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Introduccion. La inulosacarasa (IslA) de L. citreum,
sintetiza inulina de alto peso molecular a partir de
sacarosa. IslA es una fructosiltransferasa (FTF) que a
diferencia de la mayoria de las FTFs reportadas, esta
compuesta por 3 dominios (1). Para conocer el papel que
juegan estos dominios se construyeron 4 versiones
truncadas de IslA (2), Una de ellas, la Isla4 que consiste
basicamente del dominio catalitico, ademas de producir
inulina, sintetizo fructooligosacaridos (FOS).
Considerando que IslA presenta un 32% de identidad con
SacB a nivel de aminoécidos en el dominio catalitico, con
el objetivo de obtener enzimas con una mayor capacidad
de sintetizar FOS se disefiaron mutantes puntuales de la
version IslA4, basados en resultados obtenidos en
mutaciones analogas en la levansacarasa (SacB) de B.
subtilis (3). Se obtuvieron 10 mutantes, de las cuales 3
presentaron una mejor afinidad hacia la sintesis de FOS.
El objetivo de este trabajo fue -caracterizar dichas
mutantes paras seleccionar la idénea para llevar a cabo
la produccién de FOS a partir de sacarosa.

Metodologia. Se llevé a cabo la caracterizacion cinética,
bioquimica asi como la estabilidad a la temperatura de
las enzimas, empleando sacarosa como sustrato,
midiendo azucares reductores liberados por DNS. La
capacidad para producir FOS, inulina, glucosa y fructosa
se evalu6 por HPLC.

Resultados y discusidn. Las tres mutantes productoras
de FOS, fueron la L310F, R407K vy la S236A. Los
valores de pH y temperatura o6ptimos 6 y 30-35 °C
respectivamente fueron los mismos que para IslA4. La
estabilidad térmica fue ligeramente mayor en las
mutantes S236A (t;» 3.3h) y R407K (t3, 3.5h) comparada
con la IslA-E4 (ty» 2.2h), la L310F result6 ser muy
inestable. En todos los casos la actividad de las mutantes
disminuyd drasticamente de kg 70 sten IslA4, a ke 27
st en R429K, y a ke 2.3 s en S236A. En cuanto a la
sintesis de FOS, como se muestra en la tabla 1, todas las
mutantes sintetizan mas FOS que la silvestre y
disminuyen la sintesis de inulina, las mutantes R429K y
S236A no producen polimero. Dado que la mutante
S236A fue la mejor productora de FOS, el estudio se
enfoc6 en esta mutante con miras a disefiar un
biocatalizador para la produccién de FOS. Las FTSs
catalizan la transferencia del grupo fructosilo de la
sacarosa a un polimero en crecimiento (reaccion de
transferencia, T) o al agua (reaccién de hidrdlisis, H). La

relacion H/T de IslA4 fue 70/30 y para S236A 50/50. Se
determinaron las velocidades iniciales de hidrdlisis y
transferencia a diferentes concentraciones de sacarosa.
En la fig. 1 se observa que la reaccion de hidrélisis y
transferencia tienen comportamientos tipo Michaelis-
Menten y lineal respectivamente. ElI Km de hidrélisis fue
20.5 mM mientras que la k de velocidad de trasferencia
fue 6.94x10*min™.

Tabla 1. Cuantificaciéon de FOS e Inulina

Enzima FOS (%)* Inulina (%)*
IslA4 100 100
L310F 120 28
R429K 133 0
S236A 333 0
*Valores relativos considerando 100% los producidos por
ISIA4.
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Fig. 1. Comportamiento cinético de la mutante S236A

Conclusiones. La mutante S236A resulté ser la enzima
idénea para la produccibn de FOS, presenta un
comportamiento cinético complejo que es la suma de la
reacciones de hidrélisis y de transferencia.
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