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Introduccion. Las dietas ricas en azlcares estan
estrechamente relacionadas con la aparicién de
resistencia a la insulina (diabetes tipo IlI) [1]. Una
alternativa a la sacarosa es la isomaltulosa. Esta
molécula tiene el mismo valor calérico total que la
sacarosa, pero se digiere lentamente. Asi, la
isomaltulosa tiene una respuesta glucémica baja y
garantiza un suministro prolongado de glucosa [2]. Las
sacarosa isomerasas son las enzimas utilizadas en la
produccion de isomaltulosa; sin embargo, su baja
estabilidad térmica constituye un limitante [3]. La
mutagénesis dirigida basada en el factor B es una
poderosa estrategia para mejorar la termoestabilidad
de una enzima.

OBJETIVO: Obtener sacarosa isomerasa Pall NX-5
mediante el incremento de su estabilidad térmica a
40°C, mediante ingenieria de proteinas.

Metodologia. Se partié del analisis del perfil de factor
B de la estructura 4hox.1 [4]. Mediante el software B-
Fitter se identificaron los residuos con los mayores
valores B. Estos residuos fueron sujetos a
sustituciones mediante  ROSETTA DESING. Se
seleccionaron los mutantes con potenciales
interacciones termoestabilizantes. Las variantes de la
Pall NX-5 se expresaron (en forma glicosida) en P.
pastoris y luego se purificaron. La temperatura 6ptima
se determind entre 15 y 70°C en tampén de acido
citrico/fosfato de sodio 50 mM (pH 6). Para evaluar la
estabilidad de la enzima esta fue incubada a 40°C. Los
contenidos de azlcares en la mezcla de reaccion se
determinados mediante HPLC.

Resultados. Se identificaron 19 residuos con alto valor
B como objetivos para mutagénesis dirigida al sitio. Los
mutantes K174Q, L202E y K174Q/L202E, mostraron
un aumento en su temperatura 6ptima de 5°C (Fig. 1A),
mientras que sus vidas medias aumentaron 2.21, 1.73
y 2.89 veces (Fig. 1B), respectivamente. Los mutantes
mostraron un aumento de actividad de hasta el 25,3%.
Los valores de Km para los mutantes disminuyeron
hasta un 9.4%; ademas, la eficiencia catalitica aument6
hasta en un 16% (Tabla I).
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Fig. 1. A. Influencia de la temperatura sobre la actividad de las
variantes de la Pall NX-5. B. Progresion de la actividad isomerasa
residual de las variantes de la Pall NX-5 incubadas a 40°C.

Tabla 1. Evaluacién de los parametros cinéticos de las variantes de
la sacarosa isomerasa recombinante Pall NX-5.

Variante Actividad especifica (U/mg)  Km (mM) Kea () Kga/Km (s-mM?)

2.21+0.13
2.5520.15
2.520.08
2.57x0.21

255.1+9.6
2419£6.8
234951
2312+7.8

564.5+1.0
618.2£0.9
594.0:0.8
594.3x1.1

483.8+6.9
529.9+ 8.4
509.1+9.9
509.3£8.7

Pall NX-5 nativa
Pall NX-5 K174Q
Pall NX-5 L202E
Pall NX-5 K174Q/L202E
Pall NX-5 silvestre
(B. Ren et al., 2011)
Pall NX-5 recombinante
(s. Li et al., 2011)

Conclusiones. Con la estrategia integral seguida, se

obtuvieron mutantes mas adecuados para aplicaciones

industriales que sus contrapartes: nativos y de tipo

salvaje de E. rhapontici NX-5, sin comprometer la

actividad catalitica de la molécula.
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