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Introduccién. Las inulosacarasas son enzimas que Se logré sobreexpresar la inulosacarasa y sus versiones

transfieren el residuo fructosilo de la sacarosa a un polimero
en crecimiento [lamado inulina. Los polimeros sintetizados
por estas enzimas presentan enlaces f§ 2-1 y pueden presentar
diversos grados de polimerizacion. Debido a la importancia
biolégica de los polimeros de inulina en la industria
alimentaria, cosmética, farmacéutica, asi como su beneficio a
la salud humana, es de gran interés al conocimiento de las
inulosacarasas; sus propiedades cinéticas y mecanismos de
reaccion.

Se cuenta con €l gen isIA gque codifica para la inulosacarasa
(IS) de Leuconostoc citreum. (1). Esta enzima presenta
caracteristicas de FTF's y GTF's, ya que presente tres
dominios; un dominio catalitico que abarca la secuencia
completa de algunas FTF's y dos dominios homdlogos a los
dominios variables y de union a polimero de la
alternansacarasa (ASR) de L. mesenteroides.

En e presente trabgjo se muestra la expresion de la
inulosacarasa de Leuconostoc citreum y dos versiones
truncadas del gen, bajo un promotor inducible, con la
finalidad de aumentar la produccion de las enzimas y llevar
acabo su caracterizacion bioquimica.

M etodologia. Las construcciones fueron realizadas en el
vector pBAD-thio TOPO un sistema de expresion, que posee
un promotor fuerte inducido con arabinosa. Las
manipulaciones de DNA se llevaron acabo segin Maniatis,
1982.

Resultados y discuson. Con € fin de explorar las
propiedades de versiones mas pequefias de la ISA, se
expresd heterélogamente el gen que codifica para la enzima
ISA y dos formas truncadas, para lo cual se realizaron dos
deleciones en e extremo C-terminal; en la primera se
elimind la region de dta identidad con la ASR y en la
segunda se elimind la misma region mas la zona de
transicion (figura 1). Las enzimas resultantes se

denominaron EIS2 e EIS3 respectivamente.
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Figura 1. Diferentes formas expresadas de la Inulosacarasa ISIA.

truncadas, obteniendo 2.7, 25.62 y 107.41 veces mas de
actividad enzimatica EIS1, EIS2 y EIS3 respectivamente, en
comparacion con las enzimas recombinantes expresadas bajo
Su propio promotor.

Las condiciones Optimas para producir las enzimas fueron:
temperatura de 23°C, las concentraciones de inductor para
las cepas EISR1 y EISR2 fueron de 0.02% y para EISR3
0.2% de arabinosa. Las cinéticas de crecimiento muestran
gue la cepa EISR3 crece més rapido en comparacion con las
otras dos.

En todas las enzimas recombinantes e porcentgje de
transferencia aument6 proporcionalmente al incrementar la
concentracion de sustrato. El porcentaje de transferencia para
EIS1 se incremento a 70% a una concentracion de sacarosa
730 mM, para EIS2 60% a 584 mM y 30% para EIS3 a 730
mM de sacarosa.

hidrélisis-transferencia E1
hidrélisis-transferencia E2

w 0
n n
w &
w o
©  w
0 2
o 2
0 10

@ w0 wo w0 0 w0 0 0 40 s0 s 70 80

ES

mM sacarosa mM sacarosa

hidrolisis-transferencia E3
w .\.\.-—-l—\_.\.
©
i M_*/‘
© m m m w0 e e

mM sacarosa

£

Fig. 1. Porcentaje de hidrdlisis (o) y de transferencia (0) de las
enzimas recombinantes con respecto a la concentracién de
sustrato.

Conclusiones. Se logré la sobre-expresion de la
inulosacarasa y sus dos versiones truncadas. En todos los
casos se observéd que las inulosacarasas son mas eficientes
para transferir el residuo fructosilo hacia e agua. No
obstante se logro dirigir la especificidad de las enzimas hacia
la sintesis de polimero aumentando la concentracion de
sustrato.
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