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RESUMEN

México cuenta con una gran variedad de agaves que crecen a lo largo de todo el
pais. Esta planta ha sido aprovechada por la industria ya que a partir de ella se
pueden producir bebidas alcohdlicas. La inulina producida por las plantas de
agave también puede ser usada como sustrato para el crecimiento de distintos
microorganismos que producen inulinasas. Estas enzimas han tomado gran
importancia en la industria alimenticia debido a que pueden ser empleadas en la

obtencion de productos de alto valor.

En este trabajo se realizaron ensayos de crecimiento con Kluyveromyces
marxianus 1SO3 y su produccion de inulinasas. Se observdé un mejor crecimiento

en glucosay una mayor produccion de enzima con inulina de agave .

Posteriormente se llevd a cabo la purificacion de la inulinasa extracelular
producida por la levadura. Se emplearon dos métodos de cromatografia;
intercambio iénico y exclusién molecular. El proceso de purificacion se sigui6é por
electroforesis SDS-PAGE. Por medio de dispersion dinamica de luz vy
cromatografia de exclusion molecular se observo que la enzima es un dimero con

un peso molecular de 256 kDa.

La enzima se caracterizg, encontrando que su punto isoeléctrico es de 4.6, que
aproximadamente el 28% de su masa estd compuesta por manosa. Se observo

gue el producto de reaccion enzimatica de la agavina es fructosa.

Se llevo a cabo la caracterizacion cinética usando diferentes sustratos: inulina de
achicoria, agavina y sacarosa, observandose que la inulina lineal (chicoria) es el

mejor sustrato para la enzima.



1.INTRODUCCION.

El agave también conocido en México como planta del maguey, ha represando
una fuente importante de fibra, medicinas tradicionales y principalmente materia
prima para elaborar bebidas alcohdlicas. Debido a esto, en el pais se cultivan una
gran cantidad de agaves de diferentes tipos siendo el Agave tequilana la especie
gue mas se produce ya que a partir de esta se obtiene el tequila que tiene

denominacién de origen.

Esta denominacion de origen sélo permite obtener la bebida a partir de la especie
Agave tequilana weber, dejando a los productores de otros agaves sin la
posibilidad de obtener tequila a partir de estos. Esto ha generado que los agaves
gue no puedan ser usados para la produccién de esta bebida alcohdlica sean
destinados a la obtencion de fibra dietética como la inulina, también conocida

como agavina (Lopez, Mancilla-Margalli y Mendoza-Diaz 2003).

Lainulina de agave o agavina es un polimero compuesto de fructosa y glucosa, se
le considera un fructano mixto ya que presenta enlaces 3-(2-1) y B-(2-6) entre las
moléculas de fructosa y ademas presenta moléculas internas de glucosa. Estas
caracteristicas de composicion y tipo de enlace hacen que las inulinasas
comerciales como la mezcla Novozyme 960, no logren hidrolizar a este
polisacéarido. Una alternativa a esto ha sido la busqueda y obtencién de enzimas
gue degraden a la agavina. Se ha reportado que las levaduras Kluyveromyces sp.

producen inulinasas que hidrolizan este sustrato (Arrizon, y otros 2011).

Existen dos clases de inulinasas, las exo- y las endoinulinasas. El primer tipo
genera como producto fructosa ya que hidroliza los extremos de la inulina,
mientras que las segundas hidrolizan al interior del sustrato generando como
producto fructooligosacéaridos de cadenas cortas que pueden ir de 3 hasta 8

unidades de fructosa (Van der Ende, y otros 2009).

Los fructooligosacéridos (FOS) presentan hoy en dia un gran interés, ya que se ha
demostrado que pueden funcionar como prebidticos para bacterias

gastrointestinales como los lactobacillus y bifidobacterias (Patel y Goyal 2011).
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También la generacion de jarabes de alta fructosa a partir de fructanos es aplicado
actualmente para llevar a cabo fermentaciones para la produccién de bioetanol
entre otras sustancias. La obtencién de estos compuestos de alto valor agregado
por via enzimatica surge como una opcion viable usando como sustrato la

agavina.

En el presente trabajo se planted aislar, purificar y caracterizar bioquimica y
cinéticamente a las posibles inulinasas obtenidas a partir de una cepa de
Kluyveromyces sp aislada de los residuos de agaves. También se evalué
mediante técnicas cromatogréficas los patrones de hidrolisis de la o las enzimas

obtenidas.



2. MARCO TEORICO
2.1. AGAVE

Los agaves son considerados segun su ciclo de crecimiento y floracion como plantas
perenes, es decir que su crecimiento puede variar entre uno o varios afios segun su
tipo. Estas plantas por lo general tienen hojas duras que contienen una espina terminal,
sus tallos son pequefios y sirven de base para las hojas que emergen (Irish y Irish
2000).

El agave pertenece a la familia de las Agavaceae y comprende cerca de 166 especies,
estas crecen naturalmente en el norte y centro del continente Americano, algunas de
estas especies se han adaptado a paises en Africa y Asia donde es usado como fuente

de alimento, fibra y planta ornamental (Almaraz-Abarca, y otros 2013).

México es el centro de origen del agave, cerca de 125 especies crecen desde el sur del
pais en estados como Yucatan, Oaxaca o Chiapas, pasando por el centro de la
republica en estados como Jalisco, Querétaro, Estado de México hasta el norte en
regiones como Sonora o Durango. También se ha visto que se ve favorecido su
crecimiento en climas aridos y semiaridos; debido a esto México cuenta con una gran
riqueza de agaves (Tabla 1). Las distintas variedades de agave tienen diferentes
caracteristicas y propiedades; algunos, por ejemplo, son mejores productores de fibra,
otras de savia o bien pueden crecer mejor en condiciones mas severas de clima. Se ha
propuesto que el origen de la diversidad botanica de estas especies es el resultado de
una seleccién humana antigua, con la finalidad de mejorar algunas cualidades lo que

favorecié la diversidad y la especializaciéon (Parsons y Darling 2000).

Estas plantas representan un gran interés comercial ya que son la materia prima de un
gran namero de industrias, siendo la principal la produccion de bebidas alcohdlicas,
como el tequila y el mezcal (Diaz-Montafio 2013). Ademés de estas industrias se han
desarrollado propuestas muy interesantes para el aprovechamiento de esta planta en
industrias como la alimenticia, farmacéutica, textil y bioenergética entre otras (Nava-
Cruz, y otros 2015). A nivel industrial la planta se divide en dos partes principalmente, la
primera parte son las hojas en donde es posible extraer grandes cantidades de fibra. La

segunda es la pifia que generalmente se somete a coccidn para posteriormente extraer
10



un jugo que tiene una gran cantidad de carbohidratos que pueden ser usados en la

fermentacion.

Tabla 1. Tipos de Agaves en México y sus Us0s.

Especie de agave Estado donde se Caracteristica

produce principal

Agave tequilana Weber Jalisco, regiones del Produccién Alto contenido de
estado de Nayarit, de tequila azucar
Michoacan,

Tamaulipas y

Guanajuato
Agave rhodacantha Trel. Oaxaca, San Luis Produccion Alto contenido de
Agave shrevei Gentry Potosi, Durango, del mezcal azucar

Agave wocomahi Gentry  Jalisco

Agave durangensis

Agave angustifolia Sonora Industria Alto contenido de
Bacanora azucar

Agave atrovirens Tlaxcala, Distrito Industria del  Alto contenido de

Agave lehmannii Federal, Querétaro, pulque azucar

Agave cochelaris Puebla, Morelos,

San Luis Potosi
Agave angustifolia Jalisco Industria de
Agave inaequidens la raicilla
Agave maximiliana
Agave lechuguilla Yucatan Industria de Fibra de las hojas
Agave striata la fibra

Agave sisalana

En México la Secretaria de Agricultura reporté en 2009 que los estados de la republica
que mas produjeron agave fueron Jalisco con 660,000 toneladas seguido por Oaxaca
con 306,000 toneladas y Nayarit con 118,000 toneladas. Ademas de lo producido en el
pais se ha reportado el crecimiento del agave con fines ornamentales en paises de
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Africa como Kenia y Tanzania, también en el norte de Estados Unidos de América y

muy recientemente en algunas regiones de Australia (Davis, Dohleman y Long 2011).

Debido a la composicion quimica del lugar donde se desarrollan, se cultivan agaves que
son ricos en carbohidratos y algunos compuestos que son fermentables y que le dan a
las bebidas su sabor particular. Los carbohidratos que componen al agave en su
mayoria son fructanos, que son utilizados como fuente de carbono por los

microorganismos durante el proceso de fermentacion (Mancilla-Margalli y Lépez 2006).

Se ha reportado que existen diferencias interesantes en la estructura de los fructanos
segun el origen de la agavacea. Estas diferencias en la produccion de fructanos se ve
influenciada por factores como: la regién en la que crece la planta, los nutrientes del
lugar, los cambios de clima, la estacion del afio o la cantidad de agua. El Agave
americana por ejemplo tiene fructanos lineales mayoritariamente (Nandra y Bhatia
1979), mientras que el Agave veracruz y el Agave tequilana son de otro tipo ya que
contienen una mayor cantidad de ramificaciones [(-(2-6) que el Agave americana

(Dorland, y otros 1977) (Lopez, Mancilla-Margalli y Mendoza-Diaz 2003).

La industria tequilera contribuye al desarrollo de la agricultura y la industria en México,
especialmente en el estado de Jalisco. En los ultimos afios, el consumo y produccién de
tequila se ha incrementado notablemente por ejemplo en 2012 se produjeron 880,000
toneladas de agave y para 2016 se cosecharon 941,800 toneladas (CRT 1993). Esto
genera una gran cantidad de residuos como el bagazo y las hojas del agave que no son
necesarias en la producciéon de la bebida destilada y que presentan cantidades bajas de

fructanos que son considerables al ver el tamafio de la produccién de agave.

Otro punto importante es la utilizacion de los agaves que debido a la denominacién de
origen del tequila, el mezcal o la bacanora no pueden ser empleados en la elaboracion
de estas bebidas. Esto ha generado que los productores planteen otras opciones que
puedan ser viables para aprovechar estas Agavaceas. Una oportunidad para usar estas
plantas en la obtenciébn de compuestos de alto valor agregado como son los
Fructooligosacaridos (FOS) y jarabes de alta fructosa que se podrian obtener de la
hidrolisis de los fructanos presentes en la planta, estos temas seran retomados en este

trabajo mas adelante.
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2.2. FRUCTANOS.

En las plantas del 12 al 15% de los carbohidratos presentes son fructanos, estos son
polimeros que se encuentran formados por unidades B-fructofuranosil principalmente y
en menor concentracion unidades de glucosa. Estos polimeros comunmente son
solubles en agua y son sintetizados a partir de sacarosa que se acumula en vacuolas

para ser usados como agentes contra la desecacion (Vijin y Smeekens 1999).

De acuerdo al tipo de union de las unidades de fructosa se han identificado cinco tipos
de fructanos: 1. Inulina que presenta enlaces B-(2,1) en las unidades fructofuranosas 2.
Levana cuando los enlaces predominantes son 3-(2,6), 3. Las neoseries de inulina que
tienen algunas ramificaciones B-(2,6) y ademas tienen una molécula de glucosa entre
las unidades de fructosa, 4. Las neoseries de levana son un caso similar pero en este

caso las ramificaciones son B-(2,1).

HOH,C

HOHC,
0, OH
A CHoOH

I i CHOH |
CHOH
0 #o W
CH,OH o M
0o
CH,OH \ 0 CHyOH
/
HOHL 0

H Hom,e

HOKC
L [l
CH,0 CH,OH

Figura 1. A. Inulina, B Levana C. Agavma presente en el Agave tequilana weber (tomado de

4"1"‘“2#0

(Mancilla-Margalli y Lopez 2006)

5. Las graminan que son otro tipo de fructanos que se componen por una unidad de
sacarosa con ramificaciones de fructosa con enlaces 3-(2,1) y B-(2,6) y moléculas de

glucosa en los extremos (Mancilla-Margalli y Lépez 2006).
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Sin embargo, se ha encontrado que los fructanos presentes en el Agave tequilana
weber que contienen uniones B-(2,1) y B-(2,6) con unidades internas y externas de

glucosa, a este nuevo fructano se le ha denominado agavina (Figura 1).

Generalmente la inulina que se usa como materia prima comercial es obtenida de la
raiz de achicoria o de la alcachofa ya que son moléculas lineales con enlaces p-(2-1).
Este polimero de fructosa se obtiene de estas plantas a partir de un proceso, primero
de trituracion y posteriormente se adiciona agua caliente para llevar a cabo la
extraccion de la inulina de la planta. Una vez obtenido este liquido rico en carbohidratos
se agrega etanol para ir precipitando los distintos carbohidratos presentes en ellos. Ya
gue se obtiene el precipitado se retira el disolvente restante quedando un polvo blanco
(Arango, Cuaran y Fajardo 2008). Los principales paises productores de inulina en el
mundo son Bélgica, Paises Bajos y Chile con cerca del 93 por ciento del mercado a
nivel mundial (Traub 2014). Estos paises son los principales exportadores de esta
sustancia y México es uno de los tantos paises que importan este producto. Sin
embargo, una opcién para producir inulina dentro del pais es el empleo de las distintas
agavaceas que crecen en el territorio nacional (Leyva-Porras, y otros 2014). A partir de
la inulina se pueden obtener diferentes compuestos de alto valor agregado como los
fructooligosacaridos o jarabes de alta fructosa. Los fructanos son de gran interés para
diversas industrias como la alimentaria y la farmacéutica ya que se ha visto que su

consumo esta asociado a beneficios a la salud.
2.3. USOS DE LOS FRUCTANOS

Existen diferentes fructanos en la naturaleza que van desde dos unidades, como la
kestosa, hasta veinte unidades de fructosa y polimeros de gran tamafio como el levano
o la inulina que pueden llegar a tener hasta 200 unidades de fructosa. Algunos
fructanos se han asociado a una serie de funciones en pro de la salud, dentro de las
cuales destacan su efecto benéfico como prebidtico cuando son consumidos en forma
de oligosacaridos y en el aumento de la capacidad de captacion de minerales cuando

se ingiere como inulina o levano (Tuohy, Rouzaud, Bruck, & Gibson, 2005).

Los prebidticos son componentes alimentarios no digeribles que benefician a la salud

del huésped por estimulacion selectiva del crecimiento y actividad de bacterias en el
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colon, anulando el crecimiento de bacterias patégenas como Bacteroides fragilis o
Clostridium perfringens (Gémez y Acero 2011). Durante el proceso de fermentacion de
ciertos fructooligosacaridos se forman acidos grasos de cadena corta que estimulan el

crecimiento de células de la mucosa colono rectal (Ulloa, y otros 2010)

Los fructooligosacéaridos son carbohidratos de bajo peso molecular, no digeribles y que
contienen un bajo grado de polimerizacion que se encuentra entre 3 a 10 unidades de
fructosa. Estos compuestos al igual que otros oligosacaridos son de gran importancia
en distintas industrias ya que son usados como suplementos prebiéticos, inmuno

estimuladores o excipientes en la industria farmacéutica (Patel y Goyal 2011).

Hoy en dia estos compuestos se obtienen a partir de procesos de hidrdlisis quimica que
son poco eficientes e inespecificos en el tamafio de los fructooligosacaridos (FOS)
partiendo de fuentes como la achicoria o la alcachofa. En este proceso se calienta la
inulina en una solucién de acido clorhidrico o sulftrico, después se neutraliza con una
solucion de bicarbonato de sodio. Una vez neutralizada se lleva a cabo una
precipitacion fraccionada con etanol, de esta forma se obtienen los fructooligosacaridos.
Este proceso es el mas comun para la obtencion de estos compuestos ya que es
barato, aunque tiene las desventajas de ser poco especifico ya que no se logra
controlar el tamafio de los FOS y ademas se generan compuestos coloridos no
deseables debido a la reaccion de Maillard. Debido a estos problemas se han hecho
avances tecnoldgicos para obtener estos compuestos de alto valor agregado a partir del

empleo de enzimas (Pandey, Naik y Vakil 2015).

Una alternativa de produccién es por via enzimatica que resulta mas costosa que la via
quimica pero que requiere de condiciones méas suaves de reaccién y que ademas son
amigables con el medio ambiente por el tipo de residuos que genera. Las enzimas que
logran hidrolizar el enlace 8 2-1 de los fructanos se les denomina inulinasas. A partir del
uso de estas enzimas se podria obtener FOS o jarabes de alta fructosa que son de gran
interés por la industria alimentaria. Estas enzimas son capaces de usar como sustrato
algunas fuentes como residuos agroindustriales o plantas como las agavaceas que son
ricas en fructanos y que pueden ser una alternativa en México como materia prima. En
la literatura se tienen pocos reportes sobre organismos que sean capaces de degradar

a los fructanos presentes en el agave, por lo que se requiere encontrar y estudiar
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aguellos microorganismos que sean capaces de realizar esta funcion (Arrizon, y otros
2011).

2.4. ORGANISMOS PRODUCTORES DE INULINASAS

Las inulinasas son enzimas capaces de hidrolizar el enlace p-(2,1) que se encuentra en
la inulina. En la naturaleza existen diferentes organismos productores de inulinasas
como las plantas, bacterias, levaduras y hongos filamentosos. Se ha observado que las
plantas productoras de inulina como la achicoria, el agave y la alcachofa son capaces
de producir enzimas que degradan el polimero de fructosa. En particular se ha logrado
aislar e identificar una inulinasa de la raiz de achicoria de un peso molecular cercano a
los 70 KDa (Claessens, Van Laere y De Proft 1990). Estas enzimas obtenidas de las
plantas a pesar de poder usar como sustrato inulina tienen la desventaja de no ser tan

eficientes como las de origen microbiano (Kochhar, Gupta y Kaur 1999).

Por otro lado, las enzimas aisladas de fuentes microbianas tienen una gran relevancia
debido a que presentan la mayor eficiencia catalitica y tienen la capacidad de trabajar a

temperaturas mayores a los 50°C por lo que podrian ser aplicables a la industria.

Los microorganismos que producen estas enzimas son bacterias, hongos filamentosos
y levaduras (Tabla 2.). Las bacterias como el Staphylococcus sp son capaces de crecer
en cereales con bajas cantidades de inulina como el salvado de trigo que puede
presentar del 1% al 3% m/m. Por otro lado las bacterias gram negativas como las
Xanthomonas sp son capaces de usar como sustrato la inulina presente en la cebolla

gue puede estar presente entre el 2% al 6% m/m (Chi, y otros 2009).

Los organismos con mayor interés para la produccion de inulinasas son los hongos
filamentosos y las levaduras, ya que se ha observado que estas enzimas poseen
caracteristicas deseables para ser usados en procesos industriales como son la
resistencia a altas temperaturas ademas de su eficiencia catalitica. Los hongos
filamentosos como el Aspergillus ficcum se ha estudiado a detalle ya que es capaz de
producir enzimas que degradan a la inulina y producen fructooligosacaridos. Otros
hongos como Aspergillus awamori, Aspergillus niger o Penicilium sp son capaces de
producir inulinasas que hidrolizan la inulina a fructosa. Estos hongos se han estudiado

usando diferentes medios para hacerlos producir la enzima que van desde el uso de
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residuos agroindustriales como residuos de ajo, achicoria o alcachofa hasta la

modificacion de las fuentes de nitrégeno y sales. (Treichel, y otros 2011).

Tabla 2 Microrganismos productores de inulinasas

Microorganismo Fuente de carbono en el que se Actividad Referencia
crecid el microorganismo enzimatica
Bacterias
Staphylococcus sp. Salvado de trigo 53.82 U/mL (Selvakumar y
Pandey 1991)
Xanthomonas Cebolla 11.7 U/mL (Chi, y otros 2009)
campestris
Hongos
filamentosos
Aspergillus niger Inulina de achicoria 55 U/mL (Kango, 2008)
Penicillium sp Inulina de achicoria 9.9 U/mL (Nakamura, y otros
1997)
Levaduras
Kluyveromyces Bagazo de cafa 39.19 U/mL (Mazutti, y otros
marxianus NRRL Y- 2006)
7571
Pichia guilliermondii Inulina de achicoria 60 U/mL (Gong, y otros
2007)
Cryptococcus Inulina de achicoria 85 U/mL (Sheng, y otros
aureus G7 2007)

Las levaduras por su parte son capaces de producir enzimas que trabajan a
temperaturas altas que van desde 35°C hasta 60°C, degradan inulinas mas complejas
como la agavina y ademas son secretadas al medio por lo cual se purificacion resulta
mas sencilla. Se ha reportado algunas caracteristicas bioguimicas de las enzimas
provenientes de levaduras como el peso molecular pH de trabajo y temperatura 6ptima.
Por ejemplo la inulinasa de Kluyveromyces fragilis tiene un peso promedio de 250 kDa y

un pH 6ptimo entre 4.5y 6 (Treichel, y otros 2011) .
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Las levaduras y en particular las Kluyveromyces sp. han presentado buenos
rendimientos en la produccion de inulinasas. Estos microorganismos ademas tienen la
ventaja de ser reconocidos como seguros ya que cuentan con la denominacion GRAS
de la FDA (Lane y Morrissey 2010).

Las inulinasas pueden ser usadas en una gran cantidad de aplicaciones industriales
como por ejemplo; obtencién de jarabes de alta fructosa, producciéon de bioetanol, y

produccion de FOS entre otras aplicaciones.
2.5. Kluyveromyces sp

Las levaduras en particular las del genero Kluyveromyces tienen un enorme potencial
biotecnoldgico ya que tienen aplicaciones en multiples industrias como la de alimentos,
farmacéutica entre otras. La cepa Kluyveromyces marxianus, en especial, tiene un gran
namero de caracteristicas que son ideales para la industria ya que tiene un crecimiento
rdpido, amplio espectro de sustratos que pueden ser usados para que este
microorganismo crezca. Ademas de estas caracteristicas, es termotolerante, se le
considera GRAS (Generally Regarded as Safe) y es capaz de secretar enzimas
(Gombert, y otros 2016). Una de las ventajas mas importantes es el buen crecimiento
en medio cuya fuente de carbono es xilosa, galactosa o inulina. Estos sustratos pueden
provenir de residuos agroindustriales que pueden ser aprovechados para la obtencion
de compuestos de interés a la industria (Graciano-Fonseca y Heinzle 2008). En la
literatura se ha reportado que este microorganismo es capaz de producir compuestos
de alto valor comercial como son feniletanol, fenilalanina, acido hexanoico, xilitol o
enzimas de alto interés industrial como las inulinasas. Kluyveromyces marxianus es una
levadura aerobia que se ha encontrado en la fermentacién del agave mezcalero. Esta
especie ha demostrado tener una buena capacidad de produccion de inulinasas. Estas
enzimas se cree que estan asociadas a la pared celular y que ademéas pueden ser
secretadas al medio de cultivo por lo que se ha generado gran interés (Rouwenhorst, y
otros 1988).

2.6. INULINASAS

Todos los fructanos y la sacarosa pueden ser hidrolizados por distintas enzimas

hidroliticas denominados fructosilhidrolasas entre las cuales se encuentran la kestosa
18



hidrolasa, las invertasas de pared celular, las invertasas de vacuola, las inulinasas y las

levasas (Tabla 3).

Tabla 3. Ejemplos de fructosilhidrolasas

Nombre de la Referencia
proteina
Invertasa de pared Arabidopsis thaliana Sacarosa (Hothorn, y otros
celular 2010)
Fructan Cichorium intybus Inulina (Claessens, Van
l-exohidrolasa Laere y De Proft
1990)
Exo-inulinasa Kluyveromyces Inulina (Cruz-Guerrero, y
marxianus otros 1995)
Exo-levanasa Bacillus levana (Feng, y otros
amyloliquefaciens 2015)
Invertasa vacuolar Agave tequila sacarosa (Cortés-Romero, y

otros 2012)

Este grupo de enzimas en su mayoria pertenecen a la familia denominada GH32 y
algunos casos particulares pertenecen a la familia GH38. Estudios recientes han
encontrado que la estructura tridimensional de estas enzimas esta organizada
principalmente por dos dominios. El primer dominio se encuentra en el extremo amino
terminal y esta constituido por cinco hojas beta que forman un B propela que esta
presente tanto en la familia GH32 como la GH38. El segundo dominio se le denomina -
sandwich, se encuentra en el extremo carboxilo terminal y estd formado por dos hojas

beta que solo se encuentra en la familia GH32 (Cimini, y otros 2016)(Figura 2).
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N

Dominio B-sandwich

Figura 2. Estructura de una fructosilhidrolasa de la familia GH32 (Invertasa de Arabidopsis

Dominio B-propela

thaliana (PDB 2AC1).

El sitio activo de estas proteinas se encuentra en el dominio B propela y en él estan tres

motivos conservados que son caracteristicos.

El primer motivo conservado es

WMNDPNG, en este se encuentra un residuo de acido aspartico que tiene la funcion de

nucleofilo en la reaccion de hidrélisis. EI segundo motivo esta compuesto por tres

residuos que son RDP, este motivo tiene a la mitad del mismo un acido aspartico que

tiene la funcién de estabilizar el estado de transicion durante la reaccion. Por ultimo se

tiene un tercer motivo constituido solo por dos residuos que son EC. En él, el &cido

glutdmico juega un rol muy importante en la catdlisis ya que es el encargado de donar

protones (Figura 3) (Van der Ende, y otros 2009).
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Figura 3.Posible mecanismo de reaccién propuesto por Nagen para las exo-inulinasas

Dentro de esta familia de proteinas se ha generado la incertidumbre de cual es la
diferencia entre una fructanhidrolasa como las levasas o las inulinasas y las invertasas
ya que cualquiera de estas enzimas es capaz de hidrolizar tanto a la sacarosa como a
los fructanos, pero en diferente proporcion. Se ha reportado que en algunas
fructosilhidrolasas extraidas de plantas hay cambios sutiles alrededor del sitio catalitico
gue aumenta o disminuye la afinidad del sustrato a hidrolizar. Verrhaest y
colaboradores en 2007 usaron como modelo una invertasa y una fructanhidrolasa,
ambas enzimas son capaces de llevar a cabo la hidrolisis de sacarosa pero en
particular la fructanhidrolasa tiene una baja actividad a hidrolizar este carbohidrato
comparado con la invertasa. Los autores diferenciaron a estas dos enzimas mediante
los alineamientos multiples de distintas secuencias de invertasas y fructanhidrolasas.
Encontraron que existen cinco regiones conservadas, una de estas regiones se
encuentra muy cercana al sitio de catalisis el cual difiere entre ambos tipos de enzimas.
También observaron una deleccion de los dltimos dos residuos en las
fructosilhidrolasas, mientras que las invertasas se encuentra un residuo de lisina que es
un fuerte formador de puentes de hidrogeno (Figura .4). Ademas de esto demostraron
gue la presencia de un residuo de serina o de glicina antes del primer motivo catalitico
en las fructanhidrolasas aumenta el grado de inhibicion a la sacarosa, mientras que las
invertasas en esa misma posicién se encuentra un residuo de isoleucina (Verhaest , y
otros 2007).

21



A

6-FEH Arabidopsis.thaliana*
6-FEH Beta vulgaris®

1-FEHI Cichorium intybus*
1-FEHIIa Cichorium intybus*
l-FEHIIb Cichorium intybus*

1-FEH Campanula.rapunculoides®
6&1-FEH Arabidopsis thaliana*

l-FEHwl Triticum aestivum*
l=FEHw2 Triticum aestivum®*
6&1-FEH Triticum aestivum*
1-FEH Hordeum wvulgare

6=-KEHwl Triticum aestivum®
6-KEHw2 Triticum aestivum®*

! il
HVLEVSLIETLHDYYTIGSYDREKDVY

HYLELSLFDTQYEYYTIGRYDIEKDIY
HVLEVSFNE--REYYVIGTYDPIKDEF
HVMEAGFEG--HDWYTIGTYSFDRENF
HVHEAGFEG--HDWYTIGTY SPDRENF
HVVEVGFNG--IDWYTIGTLE-ERDNY
HVLEASF@GE-=-NDCYVIGEYSSETEDF
HALEMSVDS--VDEYMIGVYDLOQRDAF
HALEMSVDE==VDEYMIGVYDLORDAF
HVLEMSINS--CDMYIVGVYDLERDEF
HALEMSVDS--VDEYMIGVYDLORDAF
HVLEMGHHNF-GEDVYVIGVYDLERDAF
HVLEMGLNF-GEDVYVIGVYDLERDAF

HVLEMSLDS--CDEYMIGVYDLESDTF
HVLELSVMNTTODYYAVGRYDDVADTF

l1-FEH Lolium perenne*
6-FEH Triticum aestivum®™

B 239 2432

CWINV]1 Arabidopsis.thaliana* HVLEISLDDTEHDYYTIGTYDRVEDEF
CWINV1 Seolanum tuberosum HVLEVSFDVTRFDHYTIGTYDTEEDEY
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Figura 4. Alineamientos multiples de las secuencias de aminoacidos de invertasas e inulinasas
presentes en plantas. Tomado de Van der Ende, 2007

Las inulinasas que pertenecen a la familia de las fructanhidrolasas son 2,1-B-D
fructanfurohidrolasas (EC 3.2.1.7) responsables de hidrolizar los enlaces B-(2,1) de la

inulina y producir fructosa o fructooligosacaridos (Marsella 2015).

Las inulinasas microbianas se clasifican acorde su via de accion, las exo-inulinasas (2,1
B-D-fructano-fructohidrolasa EC 3.2.1.80) son aquellas que rompen los enlaces 2-1 en
los extremos del fructano generando fructosa principalmente. Las endo-inulinasas (B-D-
fructano-fructohidrolasa EC 3.2.1.7) actian en la parte media de la inulina generando

inulo-triosa, inulo-tetraosa e inulo-pentaosa (Chi, y otros 2009).

Actualmente sélo se han reportado 5 estructuras cristalograficas de enzimas con
actividad inulinasa. Dos de ellas, una exoinulinasa, (1Y9M) y una endoinulinasa (3RWV)
provienen de hongos filamentosos como Aspergillus awamori y Aspergillus ficcum
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respectivamente (Nagem, y otros, 2004; Samygina, y otros 2011) (Figura 5). Una de
levadura Schwanniomyces occidentalis, que aunque (Sainz-Polo y otros, 2011) como
inulinasa, presenta actividad frente a la inulina de achicoria. Una de planta obtenida a
partir de las hojas de achicoria (Verhaest , y otros 2007) y una de bacteria proveniente

de Thermotoga maritima que es un organismo extremofilo (Alberto y otros, 2006)

Figura 5. Estructura de la endo-inulinasa de A. ficcum (3RWK) y la estructura de la exo-
inulinasa de A. awamori (1y4W) respectivamente.

En la actualidad las inulinasas han generado gran interés por las aplicaciones que
pueden tener en las diferentes industrias como la alimenticia y farmacéutica por lo que

nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en su estudio.

En el laboratorio se han realizado ensayos de actividad inulinolitica, usando la enzima
comercial Novo960, que contiene ambas inulinasas (endo- y exo-), empleando como
sustrato a las inulinas de agave y de achicoria. A pesar de que esta preparacion
enzimatica es capaz de hidrolizar la inulina de achicoria hasta fructosa, la hidrdlisis de
la agavina es casi nula. Dadas estas limitaciones de la enzima comercial, ha sido
fundamental el aislamiento, la purificacion y la caracterizacion de enzimas capaces de

hidrolizar inulinas como la agavina.

Previo a este trabajo, en 2013 Robert se dedicé a seleccionar las mejores cepas de la

coleccion de microorganismos aislados. De esta forma se seleccionaron ocho cepas
23



gue cumplian con las caracteristicas previamente mencionadas y cuyos extractos
celulares o sobrenadantes presentaron actividad hidrolitica contra la inulina de agave.
De las ocho cepas seleccionadas solo 2 mostraron caracteristicas de activida y
crecimiento sobresalientes (1ISO3 y IPO3) (Robert 2013) (Figura 6).
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Figura 6. DO a 600 nm después de 24 horas de crecimiento en medio con y sin inulina de
agave de ocho microorganismos distintos tomado de Robert 2013

Las cepas ISO3 e IPO3 se caracterizaron morfolégicamente y observd que eran
levaduras, se estudio el efecto de la temperatura en el crecimiento de los

microorganismos y se encontrd que la mejor fue de 30°C

Por otro lado, en 2015 Guillén retom6 dos cepas la AZ8 y la 1ISO3, ambas crecian en
medios con inulina de agave como unica fuente de carbono y sus sobrenadantes
presentaban actividad inulinolitica. Se realizaron ensayos usando distintas columnas de
intercambio i6nico para montar una técnica de purificacion para las posibles enzimas
que podrian ser exo-inulinasas o endo-inulinasas. Se obtuvd una purificacion parcial de
la inulinasa presente en el sobrenadante de la levadura ISO3 que generaba como
productos fructosa y fructooligosacaridos detectados por medio de cromotografia en
capa fina (Guillén 2015).

Tomando en cuenta esta informacion se decidié seguir estudiando la inulinasa
producida por la levadura ISO3 ya que el sobrendante presenta una buena actividad
enzimatica usando como sustrato la inulina de agave ademas de que esta enzima es

capaz de trabajar a 50°C.
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3. HIPOTESIS

La levadura ISO3 aislada de los residuos de agave de la industria tequilera (Tequilera
Sauza, Tequila Jalisco) es capaz de usar como Unica fuente de carbono a la agavina,
por lo tanto, este microrganismo producird endo y exoinulinasas que hidrolizaran al

fructano ramificado.

3.1. OBJETIVOS
Objetivo general

> Obtener y caracterizar las enzimas capaces de usar como sustrato a la agavina.
Objetivos particulares
» ldentificar por métodos moleculares el microorganismo que se empled para la
obtencion de las inulinasas.
» Establecer sobre que fuente de carbono hay una mayor produccion de inulinasas
» Implementar una metodologia de purificacion de las posibles enzimas que
hidrolizan a la inulina.
> Identificar por técnicas cromatograficas los productos de reaccion de las enzimas
obtenidas.
» Determinar las mejores condiciones de reaccion enzimatica (temperatura y pH)
para realizar los ensayos cinéticos
> Determinar los parametros cinéticos (Km, kcat) de las posibles proteinas

purificadas.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales

4.1.1. Material celular

La cepa IS03 que se empled en este trabajo es parte una coleccion gque se tiene en el

laboratorio 314 de la Facultad de Quimica de la UNAM, este microorganismo se aislo

de una planta procesadora de tequila.

4.1.2. Reactivos y Kits

Reactivos y kits

Agavina (Nekutli S.A.)
Acido 3,5-dinitrosalicilico (Sigma Aldrich)

Fructosa (Sigma Aldrich)

Butanol (Sigma Aldrich)
Isopropanol (Sigma Aldrich)
Sulfato de magnesio (Merck)

Sulfato de amonio (Drogueria cosmopolita)
DNAzol (Invitrogen)

Fosfato monobasico (Merck)
Cloruro de sodio (Drogueria cosmopolita)
Inulina de chicoria (Sigma Aldrich)
Persulfato de amonio (Sigma Aldrich)
Acrilamida (JT Baker)

Azul de bromofenol (Sigma Aldrich)
SDS (Sigma Aldrich)

Marcador de peso molecular de proteinas
(Biorad)

Acetato de sodio (Sigma Aldrich)
Cromatoplacas de capa fina de silica gel
(Merck)

Metabisulfito (Sigma Aldrich)

Kit de tincién de plata (Biorad)

Azul de dextrana (Biorad)

Fructooligosacaridos (Nekutli S.A.)
Glucosa (Sigma Aldrich)
Extracto de levadura (Sigma Aldrich)
Metanol (Sigma Aldrich)
Hidroxido de sodio (Merck)
Sacarosa (Merck)

Tag DNA polimerasa (Thermo Scientific)
Agarosa (Invitrogen)

Fosfato di basico (Merck)
Acido clorhidrico (Sigma Aldrich)
Acido sulfarico (Sigma Aldrich)
Orcinol (Sigma Aldrich)

Bis acrilamida (JT Baker)
EDTA (Sigma Aldrich)

Acido acético (Merck)

Marcador de peso molecular de DNA 1 Kb plus

(Invitrogen)

Cloruro de potasio (JT Baker)

Kit de purificaciéon de DNA QIAquick (Invitrogen)

Reactivo de Schiff (Sigma Aldrich)

Kit de calibracion para exclusion molecular (Biorad)

Kit para gel 2D (Biorad)
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4.1.3. Equipos

Equipos
Centrifuga PrO-Research (Centurion Scientific Centrifuga (Eppendorf)
Lid)
Cromatografo de proteinas AKTA purifier Fuente de poder (Major Science)

(General Electric)

Camara de electroforesis para DNA (Select Camara de Electroforesis para proteinas (Biorad)
Bioproducts)
Espectro de luz UV Genesys 10S (Thermo Potenciometro (Beckman)
Scientific)

Agitador orbital Aros 160 (Thermolyne) Balanza analitica (Ohaus)
Termociclador (Applied Biosystems) Nanodrop (Thermo Scientific)
Purificador de agua MilliQ (Millipore) Incubadora innova 4330 (New Brunswick Scientific)

Termomixer (Eppendorf) Bafo de agua (IKA)

Ultra congelador ULT390 (Gs Laboratory) Columna DEAE Fast Flow de 24 mL (Sigma Aldrich)

Columna Superdex 200 de 24 mL (Sigma Unidad de ultrafiltracion (Millipore)
Aldrich)
zetasizer pV (Malvert) Protean i12 IEFD (Biorad)

Liofolizadara FD1.0 (Heto)

4.2. ldentificacion del microorganismo por la amplificacién y secuenciacion de la
region ITS1.

La cepa de interés se crecid en un medio de cultivo con 1% de agavina durante 24
horas a 30°C a 150 RPM. Posteriormente el medio se centrifugé a 10000 rpm durante
10 minutos, se elimind el sobrenadante y el pellet se resuspendié con 1 mL de DNAzol
con la finalidad de extraer el DNA gendmico. La mezcla se calenté a 90°C por 2 minutos
y se congeld con nitrégeno liquido, este paso se realizo tres veces con la finalidad de
lisar las células. Se centrifugd la muestra a 10000 rpm y el sobrenadante se transfirié a
un tubo limpio donde se agreg6 0.5 mL de isopropanol a -20°C, se mezcl6 y se dejo
reposar por 5 minutos, después se centrifugé 10 minutos a 10000 rpm. Se elimino el
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sobrenadante y se lavo el DNA gendmico con 0.8 mL de etanol al 70%, posteriormente
se centrifugé nuevamente por 3 minutos a 12000 rpm. El sobrenadante se elimind y se
dejo secar el pellet de DNA a 35 °C. Finalmente el pellet se resuspendio en 40 uL de
agua milliQ estéril. Para corroborar la presencia del DNA gendmico se realizd una

electroforesis en un gel de agarosa al 1% con un voltaje de 100 Volts por una hora en
buffer TAE.

Una vez corroborada la presencia de DNA, se amplificé la region ITS utilizando los

siguientes cebadores

ITS1(F) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’

ITS4 (R) 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3

Los reactivos que se emplearon en la PCR se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Reactivos que se emplearon para realizar la PCR

Buffer 5x 1L
dNTP’s 2 mM 2 uL
Cebador ITS1 2 mM 0.5 uL
Cebador ITS4 2 mM 0.5 uL
DNA genémico 1uL
Taq Polimerasa 0.5 uL
Solucion de MgCl 2 uL
Agua milliQ esteril 12.5 uL

Para llevar a cabo la amplificacion del fragmento de DNA, se utilizé un termociclador

Veriti 90 Well termal cycler de AB Applied Biosystems usando las siguientes

condiciones:

28



Desnaturalizacion primaria (94°C, 3 minutos), un ciclo, se consider6 como
desnaturalizacion secundaria (94 °C, 40 segundos), alineamiento (56°C, 40 segundos),
elongacién (72°C, 40 segundos) realizandose 34 ciclos. Por ultimo, se realizd una

elongacioén final (72°C, 5 minutos).
4.3. Purificacion de DNA

Se colocaron 80 uL de DNA amplificado por PCR en un gel de agarosa al 1% se realiz6
una electroforesis a 100 V por una hora y se revel6 el gel con bromuro de etidio. Se
cortaron las bandas con el DNA amplificado de interés teniendo cuidado con el tiempo
de exposicion de la luz UV. La purificacion se llevo a cabo usando el kit de purificaciéon
de DNA QIlAquick extraction de Qiagen y se midié la concentraciéon de DNA en un

nanodrop 2000 de la marca Thermo Scientific.

La muestra se envié a secuenciar al laboratorio Laragen Inc. Y los resultados obtenidos
se ingresaron a la pagina del NCBI para realizar un Blast y comparar la secuencia con

las ya reportadas.
4.4. Ensayos de crecimiento microbiano usando distintas fuentes de carbono.

El crecimiento de la cepa ISO3 se realizé en matraces Erlenmeyer de 200 mL, en un
volumen total de 100 mL, midiendo la absorbancia a 600 nm con respecto al tiempo.
Las condiciones que se usaron para realizar el crecimiento fueron: temperatura 30 °C,
agitacion de 150 rpm. El medio base que se emple6 fue: 0.5 % m/v de inulina, 0.2 %
m/v de extracto de levadura, 0.1 % m/v de sulfato de amonio, 0.05 % m/v KCl y 0.1%
m/v de fosfato monobasico. Se usé un preinéculo de 5 mL con el mismo medio base

para inocular cada medio usado.

Se realizaron ensayos con diferentes fuentes de carbono usando glucosa, fructosa,
fructooligosacaridos (FOS) y sacarosa en las mismas concentraciones que la agavina.
Los preinoculos utilizados para cada caso también fueron modificados en su fuente de

carbono.

Los monitoreos en todos los casos se realiz6 a los tiempos: 0, 11.5, 16, 20, 24, 38 y 64

horas tomando una muestra de 1.5 mL y congelandolas para posterior analisis.
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4.5. Ensayo enzimatico en el sobrenadante.

Todas las muestras se centrifugaron 15 minutos a 10000 rpm para realizar el ensayo
enzimatico con el sobrenadante. En un tubo eppendorf de 1.5 mL se colocaron 1000 uL
de buffer de acetatos 20 mM a un pH 5.5, 300 uL una solucién estéril de agavina al 5 %
m/v y 200 pL de sobrenadante de cada muestra. La reaccion enzimatica se coloco en
un termomixer modelo AG 22331 de la marca Eppendorf a 50 °C por un tiempo de 30
minutos y posteriormente se inactivo la reaccion colocandola a 100°C por 10 minutos. A
la par de la reaccidén, se realizaron dos controles negativos a las mismas condiciones
usando buffer e inulina y por otro lado solo buffer y enzima. La determinaciéon de la
actividad enzimatica se realiz6 usando el ensayo de azucares reductores con el reactivo
de DNS. El resultado se expres6 como U/mL donde la U es igual a un pmol

equivalentes de fructosa por minuto de reaccion.
4.6. Ensayo de azucares reductores

El ensayo de azucares reductores se realizd usando la metodologia de Miller, (1959)
con algunas modificaciones. Se coloc6 en un tubo de ensayo de 5 mL 0.2 mL de buffer
de acetatos 50 mM a un pH de 5, 0.1 mL de muestra y 0.6 mL de reactivo de DNS. Los
tubos se calentaron a 90°C por 5 minutos, terminado el tiempo se enfriaron en hielo por

20 minutos y se agregaron 4 mL de agua destilada a cada muestra.

Las muestras se midieron a una longitud de onda 540 nm y para determinar la
concentraciéon de cada una se realizé una curva patron de fructosa como referencia con
intervalos de concentracion de 0 a 0.58 uM. EIl resultado se reporté como pmol

equivalentes de fructosa.
4.7. Cromatografia en capa fina (TLC)

Para observar los productos de la hidrélisis de la agavina se usaron placas de silica en
aluminio de 5 X 10 cm, como eluyente se empled una mezcla de butanol, metanol, agua
(3:2:1). Las muestras se revelaron con una solucion de H2SOa4 al 5% en etanol y orcinol
a 10 mg/mL. Esta solucion se disperso por nebulizacidon por toda la placa y se calent6 a

90°C en una parrilla hasta revelarse.
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4.8. Andlisis de secuencias y propiedades tedricas de las inulinasas reportadas

de Kluyveromyces marxianus

Se recopilaron las secuencias reportadas en el NCBI de las inulinasas producidas por la
levadura Kluyveromyces marxianus, posteriormente se colocaron en el servidor Clustal

Omega para realizar un alineamiento multiple de las proteinas.

Las propiedades tedricas como el punto isoeléctrico, peso molecular, porcentaje de
aminoacidos cargados fueron determinados para cada inulinasa reportada por medio

del servidor ProtParam tools del Expasy.
4.9. Purificacion de lainulinasa

Con la finalidad de purificar a la proteina extracelular, se crecio la levadura a las
mejores condiciones previamente determinadas (64 horas de incubacion, 30 °C, 150
rpm, fuente de carbono agavina), posteriormente el medio de cultivo se centrifugd a
10000 rpm a 4°C por 15 min para separar las células del sobrenadante. El
sobrenadante recuperado se ultrafiltré a 4500 rpm a una temperatura de 4°C usando

filtros Amicom Ultra de un tamafo de corte de 30 KDa .

Una vez concentrada la muestra, se coloc6 en un buffer de fosfatos 50 mM a un pH de
7, para introducirla en una columna de intercambio aniénico DEAE FF ya que las
secuencias reportadas para esta proteina tienen una mayor cantidad de residuos con
carga negativa. Se introdujo 1 mL de muestra y las condiciones de trabajo de la
columna fueron: flujo de 1 mL/min, gradiente lineal de NaCl 2 M durante 15 minutos
hasta llegar a 50% del gradiente salino. Posteriormente se realizaron pruebas de
actividad enzimatica a las fracciones que presentaron valores mas altos de absorbancia
a 280 nm. Con la finalidad de mejorar la separacién de las proteinas se llevd a cabo
otra prueba de gradiente lineal pero solo hasta el 10 % de gradiente y se realizaron
pruebas enziméticas. Con esta prueba se decidié usar un gradiente segmentado al 7%
de NaCl 2 M.

La fraccion recuperada del paso anterior se concentré por ultrafiltracion y se llevd a
cabo la separaciéon de proteinas usando cromatografia de exclusion molecular con dos

columnas que fueron comparadas para decidir cual presentaba una mejor separacion.
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La columna Superdex 200 de un volumen de 24 mL se ocupO bajo la siguiente
condicion de flujo 0.5 mL/min. La fase movil que se emple6 fue buffer de fosfatos 50
mM pH 7.2 + 500 mM de NaCl. La columna fue empacada en laboratorio usando un
fluo maximo de 8 mL/min de etanol al 20% y una presiébn maxima de 1.5 MPa,
posteriormente se paso agua y después buffer de fosfatos con azul de dextrano para

verificar su correcto empaquetamiento.

Para evaluar el proceso de purificaciéon (ultrafiltracion, intercambio catiénico y Exclusion
molecular por la columna Superdex 200) se realiz6 un gel SDS-PAGE para ver la

pureza de la muestra.
4.10. Determinacion del peso molecular de la enzima

Para determinar el peso molecular de la enzima se emplearon dos técnicas, por un lado
se uso6 cromatografia de exclusién molecular y por otro dispersion dinamica de luz. Para
la técnica de cromatografia por exclusion molecular de empled una columna Superdex
200S 10/300, se us6 como fase movil buffer de fosfatos 50 mM a un pH de 7.2 con 500
mM de cloruro de sodio. Esta columna se calibré usando el kit de la marca Biorad
catalogo 1511901. Este kit contiene una mezcla de proteinas: vitamina B12, mioglobina
de equino, ovoalbumina de gallina, gama globulina bovina y tiroglobulina bovina, con un
peso molecular de 1.35, 17, 44, 158 y 670 kDa respectivamente. Para determinar el

volumen muerto de la columna se ocup6 azul dextrana.

Se mezcl6 una alicuota de 0.1 g del kit de calibracién en 500 microlitros de buffer de
fosfatos y se inyectd a la columna a un flujo de 0.5 mL/min. De la misma forma se
procedi6é con el azul de dextrana. Una vez obtenido los volumenes de elucion de cada

patron se calcul6 el factor Ka que es

(Vol.muestra—vol.muerto)
Ka =

(Vol.total—vol.muerto)

Esta formula relaciona el volumen de elucion de la muestra, el volumen muerto y el
volumen total de la columna. Una vez obtenidos estos valores se graficaron contra sus
respectivos pesos moleculares en forma logaritmica. Se obtuvo la ecuacion de la recta

y a partir de ella se calcul6 el peso molecular de la muestra.
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Para la determinacion del peso molecular mediante la dispersion dinamica de luz se
empled el equipo zetasizer pV con celdas de vidrio. Esta técnica tiene como
fundamento hacer pasar un laser que difracte con las particulas presentes en la
solucion, de esta forma al colisionar el haz de luz se difracta. Este fendmeno se puede
usar para determinar el peso molecular partiendo de la suposicion de que la particula es
una esfera que generara angulos de difraccion segun su tamafio. Para usar esta técnica
primero se colocaron 500 pL de la proteina a una concentracién de 100 ug/mL en la
celda y se equilibré 25°C por 10 minutos, posteriormente se realizaron 10 mediciones
de 30 segundos cada una. Una vez obtenido el didmetro de la proteina se estimo el

peso molecular tomando en cuenta este dato.
4.11. Punto isoeléctrico

Para determinar el punto isoeléctrico de la enzima, se prepard 15 ug de la muestra en
125 pL del buffer que contiene CHAPS al 2% (m/v), tiourea 2 mol/L, urea 7 mol/L y
anfolinas al 0.05% (m/v). Esta muestra se coloco en una tira de isoelectroenfoque, que
es un soporte de acrilamida y bisacrilamida, que se encuentra derivatizado con grupos
acidos o basicos cuya union covalente a la matriz impide la distorsion del gradiente.
Esta tira fue de 7 centimetros y de un intervalo de pH de 3 a 10, posteriormente se
cubrié con aceite mineral y se coloco en el equipo Protean i12 IEFD. Se dejo hidratar
por 12 horas y se corri0 a un voltaje de 100 V por una hora para realizar el
isoelectroenfoque. A continuacion, se retiré la tira del equipo y se realizaron dos
lavados de 20 minutos cada uno con 2mL de una solucién de 1% (m/v) de SDS. En un
gel de poliacrilamida a 10 % sin gel de apilamiento, se colocé la tira lavada y en el
espacio sobrante se puso el marcador de peso molecular. Se prepard una solucién de
0.6 % (m/v) de agarosa con azul de bromofenol y se virtié en la parte superior del gel
para sellarlo. En una camara de electroforesis se corri6 el gel durante una hora y media
a 100 volts. El gel se fij6 con una solucion de metanol al 50 por ciento y se tifié con una

solucién de azul de Coomassie.
4.12. Tincion de Schiff (glicosilacion)

Para determinar el grado de glicosilacion de la proteina, se llevd a cabo una

electroforesis SDS-PAGE de 25 pL de la muestra a una concentracion de 1.85 pug/mL.
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Durante dos horas se corri6 el gel a un voltaje de 100 V, posteriormente se lavo el gel
de policarilamida al 10 por ciento con agua Milli Q para retirar el SDS. Se fij6 el gel con
una soluciéon de metanol al 50 por ciento durante 60 minutos, terminado este paso se
lavé dos veces durante 20 minutos cada una con agua Milli Q. Una vez lavado se
agrego una solucion oxidativa de &cido peryodico al 1 % (m/v) por 60 minutos para
generar grupos aldehido en el carbohidrato, posteriormente se lavd dos veces con agua
Milli Q por 20 minutos y se colocd en una solucién de Schiff hasta ver bandas
magentas, este color generado por la reaccion entre el aldehido y el reactivo de Schiff.
Se retird la solucién anterior y se dejé en una solucién de metabisulfito al 0.5 por ciento
por 2 horas. Por ultimo, se dej6é destifiendo con agua MilliQ. Para esta técnica se usé
como control positivo a la proteina peroxidasa de rabano que presenta glicosilaciones y

como control negativo albumina bovina.
4.13. Deglicosilacion

Una vez identificada que la inulinasa de Kluyveromyces marxianus esta glicosilada se
uso el kit de deglicosilacion enzimética de sigma-aldrich. Como primer paso se coloco
0.001 g de la proteina liofilizada en 35 microlitros de agua Milli Q y 10 microlitros de
buffer 5x. Posteriormente se adicioné un microlitro de las enzimas O-glicosilasa que
hidroliza el enlace entre serina y galactosa, la peptido N-glicosilasa F hidroliza el
enlace de asparagina con manosa, la a (2,3,6,8,9) neuromidasa que hidroliza el enlace
entre galactosa y acido sialico, La B-N-Acetilglucosamidasa hidroliza el enlace beta
acetilglucosamina con manosa o galactosa y la B-(1-4) galactosidasa. Esta reaccion se
dejé durante 5 dias a una temperatura de 37°C. Para corroborar la deglicosilacion se

llevd a cabo nuevamente una tincion de Schiff.
4.14. Ensayos de estabilidad térmica.

En una celda de vidrio se coloc6 500 pL inulinasa a una concentracion de 100 pg/mL
gue se encontraba en buffer de fosfatos 50 mM a pH 7.2 a continuacién, se introdujo la
celda en el equipo zetasizer nV, se dejoé equilibrar el equipo a distintas temperaturas
que van desde 25°C hasta 70°C por diez minutos y posteriormente se realizaron 10

mediciones del diametro hidrodindmico de la proteina durante 30 segundos.
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También se realizaron ensayos de estabilidad térmica midiendo la actividad enzimética
residual durante un intervalo de 24 horas de incubacion de la enzima a tres
temperaturas 40°C, 50°C y 60°C. Se tomaron alicuotas de la enzima a diferentes
tiempos de incubacion y se llevo a cabo la reaccion enzimatica usando como sustrato
agavina al 1%(m/v) en buffer de fosfatos pH 5.5 y a una temperatura de reaccion de

50°C por 10 minutos, cada reaccion por el método de DNS.
4.15. Caracterizacion enzimética

Se realizaron ensayos con la enzima pura en buffer de fosfatos 5.5 con 1 % (m/v) de
agavina durante intervalos de tiempo que fueron de O hasta 18 minutos a una
temperatura de 50 °C con una cantidad de enzima de 5.93 pg. Este procedimiento se
usoé para verificar el tiempo en el cual se mantenia la reaccion en velocidad inicial. La
cantidad de fructosa producida por esta reaccion se determind por el método de

azucares reductores DNS.
4.15.1. Efecto de latemperaturay pH sobre la actividad enzimatica

Una vez purificada la enzima y verificada la velocidad inicial se llevd a cabo la reaccion
enzimatica en buffer de fosfatos pH 5.5 con 1% de agavina, por 10 minutos a 150 rpm y
se vario la temperatura (30, 40, 50, 55, 60 y 70 °C). La reaccion se detuvo colocando
las muestras a 95°C por 5 minutos. Se cuantificaron azucares reductores por el método
de DNS para determinar la actividad enzimética y se analizaron las muestras para

determinar la mejor temperatura.

Ya determinada la mejor temperatura de reaccion, se evalud el efecto del pH en un
intervalo de 3.5 a 7.5 usando buffer de fosfatos a 50 mM y la mejor temperatura
obtenida (50 °C).

4.15.2. Ensayos de especificidad por sustrato.

Con la finalidad de evaluar la actividad sobre los enlaces B3-(2,1) y B-(2,6), se llevaron a
cabo experimentos con inulina de chicoria que cuenta Unicamente con enlaces B-(2,1),
mientras que el levano cuenta con 3-(2,6). También se us6é como sustrato sacarosa
para observar la actividad de invertasa. Estos experimentos se llevaron a cabo de

manera independiente a pH 5.5 y 50°C con una concentracion de proteina de 5.93 ug y
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de 1% m/v de sustrato. Las reacciones de inulina de chicoria y levano se llevaron a
cabo en un volumen total de reaccion de 500 pL por 10 minutos y la de sacarosa por 6
minutos en un termoblock en agitacién constante (150 rpm). Después del tiempo de
reaccion, esta se detuvo calentando a 95°C por 2 minutos. La cantidad de producto
formado se determiné midiendo la cantidad de azucares reductores por el método de
DNS.

4.15.3. Ensayos cinéticos

Una vez confirmado la actividad enzimética en los sustratos sacarosa, inulina de
chicoria e inulina de agave se determinaron las mejores condiciones de reaccion para
cada sustrato evaluando diferentes valores de temperatura (40°C, 50°C y 60°C) asi
como diferentes pH (4.5, 5.5 y 6.5). El ensayo con levano no se llevé a cabo por la baja

actividad presentada.

Una vez obtenidas las mejores condiciones de reaccién para cada sustrato de llevaron
a cabo los ensayos de cinética enzimatica variando la concentracion del sustrato que en
caso de la agavina fueron de 0.93 mM a 5.58 mM. El peso molecular de la inulina de

agave fue de 2700 Da determinado por exclusion molecular.

Para el caso de la inulina de chicoria se usaron concentraciones de sustratos que van
de 0.25 mM a 2.5 mM. El peso molecular que se uso para llevar a cabo el céalculo de la

concentracion fue de 4753 Da determinado por exclusién molecular.

Las concentraciones de sacarosa para la determinacion de los parametros cinéticos
fueron de 29.21 mM a 291.1 mM. Para todos los ensayos se adicion6 una cantidad de
5.93 ug de enzima pura a un volumen final de reaccion de 0.5 mL, cada reaccion se

llevé a cabo por duplicado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Para llevar a cabo la obtencion de la inulinasa proveniente de la levadura ISO3 se
plante6 primero identificar por técnicas moleculares al microorganismo que se eligié en
este trabajo para posteriormente encontrar las mejores condiciones para producir la

enzima, purificarla y caracterizarla.

5.1. Identificacion de la levadura ISO3 por medio de la amplificacion de la region
ITS

Con la finalidad de identificar al microorganismo de trabajo se llevd la amplificacion por
PCR de la region ITS, por sus siglas en inglés (Internal transcribed spacer), que es
empleada comunmente para identificar levaduras, ya que es una region conservada
entre cada especie (White, y otros 1990). Una vez realizada la amplificacion de la
region ITS se realizd una electroforesis en un gel de agarosa al 1% para observar el
tamafio del amplicon obtenido. En la Figura 7 se observa el gel obtenido en el cual se
aprecia una banda entre 600 y 850 pares de bases. Esta banda se purificoO y se mandé

a secuenciar.

Figura 7. Gel de electroforesis de DNA de la muestra del microrganismo ISO3 amplificada por
PCR de laregion ITS. El gel de agarosa al 1 % se corrié a 100 V durante una hora en buffer
TAE.

La secuencia obtenida fue de 628 pares de base que se aline6 a otras secuencias

empleado el algoritmo BLAST (Basic local alignent search tool, por sus siglas en inglés)
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cuya funcién es comparar la secuencia problema contra una cantidad de secuencias

gue se encuentran en una base de datos. Los resultados se muestran en la Figura 8.

Description ::2:6 ::;?; S:fg s Ident| Accession
Kluvveromyces iwarxianus strain $-2-05 internsl transcribed spacer 1, partial sequence: 5,38 riboscmal BNA gene and internaltranscribed spacer 2, comelete s 1138 1138 63% 0.0 99% KP21044E.1
Kluyveramyces mar<ianus strain Y 43-2 185 ihosomal RNA gene partial sequence: internal transcibed spacer 1. 5 85 ribosomal BNA gene. andinternal ransc 1138 1138 63% 0.0 99% KR08989C1
Kluyveromyces rarxianus strain Y.A003 185 ribosomal RNA gene. partial sequence: interral franscibed spacer 1. 5.85 ribosomal RMA gene. and internaltranse 1138 1138 63% 0.0 99% KR0B8884.1
Kluyveromyces warxianus strain Wi 03.2 37 isolate ISHANHTE 1D MITS756 185 ribosomal BNA gene. partiel sequence: internal transciibed spacer 1,585 ribo 1138 1138 63% 0.0 99% KP132326.1
Kluyveramyces rrar<ianus DNA, chromosome 5. comelete genome. strain: NBRC 1777 1138 2277 63% 0.0 99% AP0146031
Kluyveromyces marxianus strain PAZ 183 rikosomal RNA gene. partial sequence: internaltranscribad space- 1. 5.88 ribosomal RMA gene. and irtemal transcrit 1138 1138 63% 0.0 99% KF9645491
Kluyveromyces mar<ianus strain M11 265 ribosomal RNA gene. partial sequence 1138 1138 63% 0.0 99% KF851354.1
Kluvveramyces rrarxianus strain P2 265 ribosomal RNA gene. partial sequence 1138 1623 63% 0.0 99% KF851351.1
Kluvveromyces marxianus DMKU3-1042 DNA, complete genonie, chromosome & 1138 2277 B63% 0.0 99% AP012217.1

Figura 8. Resultados del alineamiento de la amplificacién de la regién ITS

Se puede observar que la region que se amplific6 empata con la regiéon ITS1 y una
secuencia parcial de ADN de la subunidad 5.8 ribosomal de varias cepas del
microorganismo Kluyveromyces marxianus con un 99 % de identidad y valores E (error

de célculo) de cero.

5.2. Ensayos de crecimiento microbiano de la levadura Kluyveromyces marxianus

ISO3y produccién de lainulinasa

Una vez identificado el microorganismo, se analizé el efecto de la fuente de carbono
sobre el crecimiento microbiano y la produccion de la inulinasa, esto con la finalidad de
encontrar las mejores condiciones para producir la enzima. Cabe sefalar que la

produccion de la enzima se observo a través de su actividad inulinolitica.

Con el prop06sito de determinar la mejor fuente de carbono para producir la inulinasa se
llevo a cabo el monitoreo del crecimiento de la levadura por medio de turbidimetria en
distintas fuentes de carbono: sacarosa, glucosa, fructosa, fructooligosacaridos(FOS) y

agavina (Figura 9).

Se observé que la fuente de carbono en la que se presenta un mayor crecimiento
microbiano es la glucosa, seguido por la fructosa y la sacarosa. Por otro lado, los FOS y
agavina presentaron los crecimientos mas bajos. En el afio 2011 Nitsche, Abrahao-Neto
y Karoly encontraron resultados similares para la cepa PYCC 3886 de Kluyveromyces
marxianus, observando un mayor crecimiento cuando la fuente de carbono es glucosa

comparada con otras fuentes de carbono como sacarosa.
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Estos resultados son los esperados ya que la glucosa es un monosacarido de facil
asimilacion y metabolizacion al igual que la fructosa, mientras que los polisacaridos

necesitan ser hidrolizados para su posterior aprovechamiento por el microorganismo.

6 —8—Agavina —@—Glucosa Sacarosa —@—Fructosa —e—FOS

Absorbancia a 600 nm

0 10 20 30 40 50
Tiempo (Horas)

Figura 9. Curvas de crecimiento de Kluyveromyces marxianus (ISO3) en distintas fuentes de
carbono 1%(m/v) (Agavina, Sacarosa, FOS, Fructosa, Glucosa), a 30°C y 120 rpm.

También se observa que la fase de adaptacién es mas larga en el medio con agavina,

dado que, como se menciond anteriormente este polimero debe ser hidrolizado.

Una vez evaluado el crecimiento de la levadura, se determind la produccién de la
inulinasa a través de su actividad enzimatica, para esto, se consideraron tres puntos de
la curva de crecimiento, para observar si existia una relacion directamente proporcional

entre el crecimiento de la cepa y la produccién de la inulinasa.

En la Figura 10 se muestra la actividad enzimética durante el monitoreo del crecimiento
de la levadura en tres intervalos de tiempo con cada una de las fuentes de carbono. Se

observa que durante la primera fase del crecimiento (13 horas) el medio con inulina de
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agave, comparado con los otros medios, presenta una mayor actividad enziméatica
(50%). Esto se puede deber a que la levadura para crecer necesita producir la inulinasa

para lograr degradar a la agavina en fructosa.

12 -
M 13 horas
10 -
H 30 horas
. { m 48 horas
2 3 -
(0]
=
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N
=
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2
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<
FOS Glucosa Agavina Sacarosa Fructosa

Figura 10. Actividad enzimética de los diferentes medios de cultivo. La reaccién se llevo a cabo
usando 1% de agavina, a 50°C, pH 5.5, 300 rpm, durante 10 minutos de reaccion en un
volumen total de 1 mL

A las 30 horas se observa en todos los casos un aumento en la actividad enzimaética.
Los medios de crecimiento donde se us6 un monosacarido o disacarido el aumento fue
de una unidad de actividad mientras que los medios que contenian polisacéaridos la
actividad aumento al doble que la observada a las 13 hora. A las 48 horas se observa
que los medios con fructosa y FOS no presentan un aumento en la actividad enzimatica
mientras que el medio que contenia glucosa presenta un pequefio aumento. Sin
embargo, el medio de crecimiento con agavina presentd la mayor actividad enzimatica
de todos los medios analizados. Ademas, al comparar con el crecimiento se observa
que, aunque el medio que contenia inulina de agave presenta un menor crecimiento
celular tiene mayor actividad enzimatica. Singh y coloboradores en 2007 reportaron que
para la cepa de Kluyveromyces marxianus YS-1 la actividad mas alta se encontraba
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cuando la levadura crecia en un medio con inulina de Dalia que con otras fuentes de
carbono como sacarosa o glucosa (Singh, Dhaliwal y Puri 2007). Estos resultados son

similares a los obtenidos en este trabajo.

Por otro lado, el medio con glucosa que presentdé mayor crecimiento celular fue uno de
los medios con menor actividad enzimética. El grupo de Sokolenko & Karpechenko en
2015 usando una cepa de Kluyveromyces marxianus CDBB L 278 demostraron que la
produccion de la enzima inulinasa en medio con glucosa es minima, ya que el gen de
inulinasa es reprimido en presencia de glucosa. En este mismo trabajo también
demostraron que existe una mejor produccion de la enzima cuando la levadura crece en
presencia de inulina o sacarosa. Se cree que la expresion del gen de la inulinasa el cual
codifica para la enzima, depende de la fuente de carbono en la que se encuentre el
microorganismo (Sokolenko y Karpechenko 2015). Esta informacion respalda los
resultados obtenidos en este trabajo ya que se observa que las mejores condiciones de
produccion de la enzima son cuando se usa la inulina de agave como fuente de

carbono por lo cual se uso este medio para obtener la enzima que fue purificada.
5.3. Purificacion de lainulinasa de Kluyveromyces marxianus 1ISO3

Una vez obtenidas las mejores condiciones de produccién de la enzima, se monté la
metodologia para llevar a cabo la purificacion de la inulinasa. Como primer paso se
recopild informacion sobre las secuencias ya reportadas para obtener valores de peso
molecular y punto isoeléctrico de referencia para que a partir de esta informacion se
establecer una metodologia de purificacion. Como paso previo a la purificacion se llevo
a cabo el alineamiento multiple de todas las secuencias reportadas con el fin de
observar su variacion ademés de observar la cantidad de aminoacidos cargados y su

punto isoeléctrico tedrico.

5.3.1. Andlisis de secuencias y propiedades tedricas de las inulinasas reportadas

de Kluyveromyces marxianus

Se llevé a cabo el alineamiento multiple de las secuencias proteicas de las inulinasas
de K. marxianus presentes en el NCBI, en él se observa que las secuencias reportadas
tienen un intervalo de 533 a 556 residuos de aminodcidos. Todas las secuencias

comparten un porcentaje de identidad minimo del 98% y solo tienen cambios en los
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residuos 165 (Q por E), 168 (T por S) y los residuos 228, 229, 230 ( T por I, T por H, H
por V); estos cambios en algunos casos generan modificaciones de carga (Q por E, T

por Hy H por V) o pérdida de grupos polares (T por I).

K. marxianus 1 60
ATCC12424 MKFAYSLLLPLAGVSASVINYKRDGDSKAITNTTFSLNRPSVHFTPSHGWMNDPNGLWYD
YS-1 MKLAYSLLLPLAGVSASVINYKRDGDSKAITNTTFSLNRPSVHFTPSHGWMNDPNGLWYD

NBRC 1777 MKLAYSLLLPLAGVSASVINYKRDGDSKAITNTTFSLNRPSVHFTPSHGWMNDPNGLWYD
DMKU3-1042  MKLAYSLLLPLAGVSASVINYKRDGDSKAITNTTFSLNRPSVHFTPSHGWMNDPNGLWYD

181 240
ATCC12424 RDPKVFWHEGENGEDGRWIMAVAESQVFSVLFYSSPNLKNWTLESNFTHHGWTGTQY
YS-1 RDPKVFWHEGENGEDGRWIMAVAESQVFSVLFYSSPNLKNWTLESNFTHHGWTGTQY

NBRC 1777 RDPKVFWHEGENGEDGRWIMAVAESQVFSVLFYSSPNLKNWTLESNFTHHGWTGTQY
DMKU3-1042 RDPKVFWHEGENGEDGRWIMAVAESQVFSVLFYSSPNLKNWTLESNFTHHGWTGTQY

Figura 11. Motivos de las inulinasas de distintas cepas de Kluyveromyces marxianus presentes
en el NCBI. Las cepas fueron K. marxianus ATCC12424 (Laloux, y otros 1991), YS-1
(Singh, Dhaliwal y Puri 2007), NBRC 1777 (Hai-Xiang, y otros 2014), DMKU 3-1042

(Lertwattanasakul, y otros 2011).

En la Figura 11 se muestra la identificacién de los tres motivos conservados de la
familia 32 de las glicosilasas. El primer motivo que se encuentra en color verde se
encuentra el residuo de &cido aspéartico que es parte del sitio activo. El segundo motivo
se sabe que el acido aspartico ayuda a estabilizar al complejo catalitico formado por los
residuos acidos de los motivos antes mencionados. En el tercer motivo de color morado

se encuentra el segundo residuo catalitico (acido glutamico).

Previo a la purificacion se analizaron las propiedades de las secuencias reportadas,
como primer paso se compar6 la cantidad de residuos cargados, en la Tabla 5 se
observa que se tienen 58 residuos cargados negativamente siendo superior a los 36
residuos positivos. Esto nos llevé a calcular el punto isoeléctrico tedrico usando el
programa compute pl/Mw que se encuentra en el portal del Expasy, este valor nos

permitié plantear el pH al cual se trabajaria.
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Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas de las inulinasas.

Cepa Kluyveromyces marxianus (Inulinasas) Exo-inulinasa Endo-inulinasa
(K. marxianus) (A. awamory)
ATCC124 | NBRC1777 YS-1 DMKU310
24
No residuos 556 556 556 555 533 516
Res. C/carga
neg. (E, D) 58 58 58 58 58 56
Res. Clcarga
pos. (R, K) 36 36 36 36 32 28
P. Mol. Teo
(KDa) 62.29 62.29 62.29 62.13 59.83 55.88
P. lIsoeléctrico
teo 4.88 4.88 4.88 4.89 4.71 4.56

El punto isoeléctrico calculado fue de 4.6 a 4.8 por lo que se decidioé usar un buffer de
fosfatos pH 7, 50 mM para que la proteina de interés tuviera una carga negativa y
ademas, este pH es cercano al que emplean en trabajos reportados (Arrizon, y otros
2011).

5.3.2. Purificacion de la inulinasa empleando cromatografia de intercambio

anionico

Como primer paso de la purificaciéon de la enzima se empled cromatografia de
intercambio anidnico (DEAE FF) para separar parcialmente a la inulinasa. Se usé
primero un gradiente lineal al 50% de una solucion 2M de NaCl con la finalidad de hacer
un barrido de concentracion de NaCl que va desde 0 M hasta 1 M de sal. De esta forma
se puede observar que concentracion de sal es necesaria para que poder eluir la
inulinasa de la columna. En la Figura 12 se muestran los picos obtenidas que se
identificaron como A, B , C, D y E. Se realizaron ensayos enzimaticos a cada fraccién

para determinar cual era la que presentaba mayor actividad y por lo tanto a la enzima.
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Figura 12. Cromatograma del intercambio i6nico después de aplicar un gradiente lineal salino
gue llego a una concentracion maxima de 1M a un flujo de 1 mL/min

La fraccion A fue la parte de la muestra que no interacciond con la columna y por lo
tanto no quedo retenida, tuvo una actividad especifica de 36.9 U/mg de proteina. Este
valor es inferior comparado a la actividad que tuvo la fraccion B que fue de 297.97 U/mg
de proteina. El pico que fue eluido con 0.15 M de NaCl presenté la mayor actividad
comparada con las demas. Los picos C, D y E presentaron una actividad especifica de
120.28, 84 y 62 U/mg de proteina y eluyeron con 0.20 M, 0.26 My 0.56 M
respectivamente. Con estos resultados se decidié realizar otro gradiente lineal a una
concentraciéon de sal de 0.2 M para definir la concentracidén de sal necesaria para eluir a

la proteina de interés.

En la Figura 13 se observan las fracciones obtenidas al llevar a cabo este ensayo, los
picos D y E que eluyeron a 0.12 y 0.14 M de NaCl respectivamente, estas muestras
presentaron el valor méas alto de actividad especifica con 86.9 y 160.5 U/mg de proteina

respectivamente.
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Figura 13 Cromatograma del gradiente lineal a una concentracion de 0.2 M de NaCl usando la

columna DEAE FF de 24 mL a un flujo de 0.5 mL/min.

Con estos resultados se decidio usar un gradiente segmentado a una concentracion de

sal de 0.14 M, con este paso se le hace pasar a la columna una concentracién

constante de NaCl para eluir la muestra. Posteriormente se concentr6 la muestra

obtenida la cual tenia una actividad de 235 U/mg y se us0 cromatografia de exclusion

molecular (Figura 14).
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Figura 14. Cromatograma del gradiente segmentado a una concentracion de 0.14 M de NaCl

usando la columna DEAE FF de 24 mL a un flujo de 0.5 mL/min
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5.3.3. Purificacion de lainulinasa usando cromatografia de exclusion molecular

Después de haber pasado la muestra por la columna de intercambio anidnico se decidio
usar una columna Superdex 200 de 24 mL de volumen para separar la proteina de
interés usando su peso molecular. Se decidié emplear esta columna ya que es capaz
de separar proteinas globulares que pueden ir de los 10 kDa hasta los 600 kDa con una
buena eficiencia. Se introdujeron a la columna 0.5 mL de muestra de intercambié iénico

con una concentracién de 0.01 mg.

Durante el proceso de purificacién usando la columna Superdex 200 se obtuvo el
cromatograma que se muestra en la Figura 15, en él se muestran las fracciones

obtenidas. Solo la fraccion A present6 actividad enzimatica la cual fue de 13.6 U/mg de

proteina.
A
mAU
15
10 4

Figura 15. Cromatograma del paso de exclusion molecular en la columna Superdex 200 usando
buffer de fosfato con una concentracion de 0.05 M pH 7.2 + 0.5 M de NaCl a un flujo de 0.5
mL/min.

Para confirmar la actividad enzimatica y observar el producto de la reaccion se llevo a
cabo una prueba por cromatografia en capa fina (Figura 16) de las reacciones y al igual
que la determinacion de actividad por azucares reductores tampoco se observa
presencia de producto en las fracciones B* y C*, ademas se observa que para la

fraccion A préacticamente usa toda la agavina del medio de reaccion.

46



S | Fructosa

R

ok %\ Agavina

Figura 16. Cromatografia en capa fina de las reacciones enzimaticas de las distintas muestras
obtenidas durante el proceso de purificacion. Siendo B el blanco de reaccién, M el
sobrenadante del medio, C el concentrado por ultrafiltracion, | la muestra por intercambié i6nico
y A* B* y C* las fracciones obtenidas en la exclusion molecular

Para verificar la pureza de la muestra se llevo a cabo un gel SDS-PAGE de todo el
proceso (Figura 17), en él se colocaron muestras del sobrenadante recuperado, el

concentrado por ultrafiltracioén, el intercambio anidnico y la exclusion molecular.

e O D' E
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Figura 17. Gel de acrilamida al 10% SDS-PAGE del proceso de purificacion corrido a 100 V
durante una hora. En el carril A se encuentra el marcador de peso molecular, carril B
sobrenadante, carril C muestra concentrada por ultrafiltracién, carril D muestra de intercambi6
ionico y carril E exclusion molecular
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Se puede apreciar que el carril E que contiene la muestra obtenida del Gltimo proceso
de purificacion se encuentra pura ya que solo se aprecia una sola banda. Al comparar
la muestra con los patrones moleculares se obtiene un peso molecular aproximado de
89.4 kDa en el gel de electroforesis. Una vez verificado que la enzima se encontraba
pura se llevo a cabo todo el proceso de purificacion de manera continua por lo que fue
posible calcular el rendimiento del proceso y las veces de purificacion obtenido. Estos
resultados se muestran en la Tabla 6, este proceso se comenzd con 703 mL del
sobrenadante obtenido del crecimiento celular, posteriormente se concentré6 por
ultrafiltracién hasta obtener un volumen de 14 mL con una cantidad de proteina de 0.32

mg.

Los pasos de cromatografia fueron los siguientes obteniendo una cantidad de proteina
de 0.04 mg para un volumen recuperado de 2 mL. Como ultimo paso se inyecté la
muestra a una columna de exclusion molecular recuperando un mililitro de enzima con

una concentracién de 0.02 mg.

Tabla 6. Resultados del proceso de purificacion de la inulinasa de Kluyveromyces.
marxianus 1ISO3

Volumen Proteina | Actividad | Act. Esp. Veces de
Pasos (mL) total. (mQ) (9)] (U/mg) purificacion |Rendimiento
Extracto
crudo 703 2.62 12,575.89 | 4,803.96 1.00 100.00
Ultrafiltracion 14 0.32 5,553.33 | 17,241.13 3.59 44.16
Intercambio
iénico
2 0.04 1,007.48 | 26,853.65 5.59 8.01
DEAE FF
24mL
Exclusion
molecular
1 0.02 504.52 | 27,721.86 5.77 4.01
Superdex
200
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Como se observa en la Tabla 6 la concentracion por ultrafiltracion es un paso en el cual
se pierde mucha proteina ya que el rendimiento disminuye hasta el 44.16 por ciento,
esto se debié a que la proteina se quedaba unida a la membrana de filtracion. Se
realizo un balance de materia para observar cuanta proteina se quedaba adherida, para
esto se introdujo una muestra con 1.98 mg de proteina y se ultrafiltro. Se obtuvo un
concentrado de 1.09 mg de proteina total y 0.19 mg de proteina total en el
sobrenadante, estos valores indican que 0.70 mg de proteina se quedaron adheridos en
la membrana. Se intentaron varios métodos para desprender la proteina de la
membrana como el uso de solucion de NaCl a altas concentraciones (0.5 M, 1M y 2M)
sin éxito. Debido a este problema se considerd para futuros experimentos tratar de

liofilizar la muestra para concentrarla.

A pesar del bajo rendimiento se obtuvo la proteina pura para poder ser analizada y se
pretende que en el futuro se mejore la técnica de purificacién con las recomendaciones

descritas en este trabajo o si es posible hacerla recombinante.
5.3.4. Peso molecular de la enzima
5.3.4.1. Determinacidén de peso molecular por exclusion molecular

Para determinar el peso molecular de la enzima mediante exclusién molecular primero
se calibro la columna con las proteinas estandar del kit de Biorad mencionado en los
métodos. La mezcla de los estandares se solubilizé en buffer de fosfatos 50 mM pH 7.2
y se inyect6 al cromatografo. Con los valores de volumen de elucién se calculé el valor
Ka que es un cociente que toma en cuenta el volumen total de la columna y su volumen
muerto. Para calcular el valor de coeficiente de retencion (Ka) tanto de los estandares

como de las muestras se uso la siguiente formula

(Vol.muestra—vol.muerto)

Coeficiente de retencion (Ka) =
(vol.total—vol.muerto)

en donde el volumen muerto es el equivalente al volumen de elucion del azul de
dextrana y el volumen total de la columna es de 24 mL. En la Tabla 7 se muestran los
valores de volumen de elucion de cada estandar, el volumen de elucion del azul de

dextrana (volumen muerto), el valor de Ka y el peso molecular de cada uno.
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Tabla 7. Volimenes de elucién y valor Ka de los estandares para la calibracién de la
columna superdex 200s 10/300

Muestras Peso molecular (kDa) Volumen de elucién

(mL)
Tiroglobulina (bovina) 670 10.33 0.045
gama-globulina (bovina) 158 13.53 0.268
Ovoalbimina (gallina) 44 16.66 0.487
Mioglobina (caballo) 17 19.03 0.653
Vitamina B12 1.35 22.75 0.913

Azul de dextrana 2000 9.69

Una vez obtenido el valor Ka de cada estandar se graficO este valor contra su peso
molecular de forma logaritmica, se realizdé una regresion lineal y se obtuvo la ecuacion
de larecta y su valor de coeficiente de regresion lineal como se muestra en la figura 18.
Para corroborar la calibracion de la columna se inyectd una proteina de referencia que
fue la albumina sérica bovina, esta tuvo un volumen de elucion de 15.5 mL y un valor de
Ka de 0.406. Con estos valores se calculo el peso molecular de la muestra que fue de
64.4 kDa, este valor es muy cercano el peso de la albimina que es de 66 kDa.

Una vez elaborada la calibracién de la columna se inyectaron 0.5 mL de inulinasa a una
concentraciéon de 40 ug a la columna y se obtuvo un volumen de elucién de 12.71 mL
como se observa en la figura 19. Al calcular el valor de Ka con el volumen de elucion se
obtiene un valor de de 0.211. Tomando en cuenta estos valores el peso molecular de la
inulinasa es de 256 kDa, este valor es similar a lo reportado por Pessoa y
colaboradores en 1997 y Arrizon en 2012 con pesos de 200 kDa y 250 kDa

respectivamente.
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Figura 18. Calibracion de la columna de exclusién molecular.

Comparado con el peso molecular observado por SDS-PAGE (90 kDa) y considerando
que esta técnica permite conocer el peso del mondmero, ya que se encuentra
completamente desaturalizada. Este dato sugiere que la enzima podria ser un dimero o

un trimero.
5.3.4.2. Determinacion del peso molecular por dispersion dinamica de luz.

Una segunda prueba que permiti6 comprobar el peso molecular y la pureza de la
enzima es la dispersiéon dinamica de luz. La muestra se analiz6 en un equipo zetasizer
uV para determinar su diametro hidrodinamico a 25°C obteniéndose un valor de 11.62
nm gque se muestra en la figura 21 y que equivale a un peso molecular alrededor de 232

kDa cercano al peso obtenido por la técnica de permeacion en gel que fue de 256 KDa.

En 2013 Artykhov y colaboradores realizaron ensayos de dispersion dinamica de luz
con una exo-inulinasa de Kluyveromyces marxianus obteniendo un didmetro de 12 nm.
A pesar de ser valores cercanos entre si (11.62 vs 12 nm) esta variacion se puede
deber a la temperatura del ensayo y al pH en el que se encuentre la enzima (estas
condiciones no son mencionadas en el articulo). También se puede observar tanto en la
Figura 19 como en la figura 20 la presencia de una sola poblacién obteniendo una curva

monomodal, de esta forma corroboramos la pureza de la muestra y el peso molecular
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Figura 19. Cromatograma obtenido de la exclusion molecular de la inulinasa de Kluyveromyces
marxianus de volumen de elucién de 12.71 mL y un peso aproximado de 256 kDa

Con estos resultados obtenidos sugerimos que la inulinasa que estamos estudiando es
de tipo oligomérica que contiene posiblemente 2 o0 3 subunidades de 90 kDa cada una 'y

un peso molecular de 256 kDa para el complejo.
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Figura 20. Didmetro hidrodindmico de la inulinasa medido a 25 °C en buffer de fosfatos 50 mM y
pH 7.2.
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Una vez confirmada la pureza y la posible estructura cuaternaria de la enzima se llevo a
cabo el estudio del punto isoeléctrico de la misma, este parametro es importante ya que

permite saber que el valor de pH en el que la proteina tiene una carga neta igual a 0.
5.3.5. Punto isoeléctrico

Para determinar este valor se llevd a cabo un gel de dos dimensiones que se muestra
en la Figura 21. Para calcular el punto isoeléctrico (P.l.) se tomd en cuenta que la tira
de isoelectroenfoque era de un tamafio de 7 cm y que iba de un un valor de pH de 3 a
10, tomando en cuenta el esto el punto isoeléctrico fue de 4.6 para la subunidad de 90
kDa.

250 KDa

150 KDa ’
. 100 KDa @ < Pl46
= 75 KDa
- -»
.
‘%
v PH3 pH 10

Figura 21. Gel de 2 dimensiones realizado para la inulinasa de Kluyveromyces marxianus. El gel
se corrié por una hora a 120 V usando condiciones no reductoras .

En la literatura no se ha reportado ningun valor de punto isoeléctrico experimental para
una inulinasa de esta levadura, solo se ha estimado su valor a partir de algunas
secuencias reportadas, estos P.l. van de 4.56 a 4.89. El valor encontrado de manera
experimental se encuentra dentro de los predichos por las secuencias reportadas y por
el estimado en este trabajo. Una vez obtenido el punto isoeléctrico se realiz6 la

determinacion de glicosilacién en la muestra.
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5.3.6. Determinacion de las glicosilaciones en la inulinasa por medio de la tincion

de Schiff y ensayos de desglicosilacion

Reportes en la literatura indican que las inulinasas provenientes de hongos filamentos y
de levaduras contienen glicosilaciones (Nagem, y otros 2004), en el caso particular de
la inulinasa obtenida de Kluyveromyces marxianus existen reportes en donde el grado
de glicosilacion es alrededor del 25% (Rouwenhorst , y otros 1990). Debido a esto se
decidié determinar el grado de glicosilacion en la enzima obtenida, para esto primero se
realizo una electroforesis SDS-PAGE un gel de poliacrilamida al 10 por ciento y una vez

terminada la electroforesis se llevd a cabo la tincion de Schiff.

Al llevar a cabo esta tincidon en las muestras se observo el color rosa sobre las bandas

de la proteina pura, indicando que esta se encuentra glicosilada.

Con la finalidad de conocer el grado de glicosilacion, se realizaron ensayos de
desglicosilacion usando diferentes enzimas que son capaces de hidrolizar el enlace
glicosidico entre la proteina y el carbohidrato. Como primer paso estos ensayos se
realizaron en condiciones nativas cuyo resultado se muestra en la figura 22. Se observa
un decremento cercano a 10 kDa en el peso molecular de la subunidad pero no se logra

hidrolizar por completo los carbohidratos unidos a la enzima.

Este fenomeno se puede deber a que algunos carbohidratos presentan algun tipo de
impedimento para que las enzimas hidroliticas los procesen, debido a esto se llevaron a
cabo ensayos en condiciones desnaturalizantes para retirar en su totalidad los azucares
presentes en la muestra. Estos ensayos en condiciones desnaturalizantes consistieron
en colocar la muestra en SDS al 5% masa/volumen para posteriormente remover este
detergente con agua y triton antes de colocarse en contacto con las enzimas
desglicosilantes. Estas enzimas que hidrolizan el enlace glicosidico son capaces de
actuar en presencia de triton. Una vez que se retiraron los carbohidratos el peso
molecular de la subunidad de la enzima es de cerca de 65 kDa mientras que la
inulinasa glicosilada es de cerca de 90 kDa, observandose asi un porcentaje de
desglicosilacion cerca del 28 %. Este valor es cercano al ya reportado por el grupo de

Rouwenhorst y colaboradores en 1990, ya que ellos reportan una inulinasa de una
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cepa de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 de 94 kDa sin deglicosilar y 64 kDa

deglicosilada. -

Una vez obtenido este resultado se uso solo la enzima 3-N-Acetilglucosamidasa como
Unica enzima para deglicosidar la muestra, con esto se encontr6 que con solo esta
enzima es suficiente para retirar el carbohidrato de la proteina. Este ensayo se llevo a
cabo ya que la muestra analizada por Rouwenhorst fue deglicosilada Unicamente
usando la enzima B-N-Acetilglucosamidasa. Con este ensayo se encontrd un resultado
similar al reportado para la cepa CBS 6556 la cual presenta acetilglucosamina con

manosa unidas a la inulinasa.

Figura 22. Ensayos de desglicosilacion y tincion de Schiff, donde A marcador de peso
molecular, B es el control positivo, C es la enzima deglicosilada (condiciones desnaturalizantes),
D enzima sin desglicosilar y E enzima parcialmente deglicosilada (condiciones nativas)

5.3.7. Ensayos de estabilidad térmica

Con la finalidad de conocer la estabilidad térmica de la enzima se llevaron a cabo
ensayos por dos métodos, el primero fue medir el radio hidrodinamico de la enzima
sometida a diferentes temperaturas que fueron de 25°C a 70°C. En la Figura 23 se
observa un proceso de desnaturalizacién de la enzima al aumentar la temperatura a
mas de 50°C ya que hay un aumento en el didmetro de la inulinasa. Durante el intervalo
de temperatura entre 25°C y 50°C no se observa un cambio apreciable en el diametro

de la proteina por lo que podemos inferir que la proteina es estable hasta los 50°C.
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Con estos valores obtenidos se plante6 ver como era el comportamiento de la enzima,
pero ahora desde la catélisis que lleva a cabo. Con esto en mente se midio la actividad
enzimatica residual que presentaba la proteina al estar sometida a incubacién a

diferentes temperaturas que fueron 40°C, 50°C y 60°C durante 24 horas.
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Figura 23. Didametros hidrodinamicos de la inulinasa a diferentes temperaturas medidos en
buffer de fosfatos 50 mM pH 7.2

En la Figura 24, se muestra la grafica que representa la actividad residual de la
inulinasa de Kluyveromyces marxianus usando como sustrato a la inulina de agave, se
observa que a la hora de incubacién a 40 °C conserva alrededor del 90 por ciento de la
actividad. Sin embargo, cuando se aumenta la temperatura 10° se pierde alrededor de
40 por ciento de la actividad original. Por otro lado, cuando la temperatura a la que se
encuentra la inulinasa es 60°C por una hora, la actividad residual es cercana al 2 por
ciento. Este resultado es de esperar ya que se puede apreciar que a los 10 minutos a
esta temperatura hay un aumento en el radio hidrodinamico de 1.2 nm lo que significa

un cambio a nivel estructural que afecta a su vez la catdlisis de la proteina.
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Figura 24. Actividad enzimatica residual a diferentes temperaturas usando como sustrato a la
agavina en buffer de fosfatos 50 mM pH 5.5

5.3.8. Caracterizacion cinética de la inulinasa de Kluyveromyces marxianus ISO3

Se llevd a cabo la caracterizacion cinética de la inulinasa con la finalidad de ver que tan

eficientes son hidrolizando los distintos sustratos empleados en este trabajo.

Como primer paso se llevo a cabo el ensayo de actividad enzimatico monitoreando a
distintos tiempos para conocer si estabamos en velocidad inicial a las condiciones
(Figura 25).

La pendiente obtenida de la Figura 25 es la actividad de la inulinasa, esta pendiente se
mantiene constante durante todo el tiempo del ensayo ya que el valor de la regresion
lineal es cercano a uno (0.98) esto indica que esta reaccion enzimética se encuentra en

velocidad inicial a las condiciones del ensayo durante el intervalo de tiempo de trabajo.

57



350 +

300 -

250 -

200 -

150 -

100 -

micromol de fructosa

50 -

O T T T 1
0 5 10 15 20

Tiempo (minutos)

Figura 25. Curso temporal de la reaccién de hidrdlisis de la agavina a 50°C y pH 5.5

5.3.8.1. Efecto de latemperaturay pH sobre la actividad enzimatica

Para llevar a cabo estos ensayos primero se determiné cual era la mejor temperatura
de reaccion que fueron de 25°C a 70°C, estas reacciones se llevaron a cabo usando
inulina de agave como sustrato. Se observa en la figura 26 que el maximo de actividad
enzimatica se obtiene cuando se trabaja a una temperatura de 50°C y si se sigue
aumentando la temperatura se comienza a perder la actividad hasta un 90 por ciento de
la actividad maxima como es el caso de la reaccion a 70°C. Esta disminucion de la
actividad se debe a un proceso de desnaturalizacion como se observa en los ensayos

de estabilidad térmica por dispersion dindmica de luz.
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Figura 26. Actividad enzimética a diferentes temperaturas usando agavina como sustrato.

Una vez obtenido el mejor valor de temperatura que fue de 50°C se llevaron a cabo
ensayos de actividad enzimatica a diferentes valores de pH usando como buffer

fosfatos a una concentracion 50 mM en todos los casos (Figura 27).
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Figura 27. Actividad enzimética a diferentes valores de pH.
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Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 27, se puede observar que la

enzima es mas activa a valores de pH acidos que a valores cercanos a la neutralidad.

Los valores de pH y temperatura coinciden con algunos datos reportados que indican
que las inulinasas de K. marxianus trabajan mejor a un temperatura entre 50 y 55°C y
un pH de 5 aunque en estos trabajos se us6 como sustrato residuos agroindustriales e
inulina de achicoria (Mazzutti, y otros 2010) (Tovar-Castro, Garcia-Garibay y Saucedo-
Castariedo 2008).

Una vez obtenidos estos parametros se realizaron ensayos con otros sustratos como la
inulina de achicoria (enlace 3-2,1), el levano (enlace 3-2,6) y la sacarosa (actividad

invertasa), con el fin de avaluar sobre que enlace presenta una mayor hidrdlisis.
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Figura 28. Actividad enzimética de 4 diferentes sustratos a pH 5.5 y temperatura de reaccion de
50°C.

Como se observa en la figura 28, el sustrato que presenta una mayor actividad a
temperatura de 50°C y pH 5.5 es la inulina de chicoria con un valor de 76.8 U, seguida
por la inulina de agave con 12.25 U de actividad. El levano presenta la actividad mas
pequefia comparado con los otros polisacéaridos con 0.25 U. Estos resultados muestran
que la enzima, aunque es capaz de hidrolizar a la agavina la presencia de enlaces B-(
2-6) disminuyen su actividad comparado cuando solo tiene que hidrolizar enlaces B-( 2-
1) como es el caso de la inulina de chicoria. En el caso de la hidrdlisis de sacarosa, se

ha reportado que en general la exo-inulinasas son capaces tanto de hidrolizar enlaces
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B-(2-6) como de llevar a cabo la reaccion de hidrolisis de la sacarosa (Rouwenhorst ,
Hensing, Verbakel, Scheffers, & Van Dijken, 1990, Arrizon, Morel, Gschaedler, &
Monsan, 2011). Esto indica que la enzima tiene mejores caracteristicas para hidrolizar

la inulina lineal que otro tipo de carbohidratos.

Para discriminar que tipo de fructosilhidrolasa es, se llevé a cabo un cociente entre la
actividad de invertasa y la actividad de inulinasa, si este cociente es menor que uno se

le considera a la proteina como una inulinasa, en caso de ser mayor que uno es una

. . . S Actividad invertasa 7.19
invertasa. Para el caso de esta enzima el cociente es: = = — — =——=
I Actividad de inulinasa 76.8

0.09 por lo cual esta proteina es una inulinasa.
5.3.8.2. Ensayos cinéticos de la inulinasa

Para poder llevar a cabo los ensayos cinéticos primero se determinaron las mejores
condiciones de reaccion para los sustratos a analizar que fueron la inulina de chicoria,
inulina de agave y sacarosa. Los parametros cinéticos para el levano no fueron
determinados ya que la actividad enzimatica obtenida fue muy baja. Las mejores
condiciones para la inulina de agave fueron determinadas previamente en este trabajo y

fueron temperatura 50°C y pH 5.5.

Para la inulina de chicoria primero se realizaron ensayos a diferentes temperaturas
(40°C, 50°C y 60°C) para establecer cual era la mejor, posteriormente ya con la
temperatura establecida se usaron diferentes valores de pH (4.5, 5.5 y 6.5) para

determinar el mejor pH. Se muestran los ensayos de temperatura y pH en la Figura 29.
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Figura 29 Actividad de la inulinasa a diferentes temperaturas y pHs usando como sustrato

inulina de chicoria.

Se decidio trabajar con la temperatura de 50°C y el pH 4.5 como mejores condiciones

de trabajo para la inulina de chicoria como sustrato. A pesar de estar muy cercanos los

valores de actividad entre el pH 4.5 y 5.5 y de no haber diferencia marcada se decidio

tomar como pH de trabajo 4.5 ya se reporta en bibliografia que la enzima producida por

esta levadura tiene mejor actividad a pH cercanos a 4.5-5 (Treichel, y otros 2011).

Una vez obtenidos los valores de temperatura y pH para la inulina de chicoria, se

procedié a determinar las mejores condiciones de trabajo para la actividad de invertasa.

Para ello se realiz6 un proceso similar en el cual primero se determiné la mejor

temperatura de reaccion y posteriormente se ensayaron los distintos pH.
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Figura 30. Actividad de la enzima a diferentes temperaturas y pHs usando como sustrato
sacarosa.

Como se muestra en la Figura 30, la mejor temperatura de reacciéon fue de 60°C, con
este dato se llevaron a cabo los ensayos variando el pH de la reaccion entre los que
destaco el pH 4.5 con una actividad superior a los demas valores. Estas condiciones de
reaccion (temperatura 60°C y pH 4.5) son similares a lo reportado por otros autores
para inulinasas extraidas de esta levadura. (Kushi, Monti y Contiero 2000) (Treichel, y
otros 2011) (Cruz-Guerrero, y otros 1995).

Tabla 8. Mejores condiciones de temperatura y pH para los sustratos empleados

Sustrato Actividad Mejor Mejor pH

maxima (U) temperatura

Agavina 12.25 50°C 5.5

Inulina de 81.49 50°C 45
chicoria

Sacarosa 12.01 60°C 45

En la Tabla 8, se recopilan los datos con las mejores condiciones de reaccion para cada
sustrato, tomando en cuenta estos datos los parametros cinéticos fueron determinados.
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Para obtener los valores de concentracion de los dos tipos de inulina se usé como
referencia el peso molecular ya reportado en otros trabajos que para la inulina de
chicoria es de 5000 Da (Leyva-Porras, y otros 2014) y para la inulina de agave es de
2960 Da (Toriz, Delgado y Zufiga 2007). En la Figura 31 y 32 se muestra el
comportamiento de la velocidad inicial con relacion a la concentracion de inulina de
chicoria y de agave. Se observa que cuando se usa como sustrato la inulina de chicoria
la catdlisis tiene una mayor velocidad inicial a concentraciones similares, esto indica

gue la diferencia en los enlaces entre ambas inulinas juega un papel importante.
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Figura 31. Cinética tipo Michaelis-Menten de la inulina de chicoria a pH 4.5 y temperatura de
50°C.

Usando el programa Prisma 6 se llevd a cabo el analisis de datos y obtencion de los
valores de velocidad méaxima y constante de Michaelis-Menten (Km). En la figura 31 se
muestra el comportamiento cinético entre la velocidad inicial y las distintas
concentraciones de inulina de chicoria. El valor de velocidad maxima para la inulina de

chicoria fue 215.3 U/mL, mientras que el valor de la Km fue de 3.93 mM.

El comportamiento cinético para la inulina de agave se muestra en la Figura 32. A partir
de estos datos se realizo el mismo procedimiento obteniendo un valor de velocidad
méaxima de 52.89 U/mL y una Km de 11.79. Comparando ambas Km (3.93 mM vs 11.79
mM) se observa que la enzima es mas afin a la inulina de chicoria que a la inulina de
agave ya que se requiere una cantidad menor de sustrato para llegar a la mitad de la

velocidad maxima. El valor de Km para la inulina de chicoria es mas pequefio que el
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valor reportado por (Arrizon, y otros 2011) que es de 7.16 mM, el de (Kushi, Monti y
Contiero 2000) que es de 17.3 mM pero es similar al reportado por (Singh, Sooch y Puri
2007) que es de 3.4 mM. Al comparar estos valores indican que la inulinasa proveniente
de la cepa de Kluyveromyces marxianus ISO3 es una de las mas afines a la inulina de
achicoria que las enzimas reportadas los trabajos previamente mencionados. En lo que
respecta a la inulina de agave el valor de Km de este trabajo que es de 11.79 mM es
ligeramente menor al reportado en el trabajo de (Arrizon, y otros 2011) que es de 12.9
mM.

15+
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Figura 32. Cinética tipo Michaelis-Menten de la inulina de agave a un pH de 5.5 y una
temperatura de 50°C.

Otro parametro importante a calcular es la constante catalitica (Kcat), esta se calcula por

Vmax

medio de la siguiente ecuacion Kcat = para ello se requiere tener la enzima

Enzima total

pura y cuantificado, en el caso de este trabajo la cantidad de proteina que se coloco fue
de 5.93 ug de proteina que fue determinada por el método de Bradford. Con ayuda del
peso molecular previamente determinado que fue de 257 kDa se puede estimar la
concentracién de la enzima tomando en cuenta el volumen que se adicion6 de enzima

que fueron 17 plL.
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Figura 33. Cinética tipo Michaelis-Menten de la sacarosa a un pH de 4.5 y una temperatura de
60°C.

Tomando en cuenta todos estos datos se llevo a cabo el calculo de la Kcat el cual fue
de 1380.13 s para la inulina de chicoria y de 339.04 s para la inulina de agave. Estos
valores indican que la enzima es capaz de procesar cerca del doble de moléculas de

inulina de achicoria que de agave.

Por otro lado, el ensayo elaborado con sacarosa se muestra en la figura 33, se observa
que tiene un comportamiento tipo Michaelis-Menten, a partir de estos datos se calculd

de la misma forma que en los casos anteriores.

El valor de velocidad maxima para la sacarosa fue de 64.65 U/mL y el valor de la
constante de Michaelis-Menten es de 97.30 mM de sacarosa, comparado con valores
ya reportados en la bibliografia que son 13 mM (Treichel, y otros 2011) y 40.2 mM
(Cruz-Guerrero, y otros 1995) la Km de esta enzima es mas grande, por lo cual es
menos afin a este sustrato que las enzimas reportadas. La Kcat para este sustrato se

calculé de la misma forma que los anteriores y el valor es de 414.42 s,

En la Tabla 9, se muestra los datos del peso molecular, constante de Michaelis-Menten,
constante catalitica y mejores condiciones para cada sustrato analizado, también se

llevé a cabo el calculo de la constante de especificidad (Kcat/Km) para cada sustrato.
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Tabla 9. Pardmetros cinéticos para la inulinasa de Kluyveromyces marxianus 1SO3

Sustrato Peso Km Kcat (s1) Kcat/Km R
molecular (mM) (s*mM-1)
(8/mol)
Inulina de 5000 3.93 1380.13 351.19 0.96
chicoria
Inulina de 2690 11.79 339.04 28.76 0.99
agave
Sacarosa 342 97.30 414.42 4.26 0.96

Al comparar las constantes de especificidad de los sustratos indican que la inulinasa
extraida de la levadura Kluyveromyces marxianus ISO3 es mas eficiente catalizando la

hidrdlisis de la inulina de achicoria que la de inulina de agave o sacarosa.

En 2010 Arrizon y colaboradores determinaron las constantes cataliticas para una
inulinasa obtenida de Kluyveromyces marxianus. Ellos reportan un valor de Kca/km de
0.90 s*mM? para la inulina de agave mientras que en este trabajo se obtuvo un valor
de 28.76. Esto indica que la enzima obtenida en este trabajo es 30 veces mas €eficiente

en la hidrolisis de inulina de agave que la reportada por ese grupo.

Por otro lado, el valor de Kca/km reportado por Arrizon para inulina de chicoria fue de
0.1 s™*mM™* que comparado con el obtenido en este que fue de 351.19 0.1 s*mM™* es

3500 veces mas eficiente.

Estos resultados indican que esta enzima tiene una mejor eficiencia catalitica en la
hidrolisis de inulina de agave y de achicoria que las inulinasas provenientes de

Kluyveromyces marxianus reportadas en la literatura.
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6. CONCLUSIONES

e Se logré identificar por técnicas moleculares al microorganismo con el que se
esta trabajando el cual es Kluyveromyces marxianus. Se obtuvo un valor de
cobertura del 99 por ciento.

e En los ensayos con diferentes fuentes de carbono se encontro que se obtiene un
mejor crecimiento cuando se usa glucosa como fuente de carbono y mayor
produccion de la enzima cuando se usa agavina.

e Se logro purificar la inulinasa proveniente de Kluyveromyces marxianus ISO3 con
un rendimiento del 4.01%

e Se encontré que la proteina tiene un porcentaje de glicosilacion del 28 % y un
punto isoeléctrico de 4.6.

e Se identificé por cromatografia en capa fina que la enzima solo produce fructosa
y por lo tanto la enzima purificada es una exo-inulinasa.

e Se calcularon los parametros cinéticos (Constante de Michaelis-Menten,
constante catalitica) de la enzima pura los cuales fueron: sacarosa (Kca=414.42
st km= 97.30 mM), inulina de achicoria (Kca=1380.13 s km=3.93 mM) y agavina
(Kcar= 339.04 s km=11.79 mM).

e La inulinasa producida por Kluyveromyces marxianus 1SO3 es 30 y 3500 veces
mas eficiente en la hidrolisis de agavina y achicoria respectivamente que las

enzimas del mismo microorganismo reportadas en la literatura.
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7. PERSPECTIVAS

Amplificar por medio de PCR la secuencia codificante de la inulinasa, para expresar la
enzima de forma recombinante y comparar sus constantes cataliticas con la proteina

silvestre.
Evaluar la actividad enzimatica sobre inulina de otros tipos de agave.
Evaluar posibles efectos inhibidores de la enzima, asi como posibles activadores.

Inmovilizar a la enzima para probar cuantos ciclos de reus6 son posibles.
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