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ANTECEDENTES

Las enzimas que hidrolizan los enlaces del tipo B-fructosidico han sido
clasificadas en dos tipos: invertasas (B-D-fructo-furanésido fructohidrolasas
EC.3.2.1.26), que hidrolizan la sacarosa a glucosa y fructosa; e inulinasas (2-B-
D-fructan fructohidrolasas EC. 3.2.1.7), las cuales actian principalmente sobre
polimeros de fructosa, pero también presentan actividad sobre la sacarosa.
Ambas clases de enzimas presentan un alto contenido de carbohidratos, es
decir, son glicoproteinas.

La produccion de estas dos clases de glicoproteinas por diferentes
microorganismos es conocida desde hace mucho tiempo y se ha determinado
que esta asociada al crecimiento celular del microorganismo sobre diferentes
tipos de sustratos como la sacarosa y algunas D-fructanas. Estas proteinas son
funcionalmente similares; sin embargo, presentan diferencias en la
especificidad para degradar polimeros de fructosa de elevado peso molecular,
como es el caso de la inulina obtenida de la dalia, la cual consiste de
aproximadamente 28 a 30 residuos de fructosa unidos por medio de enlaces
glucosidicos y un residuo de glucosa terminal. La hidrolisis de la inulina es
generalmente catalizada por las inulinasas, pero, también puede ser catalizada,
aunque muy lentamente, por las invertasas producidas por algunos
microorganismos. Debido a lo anterior, la clasificacion de ambos tipos de
enzimas ha sido objeto de discusién'?. Se ha cuestionado la posibilidad de
considerar a la inulinasa como un tipo especial de invertasa 0 como un tipo de
enzima totalmente diferente, con un modo de accion analogo. Para diferenciar
la actividad enzimatica de inulinasa de la de invertasa se usa cominmente la
relaciéon S/I (actividad relativa sobre sacarosa e inulina), sin embargo, éste
método de diferenciacién no se considera suficiente ya que depende de las

condiciones en las que se determine la actividad enzimaitica.



Estudios realizados sobre la bioquimica de las inulinasas producidas por
diferentes microorganismos demostraron que éstas tienen la misma
especificidad por el tipo de sustrato, pero muestran diferencias en la
estabilidad, pH y temperatura 6ptimos para la actividad enzimatica’.

En el caso de las invertasas, se probé que en la producida por
Saccharomyces cereviseae existen diferencias estructurales entre la enzima
excretada al medio de cultivo y la retenida en la pared celular®.

Tanto las inulinasas como las invertasas han sido objeto de numerosos
estudios acerca de su produccion, purificacion, caracterizaciéon quimica y fisica
y usos a nivel industrial. Sin embargo, en la actualidad los estudios acerca de la
estructura de las inulinasas son muy limitados y no existe un estudio
comparativo entre las posibles conformaciones de-ambas enzimas (inulinasa e '
invertasa).

En el presente trabajo se pretende contribuir con el estudio estructural
comparativo de ambas clases de enzimas por lo que se propone obtener la
enzima inulinasa asociada a la pared de la levadura Kluyveromices fragilis'
determinar el efecto de la temperatura y del pH sobre la estabilidad y actividad
enzimatica de la inulinasa, purificar la invertasa de Saccharomyces cereviseae
y caracterizar ambas enzimas por medio de espectroscopia de dicroismo

circular, para determinar si estan o no estructuralmente relacionadas.

'Actualmente la levadura Kluyveromices fragilis es conocida como Kluyveromices marxianus, ambos
términos seran usados indistintamente en este trabajo, respetando la nomenclatura del autor que se cite.



Inulinasa

En 1900, se observo por primera vez, que Saccharomyces marxianus,
poseia la capacidad de crecer sobre sustratos que contemian inulina como fuente
de carbono, hecho que se atribuyd a la produccion de un tipo de enzima, a la
cual se le denomind como inulinasa (2-p-D-fructan fructohidrolasas EC.
3.2.1.7), ya que es capaz de degradar este tipo de sustrato. Se han aislado
enzimas con actividad de B-fructosidasa (inulinasa) de plantas’, bacterias®,
hongos’ y levaduras®. Esta actividad de inulinasa representa un uso potencial
para la obtencion de fructosa a nivel industrial a partir de desechos agricolas,
por lo que estas enzimas han sido estudiadas ampliamente.

La obtencion de estas enzimas a partir de plantas presenta el
inconveniente de que es muy dificil aislarlas y, ademas, tienen una marcada
actividad de invertasa, por lo que actualmente se utilizan las enzimas de fuentes
microbianas’. Las enzimas del tipo inulinasa producidas por diferentes
microorganismos como los hongos: Aspergillus ficuum® y Fusarium
oxysporum'®; las bacterias: Bacillus subtilis 430 A'; y levaduras: Candida
salmenticensis®, Kluyveromices fragilis'* y Debaryomices cantarelli®, ademas
de la actividad de inulinasa, presentan también diferentes grados de actividad
de invertasa, y todas pertenecen al tipo P-fructosidasa. Algunas de las
propiedades de este tipo de enzimas se presentan en la tabla I.

Se ha encontrado que la invertasa purificada de diferentes levaduras,
presenta una ligera actividad de inulinasa a valores de pH y temperatura
completamente diferentes a aquéllos en los cuales la enzima tiene actividad de
invertasa en la misma preparacion, por lo que se consideré que esta enzima
poseia ambas actividades'®; sin embargo, actualmente es aceptado que existen

dos tipos de actividades enzimaticas completamente diferentes.




Estudios realizados sobre la produccion de inulinasa por Kluyveromices
marxianus, demostraron que el extracto de levadura es la mejor fuente de
nitrogeno para la produccién de esta enzima'’. Se ha reportado que K. fragilis
produce cantidades equivalentes de inulinasa en un intervalo amplio de pH
(3.5-6.0), que la aereacion es un factor determinante para el crecimiento de esta
levadura y para la produccion de la enzima, y que la temperatura 6ptima para
obtener una mayor actividad se encuentra entre 30 y 40°C'2.

En diferentes especies de Kluyveromices se ha demostrado que a
diferencia de la invertasa, la cual se encuentra principalmente dentro de la
célula, la inulinasa es una glicoproteina extracelular, parcialmente asociada a la
pared celular y parcialmente excretada al medio de cultivo, aunque también se
ha encontrado enzima unida a la célula en cantidades apreciables®. La '
diferencia en la localizacion de estas enzimas se atribuye, principalmente, al
papel fisiologico que desempefian en el metabolismo del microorganismo que
las produce.

Se han desarrollado y reportado diferentes procedimientos para la
purificacion y caracterizacion de la inulinasa producida por diferentes
microorganismos’. En el caso de la inulinasa producida por K. fragilis, esta fue
semipurificada inicialmente por Snyder y Phaff'’, los cuales introdujeron el uso
de 1a relacion S/I para diferenciar la actividad de inulinasa, (valores menores a
50 de esta relacion, indican actividad de inulinasa®); y posteriormente fue
purificada por Grootwasink y colaboradores'? (tabla II), asi como por otros
investigadores.

Workman y Day® purificaron la inulinasa producida por Kluyveromices
fragilis, encontrando que dicha enzima es una glicoproteina con un contenido
de carbohidratos del 66% en peso, estable a 50°C, con un pH éptimo de 4.5,

cuya actividad disminuye a temperaturas mayores de 55°C, con un pl de




aproximadamente 4.0. Estos autores sugieren que ademas de los estudios de
electroforesis, se debe considerar la determinacion del punto isoeléctrico (pl)
como un parametro para demostrar la pureza de~la enzima. También
determinaron los valores de Km de la inulinasa sobre sacarosa (13.6 mM a pH
5.0) y sobre rafinosa (46.1 mM a pH 5.0), encontrando que la actividad
enzimatica es inhibida por la configuracion de furanosa de la fructosa, pero no
mencionan el peso molecular de la enzima purificada, la posible conformacién
de ésta, y tampoco reportan datos acerca de la determinacion de la Km sobre
inulina.

Resultados obtenidos por Rouwenhorst y colaboradores'’ sobre la
purificacion y caracterizacion de la inulinasa extracelular de Kluyveromices
" marxianus CBS 6556, indican un peso molecular-de 64 kDa para la cadena
polipeptidica con un contenido variable de carbohidratos del 26 al 37%, y que
éstos carbohidratos estan formados principalmente por oligosacaridos con un
alto contenido de manosa unidos a residuos de asparagina de la cadena
polipeptidica, puesto que pueden ser removidos con Endo f-N-acetil-
glucosaminidasa H, (Endo-H). Este grupo de investigacion propone que la
enzima liberada al medio de cultivo y 1a enzima asociada a la pared celular
tienen subunidades idénticas, y que la diferencia entre las dos enzimas es el
estado de agregacion. Proponen que la enzima liberada al medio de cultivo esta
formada de dos subunidades con un peso molecular de 165 kDa y la enzima
asociada a la pared consiste de un tetramero con un peso molecular de 350
kDa; sin embargo, no descartan la posibilidad de que la enzima liberada al
fluido sea un tetramero disociado. Los resultados de las determinaciones de la
actividad enzimitica, considerando un grado de glicosilacion del 26%,
demostraron que la inulinasa excretada presenta una mayor actividad especifica

- que la enzima retenida en la pared celular, sobre rafinosa, sacarosa e inulina, a




pH 4.5 (tabla III). Estos investigadores encontraron un valor de 16 para la
relacion S/I, usando sacarosa e inulina purificada de alcachofa, a pH 4.5 y
50°C, y calcularon un coeficiente especifico de absorcion para una solucién de
1 mg/ml (4%2%)de 1.03 para el dimero y de 1.00 para el tetrdmero.

Rouwenhorst y colaboradores!’, demostraron que conjuntamente a la
accion de la inulinasa se encuentra presente la actividad de la invertasa,
proponiendo que aunque las actividades no se pueden separar, existen dos
enzimas diferentes, inulinasa e invertasa, debido a que ellos encontraron poca
homologia entre la secuencia amino terminal de la enzima inulinasa producida
por K. marxianus y la invertasa producida por Saccharomices cereviseae
(figura 1). También compararon la secuencia de los primeros veinte
aminoicidos de la inulinasa excretada al medio de-cultivo y de 1a retenidaenla ¢
célula y encontraron que esta secuencia es idéntica.

Laloux y colaboradores’® purificaron y determinaron la secuencia de los
aminoacidos del extremo amino terminal de la inulinasa producida por
Kluyveromices marxianus var. marxianus y compararon esta secuencia con la
de la invertasa de Saccharomyces cereviseae, encontrando que de acuerdo a lo
reportado por Rowenhorst!’, los primeros veinte residuos de aminoacidos no
concuerdan con los de la invertasa; sin embargo, estos autores clonaron y
secuenciaron el gen de la inulinasa (INU1), y dedujeron la secuencia de
aminodcidos, encontrando una homologia global del 68 % (figura 2), a partir de
estos resultados proponen un peso molecular para la inulinasa retenida en la
pared celular de 59 672 Da. En base a esto, proponen que ambas proteinas
deben de estar estrechamente relacionadas con diferencias sélo en el grado de
especificidad al sustrato; pero Laloux y colaboradores no consideran las

diferencias estructurales de la enzima propuestas por Rouwenhorst.




CARACTERISTICAS DETERMINADAS DE ALGUNAS INULINASAS

TABLAI

OBTENIDAS DE DIFERENTES MICROORGANISMOS -

Penicillium sp: 7

Aspergillus niger - 45 50 30 75 53 4.0-7.5 7.
Candida kefyrgens | 50 60 10 40 4.5 3.8-8.0 8
Candida 46 50 30 71 3.5 3
salmenticensis

Khuyveromices - 55 55 60 95 5-5.2 1

fragilis ,

Kluyveromices 60 10 68 3
agilis.

Kluyveromices 49 55 120 85 5.5 2

fragilis

Kluyveromices. 60 5 60 3
ragilis

Debaromices 30 50 5 20 4.0 13
cantarelli ’

Debaromices - | 50 5 95 3
cantarelli '




TABLAII

METODOLOGIA DEL PROCESO DE PURIFICACION DE LA
INULINASA PRODUCIDA POR Kluyveromices fragilis, REPORTADA
POR Grootwasink y Fleming en 1979.

Se purifico la inulinasa intracelular
El medio de cultivo se centrifugd
Se lisaron las células a pH de 5.0 por 13 horas a 50 °C

Se centrifugé a 30 000 rpm 450
Se realizé una ultrafiltracién con una membrana de tamafio 2224
de corte de 50 000 _ . e

Se precipitaron las impurezas con acetona al 40 % v/v

Se precipité la inulinasa con acetona al 80 %o viv. 2678

Se secod a temperatura ambiente y el residuo se disolvié en
una solucién de acetato de sodic 0.1 MapH de 5.030°C
Se determiné la pureza, la cual no fue del 100 % ‘

La recuperacion de la enzima fue del 83 %




TABLA III

VALORES APARENTES DE Km Y ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LA
INULINASA SOBRENADANTE (DIMERO) Y DE LA PARED CELULAR
(TETRAMERO) DE K. marxianus CBS 6556 SOBRE TRES SUSTRATOS*.

Sacarosa Dimero 14.6 1.388
Tetramero 14.7 634

Rafinosa Dimero 5.6 469
Tetramero 53 205

Inulina Dimero 88
Tetramero: 40

“Valores tomados de Rouwehorst!’

®Para el calculo de la concentracién de proteina se consideré un 26 % de
glicosilacion.




Inulinasa

!Ser-Gly-Asp- Ser-Lys-Ala- Ile- Thr- ? -Thr-Thr-Phe- ? -Leu-Asn-Arg- Pro - Ser -Val-*Tyr-

Invertasa

'Ser-Met-Thr-Asn-Glu-Thr-Ser-Asp-Arg- Pro-Leu- Val-His-Phe -Thr -Pro-Asn -Lys-Gly-"*Trp-

Figura 1. Secuencia de aminoacidos del extremo amino terminal de la inulinasa
de K. marxianus CBS 6556 y de la invertasa de S. cereviseae'’.

INU1
suc2

1 MKFAYSLLLPLAGVSASVINYKRDGDSKAITNTTFSLNRPSVHF TPSHGW 50
1 . MLLQAFLFLLAGFAAKISASMTMETS ........... DRPLVHFTPNKGW 39

51 MNDPNGLWYDAKEEDWHLY YQYNPAATIWGTPLYWGHAVSKDLTSWTDYG 100
40 MNDPNGLWYDEKDAKWHL YFQYNPNDTVWGTPLFWGHATSDDLTNWEDQP 89

101 ASLGPGSDDAGAFSGSMVIDYNNTSGFFNSSVDPRQRAVAVWTLSKGPSQ 150
90 I A JAPKRNDSGAFSGSMVVDYNNTSGFFNDTIDPRQRCVAIWTYNTPESE 139

151 AQHISYSLDGGYTFEHYTDNAVLDINSSNFRDPK VFWHEGENGEDG RWIM 200
140 EQYISYSLDGGYTFTEYQKNPVLAANSTQFRDPKVFWYEPSQ.. . . KWIM 185

201 AVAESQVFSVLFYSSPNLKNWTLESNFTHHGWTGTQYSPGLVKVPYDSV 250
186 TAAKSQDYKIEIYSSDDLKSWKLESAFANEG F LGYQYSPGL I EVPTE . . 233

251 VDSSNSSDSKPDSAWVLFCS INPGGPLGGS VTQYFVGDFNGTHFTPIDGQ 300
234 ... .. QDPSKSYWVMFISINPGAPAGGSFNQYFVGSFNGTHFEAFDNQ 276

301 TRFLDMGKDYYALQTFFNT . PNEKDVYGIAWASNWQYAQQAPTDPWRSSM 349
277 SRVVDFGKDYYALQTFFNTD PTYGSA LGIAWASNWEYS AFVPTNPWRSSM 326

350 SLVRQFTLK .DFST NPNSADVVLNSQPDLNYDALRKNGTTYS ITNYTVTS 398
327 SLVRKFSLNTEYQANPETEL I NLKAEP I LNI SNAGPWSR . . FATNTTLTK 374

399 ENGKKIKLDNPSGSLEFHLEY VFNGSPDIKSNVFADLSLYFKGNNDDNEY 448
375 ANSYNVDLSNSTGTLEFELVYAVNTTQTISKSVFADLSLWFKGLEDPEEY 424

449 LR LGYETNGGAFFLDRGHTKI PF VKENLFFTHQL AVTNPV .. SNYTTNVF 496
425 LRMGFEVSA SS FFLDRGNSKVKFVKENPYFTNRMSVNNQPFKSEN DLSYY 474

497 DVYGVIDKN Il ELYFDNGNVVST NTFF F STNNVI GEI D I KSPY DKAYTIN 546
475 KVYGLLDQNILELYFND GDVVSTNTYFMTTGNALGSVNMTTGVDNL FYID 524

547 SFNVTQFN V 555
525 KFQVREVK . 532

L

Figura 2. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la inulinasa (INU1)
de K. marxianus y de la invertasa (SUC2) de S. cereviseae'®.
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Inulina

La inulina es un carbohidrato de reserva de origen vegetal que se
encuentra en plantas de las familias Compositae y Graminae. Su nombre se
origina del género Inula (Alant) de la familia de las Compositae, aunque otro
tipo de plantas como dalia, diente de leén y alcachofa también presentan
grandes cantidades de este tipo de carbohidrato’.

La inulina y los analogos de ésta, como las polifructanas, consisten de una
cadena lineal de moléculas de fructosa unidas por enlaces B(2,1), que termina
en un residuo de glucosa unido por medio de un enlace 8-(1,4) tipo sacarosa
(figura 3). Se ha encontrado que la inulina obtenida de la dalia contiene
aproximadamente 30 unidades de fructosa y una de glucosa por cadena,
mientras que un promedio de 18 moléculas de fructosa y un residuo de glucosa
se han encontrado en el carbohidrato de la alcachofa. Con estos resultados se
propone para la inulina por lo menos un peso molecular de 5 400. Sin embargo,
debido a la variacion en la longitud de la cadena se estima que el peso
molecular puede variar entre 3 500 y 5 500.

La inulina presenta las siguientes caracteristicas fisicoquimicas; es
insoluble en agua fria, ligeramente soluble en agua a 55°C, precipita en mezclas
de etanol-agua. Se hidroliza en medios 4cidos a temperaturas de 70-80°C*°. Las
inulinasas de plantas y de fuentes microbianas son capaces de hidrolizarla a
fructosa y a otros oligosacaridos mas pequefios bajo condiciones muy suaves.
La hidrdlisis de la inulina también puede ser catalizada por la invertasa, aunque
a una velocidad mucho menor, por lo que la clasificacion de las dos enzimas
(inulinasa e invertasa), se encuentra hasta la fecha en discusion.

La presencia de inulina en un medio de cultivo se considera un requisito
imprescindible para la produccion de la enzima inulinasa. Sin embargo, en K.

fragilis se ha determinado que el primer inductor de la enzima es la fructosa®.
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CH,OH
H

HO

Figura 3. Estructura del polimero de inulina.
n depende de la fuente de la cual se obtenga la inulina.
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Invertasa

La invertasa (B-D-fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26) es producida por
diferentes levaduras y excretada al medio de cultivo. Fue aislada inicialmente
por Berthelot en 1860, quien logré separarla del medio de cultivo por
precipitacion con alcohol. A partir de entonces esta enzima ha sido
ampliamente estudiada®.

En levaduras del género Saccharomyces se ha demostrado la presencia de
dos tipos de enzima con actividad de invertasa; un tipo de invertasa excretado
al medio de cultivo, denominada como “invertasa externa” y otra llamada
“invertasa interna”, la cual es retenida en la pared celular del microorganismo
que la produce. Ambos tipos de enzima presentan la misma actividad especifica
sobre rafinosa y muy similar sobre sacarosa; sin embargo, la invertasa externa -
presenta un alto grado de glicosilaciéon (50 %), predominando la manosa, y su
sintesis es reprimida por la presencia de glucosa. En cambio, la invertasa
interna no contiene carbohidratos y su produccion no se ve afectada por la
concentracion de glucosa presente. Aunque ambas enzimas presentan la misma
relacion pH-actividad y una maxima actividad a pH 4.5, la estabilidad de ambas
enzimas a 30 °C es diferente; la invertasa externa es estable a valores de pH
que van de 3 a 7.5 y la invertasa interna a valores de pH que van de 6 a 9*.

Se ha demostrado que la invertasa externa existe principalmente en forma
de dimeros. Las subunidades que conforman esta enzima han mostrado ser
idénticas con un peso molecular de 60 kDa para la parte protéica por
subunidad, con aproximadamente 9 cadenas de oligosacaridos compuestos
principalmente de 26 a 54 residuos de manosa®2. Se han realizado diferentes
estudios acerca del efecto de los carbohidratos en la invertasa externa y se ha
determinado que estos permiten que la enzima sea estable a valores de pH de

4.0, valor al cual la invertasa no glicosilada no es estable”. También protegen a
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la enzima de la protedlisis y promueven la formacion de estructuras
oligoméricas de peso molecular variable, que van desde la forma de dimero (2
x 10° Da), hasta la forma octamérica (PM 8 x 10° D#)*, considerando a la
enzima glicosilada.

La estructura de los carbohidratos de la invertasa externa ha sido
ampliamente estudiada, y debido al gran contenido de manosa esta enzima
también es considerada como una manoproteina. Se ha encontrado que las
largas cadenas de polimanosa se encuentran unidas a través de residuos de di-
N-acetilcitobiosa con los residuos de asparagina de la parte protéica®.

Inicialmente se considerd6 que la invertasa externa y la interna eran
codificadas por genes diferentes, ya que se determinaron diferentes
composiciones de los residuos de aminoacidos entre estas dos enzimas®. Sin -
embargo, estudios posteriores demostraron que ambas proteinas son
codificadas por el mismo gen®® y comparando el contenido de residuos de
aminoacidos de ambos tipos de invertasas (tabla IV), por lo que se considera
que las cadenas polipeptidicas de ambas proteinas son idénticas.

La forma oligomérica de la invertasa externa es aceptada generalmente.
Sin embargo, estudios realizados por microscopia electrénica han demostrado
que la invertasa interna (no glicosilada), puede también encontrarse en forma
octamérica, dependiendo principalmente de la concentracion de la proteina®’.
Estudios comparativos entre las propiedades de la invertasa interna con la
externa, confirman los estudios realizados por otros autores, coincidiendo en el
peso molecular de los dos tipos de invertasa y en las caracteristicas cinéticas de
ambas enzimas?®.

La estructura secundaria de la invertasa determinada por dicroismo
circular, figura 4, muestra que en esta enzima predomina la conformacion de

hoja-B con un maximo negativo a aproximadamente a 218 nm y un maximo
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positivo a 232 nm. La estructura secundaria ha sido usada para realizar
diferentes estudios acerca del papel que juegan los carbohidratos en la invertasa
externa producida por Saccharomyces cereviseae y se 'ha demostrado que la
enzima glicosilada y la no glicosilada, no presentan diferencias detectables.
Estudios de espectroscopia de dicroismo circular de la invertasa producida
por Saccharomices cereviseae han permitido determinar la influencia del grado
de glicosilacion en el proceso de desnaturalizacion-renaturalizacion de esta
enzima en clorhidrato de guanidina 8 M?. Dentro de estos estudios también se
reporta el espectro de la enzima nativa determinado a 25 °C y en el cual las
elipticidades molares se calcularon en base a 54 480 Da de peso molecular,
considerando 512 aminoacidos/subunidad. Los espectros experimentales
" mostraron que la invertasa nativa presenta una péqueﬁisima cantidad de a- -
hélice, y que no hay diferencias significativas entre la estructura secundaria de

las enzimas nativa y renaturalizada.
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TABLAIV

COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS INVERTASAS
INTERNA Y EXTERNA DE Saccharomyces cereviseae

residuos / subunidad mol

Acido cistéico 2 2 3
Aspartato 76 75 75
Treonina 39 38 38
Serina 47 46 48
Glutamato 48 51 49
Prolina 26 27 27
Glicina 30 33 31
Alanina 29 ' 30 30
Valina 29 30 29
Metionina 10 9 9
Isoleucina 18 18 18
Leucina 34 36 34
Tirosing 31 29 29
Fenilalanina 36 34 35
 Histiding - 4 4 4
Lisina 25 24 24
Arginina 13 14 13

riptofano 16 15 15
Total 513 515 i 511
Glucosamina 0 18

16
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular de A) Invertasa glicosilada B)
Invertasa no glicosilada. Reportados por Chu. F. K. y colaboradores?.
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METODOLOGIA

Microorganismo

Se utiliz6 la levadura Kiluyveromices fragilis CDBL-278 obtenida del
cepario del Departamento de Biotecnologia del CINVESTAYV del IPN, la cual
fue conservada en tubos con Agar Soya-tripticaseina (ST) y mantenida a 4°C.
La invertasa de Saccharomyces cereviseae fue adquirida en forma comercial de
Merck (México).

Produccion de inulinasa

A) Medio de Cultivo

Para la produccion de la enzima se utilizaron dos medios de cultivo:

1) Un medio definido que consistié de tres soluciones, a) (g/1) (NH4)2S04
0.5, MgS04-7TH20 0.2, KH2PO4 0.5, KoHPO4 0.5, FeSO4-7H0 EDTA 0.1,
MnSO4-4H30, 2.1 mg/l, H3BO3 2.8, CuSO4-:5H20 0.08, ZnSO4-7H70 0.024,
NapMoO4:2H20 0.00075, CoClp-6H20 0.024: b) Pantotenato 800 ug/l,
Tiamina 800 pg/l, Piridoxina 800 ng/l, Mesoinositol 800 ug/l, Ac. nicotinico 1
mg/l, Biotina 8 pg/l: ¢) Inulina al 1%. Las sales se esterilizaron 15 min a 15
Ib/plg?. Las vitaminas se esterilizaron por filtracion en millipore 0.22 ym y la
inulina se esterilizé 10 min a 10 Ib/plg®. El pH final se ajusté a 4.5 por la
adicién de HCI, 0.2 M.

i) El otro medio de cultivo consistid de extracto de levadura 0.5% e
inulina 1%,y se esterilizé 15 min a 15 1b/plg?. El pH final también se ajust6 a
45.
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B) Fermentacién

En matraces Erlenmeyer de 1 000 ml, se colocaron 500 ml de medio de
cultivo y se inocularon con 0.1-0.15 mg de células provenientes de un cultivo
de 18 h. La suspension se incub6 a 30°C en una incubadora rotatoria por 24-30
h. Las células fueron recuperadas en la fase exponencial, centrifugando a 10
000 rpm por 10 min a 4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall, el
sobrenadante fue desechado y el paquete celular se utilizo para la obtencién de

la enzima asociada a la pared.

Determinacion de Biomasa

El crecimiento celular se determiné por peso seco, relacionando éste con
la absorbancia por medio de una curva estandar realizada de la siguiente
manera:

De un cultivo de células de Kluyveromices marxianus crecidas en un
medio de cultivo minimo por 24 h, se tomaron por duplicado alicuotas de
0.25, 050, 1.0 1.5, 2.0 y 2.5 ml, se centrifugaron, se lavaron dos veces con
solucion salina al 0.85%; una de las alicuotas se usé para leer su absorbancia
en un espectrofotometro Spectronic 20 a 660 nm y la otra muestra fue filtrada a
través de una membrana millipore de 0.22 micras previamente pesada en una
balanza analitica Mettler HS1AR. La membrana se mantuvo a 60 °C hasta
obtener un peso constante. El peso de la masa celular se determiné por la
diferencia del peso de la membrana seca conteniendo las células y el peso de la

membrana al inicio, (Figura 5).

Extraccion de la enzima
Para la liberacion de la enzima inulinasa asociada a la pared celular, se

utiliz6 una modificacion del método reportado por GrootWassink?®. El paquete
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celular se suspendié en una solucidén reguladora de fosfatos 0.3 M, pH 7 con
cisteina 8 mM (1 ml de buffer por 100 mg de células). La suspension se incubd
a 50°C por 3 horas. Posteriormente, la suspension se centrifugé por 10 min a
10 000 rpm, a 4°C en una centrifuga refrigerada Sorvall 3B. Al sobrenandante
se le determindé la cantidad de proteina y la actividad enzimatica y
posteriormente se dializ0 en membranas de un limite de retencion de 15 kDa
contra un buffer de acetatos 0.01 M, pH 4.5, durante 48 h. La solucion fue
concentrada en un microconcentrador provisto de una membrana con limite de
retencion de 15 kDa hasta un volumen de 25 ml. Al final de este periodo se
tom6 una alicuota de 100 pl para cuantificar la proteina y la actividad

enzimatica.

Purificacion de la enzima inulinasa

a) Cromatografia por filtracion en gel.

El extracto crudo se purifico por filtracion en gel usando una columna de
900 x 15 mm con gel de Agarosa (Biorad), con limites de exclusion de 10 a 500
KDa acoplada a un colector de fracciones Frac-100 (Pharmacia) equipado con
un detector UV ajustado a 280 nm La columna se estabilizo con una solucion
reguladora de acetatos 0.05 M, pH 4.5; el extracto crudo fue introducido a la
columna y se eluy6 con la misma solucion; se colectaron fracciones de 6 ml y
se les determiné su actividad enzimatica. Las fracciones activas se
concentraron y se sometieron a otra cromatografia por filtracion en gel en las

mismas condiciones.

b) Cromatografia por intercambio iénico
Las fracciones activas obtenidas de la segunda filtraciéon en gel se

Jjuntaron, se concentraron a un cuarto del volumen inicial. La solucién obtenida
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se filtré a través de una membrana de 0.45um (Millipore) y se pasé a través de
una columna PD-10 equilibrada con un amortiguador de citratos 0.05M, pH
3.5. La enzima se purific6 por cromatografia de liquidos de alta presion en un
instrumento Varian 5 000 equipado con una columna de intercambio i6nico
TSK-SPSPW (0.75 x 7.5 cm), usando como eluyente el amortiguador de
citratos a pH 3.5 y un gradiente salino de NaCl 0-300 mM en el mismo
amortiguador.

Purificacion de Invertasa

La invertasa se purifico de acuerdo a la metodologia descrita para la
purificacion de la inulinasa, en la cual se us6 un buffer de acetatos 0.2 M, pH
4.0, como eluyente en la cromatografia por filtracién en gel, y un buffer de
citratos 0.1 M a pH 3.0 como fase mdvil en la cromatografia de liquidos de alta
presion.

Caracterizacion y criterios de pureza

Determinacién de proteina

La cantidad total de proteina fue determinada de acuerdo al método
descrito por Lowry y colaboradores®®, utilizando albiimina sérica bovina como

un estandar de concentracion de proteina.

Determinacién de aziicares reductores

Los aziicares reductores se determinaron por el método del acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS), reportado por Miller, G.L3!.

Para la determinacién de los aziicares se preparé una mezcla de reaccion
de manera que el volumen final de la mezcla fuera de 1.5 ml; cuando fue

necesario el volumen se ajustd con la solucion reguladora correspondiente. Se
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adicionaron 3 ml del reactivo DNS y se calentaron las muestras a ebullici6n por
5 minutos. Posteriormente, 1a mezcla se dej6 enfriar a temperatura ambiente y
se llevd a un volumen final de 20 ml con agua destilada. Se agitéo y se
determin6 su absorbancia en un espectrofotometro a 540 nm. Se realizaron
curvas estandar con glucosa y fructosa en cantidades de 100 a 1000 pug de cada

uno de los carbohidratos (figuras 6 y 7).

Actividad enzimatica

La actividad enzimatica fue determinada por la aparicion de azucares
reductores. La mezcla de reaccion, conteniendo 1 ml de sustrato (inulina al 6%)
en un amortiguador de acetatos pH 5.0, un equivalente a 100 ug de proteina y
el volumen necesario de buffer para tener un volumen final de 1.5 ml, fue *
incubada por 30 min a 50°C; al término del tiempo, la reaccién fue detenida por
adicion del reactivo (DNS) y se procedi6 a cuantificar los azicares reductores
liberados. Una Unidad Enzimatica (U .E.) esta defimda como los umoles de
azucares reductores liberados por mg de proteina por min (UE= umol AR mg
prot’! min"):

El efecto del pH sobre la actividad enzimatica de la inulinasa se determind
usando una solucion de inulina al 6.0% disuelta en la solucion amortiguadora
apropiada para tener valores de pH desde 2.0 hasta 6.0 con incrementos de 0.5.
A 1 ml de esta solucion se le adiciono el equivalente a 100 ug de enzima y el
volumen necesario de la solucion reguladora correspondiente para obtener un
volumen final de 1.5 ml; la reaccion se detuvo por la adicién del reactivo de
DNS y se determinaron los aziicares reductores liberados.

El efecto de la temperatura se determiné con inulina al 6.0 % en una
solucién amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5. A 100 pg de inulinasa se le

adicionaron 1 ml de la soluciéon de inulinasa y el volumen de solucion
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amortiguadora necesario para tener el volumen final de 1.5 ml, Ia solucién
resultante se incubé a 30, 50, 70 y 90 °C durante 5 y 10 minutos. La reaccion
se detuvo adicionando el reactivo DNS y se determinaron los azicares
reductores liberados.

. La actividad enzimética de invertasa fue determinada también por la
aparicion de azucares reductores, usando como sustrato una solucion de
sacarosa al 10 % en una soluciéon amortiguadora de acetatos a pH 5.0. El
procedimiento fue el mismo que el utilizado para determinar la actividad de

inulinasa.

Determinacion del contenido de carbohidratos

El contenido de carbohidratos de la inulinasa € invertasa se determind por -
el método del fenol-sulfirico reportado por Dubois®2. Se tomaron alicuotas de
50 y 100 pl de solucion enzimitica, la cantidad de proteina se determind
usando AX™=224 para la inulinasa y Aj¥™= 2.17 para la invertasa. La
suspension se colocd en un tubo de ensaye y se adicioné agua destilada para
tener un volumen final de 1 ml; después se adicionaron 100 pl de fenol al 80 %.
La suspension anterior se mezclé vigorosamente con 5 ml de acido sulfurico
concentrado. La mezcla final se dejé enfriar a temperatura ambiente y se
determiné su absorbancia a 490 nm. Se hizo un blanco con 1 ml de agua
destilada. La determinacion del contenido de carbohidratos se hizo interpolando
el valor de absorbancia obtenido de las soluciones enzimaticas sobre una curva
estandar realizada con glucosa de 10 a 100 pg/ml, (Figura 8).

Determinacion del peso molecular.
El peso molecular de la inulinasa e invertasa en su forma nativa, se

determind por filtraciéon en gel en una columna de Agarosa con limites de
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exclusion de 10 a 500 kDa estabilizada con una solucion de acetatos 0.05 M,
pH 4.5. La columna se calibr6 con los siguientes estandares de peso molecular:
mioglobina (Sigma), Mr 16900; ovoalbumina (Sigma), Mr 43000; albumina
(Sigma), Mr 67000; B-amilasa (Sigma), Mr 220000 y apoferritina (Sigma), Mr
443000. Los estandares y las soluciones enzimaticas se eluyeron con la misma

solucion amortiguadora.

Punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico se determind en un equipo PhastSystem de
Pharmacia, segin el método indicado en el manual del fabricante, usando
placas comerciales de poliacrilamida de dimensiones, 0.45 X 43 X 50 mm con
un gradiente de pH 4-6.5, a 2 000 V, 20 mA y 15°C. Se usaron los siguientes
marcadores de pl: amyloglucosidasa, pI 3.5; glucosa oxidasa, pl 4.15; inhibidor
de tripsina de frijol de soya, pl 4.55; B-lactoglobulina A, pI 5.2; anhidrasa
carbonica bovina B, pI 5.85; y anhidrasa carbonica humana B, pl 6.55. Las
proteinas se fijaron, tifieron y destifieron de acuerdo al método reportado por
Neuhoff y colaboradores **

Electroforesis en SDS

La electroforesis se realizOo en una placa en gel homogéneo de
poliacrilamida de las dimensiones descritas para el pl, en presencia de
dodecilsulfato de sodio, en el equipo descrito para el punto isoeléctrico, a
15°C, 0.5 W, 50 Vy 0.1 mA. 100 pl de solucién enzimatica se colocaron en un
tubo Ependorff y se le adicionaron 100 pul de una solucién de dodecilsulfato de
sodio al 2.5% y B-mercaptoetanol al 5.0%; las solucion resultante se calenté a
100 °C durante 5 minutos. Se usaron los siguientes estandares de calibracion:
a-lactoalbimina, Mr 14 400; Inhibidor de tripsina, Mr 20 100; Anhidrasa
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carbonica, Mr 30 000; Ovoalbiimina, Mr 43 000; Albimina, Mr 67 000; y
Fosforilasa b, Mr 94 000. La tincion de las proteinas se realizé de igual manera

que para el punto isoeléctrico.

Coeficiente especifico de extincién.

La determinacion del coeficiente de extincion para la inulinasa se realizé
por tres métodos: peso seco, por medio de la ecuacién de Scopes® y a partir de
la composicién de aminoacidos, usando el método reportado por Stanley’®.

La determinacion del coeficiente de extincion por peso seco, se realizo en
pesafiltros los cuales se pusieron a peso constante a 60 °C, se adicioné un
mililitro de solucién proteinica al cual previamente se le determind su
" absorbancia a 280 nm y los pesafiltros se pusieron a 60 °C hasta peso
constante. El peso de la proteina se determin6 por la diferencia de los pesos
final e inicial.

Para la determinacién del coeficiente por diferencia de absorbancias, se
tomo un mililitro de solucion enzimatica y se le determiné su absorbancia a 280
nm, posteriormente se realizd una dilucion 1 a 50 y se determindé su
absorbancia a 205 nm, los resultados se sometieron a la ecuacion de Scopes.

El coeficiente de extincién a partir de la composicion de aminoacidos
(tirosina, triptofano y cisteina) fue determinado con 1 ml de solucién de
inulinasa al que se le determin6é su absorbancia a 280 nm, posteriormente se
desnaturalizé en una solucién de clorhidrato de guanidina 6 M y se determiné
su absorbancia nuevamente a la longitud antes mencionada. Para la
determinacién del E;&™ se usé el peso molecular de 59 672 reportado por
Laloux y colaboradores'®.

Para la invertasa el coeficiente de extincion se calculd a partir de la

composicion de aminoacidos reportada por Taussig y colaboradores, aplicando
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el método reportado por Stanley®®, usando la misma metodologia que para la
inulinasa.

Dicroismo Circular

Los espectros de dicroismo circular (D.C.), se obtuvieron a 25 °C en un
espectropolarimetro Jasco J-500A calibrado con acido (+)-10-camforsulfénico
(10). Los registros se realizaron en la region del UV lejano (185-240 nm)
usando una celda de 0.1 cm de recorrido Optico y una concentraciéon de
proteina de 0.1 a 0.2 mg/ml. La concentracion de proteina se determind
utilizando AZ¥™ = 2.24 para la inulinasa y A¥™=2.17 para la invertasa
(ambos valores determinados en este trabajo). Los valores de D.C. se reportan
como elipticidad residual promedio [6]m r w , 12 cual se calculd utilizando un -
valor promedio de peso molecular por residuo de 112 para la inulinasa y de 114

para la invertasa.
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Kluyveromices fragilis COBL-278 para la determinacién de biomasa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La inulinasa de K. fragilis es una enzima que se excreta en gran cantidad
en el medio de cultivo; sin embargo, para el desarrollo éxperimental se decidio
usar la enzima asociada a pared, considerando que la liberacion de la enzima
permite tener una menor mezcla de proteinas, ademas de que se ha determinado
que las estructuras primarias de ambas proteinas son idénticas, por lo que seria
indistinto, en principio, determinar el espectro de dicroismo circular de la
enzima asociada a la pared o de la enzima excretada.

Los resultados obtenidos de las fermentaciones realizadas con los dos
medios de cultivo se muestran en la tabla V, en la cual se puede observar que
no hay diferencias significativas en la producciéon de la enzima inulinasa
asociada a la pared al usar uno u otro medio de cultivo. Para la realizacién del -
presente trabajo se decidié usar el medio de cultivo constituido por inulina al 1
% y extracto de levadura al 0.5 %, por representar éste un costo menor y un
medio rapido de preparar.

En la tabla V también se presenta la cantidad total de proteina liberada de
la pared celular, la cual es mucho menor que la proteina secretada al medio de
cultivo, lo cual es indicativo de que este tipo de enzima es excretada
principalmente. En esta tabla también se puede observar que el método de
liberacion de la enzima asociada a la pared celular fue satisfactorio, ya que la
actividad de 1a enzima inulinasa determinada en las celulas (actividad residual),
es despreciable. ’

El total de proteina obtenida después de liberar la enzima, dializarla contra
una solucién reguladora de acetatos 0.1 M, pH 4.5, y concentrarla fue de 425

mg en un volumen total de 25 ml, esta preparacion se consider6 como el

extracto crudo.
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Para la filtracién en gel se introdujeron a la columna volimenes de 15 ml
de solucién enzimitica con un contenido de proteina de aproximadamente 2
mg/ml. El patrén de elucién del extracto crudo de inulinasa se presenta en la
figura 9, en la que se observa la presencia de 2 picos importantes que presentan
un hombro menor, obtenidos en 24 fracciones de 6 ml cada una; de éstas, solo
9 presentaron actividad de inulinasa a las condiciones anteriormente descritas.
Las fracciones con actividad de inulinasa se mezclaron y se concentraron,
obteniéndose una recuperacion de proteina con actividad de inulinasa del 30%
(127.5 mg). Se procedio a realizar una segunda filtracién, ya que como se
mencioné anteriormente, en la figura 9 podemos observar que las fracciones
activas forman parte de un pico mayor el cual probablemente contaminé a las
fracciones activas. Los resultados de la segunda-filtracion se observan en la *
figura 10. Se puede observar que el patron de elucion de las fracciones activas,
muestra s6lo un pico formado por 6 fracciones de 6 ml cada una, el cual mostré
poseer actividad de inulinasa. La recuperacion de proteina de la segunda
filtracion fue del 75.3 % (96 mg). Las fracciones obtenidas se concentraron y se
filtraron a a través de una membrana de 45 um

La enzima semipurificada se sometié a un cambio de pH por medio de una
columna PD-10 estabilizada con una solucion reguladora de acetatos 0.1 M, pH
3.5. Pruebas realizadas con anterioridad demostraron que la inulinasa
congelada durante 15 dias en esta solucion amortiguadora no perdié
noton'émente la actividad enzimatica, por lo que estas condiciones se usaron
para la purificacién por intercambio ionico en el cromatografo de liquidos de
alta presion.

La columna de intercambio i6nico acoplada al cromatégrafo de liquidos de
alta presion, se lavo y estabilizé con la solucion reguladora de acetatos 0.1 M,

pH 3.5, por 12 horas y posteriormente se introdujeron volimenes de 1 ml de
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suspension enzimatica con una concentracion de proteina de 1.5 mg/ml. Los
resultados se presentan en la figura 11. En esta figura se puede observar un
pico mayoritario, el cual presentd actividad enzimatica:; la recuperacion total
de la enzima fue del 60 % (34 mg) la fraccion activa se concentré hasta obtener
una concentracion de aproximadamente 1.4 mg/ml de proteina y se determiné
el grado de pureza por analisis del pl figura 14 (linea 4) y por electroforesis en
presencia de SDS, (figura 12, lineas 2 y 4).

Los resultados de la determinacion del pI mostraron unicamente una banda
dispersa entre 3.5 y 4.55 para la inulinasa de K. fragilis. La dispersion de la
banda es atribuida al efecto de la presencia del alto contenido de carbohidratos
que se reportan para esta clase de enzimas. El resultado obtenido para esta
enzima, es similar al reportado por Workman® , quien encontr6 un pl para la -
inulinasa de K. fragilis de 4.0.

Los resultados de la electroforesis (figura 12), en presencia de SDS
muestran una sola banda, lo cual permite suponer que la enzima se purifico a
homogeneidad.

Para la purificacion de la invertasa se pesaron 150 mg del polvo comercial
y se disolvieron en 25 ml de una solucién reguladora de acetatos 0.1M pH 5.0.
La solucién se filtré a través de una membrana millipore de 0.22 um, la
solucion filtrada se someti6 a la cromatografia por filtraciéon en gel usando la
misma solucién reguladora como eluyente, los resultados se muestran en la
figura 15. El patron de elucion de la invertasa por filtracion en gel muestra un
solo pico compuesto de 7 fracciones, las cuales mostraron actividad enzimatica
sobre la sacarosa. Las fracciones activas se juntaron y el volumen obtenido se
concentr6 a 20 ml, este. volumen se se pasé a través de una columna PD-10
estabilizada con un buffer de citratos 0.05 M pH 2.5. La recuperacion de la
invertasa fue de 23.7 mg.
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La invertasa sometida a cromatografia por intercambio catiénico, mostré
un solo pico, el cual mostré tener actividad de invertasa, figura 16. La fraccion
se concentro y también se analizo por determinacion del pl (figura 14, linea 2),
y por electroforésis en presencia de dodecilsulfato de sodio (figura 13, lineas 2,
4 y 6), en ambos casos se observo la migracion de una sola banda.

El valor del pl determinado para la invertasa de S. cereviseae, se
encuentra entre 3.9 y 5.00, (figura 14, linea 2). La gran dispersion que presenta
esta banda entre los valores indicados anteriormente, es atribuida, como en el
caso de la inulinasa, al alto contenido de carbohidratos. El pl para la invertasa
externa de S. cereviseae reportado por Tammi y colaboradores?” es de 4.5,
resultado que se encuentra dentro de los valores determinados en este trabajo.

Se encontré un contenido de carbohidratos para la inulinasa de K. fragilis *
de aproximadamente 33 + 0.3 %, resultado que es el promedio de 4
determinaciones y que concuerda con los valores reportados por Rouwenhorst
y colaboradores?, quienes determinaron un contenido de carbohidratos del 34
% para la inulinasa de K. marxianus. El contenido del 33 % de carbohidratos
calculado en este trabajo se obtuvo al considerar AJ/™=2.24,

Un contenido de carbohidratos del 50 + 3.0 % fue encontrado para la
invertasa de S. cereviseae, considerando AT¥™= 2.17, este contenido de
carbohidratos para la invertasa de S. cereviseae ha sido determinado por
Tammi?’, Williams?, y otros autores.

La electroforesis en SDS mostr6 la migracion de una sola banda difusa
entre 83 y 97 kDa, para la inulinasa de K. fragilis (figura 17). Resultados que
son aproximados a los obtenidos por Rowénhorst“, el cual determin6 la
migracion de la bandas correspondientes a la enzima secretada y a la retenida
en la pared celular, entre 87 y 102 kDa. Los resultados anteriores permiten

suponer que la enzima inulinasa retenida en la pared celular est4 formada por
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subunidades idénticas, puesto que no se determinaron bandas diferentes en los
andlisis de punto isoeléctrico y de electroforésis en presencia de dodecil sulfato
de sodio, como ha sido reportado por Rouwenhorst y colaboradores'’.

Considerando que la determinacion del contenido de carbohidratos para la
inulinasa fue del 33 %, se estima un peso molecular por subunidad para la parte
proteica de esta enzima, entre 56 y 62 kDa. Laloux y colaboradores'® reportan
un peso molecular de 59 672 para la enzima madura de la pared celular, ya que
ellos proponen que la enzima sufre una proteodlisis posterior a su secrecion.

Por filtracion en gel se determiné un peso molecular para la inulinasa en
estado nativo de aproximadamente 3.8 x 10° Da (figura 13), resultado que
sugiere que la enzima asociada a la pared de K. fragilis consiste de un
" tetramero en estas condiciones, lo cual coincide con lo reportado por °
Rowenhorst’, el cual sugiere que la enzima asociada a la pared consta de cuatro
subunidades idénticas y considera un peso molecular por subunidad de 87 a
102 kDa.

El peso molecular de la invertasa nativa por filtracion en gel no pudo ser
calculado a las condiciones de trabajo reportadas ya que los limites de
exclusion del gel usado (10 a 500 kDa) no lo permitieron; sin embargo el peso
molecular de la enzima nativa debe ser mayor de 500 kDa, por lo que se puede
suponer que la enzima se encuentra en un alto grado de oligomerizacion a estas
condiciones.

Los resultados de la electroforesis en SDS de la invertasa de S. cereviseae
muestran una banda dispersa entre 100 y 120 kDa (figura 13). Tomando en
cuenta que el contenido de carbohidratos determinado fue del 50 %, se
determind un peso molecular para la parte protéica de aproximadamente 50-60

kDa por subunidad, resultado que es comparable al determinado por Tammi y

35




colaboradores?’” de 58 480, calculado para un total de 512 residuos de
aminodcido por subunidad

Se encontré un A™'='=1.57 + un error estandar del'10 % para la inulinasa
de K. fragilis por medio de peso seco, este resultado es el promedio de tres
determinaciones, considerando un contenido de carbohidratos del 33%, el
coeficiente de extincion se balculé para un valor de AJ¥™=224 Lla
determinacidn se realizo por triplicado con tres muestras cada una.

El método de Scopes di6 como resultado un Aj¥™= 1.27; sin embargo
este método parece ser menos preciso ya que se obtuvo una variacion del 15 %.

El coeficiente de extincion molar para la inulinasa, determinado a partir de
la secuencia de aminodcidos reportada por Laloux y colaboradores, es de EXf° =
126 430. Considerando un peso molecular por subunidad de 59 672 Da se
calculé un A== 2,12, valor que es similar al determinado por peso seco.
Considerando el 33 % de carbohidratos en peso y los valores obtenidos por el
método de desnaturalizacion en clorhidrato de guanidina, se obtuvo como
resultado un valor de AJ™=2.28 resultado que fué usado para la
determinacion de la cantidad de proteiha presente para los diferentes metodos
de caracterizacion.

El coeficiente molar determinado para la invertasa a partir de la secuencia
de aminoacidos did un valor de 130 960, el cual considerando un peso
molecular de 58 630 Da di6 un valor de A¥™= 2.23. Usando el método de
desnaturalizacion y el contenido de aminoacidos el valor obtenido fue de
AD= =217, valor que es aproximado al determinado por Trimble??> quien
reporta un AJ®™=2.25 para la invertasa de S. cereviseae.

Los resultados del proceso de purificacion sobre la actividad enzimatica

de la inulinasa de K. fragilis CDBL-278 y de la invertasa de S. cereviseae se

presentan en la tabla VI. En esta tabla se observa un incremento de la actividad
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especifica desde 48 hasta 1200 U.E. para la inulinasa y desde 481 hasta 2
031.16 U.E. para la invertasa, el incremento en la actividad especifica de la
inulinasa también ha sido reportado por Grootwasink'?>, quien encontré un
aumento de la actividad desde 450 U.E. hasta 2678 U.E. durante la purificacion
de la inulinasa de K. fragilis.

Se determiné una relacion S/I para la inulinasa de 8.5 (pH 4.5, 50 °C),
resultado que de acuerdo a lo reportado por diferentes autores permite hacer la
diferenciacion entre la inulinasa y la invertasa. Se ha aceptado que valores
menores de 50 para la relacion S/I son indicativos de la actividad de inulinasa y
que para diferenciar la actividad de invertasa el valor de esta relacion debe ser
mayor de 1 200°. Rouwenhorst!’, ha reportado valores de la relacion S/I para la
inulinasa de K. marxianus de 13 y de 15 dependiendo del grado y método de
purificacion; Workman y Day'® reportan valores de S/I para la inulinasa de K.
fragilis de 26 y Grootwasink y colaboradores'? reportan un valor de 10.5 para
esta relacion. Es notoria la diferencia de los resultados obtenidos en este
trabajo y los reportados por estos autores; sin embargo, como se menciona al
inicio de este trabajo, este método de diferenciacion depende de las
condiciones en las que se determine la actividad enzimatica.

El valor de la relacién S/I determinado para la invertasa fue de 2 800, a las
mismas condiciones en que se determino la relacion S/I para la inulinasa, es de
hacer notar que la determinacion de azicares reductores se realizdé a los 5
minutos de incubacién del sustrato con la enzima y que a este tiempo la
actividad enzimatica de la invertasa sobre la inulina fue menora 1 U.E.

Los resultados de la determinacion del efecto del pH y temperatura sobre
la actividad enzimatica de la inulinasa de K. marxianus en inulina como
sustrato, se presentan en las figuras 18 y 19 respectivamehte. Se determiné que

la enzima es estable a pH de 3.5 a 6.0, condiciones a las cuales puede ser
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congelada durante 1 mes sin pérdida notoria de la actividad enzimaitica.
También se encontré6 que la temperatura a la cual se presenta una mayor
actividad enzimética es de 50 °C y que arriba o abajo-dé esta temperatura la
actividad se ve disminuida, encontrandose que arriba de 70 °C se observa la
liberacion de azucares reductores del sustrato, lo cual es atribuible a la
degradacion quimica de la inulina que es facilmente hidrolizada en estas
condiciones'®.

Para la inulinasa se determinaron valores aparentes de Km =57 mMy V
max = 5.9 U/mg a pH 4.5 y 50 °C sobre inulina como sustrato. El valor de Km
determinado es menor que los valores reportados por Vandamme y
colaboradores® para la inulinasa de K. fragilis que son de 8.00 y 7.4. Sin
embargo, debido a la baja solubilidad del sustrato se llegd a una maxima -
concentracion de 6.0 %, ya que a concentraciones mayores es necesario
calentar arriba de 60 °C y la inulina es hidrolizada espontineamente a estas
condiciones. Debido a lo anterior lo valores obtenidos de Km y Vmax no se
pueden tomar como valores exactos de estos parametros. Los calculos se
realizaron en base a un peso molecular de 5 400 Da para la inulina.

Los espectros de dicroismo circular registrados de la invertasa y de la
inulinasa se presentan en las figuras 20 y 21 respectivamente. Ambas curvas
fueron registradas a pH 7.01 en una soluciéon amortiguadora de fosfatos y 25
°C.

Para el registro de la inulinasa se usé una concentracion de proteina de
0.104 mg/ml y para la invertasa de 0.11 mg/ml, calculados a partir de los
coeficientes de extincion determinados en este trabajo. Los espectros se
registraron en la regién del UV lejano (190-250 nm), la sefiales de dicroismo
circular de una proteina en esta region, se deben principalmente a su estructura

secundaria®®*®. En las figuras mencionadas se puede observar que existe una
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gran semejanza entre los espectros registrados, que las caracteristicas generales
de ambos espectros son tipicas de proteinas con un alto contenido de hoja B y
con poca contribucion de de a-hélice®. o

Las caracteristicas principales del espectro de dicroismo circular
registrado para la inulinasa de K. fragilis (figura 21); son una banda positiva,
con un maximo a 194 nm y una banda ancha negativa, con un maximo a 216
nm con intensidades de 11 000 y 10 000 grados cm’ dmol ™! respectivamente.

El espectro de dicroismo circular de la invertasa de S. cereviseae muestra
también dos bandas, una positiva con un maximo a 194 nm y una banda ancha
negativa con un maximo a 214 nm, con intensidades de 8 300 y 7 200 grados
cm? dmol! respectivamente.

La similitud entre los espectros de dicfoismo cicular registrados
experimentalmente, puede en principio ser atribuida a que la invertasa de S.
cereviseae y la inulinasa de K. marxianus presentan un 68 % de de
conservacion en la secuencia de aminoacidos y a que en solucidn, ambas
enzimas presenten patrones de plegamiento similares; sin embargo, a pesar de
la gran similitud, se puede observar en estas figuras que la diferencia principal
entre los dos espectros es la intensidad de las bandas, diferencia que puede
atribuirse al contenido de carbohidratos, al medio ambiente en el que se
encuentren algunos residuos aromaticos, o a la presencia de enlaces disulfuro;
aunque, en ambos espectros se presentan los maximos correspondientes
(positivo y negativo) a longitudes de onda muy cercanas.

Para la estimacion del contenido de estructura secundana tanto de la
inulinasa como de la invertasa, se utilizé el método LINCOMB reportado por
Perczel®. Se decidié usar este método debido a que éste utiliza en su base de
datos espectros de dicroismo circular de proteinas con un alto contenido de

hoja B, como pepsindgeno, inmunoglobulina C, concavalina A, etc.
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Con los resultados obtenidos de este método de analisis se reconstruyeron
las curvas que también se muestran en las figuras 20 y 21, las cuales
reproducen los espectros determinados experimentafmente con un error
promedio para cada punto de 580 grados cm? dmol™! para la inulinasa y de 380
grados cm® dmol™ para la invertasa.

El contenido de estructura secundaria de ambas enzimas se muestra en las
tablas VII y VIII en las que se observa que la mayor contribucion en ambas
proteinas esta dada por la conformacion de hoja-f, encontrando en ambos
casos una contribucion muy pequefia de helices en la estructura secundaria de
esta enzimas. Es también notoria la contribucion de grupos no peptidicos

(grupos aromaticos y enlaces disulfuro).
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Fig. 9 Patrén de elucién del extracto crudo de la inulinasa de K. marxianus
por filtracién en gel en una columna de agarosa elulda con
una solucién reguladora de acetatos 0.1 M, pH 4.5
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Fig.10 Patrén de elucién de la fracciones activas de la primera filtracién
on gel (PH 4.5 en reguiador de acetatos 0.1 M) de Ia inulinasa de K.fragilis
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Fig, 11. Patrén de elucion de Ia mulinasa de K. fragilis por intercambio
i6mico en cohmna TSK-SPW con una sohucin reguladora de citratos
0.05 M, pH 3.5 y un gradiente salino de NaC10-0.5 M
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Figura 12. Resultados de la electroforesis en
presencia de SDS de la inulinasa asociada a
la pared de Kluyveromices fragilis CDBL-
278, (lineas 2 y 4). Las lineas 1 y 3
pertenecen a los marcadores de peso
molecular usados (ver texto).

Figura 13. Resultados de la electroforésis en
presencia de SDS de la invertasa de
Saccharomyces cereviseae, (lineas 2, 4 y 6).
Las lineas 1, 3 y 5 pertenecen a los estandares
de peso molecular usados (ver texto).
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Figura 14. Resultados del la determinacion
del pI de la invertasa (linea 2) y de la
inulinasa (linea 4). Las lineas 1 y 3
pertenecen a los diferentes marcadores de pl

usados.(Ver texto)
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Fig. 15 Patrén de elucion de la invertasa de S. cereviseae en
una columna de agarosa y eluida con una solucién amortiguadora
de acetatos 0.1 M, pH 5.0




02+

Azeo

0.1

Volumen (mi)

Fig. 16. Pairta de ehucitn de La invertasa de S. cereviseae por intercambio
i6nico en una columna TSK-SPW, con una sohucién amortiguadors de

ctratog 0.05 M pl 2.5 y con wn gradients de NaC1 004 M
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Figura 17. Curva de calibracién para la determinacién del peso molecular
de las enzimas en estado nativo, en columna de agarosa eluidas con
una solucién reguladora de acetatos 0.05 M, pH 4.5
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Fig. 18 Efecto del pH sobre la actividad de {a inulinasa de K. fragilis
CDBL-278 sobre inulina a 50 °C, determinada a diferentes tiempos.

49




2000

(umoles de A.R./min)

0 T T T T T T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Temperatura (°C)

*pH 4.5 *pHS

Fig. 19 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica de la inulinasa
de K. fragilis CDBL-278 sobre inulina, determinada en solucién
amortiguadora de acetatos 0.1M, pH 4.5
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Fig.20 Espectro de DC de Invertasa de Saccharomices cereviseae
El espectro fue registrado en UV lejano 185-240 nm en una ceida de 1 mm en un
amortiguador de fosfatos 0.01 M pH 7.00 (-—--)calculado, ( — )observado.
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Fig. 21. Espectro de dicroismo circular de la inulinasa de K. fragilis COBL-278

El espectro fue registrado a pH 7.0 en regulador de fosfatos 0.01 M
(-----)espectro calculado ( ) espectro experimental
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TABLA VII

CONTRIBUCIONES RELATIVAS PORCENTUALES DE
ESTRUCTURAS SECUNDARIAS Y CROMOFOROS NO
PEPTIDICOS DE LA CURVA REGISTRADA POR DICROISMO
CIRCULAR DE LA INULINASA DE X. fragilis CDBL-278

a-hélice , 0.62

Giros p y B-paralela 42.37

Hoja B-antiparalela 34.92

Estructura irregular o= 8.16

Nopeptidicos 1393
TABLA VIII

CONTRIBUCIONES RELATIVAS PORCENTUALES DE
ESTRUCTURAS SECUNDARIAS Y CROMOFOROS NO
PEPTIDICOS DE LA CURVA REGISTRADA POR DICROISMO
CIRCULAR DE LA INVERTASA DE S. cereviseae
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CONCLUSIONES

La enzima inulinasa producida por fermentacion de la levadura
Kluyveromices fragilis CDBL-278, en el medio de cultivo con inulina al 1% y
extracto de levadura al 0.5%, es principalmente excretada al medio de cultivo,
ya que la proteina retenida en la pared celular y extraida por el tratamiento con
cisteina en la solucion amortiguadora de fosfatos 0.3 M pH 7.0, represent6 la
quinta parte de la proteina total determinada en el preoceso de ferementacion,
resultados que coinciden con lo reportado en la literatura.

Los resultados obtenidos de los diferentes métodos analiticos empleados,
muestran que tanto la invertasa de Saccharomyces cereviseae como la inulinasa
de Kluyveromices fragilis CDBL-278, fueron purificadas a homogeneidad, por
lo que se puede afirmar que la metodologia y condiciones fueron las adecuadas
para la purificacion de este tipo de proteinas.

Los pesos moleculares determinados por electroforesis en SDS para la
invertasa (50-60 kDa) e inulinasa (87-102 kDa) para la enzima glicosilada y
(57-62 kDa) para la enzima no glicosilada, considerando un contenido de
carbohidratos del 33 %, son similares a los reportados por diferentes
investigadores® 121617, 2223.4 -

El peso molecular de la inulinasa en estado nativo, determinado por
filtracion en gel 3.8 x 10°, permite suponer que la enzima en estas condiciones
se encuentra formada por cuatro subunidades idénticas.

De acuerdo con otros investigadores la inulinasa de X. fragilis muestra
una alta actividad sobre sacarosa; sin embargo, la invertasa de S. cereviseae
presenta muy lenta actividad sobre inulina, por lo que se puede considerar que

ambas enzimas poseen diferente especificidad por el tipo de sustrato.
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Los valores de Km= 5.7 mM y Vmax= 5.9 U/mg determinados en este
trabajo para la inulinasa sobre la inulina, son valores aparentes ya que la baja
solubilidad de la inulina no permiti6 alcanzar concentracfones mayores del 6 %.

Las relaciones S/I determinadas, 8.5 para la inulinasa y 2 800 para la
invertasa, segun lo reportado por Va}ndamme:‘, permiten en este caso, hacer la
diferenciacion entre una y otra actividad enzimatica.

Los espectros de dicroismo circular de ambas proteinas muestran que en
la estructura secundaria de éstas la principal contribucion esta dada por hojas-
B.y que la contribucion de a-hélice es muy pequefia. La estimacion del
contenido de estructuras secundarias obtenido por el método descrito por
Perczel, para ambas enzimas muestra que el contenido de a-hélice es muy
pequefio y que la contribucion de no peptidicos (residuos aromaticos y enlaces
disulfuro) es importante, especialmente en el caso de la invertasa.

La homologia del 68 % encontrada entre en la secuencia de aminoacidos
de la inulinasa de K. marxianus y de la invertasa de S. cereviseae reportada por
Laloux y la gran similitud que presentan los espectros de dicroismo circular;
permiten considerar que ambas enzimas provienen de un ancestro comun por lo
que pueden ser consideradas como miembros de la misma familia, con
diferencias en la especificidad por el tipo de sustrato.

La diferencia en la intensidad de los espectros registrados, puede en
principio ser atribuida al medio ambiente que rodea a algunos residuos
aromaticos o a la diferencia en el contenido de carbohidratos que presentan la
inulinasa e invertasa (17 %)

Sin embargo, como se ha demostrado anteriormente, enzimas
pertenecientes a la misma familia presentan espectros similares de dicroismo
circular, como es el caso de la familia de las proteasa acidas* y de las proteasa

cisteinicas*2, aunque se ha encontrado que algunos miembros de estas familias
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cisteinicas®?, aunque se ha encontrado que algunos miembros de estas familias
presentan espectros de dicroismo circular con diferencias importantes®.

En base a lo anterior, se pueden considerar a la ihulinasa de K. fragilis
CDBL-278 y a la invertasa de S. cereviseae, miembros de la familia de las 8-
fructosidasas; ademds, que ambas enzimas en solucién presentan patrones de

plegamiento similares.
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