XIV Congreso Nacional de
& Biotecnhologia y Bioingenieria
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Pichia pastoris.
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Introducciéon. Los agaves son plantas de gran
importancia econémica y cultural en México debido a la
cantidad de productos comerciales que se obtienen de
ellos. Su principal carbohidrato de almacén son los
fructanos (polimeros de fructosa) con aplicaciones en la
industria alimentaria como nutracéuticos y prebiéticos (1);
ademas de representar el principal sustrato fermentable
para la producciéon de bebidas como mezcal, pulque y
tequila (2). Las fructosiltransferasas (FTs) son las
enzimas implicadas en la biosintesis de fructanos en
plantas, y se clasifican en dos grupos: 1) las tipo-S, que
prefieren sacarosa como sustrato donador, 2) las tipo-F,
utilizan fructanos como donadores de fructosa. Algunas
FTs de plantas han sido estudiadas en su forma nativa y
otras de manera heterdloga empleando diversos
sistemas de expresion. La levadura Pichia pastoris ha
demostrado ser de gran utilidad en el estudio de FTs de
origen vegetal debido a que carece de enzimas
sucroliticas y realiza modificaciones postraduccionales
(3). Recientemente se aisl6 el gen de la 1-FFT de Agave
tequilana y se expresé en Pichia pastoris (4), ademas, la
enzima fue caracterizada molecular y funcionalmente en
un extracto de proteinas totales (5), sin lograr su
purificacion. El objetivo de este trabajo fue purificar la
1-FFT de A. tequilana expresada en P. pastoris y
caracterizarla bioquimicamente.

Metodologia. La 1-FFT recombinante se expreso en la
cepa X-33 de P. pastoris transformada con el vector
pGAPZaC-atft. Las células se colectaron por
centrifugacion y las proteinas del sobrenadante fueron
concentradas por ultrafiltracién. La 1-FFT secretada se
purificé por cromatografia de filtracion en gel. La enzima
pura se incubé con 1-kestosa (1-kes DP3) como sustrato
y los productos de la actividad enzimética se analizaron
por cromatografia en capa fina (TLC). Se determiné las
formas glicosiladas y punto isoeléctrico (pl) de la proteina
pura. Ademés, se inmunodetectd la proteina mediante
Western Blot con los anticuerpos Anti-His y Anti-myc.

Resultados. Se purific6 la 1-FFT recombinante,
identificandose como una banda de 75 kDa, y una de 70
kDa, de acuerdo al analisis de SDS-PAGE. Esta proteina
sintetiz6 fructanos al producir nistosa (DP4) vy

kestopentosa (DP5) cuando se incubé con 1-kes (Fig.1).
La 1-FFT resultdé ser una proteina glicosilada con un pl
de 3.8 para la banda de 75 kDa, y de 4.6 para la de 70
kDa. Por dltimo, se confirmé la identidad inmunoquimica
de la proteina al ser reconocida por los anticuerpos Anti-
His y Anti-myc.
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Fig. 1. Patron de carbohidratos obtenido de la actividad de la 1-FFT con
1-kes 50 mM como sustrato. Tot, proteinas totales; 2-120, tiempos de
incubacion de la enzima pura (h); C-, sustrato con buffer de reaccion;
STD, estandar de carbohidratos.

Conclusion. Se logré purificar 'y caracterizar
bioguimicamente la 1-FFT heter6loga de agave como
una glicoproteina de 70/75 kDa, con pls &cidos y capaz
de producir fructanos de cadena corta.
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