obtenidos a 37°C y si bien la reaccion de
transferencia se favorece en términos de la relacion H/T, no es posible establecer una relacion

directa entre la relacion H/T y el perfil de productos desarrollado por SacB.

5.1.5 ¢SacB forma conglomerados enzimaticos?

De las condiciones estudiadas la concentracion de enzima resultd ser el factor
determinante en el perfil de levanas sintetizadas por SacB, mas aun, en el apartado 5.1.2.1 se
determind que esta modificacion no obedece a factores cinéticos, por lo que elementos

estructurales, tales como interacciones enzima-enzima, podrian estar involucrados. Por



Resultados y Discusion

ejemplo, se ha reportado que la levansacarasa de Z. mobilis existe en dos formas activas
dependientes del pH y fuerza idnica, y cada forma enzimatica presenta diferente especificidad
en sus productos (Goldman y col., 2008). Lo anterior permite suponer la existencia de un
fendmeno similar en SacB, en el que el incremento de la concentracion de enzima en el medio
de reaccion puede determinar la formacion de aglomerados enzimaticos que por
impedimentos estéricos inhiben la sintesis de productos de alto peso molecular (LevanA),

orientando la produccion hacia las levanas de menor tamafio (LevanB).

Para corroborar la posible aglomeracién de SacB se realizaron analisis encaminados
a elucidar su conformacion empleando las técnicas de Dispersion de luz y Resonancia

magnética nuclear.

5.1.5.1 Ensayos de dispersion de luz

La dispersion de luz dindmica (DLS) constituye un método relativamente rapido para
la determinacion del tamafio de biomoléculas en solucion. Esta técnica es exacta, no invasiva
y simple de llevar acabo, ademas de que la muestra puede ser recuperada (Nobbmann y col.,
2007). Los ensayos con DLS pueden emplearse para distinguir entre muestras homogéneas
monodispersas o0 agregados, por ejemplo, este método permite diferenciar claramente la
insulina en su forma dimérica inactiva en comparacién con el hexamero activo el cual

aumenta significativamente de tamafio (Xu y col., 2012).

En los ensayos se emplearon concentraciones de SacB de 5.5 y 55 pL/mL asi como
una preparacion altamente concentrada de 12 mg/mL, para concentraciones menores de 5.5
puL/mL no fue posible realizar apropiadas mediciones por la poca intensidad de sefial de la
muestra. El andlisis de SacB a 5.5 pL/mL (Fig. 20-A) por DSL arroj6 la presencia de
particulas con didmetro hidrodindmico promedio de 5.65 nm + 2.28, cifras similares se
obtuvieron para 55 pL/mL (Fig. 20-B) que resultaron de 5.18 nm £ 0.65. Como se mencion6
anteriormente, estas concentraciones enzimaticas corresponden respectivamente a 1 y 10
U/mL de SacB, y a pesar de que en ambas condiciones se produce un perfil de levanas
distintos no pudo observarse una modificacion en el estado conformacional de la enzima, por

lo menos en lo que respecta a la posible aglomeracién de la misma.
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Fig. 20 Distribuciones de tamafio por volumen registradas en DSL para muestras de SacB de
(A) 5.5 pg/mL, (B) 55 pg/mLy (C) 12 mg/ml.

Si se generaran conglomerados de SacB debido al incremento de la concentracion
enzimatica la condicidn de excesiva concentracion permitiria la observacion de los mismos,
sin embargo, el analisis de la preparacidn superconcentrada de SacB (12 mg/mL) arrojo como
resultado la presencia de una poblacion de particulas del mismo orden de magnitud observado
anteriormente, con diametro hidrodindmico promedio de 5.93 nm £ 0.74 (Fig. 20-C). A partir
de la estructura cristalografica de SacB se obtuvo el diametro promedio del mondémero que
resultd ser de 6.32 nm + 0.93. Este valor sugeriria que los tamafios de particula determinados
por DSL que se observan en la Fig. 20 corresponden a mondmeros de SacB, pero es de hacer
notar que el tipo de ensayos desarrollados no permiten discernir entre especies monomeéricas
o diméricas, mas aun considerando los altos valores de polidispersion obtenidos (>0.95). Sin
embargo es posible descartar la formacion de grandes conglomerados o estructuras proteicas
tales como las reportados para la LS de Z. mobilis, cuyas fibrillas presentaban longitudes de
algunos micrometros con didmetros entre 12-13 nm (Goldman y col., 2008).

5.1.5.2 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Como informacidn adicional se obtuvo el espectro de resonancia de SacB a partir de
un marcaje isotopico empleando ®N. EIl espectro HSQC de la Fig. 21 muestra multiples
picos con buena dispersion, cada uno de los picos representa un residuo dentro de la
estructura de la enzima y el hecho de que no estén aglutinados es benéfico puesto que facilita
su posterior asignacion. Si bien hay un faltante de sefiales, considerando que SacB esta

compuesta por alrededor de 470 residuos, dicho espectro permite una buena observacion para
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el marcaje simple llevado a cabo. Mas aun, la conformacion de los picos observados no
corresponde con la conformaciéon de una posible estructura proteica aglomerada. Una
estructura mayor a 100 kDa no hubiera sido posible observarla puesto que entre méas grande
es la particula menor es la sefial generada. Esta constituye una evidencia mas que desecha la
hipotesis de aglomeracion de SacB a altas concentraciones (las mediciones de RMN se

Ilevaron a cabo sobre una muestra de 2.22 mg/mL)
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Fig. 21 Espectro HSQC adquirido de una muestra 0.04 mM de SacB (54 kDa) marcada con °N.

Cabe sefalar que en las aplicaciones de rutina de RMN el limite de tamafio de las
biomoléculas a estudiar se encuentra en el orden de 30-40 kDa, sin embargo el marcaje con
deuterio puede favorecer la calidad espectral e incrementar el rango a 60-80 kDa (Holdgate
y col., 2010). Considerando esto, el espectro obtenido confirma a la NMR como una potencial
herramienta para examinar la estructura-funcion de SacB que debe considerarse para estudios

posteriores.

5.2 Sintesis de LevanA y LevanB por SacB: dos procesos separados.

La peculiaridad de SacB radica en su capacidad para sintetizar dos tipos de polimeros;
para explicar la presencia en el medio de reaccion de dos poblaciones de levanas que son tan
distintas en sus caracteristicas pueden considerarse dos hipotesis. Por un lado la formacion

de LevanA puede estar limitada a la sintesis en primera instancia de la LevanB, de modo que
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la elongacion de esta Gltima generaria el polimero de mayor tamafio. Sin embargo, los
experimentos desarrollados por Tanaka y col. (1980) con LevanB marcada y afadida al
medio de reaccién demostraron que si bien actia como molécula aceptora y se elonga en
cierta medida, no es incorporada en la estructura de LevanA. En contraparte, la sintesis de
ambas familias de levanas puede deberse a procesos independientes y posiblemente
esquemas distintos. Esta segunda hipdtesis es consistente con las evidencias observadas en
este trabajo; la sintesis de LevanA puede ocurrir sin la generacion en primera instancia de
LevanB (condiciones de 0.1 U/mL) y viceversa (condiciones de 10 U/mL) o bien, en las
condiciones en que ocurre la bimodalidad (1 U/mL) el aumento del sustrato, la disminucién
de la temperatura o la incorporacion de moléculas ajenas tales como albdmina, son capaces
de favorecer la sintesis de LevanB o inhibir la produccion de LevanA, lo que indica una

competencia entre procesos.

Los analisis desarrollados en este trabajo permitieron asociar la sintesis de LevanB
con la formacion de una serie completa de oligosacaridos de PM intermedio que son
elongados hasta el PM final determinado para LevanB (7.2 kDa). En base a esto se postula
que la elongacion de LevanB se desarrolla via un mecanismo no procesivo. Por otra parte,
las evidencias en la sintesis de LevanA no permiten aun relacionarla con certeza con un

mecanismo procesivo 0 N0 pProcesivo.

5.2.1 Busqueda de intermediarios en la sintesis de LevanA

Normalmente la dificultad al intentar establecer la procesividad de un mecanismo
radica en la poca sensibilidad de las técnicas analiticas empleadas, en nuestro caso, la
cromatografia de permeacidn en gel no revela compuestos de PM intermedio entre las levanas
que sintetiza SacB, sin embargo Euzenat y col. (1997) para la LS de B. subtilis C4 y Moulis
y col. (2006) para el caso una dextransacarasa productora de polimero, han indicado la
presencia en pequefias cantidades de cadenas de polimero de tamafios intermedios dentro de
los productos de sus respectivas FTFs. Por lo anterior, se hace necesario un analisis a mayor
profundidad de los productos de reaccion con el fin de identificar los posibles compuestos
que pudieron hallarse en concentraciones minimas y que estan siendo desestimados en los

perfiles de polimero mostrados.
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Un intento por encontrar dichos intermediarios consistio en realizar una precipitacion
fraccionada de los polimeros sintetizados por SacB. La Fig. 22-A muestra que la separacion
de LevanA y LevanB es posible mediante una precipitacion simple con etanol absoluto, un
solo volumen de etanol equivalente al volumen del crudo de reaccion es suficiente para
arrastrar toda LevanA presente. Para la precipitacion de las posibles moléculas intermedias
entre LevanA y LevanB se realizd una precipitacion fraccionada con cinco volumenes
equivalentes de etanol. Cada fraccion precipitada se disolvié agua y fue analizada por GPC.
La Fig. 22-B muestra que nuevamente se obtiene la separacion completa de LevanA con la
primera precipitacion, sin embargo, en el siguiente paso, LevanB es precipitada en su
mayoria sin la deteccién de moléculas mayores a ella, las precipitaciones posteriores
Unicamente arrastraron remanentes en el sobrenadante de LevanB cuyo PM promedio fue

decreciendo en cada paso.
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Fig. 22 GPC de las fracciones obtenidas por precipitacién con etanol de las levanas sintetizadas por SacB.
(A) Precipitacion con un volumen de etanol: crudo de reaccion (verde), precipitado (negro), sobrenadante
(azul). (B) Precipitacion fraccionada con 5 volimenes de etanol.

El segundo intento en la busqueda de dichos intermediarios consistio en la sintesis
exclusiva de LevanA (empleando 0.1 U/mL de SacB) en mayores volumenes de reaccion (50
mL), de modo que su posterior concentracion revelara la presencia de posibles intermediarios
presentes en concentraciones anteriormente no detectables. El polimero sintetizado fue
precipitado con etanol y disuelto en el menor volumen de agua que su viscosidad permitio
(10 mL). Cabe sefialar que la viscosidad de LevanA en solucion es muy alta, de modo que su
concentracion queda limitada por la necesidad de generar muestras lo suficientemente

solubles para su analisis mediante GPC. Como se puede observar en la Fig. 23, el polimero
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concentrado tiene exactamente el mismo perfil que mostré anterior a su precipitacion y
concentracion. Es asi que queda de manifiesto la imposibilidad de deteccion por GPC de
posibles intermediarios sobre una muestra de LevanA entera. Debe considerarse que la
precipitacion con etanol siempre mostré el mismo perfil de GPC y la precipitacion siempre
arrastro todo remanente de LevanA, por lo que podria pensarse que dicha levana es un

complejo estructurado de multiples cadenas fuertemente asociadas.
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Fig. 23 Perfiles de GPC de la sintesis de LevanA (negro) y su posterior concentracion (azul).

Por ultimo, la posible deteccion de los intermediarios mediante HPAEC-PAD, tal
como se habia logrado con LevanB, quedd descartada al modificar el programa de elusion y
llevar el sistema cromatogréfico a su limite de resolucion con el resultado mostrado en la Fig.
24, en donde una muestra de LevanB purificada es eluida completamente, sin embargo, no
hay sefial alguna de la correspondiente LevanA purificada, aun cuando el gradiente empleado

es el indicado para la completa elusion de compuestos incorporados a la columna.

LevanA|

Fig. 24 Perfil de HPAEC-PAD de LevanA y LevanB empleando un gradiente de elusion tipo rampa de 175
mM a 500 mM de Acetato de sodio en NaOH 150 mM.
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5.3 Moléculas aceptoras inherentes a la reaccion de SacB y su papel en el mecanismo
de elongacién

La segunda fase dentro de los objetivos planteados comprende el estudio del
mecanismo de elongacion de SacB desde la perspectiva de cada una de las moléculas
aceptoras involucradas en el transcurso de la reaccion y cuyo alargamiento da lugar a la
formacion de los polimeros LevanA y LevanB. Considerando que ambas levanas se proceden
por procesos independientes, centrémonos en primer lugar en la sintesis de LevanB. Hemos
encontrado que dicha sintesis ocurre via un mecanismo no procesivo en el cual se observa la
formacion de moléculas intermedias cuya acumulacion se ve impedida debido a su utilizacion
como moléculas aceptoras dentro del mecanismo de transfructosilacion, lo que
posteriormente da lugar a la formacion y acumulacion de LevanB. Es asi que las diferencias
entre las moléculas aceptoras pueden deberse a distintas afinidades que SacB tiene por cada

una de ellas.

Por otra parte, si bien el mecanismo involucrado en la sintesis de LevanA es menos
claro, la formacion desde tiempos tempranos de reaccion de un producto de tal magnitud de
PM debe involucrar forzosamente intermediarios que son rapidamente elongados, sobre los

cuales la enzima muestre una mayor afinidad.

El estudio de afinidades entre una enzima y su ligando es posible mediante
experimentos calorimétricos, sin embargo, si se desea realizar una comparacion entre cada
uno de los ligandos es necesaria la produccion y purificacion de cada uno de ellos. A
continuacion se presentan los ensayos encaminados hacia la obtencion de dichas moléculas

aceptoras inherentes a la reaccion.

5.3.1 Produccidn de posibles moléculas aceptoras: FOS, hidrolizado de levana.
Recientemente en nuestro grupo de trabajo se ha desarrollado un proceso enzimatico
que permite la obtencion en grandes cantidades de FOS a partir de levanas bacterianas
mediante el uso de endolevanasas (Porras-Dominguez, 2012). Este proceso involucra
basicamente dos pasos: el primero de ellos es la sintesis de levanas por precisamente SacB

de B. subtilis, para el segundo paso se realiza la hidrélisis de dicho polimero empleando la
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endolevanasa de B. licheniformis, lo que finalmente resulta en la produccién de FOS con GP
de hasta 8, con un rendimiento reportado del 95%. Es asi que dichos FOS que provienen
directamente de la hidrolisis del producto de nuestro objeto de estudio, SacB, representan

posibles moléculas aceptoras que pueden ser incorporadas en el mecanismo de elongacion.
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Fig. 25 Andlsis en TLC de la evolucion en la hidrdlisis de LevanB catalizada por LevB de B. licheniformis.
Estandares: fructosa (F), glucosa (G), sacarosa (S), 1-kestosa (DP3), nistosa (DP4) y f-nistosa (DP5).
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Fig. 26 Perfil cromatografico de los FOS producto de la hidrdlisis de LevanB y su comparacion con
estandares. Fructosa (F), glucosa (G), sacarosa (S), 1- y 6-kestosa (DP3), nistosa (DP4) y f-nistosa (DP5).

En la Fig. 25 se observa la evolucion de la hidrodlisis de LevanB catalizada por la
endolevanasa de B. licheniformis, en ella se determino que después de 3 h de reaccion, bajo
las condiciones indicadas en la seccion 4.6.2, se completa la hidrdlisis de la levana

obteniéndose FOS de distinto GP, cuyo producto mayoritario lo constituye un compuesto
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con factor de retencion (Rf) entre la sacarosa y la 1-kestosa, que muy posiblemente se trate
de levanobiosa (B-D-Fru-(2-6)-a-D-Fru). El perfil de HPAEC-PAD mostrado en la Fig. 26
muestra los distintos FOS presentes en el hidrolizado de LevanB: la levanobiosa constituye
el producto mayoritario, después de ella predominan los FOS de DP 3,4 y 5y en menor
proporcion DP 6,7 y8.

Debe tenerse en cuenta que la endolevanasa realiza cortes hidroliticos en enlaces
internos de la cadena de levana, por lo que la gran mayoria de sus productos seran cadenas
de fructosa y en menor proporcion FOS con glucosa terminal. El andlisis en HPLC de la
hidrolisis total de los FOS indico que la mezcla esta conformada por 91% de FOS y 9% de
fructosa libre, ademas de registrarse una relacion fructosa/glucosa de 41 (por cada glucosa

existen 41 moléculas de fructosa en los FOS sintetizados).

5.3.2 Incorporacion de FOS en el medio de reaccion

Para comenzar a evaluar el efecto de la incorporaciéon de los FOS en el medio de
reaccion como moléculas aceptoras, se desarrollé una serie de experimentos en condiciones
de reaccidn estandar (1U/mL de SacB, 100 g/L de sacarosa y 37°C) en los que se vario la
cantidad inicial de FOS (5, 10 y 20 mg/mL). Como control se incubd cada concentracion de
FOS ensayada con SacB sin la adicion de sacarosa durante el mismo tiempo de reaccion de
los experimentos (5 h), en todos los controles no hubo reaccion alguna.
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Fig. 27 Evolucion del perfil de levanas sintetizadas en la reaccién de SacB con 100 g/L de sacarosa y 5(A),
10(B) y 20 mg/mL de FOS(C). La linea punteada corresponde al perfil del control a las 5h de cada condicion.
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Las tres concentraciones de FOS ensayadas favorecieron la sintesis de LevanB en
detrimento de LevanA (Fig. 27), ademas se observa gque entre mayor fue la concentracién de
FOS mayor fue el nivel de LevanB alcanzado. La comparacion de los perfiles alcanzados a
las 5 h de reaccion (Fig. 28) muestra el incremento sustancial de LevanB comparada con su
nivel en ausencia de FOS, ademas es observable la eliminacion de la sintesis de LevanA
cuando se afiadieron los FOS al medio de reaccion. Nuevamente estamos ante un fendmeno
que favorece la sintesis exclusiva un tipo de levana, lo que refuerza la idea del desarrollo de

dos procesos separados para la elongacion de los dos tipos de levana sintetizada por SacB.
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Fig. 28 Comparacion de los perfiles de levanas sintetizados a tiempos finales de reaccién (5 h) para cada
concentracion de FOS inicial.

Como se puede observar en la Tabla 2, hubo un aumento en el porcentaje de
conversion alcanzado por las reacciones con FOS, este aumento fue el mismo para las tres
concentraciones de FOS ensayadas. Ademas, también se incrementd el porcentaje de

transferencia, aparentemente el mismo aumento para las tres concentraciones de FOS.

Tabla 2. Porcentajes de conversion, hidrdlisis y transferencia a tiempos finales de reaccion (5 h)

[FOS] %Conversién %Hidrolisis % Transferencia
0 68.56% 55.46% 44.54%
5 mg/mL 81.71% 39.55% 60.45%
10 mg/mL 84.93% 28.32% 71.68%

20 mg/mL 83.48% 33.53% 66.47%
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Fig. 29 Evolucion del perfil de oligosacéridos sintetizados en la reaccion de SacB con 100 g/L de sacarosa y
5(A), 10(B) y 20 mg/mL de FOS(C).

Los perfiles de oligosacaridos generados durante las reacciones indican que los FOS
afiadidos al medio de reaccidon no estan siendo utilizados por SacB. Como ya se habia
mencionado los controles no mostraron reaccion alguna, de modo que el perfil de los FOS
permanece intacto después de las 5 h de incubacion con SacB y ese mismo perfil no cambia

durante las reacciones en presencia de sacarosa.

Resulta evidente que la adicion de FOS al medio de reaccion de SacB genera un efecto
que favorece la no procesividad que desemboca en la produccién de LevanB, sin embargo
este efecto no es debido a que los FOS actlen como moléculas aceptoras, puesto que como
se vio, ellos no se ven modificados durante la reaccion. Este fendmeno complementa lo
observado al afiadir albimina al medio de reaccion de SacB, de modo que en términos
generales la adicion de agentes externos en una reaccion catalizada por SacB es capaz de
inhibir en cierta medida la maquinaria de elongacion que da lugar a LevanA, esto
probablemente mediante interacciones no covalentes proteina-proteina y/o proteina-

carbohidrato.

Por ultimo, el hecho de que los FOS producto de la hidrélisis de LevanB no
constituyan propiamente moléculas aceptoras inherentes a la reaccion de SacB puede deberse
a que la mezcla contiene mayoritariamente cadenas de fructosa sin glucosa terminal, y por

tanto sin extremo no reductor. Se ha reportado para la B-fructosidasa SacC de B. subtillis, la
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cual es especifica para la hidrdlisis de levana, un modulo de unién a carbohidrato no catalitico
que une los extremos no reductores de las levanas que hidroliza, lo que le confiere a SacC
una alta especificidad hacia sus sustratos (Cuskin y col., 2012). Lo anterior en el caso de
SacB denotaria que la glucosa terminal de las cadenas de levana juega un papel importante
en la afinidad de la enzima por las moléculas aceptoras e incluso un papel importante en el

mecanismo de elongacion.



Conclusiones

CONCLUSIONES

Las condiciones de reaccion pueden dar lugar a una diferente especificidad de SacB.
De las condiciones de reaccion estudiadas la concentracion de enzima es la que muestra un
efecto determinante en el perfil de productos. Una concentracion enzimatica intermedia
sintetiza simultaneamente LevanA y LevanB. Por el contrario altas y bajas concentraciones
de enzima modifican la bimodalidad y producen un solo tipo de levana cuyo PM se relaciona
inversamente con la concentracion enzimatica. Se demostré ademas, que este efecto no se
debe a elementos cinéticos, ni a elementos estructurales asociados a una posible agregacion
de la enzima. En cambio, interacciones no covalentes y no especificas pueden ser las

responsables de la modificacion en la especifidad de SacB.

Por su parte, la concentracion de sustrato no afecta la distribucién de PM de las
levanas sintetizadas por SacB. Sin embargo, esta condicion adquiere mayor importancia
debido a que el aumento de sustrato disponible y su concomitante incremento de los tiempos
de reaccion permitieron observar el sucesivo alargamiento de LevanB a lo largo de la

reaccion.

Con respecto a la tercera condicion de reaccién estudiada, la temperatura, su mayor
efecto radica en la disminucion de la relacion H/T (aumento de la transferencia) cuando la
reaccion se desarrolla a bajas temperaturas, sin generar un cambio mayor en los perfiles de

productos de SacB.

Las evidencias reunidas indican que la formacion de LevanB y LevanA se lleva a
cabo por procesos separados y posiblemente mecanismo diferentes, y que las condiciones de
reaccion pueden favorecer uno u otro proceso. Mas aun, la cinética de alargamiento
observada en la sintesis de LevanB y los multiples compuestos de distinto PM observados
por HPAE-PAD que derivan en ella, evidencian un mecanismo de elongacion no procesivo
o0 multicadena. Mientras que para LevanA aun no es posible establecer con certeza un

mecanismo especifico.
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Con respecto a la incorporacion de FOS derivados de la hidrélisis de LevanB en la
reaccion de SacB, se concluye que estos no constituyen propiamente moléculas aceptoras
inherentes a la reaccion, sin embargo interaccionan de alguna forma con la enzima de forma
que alteran su especificidad. Se hace necesario entonces la busqueda de otros compuestos

que funcionen verdaderamente como moléculas aceptoras.
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PERSPECTIVAS

» Produccion y evaluacion de FOS obtenidos de otras fuentes que puedan actuar como

moléculas aceptoras inherentes a la reaccion.

» Purificacion de moléculas aceptoras inherentes a la reaccion con las cuales pueden
plantearse estudios de afinidad que brinden informacion sobre la estructura de la
enzima a nivel de subsitios de union a sustrato asi como del tipo de interaccion

enzima-molécula aceptora.

» Quedo de manifiesto que el estudio del mecanismo de elongacion de LevanA debe
llevarse a cabo mediante un enfoque estructural a través de otras metodologias que

permitan la elucidacién de su naturaleza procesiva 0 no procesiva.
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