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I. RESUMEN 

La sacarosa, principal edulcorante comercializado en México, al ser consumida 

genera picos en el índice glucémico que inciden negativamente en la salud 

poblacional. Dadas sus propiedades prometedoras, la isomaltulosa constituye una 

alternativa al uso de la sacarosa. Las sacarosa isomerasas son las enzimas 

utilizadas en la producción de isomaltulosa; sin embargo, su baja estabilidad 

térmica constituye un limitante. Para aumentar la estabilidad térmica de la 

sacarosa isomerasa de Erwinia rhapontici NX-5, se diseñó una estrategia integral 

que combina diferentes elementos termoestabilizadores. Se identificaron 19 

residuos de aminoácidos de alto valor B (51.75-47.01) para mutagénesis dirigida. 

También se llevó a cabo una evaluación in silico de la influencia de las mutaciones 

sobre la interacción enzima-sustrato. Las variantes de sacarosa isomerasa se 

expresaron en Komagataella phaffii X33. Así, por primera vez, en esta 

investigación se reporta la expresión y caracterización de una sacarosa isomerasa 

glicosilada. Los mutantes diseñados, K174Q, L202E y K174Q/L202E, mostraron 

un aumento en su temperatura óptima de 5 °C, mientras que sus vidas medias 

aumentaron 2.21, 1.73 y 2.89 veces, respectivamente. Los mutantes mostraron un 

aumento en la actividad del 20.3% hasta el 25.3%. Asimismo, los valores de Km 

para los mutantes K174Q, L202E y K174Q/L202E disminuyeron un 5.1, 7.9 y 

9.4%, respectivamente; además, la eficiencia catalítica aumentó hasta un 16%. 

Con la estrategia integral seguida, se obtuvieron mutantes más adecuados para 

aplicaciones industriales que sus contrapartes: no mutada (esta investigación) y 

silvestre de E. rhapontici NX-5; esto, sin comprometer la actividad catalítica de la 

molécula. 
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II. ABSTRACT 

The consumption of sucrose, the primary sweetener marketed in Mexico, leads to 

spikes in the glycemic index, negatively impacting population health. Given its 

promising properties, isomaltulose represents an alternative to sucrose. Sucrose 

isomerases are the enzymes used in isomaltulose production; however, their low 

thermal stability poses a limitation. To enhance the thermal stability of sucrose 

isomerase from Erwinia rhapontici NX-5, we designed a comprehensive strategy, 

combining various thermo-stabilizing elements. In this regard, 19 amino acid 

residues with high B-factor values (51.75-47.01) were identified for directed 

mutagenesis. Additionally, an in silico evaluation of the mutations' influence on 

enzyme-substrate interaction was conducted. The variants of sucrose isomerase 

were expressed in Komagataella phaffii X33. Consequently, this research reports, 

for the first time, the expression and characterization of a glycosylated sucrose 

isomerase. The designed mutants, K174Q, L202E, and K174Q/L202E, exhibited 

an increase in their optimal temperature by 5 °C, along with a 2.21-fold, 1.73-fold, 

and 2.89-fold extension in their half-lives, respectively. The mutants displayed an 

enhancement in enzyme activity ranging from 20.3% to 25.3%. Furthermore, the 

Km values for the K174Q, L202E, and K174Q/L202E mutants decreased by 5.1, 

7.9, and 9.4%, respectively, indicating an up to 16% increase in catalytic efficiency. 

The integrated strategy employed resulted in mutants with improved thermal 

stability and enhanced enzymatic activity, making them more suitable for industrial 

applications compared to their non-mutated counterparts (this study) and the wild-

type E. rhapontici NX-5 enzyme, all without compromising the catalytic activity of 

the molecule. 
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III. INTRODUCCIÓN  

La diabetes se ha convertido en la epidemia del siglo XXI y en un reto global de 

salud (Hernández-Ávila et al., 2013). Estimaciones de la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) indican que a nivel mundial el número de personas con diabetes 

se ha incrementado de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2014 (Mathers et 

al., 2006), lo que representó el 4.7 y 8.5% de la población adulta (20-79 años) para 

dichos años, esperándose que para 2045 la cifra de personas afectadas sea de 

700 millones (Diabetes, 2019). 

Aunadas a las complicaciones de la diabetes están: la ceguera, la insuficiencia 

renal, el infarto del miocardio, los accidentes cerebrovasculares y la amputación 

de los miembros inferiores. Precisamente, la OMS estima que en 2015 fallecieron 

1.6 millones de personas como consecuencia directa de la diabetes, mientras los 

niveles altos de glucemia fueron la causa de otros 2.2 millones de muertes en 

2012. Aproximadamente la mitad de las muertes atribuibles a la hiperglucemia 

tienen lugar antes de los 70 años. Justamente, se ha estimado que la esperanza 

de vida de individuos con diabetes se reduce entre 5 y 10 años (Diabetes, 2010). 

Según proyecciones de la OMS, la diabetes será la séptima causa de mortalidad 

en 2030 (Mathers et al., 2006). 

Como resultado del padecimiento crónico de la enfermedad no solamente existe 

pérdida de calidad de vida en los portadores, sino gastos económicos que se 

estima ascienden a 727 mil millones de dólares, representando el 12% de los 

gastos mundiales anuales en sanidad para adultos. De acuerdo con la Federación 

Internacional de Diabetes, China, India, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México, 

son (en ese orden) los países con mayor número de diabéticos (Huang et al., 

2017). 

Particularmente, en México la prevalencia de diabetes se ha incrementado 

sustancialmente en las últimas décadas. En 1993 la cifra de diabéticos con 

diagnóstico conocido en población mayor de 20 años fue del 4.0%, mientras que 
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en 2000 y 2006 se describió una prevalencia del 5.8 y 7.3%, respectivamente 

(Córdova-Villalobos et al., 2008), Para el año 2020 estas cifras alcanzaban 

aproximadamente el 10% de la población; estando Chihuahua entre las entidades 

federativas que agrupan los municipios con mayor número de diabéticos (INEGI, 

2021). Estas cifras constituyen un enorme desafío para la sociedad y el sistema de 

salud, debido al costo económico y familiar que representa la enfermedad. Según 

estimaciones existentes, los costos de atención por paciente oscilan entre 700 

hasta 3,200 dólares anuales (Rodríguez-Bolaños et al., 2010), lo que equivale a un 

5 y un 14% del presupuesto destinado a salud. Además, la edad promedio de las 

personas que murieron por diabetes en 2010 fue de 66.7 años, lo que sugiere una 

reducción de 10 años en la expectativa de vida (Hernández-Ávila et al., 2013). 

En México existen condiciones de alto riesgo para el desarrollo de diabetes, 

debido a los estilos de vida poco saludables que son frecuentemente adoptados 

por niños, adolescentes y adultos, propiciando un aumento importante en la 

obesidad y el sobrepeso. Precisamente, según estima la Federación Mexicana de 

Diabetes, 7 de cada 10 mexicanos tienen sobrepeso u obesidad, destacando este 

como uno de los factores de riesgo en el desarrollo de la diabetes. Se conoce que 

el consumo de dietas ricas en carbohidratos está estrechamente relacionado con 

el desarrollo de resistencia a la insulina (diabetes tipo II) (Chicco et al., 2003; 

Pagliassotti et al., 2002; Wylie‐Rosett et al., 2004); comportamiento que es más 

evidente para consumidores de productos que emplean a la sacarosa y la fructosa 

como aditivos. La sacarosa, principal edulcorante comercializado en México según 

cifras del Comité Nacional para el Desarrollo Sustentable de la Caña de Azúcar 

(2020), al ser consumida es rápidamente metabolizada, generando picos en el 

índice glucémico que inciden negativamente en la salud poblacional (Sissons et 

al., 2007). 

Una alternativa al uso de la sacarosa es uno de sus isómeros, la isomaltulosa. 

Esta molécula, aunque presenta el mismo valor calórico total que la sacarosa, es 

digerida lentamente, lo cual conduce a una baja respuesta glucémica y a un 
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suministro prolongado de glucosa, lo que indica su potencial como un nutriente 

parenteral aceptable tanto para diabéticos como no diabéticos (Kawai et al., 1989). 

La isomaltulosa existe en cantidades extremadamente pequeñas en la naturaleza 

y es difícil de sintetizar químicamente (Kawaguti, 2007). La reorganización entre 

sacarosa e isomaltulosa por isomerización usando sacarosa isomerasa (EC 

5.4.99.11), se ha enfocado como una reacción enzimática comercialmente 

atractiva para la producción de isomaltulosa (Lee et al., 2011).  

Sin embargo, la baja termoestabilidad de las sacarosa isomerasas es una limitante 

en su uso industrial, pues la producción enzimática de isomaltulosa generalmente 

se lleva a cabo a temperaturas del orden de los 30 °C (Mu et al., 2014). 

Precisamente, a estas temperaturas las soluciones de sacarosa a bajas 

concentraciones son susceptibles a la proliferación de microrganismos. Además, 

ante una aplicación industrial, se debe tener en cuenta que en un ingenio 

azucarero la temperatura del jugo claro (solución de sacarosa de 14-18°Brix) 

asciende gradualmente, hasta llegar a un valor cercano al punto de ebullición 

(Hugot, 1963). También se debe notar que luego de la etapa de extracción del 

jugo de caña, este es alcalinizado mediante la adición de lechada de cal hasta 

alcanzar un pH cercano a 7.0 (Hugot, 1963). No obstante, para valores de pH 

neutros y ligeramente alcalinos la actividad de la mayoría de las sacarosa 

isomerasas no es elevada, salvo el caso de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 de 

Erwinia rhapontici NX-5 que retiene un 86%, 80% y 40% de su actividad máxima a 

pH 6.0, 7.0 y 8.0 respectivamente (Li et al., 2011). 

La ingeniería de proteínas es una herramienta poderosa para mejorar el 

desempeño de estas macromoléculas, por lo que la investigación biotecnológica 

para perfeccionar la termoestabilidad de las enzimas es una importante línea para 

obtener beneficios en aplicaciones industriales (Fágáin, 1995). Se han 

desarrollado numerosas estrategias para mejorar la termoestabilidad de las 

proteínas (Eijsink et al., 2005; Pack et al., 2004), las cuales siguen tres enfoques, 

estos son: el diseño racional, para el cual es necesario conocer la estructura de la 
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proteína blanco; el diseño irracional (evolución dirigida), que permite desarrollar 

bibliotecas de datos y finalmente, el enfoque semirracional, que combina 

elementos del diseño racional y la evolución dirigida (Duan et al., 2016). En este 

sentido, los enfoques de diseño racional basados en una comprensión detallada 

de la estructura y función de una proteína, han identificado factores importantes 

que afectan la termoestabilidad de las enzimas (Böttcher et al., 2010). 

En los últimos años, con el desarrollo de la bioinformática se han desarrollado 

numerosos algoritmos y herramientas computacionales que permiten monitorear 

regiones flexibles en las moléculas proteicas, así como predecir la 

termoestabilización (Li et al., 2018a; Liu et al., 2019). Precisamente, el diseño 

racional asistido por computadora es una alternativa atractiva que permite acelerar 

el proceso de ingeniería enzimática (Bashirova et al., 2019). Comúnmente, en la 

estabilización in silico de enzimas se siguen estrategias como: comparación con 

secuencias homólogas con mayor termoestabilidad, análisis del factor B (He et al., 

2019), simulaciones de dinámica molecular (MD) (Wang et al., 2020b), análisis de 

redes de restricciones (CNA) (Krüger et al., 2013), diseño de enlaces disulfuro 

(DSB) (Bashirova et al., 2019), ingeniería de sitios de glicosilación (Han et al., 

2020), diseño de puentes salinos estabilizadores basados en la secuencia y 

estructura de las enzimas (Vicente et al., 2020), y cálculos para minimizar la 

energía libre de Gibbs (Modarres et al., 2016). 

El factor B (o valor B), es un parámetro de desplazamiento atómico, determinado 

por estudios cristalográficos. Este parámetro representa los perfiles de densidad 

de electrones alrededor de sus posiciones de equilibrio, indicando su movimiento 

relativo debido a factores térmicos y al desorden posicional. De esta manera, los 

valores B proporcionan información sobre la flexibilidad de los aminoácidos y la 

estabilidad de las proteínas (Parthasarathy et al., 2000). El factor B se ha utilizado 

para mejorar la termoestabilidad de la lipasa B de Candida antarctica (Xie et al., 

2014), la xilanasa XynCDBFV (Han et al., 2019a), la xilanasa Xyn2 de 

Trichoderma reesei  (He et al., 2019) y la sacarosa isomerasa de Serratia 
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plymuthica AS9 (Duan et al., 2016). Siendo destacable que el éxito en la 

termoestabilización de las enzimas antes mencionadas, no se debió únicamente al 

uso del perfil de factor B, sino a la potenciación de interacciones 

termoestabilizantes como los puentes de hidrógeno (You et al., 2019), puentes 

disulfuro (Bashirova et al., 2019), puentes salinos (Vicente et al., 2020) y el 

mejoramiento del empaquetamiento de la molécula (Dotsenko et al., 2020; Wang 

et al., 2020b; Zhang et al., 2019a). 

Una vía para llevar a cabo la producción de una proteína es a través de la 

transformación genética de sistemas de expresión procariotas y eucariotas. 

Diversas isoformas de sacarosa isomerasas han sido expresadas de manera 

recombinante, tal es el caso de las provenientes de: Erwinia rhapontici DSM 4484 

(Börnke et al., 2001), Enterobacter sp. FMB-1 (Cha et al., 2009), Pantoea dispersa 

UQ68J (Castillo-Aragón, 2017; Wu et al., 2005) y Erwinia rhapontici NX-5 (Li et al., 

2011). 

Dada su fácil manipulación genética y a lo fuertemente regulado que se encuentra 

el gen alcohol oxidasa, la levadura metilotrófica Komagataella phaffii (Pichia 

pastoris) es en la actualidad uno de los sistemas de expresión de proteínas 

heterólogas más utilizado (Cregg et al., 2000; Singsun et al., 2016). Precisamente, 

Castillo-Aragón (2017) y Sardiña-Peña (2019) reportaron la expresión y 

funcionalidad de la isoforma de sacarosa isomerasa de P. dispersa UQ68J 

utilizando el sistema Komagataella phaffii SMD 1163. No obstante, la isoforma PalI 

NX-5 aún no ha sido expresada en un hospedero eucariótico. 

Dada la baja actividad y termoestabilidad reportada para la sacarosa isomerasa 

PalI NX-5 a temperaturas superiores a 40 °C (Li et al., 2011); en este estudio, se 

desarrolló una estrategia integradora enfocada en combinar diferentes principios 

que contribuyan a potenciar la termoestabilidad de dicha enzima. Así, la estructura 

primaria de la PalI NX-5 fue modificada mediante mutagénesis dirigida al sitio y 

posteriormente expresada en Komagataella phaffii X33. 
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IV. JUSTIFICACIÓN 

La baja estabilidad de las sacarosa isomerasas es un limitante en su uso 

industrial. Es por ello, que mediante técnicas de ingeniería de proteínas, ingeniería 

genética y procesamiento enzimático se pretende potenciar la estabilidad de la 

PalI NX-5 frente a la temperatura, esto con el fin de utilizarla en la industria 

alimentaria ya que la isomaltulosa tiene buenas propiedades organolépticas, no es 

cariogénica, tiene mayor estabilidad que la sacarosa y presenta una tasa 

glucémica baja. Esto último cobra notoria importancia, pues según cifras de la 

Organización Mundial de la Salud, la diabetes y la nefropatía diabética causaron 

dos millones de defunciones en 2019.  
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V. MARCO TEÓRICO 

5.1. Diabetes mellitus, un reto de salud para México y el mundo 

La diabetes es una enfermedad crónica que se manifiesta cuando el páncreas no 

produce suficiente insulina (hormona que regula la glucemia) o cuando el 

organismo no puede usar eficazmente la insulina que produce (A.D.A., 2017); en 

correspondencia con esto, existen tres tipos de diabetes. En la diabetes tipo 1, los 

individuos afectados presentan una producción deficiente de insulina en el 

organismo como consecuencia de la destrucción de las células beta del páncreas; 

mientras que en la diabetes tipo 2, existe un uso ineficaz de la insulina (resistencia 

a la insulina). Por último, La diabetes gestacional es un trastorno temporal que 

ocurre durante el embarazo, e incrementa la probabilidad de desarrollar diabetes 

en algún momento de la vida (A.D.A., 2019).  

La diabetes es un serio problema de salud que ha alcanzado niveles alarmantes. 

En el año 2000, el cálculo global de prevalencia de diabetes en adultos (20 a 79 

años) fue de 151 millones, cifra cercana al cálculo de la OMS en ese momento 

(150 millones) (Guariguata et al., 2011) Desde entonces, las estimaciones de 

personas aquejadas de la enfermedad se han incrementado sustancialmente 

(Figura 1), al punto que solo a dos décadas del comienzo del siglo XXI la 

prevalencia de diabetes es tres veces superior a la inicial. Hoy día se estima que 

para mediados de siglo el número de personas diabéticas será 4.6 veces superior 

a lo calculado en el 2000 y un 51% superior a lo calculado en 2019 (Figuras 1 y 2) 

(Diabetes, 2019). 

La diabetes tipo 2 es una de las mayores emergencias mundiales de salud del 

siglo XXI y no respeta el estado socioeconómico ni las fronteras entre países. 

Anualmente, se incrementa el número de personas que viven con esta condición, 

que puede desencadenar complicaciones a lo largo de la vida (Huang et al., 2017). 

Argumentándose, que la diabetes tipo 2 no sólo es una enfermedad, sino un 

síndrome heterogéneo que repercute en diversos padecimientos crónicos, tales 
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como: afecciones a los riñones, la retina y el sistema nervioso; y que además, se 

caracteriza por su elevada morbilidad y alto riesgo de muerte prematura (Dávila-

Cervantes et al., 2011; O.M.S., 2020). La diabetes tipo 2 es la más común y 

representa el 90% de los casos de diabetes en todo el mundo. Además, se estima 

que tres de cada cuatro personas con esta afección se encuentran en edad laboral 

activa (Ravaud et al., 2005), lo que representa un riesgo de grandes proporciones 

para la economía mundial cuando se analizan las cifras mostradas en la Figura 2. 

Tal como se muestra en la Figura 2, nuestra región (Norteamérica) no está exenta 

del contexto mundial de la diabetes, proyectándose un incremento del 33% en la 

prevalencia de la enfermedad entre adultos (Diabetes, 2019). La diabetes 

constituye un desafío de salud pública en México, ya que la presencia de esta 

enfermedad ha experimentado un preocupante aumento en las últimas décadas 

(Medina et al., 2017). En este sentido, en la Encuesta Nacional de Enfermedades 

Crónicas realizada por el Instituto Nacional de Salud Pública (1993), se observó un 

4.8% de prevalencia de diabetes (diagnosticada), valor que se incrementa a un 

9.2% en la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición del Instituto Nacional de Salud 

Pública (2012) y un 9.4% en la Encuesta Nacional de Salud y Nutrición del 

Observatorio Mexicano de Enfermedades no Transmisibles (2016).  

Atendiendo al impacto de la diabetes en estadísticas de mortalidad en México, es 

destacable que en 2007 esta fue la primera causa de muerte, con un total de 

70,512 defunciones, de las cuales el 47.2% ocurrieron entre hombres y el 99.7% 

en personas de 20 años o más (Dávila-Cervantes et al., 2011). En ese mismo año, 

seis entidades federativas agruparon el 50% de las muertes por esta causa 

(Estado de México (13.8%), Ciudad de México (12.1%), Veracruz (7.5%), Jalisco 

(6.3%), Puebla (5.6%) y Guanajuato (5.4%)). En México se ha presentado un 

incremento en la tasa de mortalidad por diabetes; pues, solo nueve años después 

(2016), las defunciones por diabetes ascendieron a 105,574, lo que representa un 

incremento del 50% en estas estadísticas, ocupando la diabetes la segunda causa 

de muerte entre mexicanos (Federación Mexicana de Diabetes, 2018). 
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Figura 1. Estimaciones y proyecciones de la prevalencia mundial de diabetes en el grupo de edad 20-79 años (Diabetes, 2019). 

 

Figura 2. Estimación del número de personas aquejadas de diabetes a nivel mundial y por regiones, para los años 2019, 2030 y 2045 (Diabetes, 
2019). 
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Aún no se comprenden completamente las causas que desencadenan la diabetes 

tipo 2, aunque hay una fuerte asociación con el sobrepeso, la obesidad, la edad 

avanzada, el origen étnico y los antecedentes familiares. Al igual que en la 

diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 resulta de una combinación de predisposición 

genética y factores ambientales desencadenantes. En el tratamiento de la 

diabetes tipo 2, se destaca la importancia de fomentar un estilo de vida que 

incluya una alimentación saludable, actividad física regular, abstenerse de fumar y 

mantener un peso corporal adecuado (Diabetes, 2019). En México la población ha 

sido influenciada por factores como su envejecimiento, el desarrollo económico y 

el incremento de la urbanización. Este escenario ha derivado en hábitos de vida 

más sedentarios y un aumento en la ingesta de alimentos poco saludables, lo cual 

está vinculado con el problema de la obesidad (Basu et al., 2013). Precisamente, 

según cifras publicadas por la Dirección Nacional de Epidemiología (2019), en 

2017 se observó una tasa de 405.12 casos de diabetes tipo 2 por cada 100,000 

habitantes en México; mientras que en 2018, este indicador creció a 411.85. 

En la actualidad, es ampliamente reconocido que la dieta desempeña un papel 

crucial en la salud de las personas, tanto debido a la función de los nutrientes en 

la prevención de enfermedades como por la influencia de algunos nutrientes en el 

desarrollo de enfermedades crónicas (Guariguata et al., 2011). Atendiendo a esto, 

recientemente se han impulsado políticas intersectoriales relacionadas con la 

salud alimentaria, la actividad física y el tabaquismo; tal es el caso de la aplicación 

de impuestos que gravan entre otros productos y servicios, a los alimentos con 

alto contenido calórico; y es que, el apego a hábitos alimentarios adecuados 

aunados al desarrollo de actividad física, permiten disminuir el riesgo de 

desarrollar diabetes entre un 34% y un 43% (Diabetes, 2019). 

Hasta un 85% de la población en México sobrepasa el consumo de azúcar 

(sacarosa) recomendado por la OMS (Jornada, 2019). Precisamente, la sacarosa 

al ser consumida es rápidamente metabolizada generando picos en el índice 

glucémico que inciden negativamente en la salud poblacional (Figura 3) (Sissons 
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et al., 2007). Así, en el panorama mundial de las últimas décadas, se ha 

observado una pujante tendencia al uso de edulcorantes alternativos a la 

sacarosa, que respondan al creciente mercado, ávido de productos más 

saludables, que ha nacido de la toma de conciencia en la población. 

 
Figura 3. Comportamiento en el tiempo de la concentración de glucosa en la sangre (mM) (Merino, 
2014). 

5.2. Isomaltulosa, una alternativa saludable 

El disfrute de la dulzura de un alimento es una capacidad innata de los seres 

humanos, de manera que, los edulcorantes alternativos a la sacarosa son de gran 

interés para la industria alimentaria. Los científicos y tecnólogos de alimentos han 

estado investigando edulcorantes durante más de 100 años (O'Brien-Nabors, 

2016). El número de edulcorantes aprobados ha aumentado sustancialmente en 

las últimas tres décadas. Así, los desarrolladores de productos alimentarios ahora 

tienen un espectro de edulcorantes entre los cuales elegir para satisfacer la 

creciente demanda de productos dulces con calorías reducidas (Fernández et al., 

2017). 

Los edulcorantes alternativos brindan opciones de alimentos y bebidas para 

controlar la ingesta de calorías y carbohidratos, ayudar en el mantenimiento o 

reducción de peso, ayudar en el manejo de la diabetes y ayudar en el control de 

las caries dentales. En la medida que ha aumentado la obesidad en muchas 
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partes del mundo, la cantidad y disponibilidad de estos productos ha aumentado 

(O'Brien-Nabors, 2016). La demanda de edulcorantes alternativos crece en 

México, lo que se demuestran en los cambios en su mercado. De esta manera, la 

distribución actual del consumo de azúcar y otros edulcorantes, como el jarabe de 

maíz de alta fructosa y los edulcorantes bajos en calorías, ha experimentado 

cambios en comparación con la situación de hace tres décadas (Fernández et al., 

2017). 

La isomaltulosa (α-D-glucopiranosil-1,6-D-fructofuranósido) es uno de los 

potenciales prospectos a sustituir la sacarosa como aditivo alimentario. Esta es un 

isómero estructural de la sacarosa con propiedades físicas y organolépticas muy 

similares, aunque tiene aproximadamente 50% del dulzor relativo de la sacarosa 

(Schiweck et al., 1991). En comparación con la sacarosa, la isomaltulosa es 

menos lábil bajo condiciones extremas de pH, mostrando (solución al 10%) ser 

estable durante más de 30 min cuando es incubada a pH 1.0 y 95 °C, mientras 

que la sacarosa (solución al 10%) se hidroliza casi por completo en las mismas 

condiciones (Sentko A, 2011). 

Estudios in vivo indican que la isomaltulosa es completamente hidrolizada y 

absorbida en el intestino delgado, es decir, existen enzimas intestinales que 

pueden hidrolizar completamente dicho carbohidrato. La velocidad de hidrólisis, 

sin embargo, es muy lenta en comparación con la sacarosa y la maltosa (Kawai et 

al., 1985; Lina et al., 2002; Mu et al., 2014), como se puede observar en la Figura 

3. Así, después de la administración oral de la isomaltulosa los niveles de insulina 

y de glucosa en sangre muestran un aumento más lento y tiempos de remanencia 

más prolongados y balanceados (Häberer et al., 2009; Kawai et al., 1985; Kawai et 

al., 1989; König et al., 2012). 

Como resultado del comportamiento que se observa en la Figura 3, la ingesta de 

isomaltulosa se asocia con una oxidación potenciada de las grasas en 

comparación con los carbohidratos alimentarios comunes. Así, la isomaltulosa 

puede aumentar la cantidad de grasas usadas como fuente de energía y por lo 
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tanto es útil para prevenir el aumento del peso corporal (Achten et al., 2007; König 

et al., 2012; van Can et al., 2012). 

Estudios de toxicidad subcrónica han demostrado que la administración de 

isomaltulosa no produce efectos adversos (Jonker et al., 2002); también se 

observó que la isomaltulosa no tuvo efectos embriotóxicos ni teratogénicos en 

ratas alimentadas durante el embarazo (Lina et al., 1997); asimismo, la evaluación 

de genotoxicidad a través de la prueba de Ames indica que la isomaltulosa no 

tiene efectos mutagénicos (Mu et al., 2014). 

El conjunto de propiedades señaladas con anterioridad hacen a la isomaltulosa 

única dentro del espectro de edulcorantes alternativos comercializados en la 

actualidad (O'Brien-Nabors, 2016). Sin embargo; la isomaltulosa existe en 

cantidades extremadamente pequeñas en la naturaleza, encontrándose solo en un 

1% en la miel (Siddiqui et al., 1967) y en extractos de caña de azúcar (Eggleston 

et al., 2003). Por otro lado, su síntesis a través de la química convencional es 

complicada (Kawaguti, 2007). Es por ello, que para la isomerización de la 

sacarosa a isomaltulosa se ha proyectado como una reacción enzimática 

comercialmente atractiva, la catalizada por la sacarosa isomerasa (EC 5.4.99.11) 

(Lee et al., 2011). 

5.3. Sacarosa isomerasa: el biocatalizador para producir isomaltulosa 

El estudio de las sacarosa isomerasas comenzó en la década de 1950 cuando se 

aisló y analizó la bacteria Protaminobacter rubrum CBS 574.77 productora de la 

isoforma SmuA (Ravaud et al., 2006). Hoy día varios microorganismos han sido 

reconocidos por su capacidad de producir sacarosa isomerasas. Como se muestra 

en la Tabla I, dentro de las enzimas microbianas productoras de isomaltulosa que 

se han purificado y caracterizado, están incluidas las isoformas de: Erwinia sp. 

(Kawaguti et al., 2010a; Li et al., 2011), Serratia plymuthica sp. (Véronèse et al., 

1998), Protaminobacter rubrum sp. (Ravaud et al., 2006), Pantoea dispersa sp. 

(Wu et al., 2004), Klebsiella sp. (Huang et al., 1998) Enterobacter sp. (Cho et al., 
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2007), Agrocbacterium radiobacter sp. (Nagai-Miyata et al., 1993), Pseudomonas 

mesoacidophila sp. (Miyata et al., 1992) y Raoultella terrigena sp. (Liu et al., 2021). 

Asimismo, los genes codificantes de las sacarosa isomerasas han sido 

designados como: palI (Aroonnual et al., 2007; Cha et al., 2009; Li et al., 2011; 

Véronèse et al., 1998), pal-2 (Liu et al., 2021), smuA (Ravaud et al., 2006), sim 

(Wu et al., 2005) y mutB (Watzlawick et al., 2009). El desarrollo exponencial en la 

ingeniería genética ha facilitado la expresión recombinante de las isoformas de la 

enzima (Aroonnual et al., 2007; Börnke et al., 2001; Cha et al., 2009; Li et al., 

2011; Ravaud et al., 2006; Watzlawick et al., 2009; Wu et al., 2005), siendo 

Escherichia coli el hospedero más comúnmente empleado. 

Tal como se muestra en la Figura 4, las sacarosa isomerasas poseen tanto 

actividad isomerasa como hidrolasa, aunque las cantidades producidas de D-

glucosa y D-fructosa son pequeñas (Wu et al., 2004). Así, la isomaltulosa y la 

trehalulosa son los productos principales de la acción catalítica de la enzima (Mu 

et al., 2014). No obstante, la proporción de isomaltulosa producida y el 

comportamiento catalítico de la enzima varían considerablemente dependiendo de 

la isoforma analizada, el pH y la temperatura de reacción (Tabla I). Por ejemplo, la 

isoforma de P. dispersa UQ68J produce hasta un 91% de isomaltulosa y 3% de 

trehalulosa (30 – 35  °C) (Wu et al., 2004), mientras las sacarosa isomerasas de A. 

radiobacter MX-232 (Nagai-Miyata et al., 1993) y P. mesoacidophila MX-45 

(Miyata et al., 1992) producen hasta un 88% de trehalulosa. También existen 

diferencias significativas en las constantes de Michaelis-Menten (Km) y las 

eficiencias catalíticas de varias sacarosa isomerasas (Tabla 2). Así, Km se estima 

en el rango de 30.1 mM (Duan et al., 2016) a 257 mM (Li et al., 2011). Mientras las 

eficiencias catalíticas (kcat/Km) han sido reportadas en el rango de 1301 mM-1·s-1 

(Lee et al., 2008) a 0.27 mM-1·s-1 (Zhang et al., 2002). 
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Tabla I. Características generales de purificados de enzimas productoras de isomaltulosa. 

Isoforma Top (oC) pH 
Actividad específica  

(U/mg) 
Km 

(mM) 
kcat /Km 

(mM-1·s-1) 
Isomaltulosa 

(%) 
Referencia 

Silvestre PalI NX-5  30 6 423 222 NR 83 (Ren et al., 2011) 

Recombinante PalI NX-5 30 5 NR 257 NR 87 (Li et al., 2011) 

Silvestre PalI D12 40 6 19.8 138 NR 65.7 (Kawaguti et al., 2010a) 

Silvestre NCPPB 1578 30 NR 4.11a 280 NR 85 (Cheetham, 1984) 

Recombinante CBS 574.77 35 NR NR 32.4 1301 88.5 (Lee et al., 2008) 

Recombinante PalI NK33 35 6 2362 42.7 NR 76.8 (Aroonnual et al., 2007) 

Recombinante UQ68J 35 5 562 39.9 17.9 91 (Wu et al., 2005) 

Recombinante UQ14S 35 6 351 76 6.2 66 (Wu et al., 2005) 

Recombinante PalI LX3 35 6 328 54.6 0.27 83 (Zhang et al., 2002) 

Silvestre ATCC15928 30 6.2 120 65 NR 72.6 (Véronèse et al., 1998) 

Recombinante AS9 30 6 957.5 30.1 33 76.3 (Duan et al., 2016) 

Recombinante Ejp617 40 6 118.87 69.28 NR 80.5 (Zhang et al., 2021a) 

Recombinante FMB-1 50 5-6 49 NR NR 78 (Cha et al., 2009) 

Recombinante Pal-2 40 5.5 286.4 62.9 NR 81.7 (Liu et al., 2021) 

NR: no reportado. 
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Figura 4. Hidrólisis e isomerización de la sacarosa por la acción de la enzima sacarosa isomerasa. 

Hoy en día, en el Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) han sido 

reportadas 28 estructuras cristalinas de sacarosa isomerasas, resueltas mediante 

difracción de rayos X (Tabla II). De estas estructuras, 20 corresponden a variantes 

de la isoforma de Pseudomonas mesoacidophila MX-45 (Lipski et al., 2013; 

Ravaud et al., 2007; Ravaud et al., 2005), cinco corresponden a variantes de la 

isoforma de Erwinia rhapontici NX-5 (Xu et al., 2013), dos corresponden a 

variantes de la isoforma de P. rubrum CBS574.77 (Ravaud et al., 2009) y una a la 

isoforma de Klebsiella sp. LX3 (Zhang et al., 2003). Estos datos cristalográficos 

han permitido elucidar que las sacarosa isomerasas son moléculas de una sola 

subunidad (Figura 5A), con un dominio central catalítico conformado por un barril 

(β/α)8 similar a las triosa fosfato isomerasas (Ravaud et al., 2007). Además, la 

arquitectura del sitio activo de las sacarosa isomerasas las ubica dentro de la 

familia 13 de las hidrolasas glicosídicas (GH13) (Zhang et al., 2003).   
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Tabla II. Información sobre las estructuras cristalinas de sacarosa isomerasas. 

Microrganismo 
Sacarosa 
isomerasa 

Mutación PDB ID Molécula interactuante 
Resolución 

(Å) 
Referencia 

Pseudomonas 
mesoacidophila 

MX-45 (Rhizobium 
sp. MX-45) 

MutB 

No mutante 2PWH nativa 2.0 

(Ravaud et al., 2007) 

No mutante 1ZJA MutB-Tris 1.6 

No mutante 2PWD MutB-desoxinojirimicina 1.8 

No mutante 2PWG MutB-castanospermina 2.2 

D200A 2PWF MutB-glucosa 1.8 

E254Q 2PWE MutB-sacarosa 2.0 

No mutante 1ZJB MutB-Tris 1.8 (Ravaud et al., 2005) 

A258V 4GO8 MutB-Tris 2.15 

(Lipski et al., 2013) 

D415N 4GO9 MutB-Tris 2.2 

D200A-D415N 
(enzima inactiva) 

4HA1 MutB-isomaltulosa-glucosa-Ca2+ 2.2 

No mutante 4H8V MutB- trehalulosa-Ca2+ 1.95 

D200A-D415N 
(enzima inactiva) 

4H8U MutB- trehalulosa- glicerol-Ca2+ 2.0 

E254Q-D415N 
(enzima inactiva) 

4H8H MutB- SO4
2--glicerol-Ca2+ 2.0 

D200A-D415N 
(enzima inactiva) 

4H7V MutB- glicerol-glucosa -Ca2+ 1.8 

R284C 4H2C MutB-glicerol-Ca2+ 1.7 

R284C 4GIN MutB-glicerol-Ca2+ 1.9 

F164L 4GIA MutB-Tris-glicerol-Ca2+ 2.01 

F164L 4GI9 MutB-Tris-glicerol-Ca2+ 2.15 

F164L 4GI8 MutB-Tris-glicerol-Ca2+ 1.95 

F164L 4GI6 MutB-Tris-glicerol-glucosa-Ca2+ 2.15 

Erwinia rhapontici 
NX-5 

NX-5 

No mutante 4HOW (NX-5)-glicerol-Ca2+ (nativa) 1.7 

(Xu et al., 2013) 

No mutante 4HOX (NX-5)-Tris-glicerol-Ca2+ 2.0 

D241A 4HOZ (NX-5)-glucosa-glicerol-Ca2+ 2.0 

E295A 4HP5 (NX-5)-glucosa-glicerol-Ca2+ 2.0 

E295Q 4HPH (NX-5)-sacarosa-glicerol-Ca2+ 1.7 

Protaminobacter 
rubrum CBS574.77 

SmuA 

No mutante 3GBD SmuA-C6H5O7
3--etilenglicol 1.95 

(Ravaud et al., 2009) 
No mutante 3GBE 

SmuA-C6H5O7
3—etilenglicol-

desoxinojirimicina 
1.7 

Klebsiella sp. LX3 PalI No mutante 1M53 Sin información 2.2 (Zhang et al., 2003) 
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Figura 5. Estructuras de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 (Xu et al., 2013) y la trehalosa-6-fosfato hidrolasa (Lin et al., 2016). Las moléculas se 
muestran en la misma orientación. A y B, el barril catalítico N-terminal (β/α)8 se dibuja en azul, el subdominio en verde limón y el dominio C-
terminal en rojo. A, la región de isomerización (residuos 325–329) en la PalI NX-5 se dibujan en naranja, los residuos que participan en la unión e 
hidrólisis e isomerización de la sacarosa se muestran ampliados. 
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La familia GH13, constituida a principios de la década de 1990 (Janeček et al., 

2020), representa la familia más grande de enzimas metabolizadoras de 

polisacáridos (Chen et al., 2023; Han et al., 2019b), agrupando tanto a enzimas 

con actividad hidrolasa (Plaza-Vinuesa et al., 2019), transferasa (Franceus et al., 

2020; Yang et al., 2022), como isomerasa (Samanta, 2022). Precisamente, las 

diferencias en la especificidad hacia el sustrato y/o las actividades enzimáticas de 

los miembros de la familia GH13, condujo a que esta se haya dividido en 

subfamilias. Hoy día, según la base de datos Carbohydrate-Active enZYmes 

(CAZy, http://www.cazy.org/) la familia GH13 está conformada por 46 subfamilias 

(Lombard et al., 2014); no obstante, este número sigue incrementándose (Janeček 

et al., 2015; Sarian et al., 2017). Estas subfamilias muestran una relación más 

clara entre sus secuencias, especificidades enzimáticas y filogenia (Stam et al., 

2006), lo que facilitaría la predicción de la función catalítica de enzimas con un 

potencial industrial importante, a partir de genes o microrganismos noveles.  

A pesar de la aparente heterogeneidad, las enzimas GH13 se caracterizan por 

estar conformadas por tres dominios designados como A, B y C (Janíčková et al., 

2020; Marengo et al., 2022; Zhang et al., 2003) (Figura 5). Específicamente, para 

la sacarosa isomerasa PalI NX-5 el dominio A (N-terminal catalítico) se ubica entre 

los residuos 42-145 y 216-520 (Xu et al., 2013). Asimismo, para la isoforma PalI el 

dominio N-terminal catalítico se ubica entre los residuos 3-146 y 216-521 (Zhang 

et al., 2003). El dominio N-terminal es una estructura supersecundaria (β/α) de 8 

barriles, que es el cuerpo principal de las sacarosa isomerasas (el centro catalítico 

de la enzima). El subdominio (dominio B) ubicado entre los residuos 146-215 

(posiciones en las isoformas PalI NX-5 y PalI), es una estructura rica en bucles 

cortos, que no tiene función conocida ni en la PalI, ni en otros miembros de la 

familia 13. Finalmente, el dominio C-terminal ubicado entre los residuos 521-600 

(posición en la isoforma PalI NX-5) consta de dos láminas β antiparalelas, este 

dominio interactúa con el dominio N-terminal a través de la formación de puentes 

salinos y enlaces de hidrógeno. Así, el dominio C está relacionado con la 
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estabilidad estructural de las sacarosa isomerasas (Xu et al., 2013; Zhang et al., 

2003). 

Entre las enzimas GH13 con las que las sacarosa isomerasas comparten mayor 

similitud estructural destacan: la 1,6-α-glucosidasa de Lactobacillus acidophilus 

NCFM (Møller et al., 2012), la trehalosa-6-fosfato hidrolasa de Bacillus 

licheniformis (Lin et al., 2016), la α-glucosil transferasa XgtA de Xanthomonas 

campestris WU-9701 (Watanabe et al., 2020), la α-glucosidasa BspAG13_31A de 

Bacillus sp. AHU2216 (Auiewiriyanukul et al., 2018) e incluso la α-amilasa de 

Ruminococcus bromii (Cockburn et al., 2020) (Figura 5). Esta similitud estructural 

sugiere un mecanismo similar en la unión del sustrato y catálisis entre las enzimas 

GH13. Precisamente, las enzimas GH13 comparten el mismo mecanismo 

catalítico de doble desplazamiento que procede a través de la acumulación y 

subsiguiente descomposición de un intermediario glicosil-enzima (Janeček, 2002). 

Además, la maquinaria catalítica de la familia GH13 está formada por una tríada 

de residuos: un nucleófilo catalítico (ácido aspártico), un donador de protones 

(ácido glutámico) y un estabilizador del estado de transición (ácido aspártico) 

(Janeček et al., 2014). Entre las sacarosa isomerasas destacan cinco residuos 

altamente conservados presentes en el dominio N-terminal catalítico. Así, Zhang 

et al. (2003) señala al Asp241, Glu295 y Asp369 (posición en la isoforma PalI) como la 

triada catalítica potencial (Figura 5), mientras la His145 e His368 están altamente 

conservadas en α-amilasas y glicosiltransferasas (Zhang et al., 2002). Como se 

muestra en la Figura 6, en la isoforma PalI, el Glu295 se desempeña como ácido 

general al protonar el oxígeno del enlace glicosídico y producir la hidrólisis del 

sustrato; luego, el Oδ2 del Asp241 actúa como nucleófilo y ataca el C1 del D-glicosil, 

formando el intermediario β-glicosil-enzima, mientras que Asp369 forma enlaces de 

hidrógeno con el O2 y el O3. La His145 forma un enlace de hidrógeno con el O6 y la 

His368 con el O2. La isomaltulosa se produce cuando el O6 de la D-fructosa 

(producto de la hidrólisis) se une nucleofílicamente al C1 del grupo D-glicosilo 

(Zhang et al., 2003).  
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Figura 6. Mecanismo de la sacarosa isomerasa. La ruta A muestra la hidrólisis de la sacarosa y las 
rutas B y C muestran la isomerización de la sacarosa para formar isomaltulosa y trehalulosa, 
respectivamente (Zhang et al., 2003). 
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A diferencia de la familia de enzimas GH13, entre las sacarosa isomerasas el 

motivo RLDRD (RYDRA, en la isoforma MutB) se encuentra altamente 

conservado. La secuencia 325RLDRD329 (posición en la isoforma PalI) se encuentra 

adyacente a la hendidura del sitio activo (Figura 5A). Mediante análisis de 

mutagénesis dirigida a esta secuencia, se ha comprobado su imprescindible y 

determinante papel en la cinética enzimática y la especificidad hacia la formación 

de isomaltulosa (Lee et al., 2008; Zhang et al., 2003). Basado en estudios de 

modelado, se sugiere que la secuencia RLDRD, especialmente las dos argininas, 

están involucradas en la unión a la fructosa (Lee et al., 2008). 

5.3.1. Antecedente particular: sacarosa isomerasa sintética SI_OPT_V5 

Recientemente, Castillo-Aragón (2017) reportó la exitosa expresión de una 

sacarosa isomerasa recombinante en K. phaffii SMD, para lo que empleó el vector 

pD902:219942; el cual contiene un gen (si_opt_v5) cuya secuencia fue optimizada  

para dicho sistema de expresión. Además, la enzima fue caracterizada por 

Sardiña-Peña (2019), quien determinó que si_opt_v5 (1802 pb) codifica para una 

secuencia de aminoácidos que guarda 100% de identidad con la sacarosa 

isomerasa de P. dispersa UQ68J (Sim), en 566 residuos de los 600 de la 

SI_OPT_V5 (SIopt) y los 598 de Sim. Dentro de las regiones homólogas están 

incluidos el sitio catalítico y la secuencia RLDRY. 

Sardiña-Peña (2019) reportó que el valor óptimo para la actividad isomerasa de la 

SIopt fue alcanzado a pH 5.0 (Figura 7); comportamiento que coincidió con el de la 

mayoría de las sacarosa isomerasas reportadas, que presentan pH óptimos 

ligeramente ácidos (5.0-6.0), salvo la enzima de E. rhapontici NCPPB1578 cuyo 

pH óptimo se encuentra a pH 7.0 (Cheetham, 1984). En el perfil que describió la 

actividad isomerasa de la SIopt se aprecia su elevada sensibilidad frente al cambio 

del pH fuera del intervalo óptimo (5.0-5.5). Este comportamiento ha sido abordado 

en la literatura; por ejemplo, la sacarosa isomerasa de Klebsiella sp. LX3 pierde 

actividad rápidamente a valores de pH superiores a pH 6.5 (Zhang et al., 2002); 
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mientras la actividad de la sacarosa isomerasa de Enterobacter sp. FMB-1 decae 

significativamente fuera del rango de pH de 5.0 a 6.0 (Cha et al., 2009). Sin 

embargo, la sacarosa isomerasa PalI NX-5 muestra actividad en un amplio rango 

de pH (Li et al., 2011; Ren et al., 2011). La labilidad de la actividad enzimática 

frente al pH está directamente asociada al mecanismo por el cual transcurre la 

catálisis de la sacarosa isomerasa (tipo ácido-base), de manera que el cambio del 

pH provoca la protonación o desprotonación de los residuos aminoacídicos 

cargados en el sitio activo (Sardiña-Peña, 2019). 

 

Figura 7. La línea continua muestra el efecto del pH en la actividad enzimática de la sacarosa 
isomerasa recombinante contenida en el extracto de proteína celular de K. phaffii SMD. La línea a 
puntos muestra el perfil de producción de glucosa a partir de la actividad hidrolasa de la sacarosa 
isomerasa para diferentes valores de pH (Sardiña-Peña, 2019). 

También, Sardiña-Peña (2019) reportó que el decremento en el pH acentúa la 

actividad hidrolasa de la SIopt (Figura 7), incidiendo esto sobre la proporción de 

productos al finalizar la reacción enzimática. Así por ejemplo, la sacarosa 

isomerasa K. planticola produce trehalulosa a pH alto y monosacáridos a pH bajo, 

mientras la sacarosa isomerasa de P. dispersa UQ68J, contraparte nativa de la 
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SIopt, muestra actividad de hidrólisis a pH 3.0 (sin ninguna actividad de 

isomerización) (Wu et al., 2005). 

En relación al efecto de la temperatura sobre la actividad isomerasa de la SIopt 

(Figura 8), Sardiña-Peña (2019) reportó que la temperatura óptima fue de 30 °C. 

Esto coincidió con la mayoría de los reportes de sacarosa isomerasas que fijan un 

intervalo óptimo de temperaturas entre 30 °C y 40 °C (Aroonnual et al., 2007; Cha 

et al., 2009; Li et al., 2011; Ravaud et al., 2006; Véronèse et al., 1998; Watzlawick 

et al., 2009; Wu et al., 2005). Para temperaturas superiores a 50 °C la SIopt no 

retuvo actividad. Salvo la isoforma de Enterobacter sp. FMB-1 (Top 50 °C) (Cha et 

al., 2009), la mayoría de las sacarosa isomerasas muestran su actividad máxima 

entre 20 y 40 °C (Guo et al., 2022; Zhang et al., 2021a) (Tabla I). Aun así, la 

isoforma de Enterobacter sp. FMB-1 pierde su actividad dramáticamente a 

temperaturas superiores a 50 °C (Cha et al., 2009). Asimismo, la isoforma 

recombinante de E. rhapontici NX-5 no mostró actividad luego de ser incubada 30 

min a 60 °C (Ren et al., 2011), mientras la variante silvestre tiene un tiempo de 

vida media de 5 min a la misma temperatura (Li et al., 2011). Por su parte la 

isoforma de Erwinia sp. Ejp617, después de 1 h de incubación a 50 °C, solo 

retenía el 1.7% de la actividad máxima (Zhang et al., 2021a). De igual manera, la 

isoforma recombinante de Pantoea dispersa perdió hasta el 71% de su actividad 

luego de 1 h de incubación a 45 °C (Zheng et al., 2019b). De esta manera, la alta 

termolabilidad de las sacarosa isomerasas constituye un problema en la 

producción industrial de isomaltulosa (Duan et al., 2016). En comparación con las 

sacarosa isomerasas, muchas carbohidrato isomerasas, glicosiltransferasas y 

polisacárido hidrolasas que tienen un valor importante para la industria, como la: 

D-glucosa isomerasa (Brown et al., 1993; Mu et al., 2012), la L-arabinosa 

isomerasa (Cheng et al., 2010) y la ciclodextrina glicosiltransferasa (Li et al., 

2007), muestran una temperatura óptima mucho más alta, y algunas incluso 

presentan su óptimo a más de 80 °C. 
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Figura 8. La línea continua muestra el efecto de la temperatura en la actividad enzimática de la 
sacarosa isomerasa recombinante contenida en el extracto de proteína celular de K. phaffii SMD. 
La línea a puntos muestra el perfil de producción de glucosa a partir de la actividad hidrolasa de la 
sacarosa isomerasa para diferentes valores de temperatura (Sardiña-Peña, 2019). 

5.3.2. Sacarosa isomerasa PalI NX-5, un punto de partida 

La temperatura y el pH son dos factores que afectan en gran medida la actividad y 

la estabilidad de una enzima. La reducida actividad y termoestabilidad de las 

sacarosa isomerasas a temperaturas superiores a los 50 °C, es prácticamente una 

generalidad. La sacarosa isomerasa PalI NX-5 no está exenta de este 

comportamiento. En este sentido, Ren et al. (2011) reportó que la PalI NX-5 nativa 

presentó actividad máxima a 30 °C y que la enzima fue altamente estable en el 

rango de temperaturas de 20 a 50 °C, reteniendo más del 70% de su actividad 

inicial (Figura 9A). No obstante, la PalI NX-5 no mostró actividad a 60 °C luego de 

30 min de incubación. Para el caso de la variante recombinante de la PalI NX-5 

(expresada en E. coli Bl21 (DE3)), Li et al. (2011) informó una tendencia similar a 

la de su contraparte nativa, al analizar el efecto de la temperatura sobre la 

actividad enzimática (Figura 9A y B). 
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Figura 9. Actividad de las sacarosa isomerasas PalI NX-5 nativa (Ren et al., 2011) y recombinante 
(Li et al., 2011), frente a la temperatura y el pH. (A) Efecto de la temperatura sobre la actividad 
enzimática (cuadrados llenos) y la estabilidad (cuadrados abiertos) de la PalI NX-5 nativa. (B) 
Efecto de la temperatura sobre la actividad de la PalI NX-5 recombinante. (C) Efecto del pH sobre 
la actividad enzimática (círculos rellenos, cuadrados rellenos, triángulos rellenos) y estabilidad 
(círculos abiertos) de la NX-5 nativa. (D) Efecto del pH sobre la actividad de la PalI NX-5 
recombinante. Solución tampón: cuadrados llenos Ácido cítrico-Na2HPO4; círculos rellenos 
K2HPO4-KH2PO4; triángulos rellenos Glicina-NaOH. 

En relación al comportamiento de la actividad y estabilidad frente al pH de la PalI 

NX-5 nativa, Ren et al. (2011) reportó un máximo a pH 6, una pérdida de actividad 

y estabilidad considerable solo a pH superiores a 8 o inferiores a 5, y una 

inactivación total a pH superiores a 10 (Figura 9C). Este comportamiento otorga a 

la PalI NX-5 nativa una gran flexibilidad en lo que a aplicaciones industriales se 

refiere. Por otro lado, Li et al. (2011) informa que el pH óptimo para la PalI NX-5 

recombinante fue 5.0, con un 89%, 86%, 80%, 34% y 30% de la actividad máxima 

a pH 4.0, 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0, respectivamente. De esta manera, la PalI NX-5 
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recombinante se distingue de la nativa por poseer un pH óptimo y un margen de 

actividad más ácido para la síntesis de isomaltulosa. 

Pese a que la actividad y estabilidad de la PalI NX-5 decrece considerablemente a 

temperaturas superiores a los 50 °C. Su desempeño frente a la variación del pH es 

poco común entre las sacarosa isomerasas. Por ello, es prudente utilizar esta 

isoforma de sacarosa isomerasa como punto de partida en una estrategia de 

mejora de características (estabilidad y actividad de la enzima) para aplicaciones 

industriales. 

5.4. Ingeniería de proteínas: una poderosa herramienta 

Varios factores contribuyen a la estabilidad térmica de las proteínas. Entre estos 

destaca, la composición de los aminoácidos que constituyen sus hélices. En este 

sentido, si se compara la prevalencia de Tyr, Gly y Gln en hélices de proteínas 

termoestables, se concluirá que estos aminoácidos se encuentran en mayor 

cuantía que en proteínas mesófilas, mientras que con la Val sucederá lo contrario 

(Warren et al., 1995). También se ha observado que las sustituciones Lys → Arg y 

Ser → Ala, son comunes al comparar proteínas mesófilas con termófilas 

(Menéndez-Arias et al., 1989). Otros factores centrales que determinan la 

estabilidad térmica de una proteína son: el incremento de enlaces de hidrógeno (Bi 

et al., 2020; Masakari et al., 2020; You et al., 2019), la introducción de enlaces 

disulfuro (Li et al., 2018b; Pang et al., 2020; Teng et al., 2019), puentes salinos 

(Bian et al., 2015; Wang et al., 2020b), acortamiento de los bucles (Farnoosh et 

al., 2020a; Kim et al., 2012), optimización de superficies electrostáticas (Kumar et 

al., 2000; Xue et al., 2012), mayor solvatación en regiones específicas de la 

proteína (McCarthy et al., 2000) y el aumento del empaquetamiento hidrofóbico 

intramolecular (Maenpuen et al., 2020; Zheng et al., 2019a). Todos los factores 

enunciados con anterioridad comparten en gran medida un fundamento similar, 

permitiendo la disminución de la entropía de la molécula; es decir; se requiere 

rigidez de la enzima para una mayor termoestabilidad (You et al., 2019). Aquí 
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debe notarse que la mejora de la estabilidad térmica es lograda mediante la 

optimización cooperativa de varios factores en lugar de una interacción 

predominante (Parthasarathy et al., 2000).  

La ingeniería de proteínas es un método ampliamente usado en la estabilización 

de enzimas mesófilas (Sheldon et al., 2017; Xu et al., 2020b). En este sentido, la 

utilización de herramientas de ingeniería de proteínas acumula varios éxitos 

industriales, que inclusive se remontan a la década de los 80 del siglo pasado 

cuando Genencor diseñó proteasas tolerantes al blanqueador presente en los 

detergentes para ropa (Estell et al., 1985) y más recientemente, el diseño de 

enzimas para mejorar la recuperación de petróleo y para la fabricación de etanol 

celulósico (Gray et al., 2006). Se han desarrollado numerosas estrategias para 

mejorar la termoestabilidad de las proteínas, las cuales siguen tres enfoques, 

estos son: el diseño racional, la evolución dirigida y el diseño semirracional 

(Basheer et al., 2017; Teng et al., 2019; Zhang et al., 2015). La elección de la 

estrategia dependerá tanto de la disponibilidad de un método robusto de cribado, 

como de la información sobre la estructura y función de la enzima (Lutz, 2010). A 

grandes rasgos, la ingeniería de mejora de las propiedades de una enzima sigue 

tres pasos: primeramente, se definen los cambios a realizar en la proteína, 

utilizando para ello alguna de las estrategias de ingeniería, seguidamente, se 

realizan los cambios propuestos (mutagénesis), para finalmente, evaluar las 

variantes de proteínas y así seleccionar los mutantes con mejores propiedades 

(Kazlauskas et al., 2009). 

5.4.1. Ingeniería de proteínas: evolución dirigida 

La evolución dirigida, propuesta por H. Arnold en la década de 1990, imita el 

proceso de evolución natural; así, esta estrategia comprende la diversificación 

genética, el cribado y la selección de mutantes valiosos a partir de un gran número 

de bibliotecas de mutantes (Chen et al., 1991; Moore et al., 1997). La técnica PCR 

propensa a error (epPCR), cardinal en el marco de la evolución dirigida, es un 
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procedimiento altamente efectivo para generar mutantes con termoestabilidad 

mejorada (Xu et al., 2020b). En esta, durante el proceso de replicación una ADN 

polimerasa modificada inserta mutaciones aleatorias en el gen de interés (Cirino et 

al., 2003; Tizei et al., 2016). De ahí, que el ejercicio de la evolución dirigida tenga 

un carácter quid pro quo, ya que si bien, para su ejecución no es necesario un 

conocimiento previo de la estructura y función de la enzima blanco, ni de las 

diferentes sustituciones de aminoácidos generadas (Sharma et al., 2019), esta 

estrategia tiene como principal inconveniente que ante el gran número de colonias 

mutantes generadas (normalmente N104) (Teng et al., 2019), se requiere un 

método potente de cribado y selección de los mutantes con las características 

deseadas, lo que lo hace lento y costoso (Khan et al., 2019). Además existen 

algunas limitaciones en la construcción de bibliotecas de mutantes muy diversas, 

tal es el caso de la frecuencia mutagénica que es comúnmente baja, la 

redundancia del código genético y los "puntos calientes" mutagénicos causados 

por la propensión de las polimerasas (Packer et al., 2015).  

El diseño racional debe guiarse, obligatoriamente, por información estructural 

detallada que aún puede no estar disponible a todas las enzimas (Xu et al., 

2020b). De esta manera, la evolución dirigida podría aplicarse a las proteínas que 

carecen de investigación sobre su estructura, además la efectividad de esta 

estrategia ha garantizado su popularidad, aun cuando la ingeniería 

computacionalmente asistida juega un papel importante en la termoestabilización 

de enzimas. En este sentido, la ingeniería enzimática a través de la evolución 

dirigida, aunque no ha sido aplicada en sacarosa isomerasas, ha permitido 

mejorar con éxito la termoestabilidad de enzimas GH13 como: la α-glucosidasa de 

Thermus thermophilus TC11 (Zhou et al., 2015) y la α-amilasa de Bacillus 

licheniformis (Huang et al., 2019). 
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5.4.2. Ingeniería de proteínas: diseño semirracional 

El uso de la estructura primaria de una proteína para predecir parámetros 

bioquímicos y biofísicos, es un campo de investigación muy atractivo, pues, la 

información disponible sobre la secuencia genómica crece mucho más rápido que 

los datos estructurales o bioquímicos (Peng et al., 2019). Es por ello que el diseño 

semirracional se ha proyectado como una estrategia muy atractiva, en la cual se 

combinan la evolución dirigida y el diseño racional. Precisamente, esta 

combinación permite reducir el tamaño de las bibliotecas de mutantes (Sharma et 

al., 2019), además, la consideración de la variabilidad evolutiva, las características 

mecánicas y las limitaciones topológicas para la identificación de aminoácidos 

puede dar como resultado que las bibliotecas tengan un mayor contenido funcional 

(Ali et al., 2020).  

5.4.3. Ingeniería de proteínas: diseño racional 

El diseño racional se basa en la comprensión de la relación entre la estructura y la 

función de una proteína (Chen et al., 2019), a partir de esta relación, se introducen 

cambios precisos en la secuencia de aminoácidos mediante mutagénesis dirigida 

al sitio (Sharma et al., 2019). En este sentido, el diseño racional y la comprensión 

de la relación estructura-función, han evolucionado sinérgicamente, abriendo así 

nuevas perspectivas para la modulación de la función enzimática y la predicción 

de novo (Steiner et al., 2012). Estas características brindan al diseño racional la 

potencialidad de reducir de manera drástica el tamaño de la biblioteca de 

mutantes y los costos asociados al cribado (Xu et al., 2020b). 

En los últimos años, con el desarrollo de la bioinformática se han desarrollado 

numerosos algoritmos y herramientas computacionales que permiten monitorear 

regiones flexibles en las moléculas proteicas, así como predecir la 

termoestabilización (Li et al., 2018a; Liu et al., 2019). Precisamente, el diseño 

racional asistido por computadora es una alternativa atractiva que permite acelerar 

el proceso de ingeniería enzimática (Bashirova et al., 2019). Comúnmente, en la 
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estabilización in silico de enzimas se siguen estrategias como: comparación con 

secuencias homólogas con mayor termoestabilidad (Cui et al., 2022), análisis del 

factor B (Chen et al., 2015; He et al., 2019), simulaciones de dinámica molecular 

(MD) (Chen et al., 2021; Wang et al., 2020b), análisis de redes de restricciones 

(CNA) (Krüger et al., 2013), diseño de enlaces disulfuro (DSB) (Ban et al., 2023; 

Bashirova et al., 2019; Zhang et al., 2021b), ingeniería de sitios de glicosilación 

(Han et al., 2020), diseño de puentes salinos estabilizadores basados en la 

secuencia y estructura de las enzimas (Vicente et al., 2020) y cálculos para 

minimizar una energía efectiva que imita la energía libre de Gibbs (Modarres et al., 

2016; Ren et al., 2019). Durante la aplicación de estas estrategias, las 

sustituciones realizadas no deben pertenecer a un centro de estabilización o la 

cavidad del sitio activo, así, frecuentemente las mutaciones se observan en 

regiones de bucles o regiones superficiales expuestas (Farnoosh et al., 2020a; 

Pang et al., 2020). 

Uno de los métodos de diseño racional, vinculado a la primera etapa de ingeniería 

de proteínas, es la mutagénesis dirigida basada en el factor B (Parthasarathy et 

al., 2000). Donde, los valores B representan perfiles de densidad de electrones 

alrededor de sus posiciones de equilibrio, de manera que, en el análisis de la 

estructura tridimensional de una proteína estos pueden ser interpretados como 

una medida de la entropía y flexibilidad de los residuos aminoacídicos 

(Parthasarathy et al., 2000). El diseño racional basado en el factor B consta de dos 

pasos. Primero, los sitios apropiados en los que debe aumentarse la rigidez se 

eligen sobre la base de los parámetros de desplazamiento atómico obtenidos de 

los datos estructurales de rayos X. Luego, los sitios seleccionados se sustituyen 

por otros aminoácidos, para los que según el modelado computacional se predice 

mayor rigidez (Rosetta Design); o se someten a mutagénesis de saturación (Duan 

et al., 2016).  

Si se analizan los trabajos reportados por Xie et al. (2014), Han et al. (2019a), He 

et al. (2019) o Duan et al. (2016), se podría concluir que la metodología del factor 
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B establece una estrategia sencilla para identificar residuos flexibles. Sin embargo, 

siguiendo la lógica del diseño racional, las selección de residuos potencialmente 

termoestabilizantes debería estar sustentada por el análisis in silico del 

mejoramiento de las redes de puentes de hidrógeno (Teng et al., 2019), de 

puentes salinos (Vicente et al., 2020; Wang et al., 2020b), interacciones entre 

grupos aromáticos (Pongpamorn et al., 2019) y modificaciones postraduccionales 

como los puentes disulfuro (He et al., 2019) y la glicosilación de la molécula (Han 

et al., 2020). De esta manera, la termoestabilización de una enzima debería estar 

guiada por una estrategia integradora que involucre tanto los datos cristalográficos 

(estructura) y mecanismo de catálisis (función), como las predicciones in sílico y la 

selección de un hospedero adecuado. 

5.4.4. Ingeniería de proteínas: caracterización de la termoestabilidad 

Frecuentemente, la termoestabilidad de una enzima es caracterizada mediante la 

cuantificación de los parámetros físicos: temperatura óptima (Top) y rango de 

actividad asociado (Zheng et al., 2019a), temperatura de punto de fusión (Tm) 

(Maenpuen et al., 2020), la T50x y el tiempo de vida media (t1/2) (Ban et al., 2020). 

Tm caracteriza el desdoblamiento irreversible de la estructura secundaria o 

terciaria de las proteínas, siendo uno de los parámetros más informativos de la 

termoestabilidad (Xu et al., 2020a). Por otro lado, T50x representa la temperatura a 

la que se retiene la mitad de la actividad residual después de un tiempo “x” (min), 

este parámetro es un indicador de la desactivación dependiente de la temperatura. 

El parámetro t1/2 representa el tiempo para el cual la enzima retiene la mitad de su 

actividad residual a una temperatura determinada, por tanto es un parámetro 

cinético de estabilidad (Zheng et al., 2019a). 

5.4.5. Ingeniería de proteínas de sacarosa isomerasas 

Los objetivos de ingeniería de proteínas de sacarosa isomerasas se han enfocado 

en tres aspectos: mejorar la termoestabilidad de la enzima, incrementar la 

actividad de la enzima y aumentar la razón de producción de isomaltulosa (Tabla 
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III). Así, Zhang et al. (2002) enfocó la mejora de la termoestabilidad en la 

identificación de sitios potenciales para la sustitución de prolina. Pues, es conocido 

que la presencia de prolina en la segunda posición de un β-giro hace que una 

proteína sea más estable al disminuir su entropía (Suzuki, 1989; Suzuki et al., 

1987); este concepto se ha aplicado ampliamente para mejorar la termoestabilidad 

en α-amilasas (Igarashi et al., 1999; Suzuki et al., 1987). Zhang et al. (2002) 

seleccionó los residuos, Arg310 y Glu498, para la sustitución con Pro. Como 

resultado de las mutaciones, la temperatura óptima de PalI fue incrementada de 

35 °C a 40 y 45 °C para PalI:Glu498Pro y PalI:Glu498Pro/Arg310Pro, 

respectivamente. Las vidas medias de PalI, PalI:Glu498Pro y 

PalI:Glu498Pro/Arg310Pro fueron 1.81, 9.45 y 13.61 min a 50 °C, respectivamente. 

De esta manera, la vida media de PalI:Glu498Pro/Arg310Pro a 50 °C fue 

aproximadamente 11 veces superior a la de PalI. Asimismo, para mejorar la 

estabilidad de la isoforma de S. plymuthica AS9, Duan et al. (2016) identificó 

residuos de aminoácidos con elevados factores B, a los que se aplicó mutagénesis 

dirigida al sitio. Los mutantes E175N, K576D y E175N/K576D se diseñaron empleando 

la base de datos Rosetta Design. Como resultado de la mejora de la 

termoestabilidad, los mutantes presentaron una temperatura óptima ligeramente 

aumentada (35 °C), en comparación con la de la enzima silvestre (30 °C). La vida 

media de los mutantes E175N, K576D y E175N/K576D fue 2.30, 1.78 y 7.65 veces 

mayor que la de la enzima silvestre a 45 °C, respectivamente.  
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Tabla III. Características de las sacarosa isomerasas mutantes con termoestabilidad mejorada. 

Isoforma Modificación 
Estrategia 
seguida 

Interacciones 
termoestabilizantes 

Top 
(°C) 

Vida media 
(min) 

Actividad 
específica 

(U/mg) 

Km 
(mM) 

kcat /Km 
(mM-1·s-1) 

Referencia 

Recombinante 
PalI AS9 

N.M. 

Metodología 
del factor B 

Fortalecimiento de la 
red de puentes de 

hidrógeno 

30 39.2 a 957.5 30.1 33 

(Duan et al., 
2016) 

Recombinante 
PalI AS9 

E175N 35 90.2 a 1017.6 28.1 45.6 

Recombinante 
PalI AS9 

K576D 35 69.8 a 1045.7 29.5 34.4 

Recombinante 
PalI AS9 

E175N/K576D 35 300 a 1218.9 26.8 39.4 

Recombinante 
PalI LX3 

N.M. 

Teoría de 
sustitución 

por Pro 

Estabilización de 
bucle 

35 1.81 b 328 54.6 0.27 

(Zhang et al., 
2002) 

Recombinante 
PalI LX3 

E498P 40 9.45 b 350 NR 0.29 

Recombinante 
PalI LX3 

E498P/R310P 40 13.61 b 340 NR 0.31 

N.M.: no mutada. 

a Las enzimas se incubaron en tampón de ácido cítrico-fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0) a 45 °C. 

b Las enzimas se incubaron en tampón citrato-fosfato 0.1 M (pH 6.0) a 50 °C. 
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Las estrategias trazadas por Zhang et al. (2002) y Duan et al. (2016) no tenían 

como fin mejorar las enzimas desde el punto de vista cinético. No obstante (Tabla 

III), según el reporte de Zhang et al. (2002), en comparación con PalI, la actividad 

específica máxima aumentó un 7% para PalI:Glu498Pro y un 16% para 

PalI:Glu498Pro/Arg310Pro. Por su parte Duan et al. (2016) informa que respecto a la 

PalI AS9, los valores de Km para los mutantes E175N, K576D y E175N/K576D 

disminuyeron en 6.6%, 2.0% y 11.0%, respectivamente, y sus valores de eficiencia 

catalítica aumentaron en 38.2%, 4.2% y 19.4%, respectivamente. Asimismo, los 

mutantes mostraron un aumento de actividad del 20.3% hasta el 25.3%. 

Atendiendo a esto, Liu et al. (2021) mejoró la actividad enzimática de la isoforma 

Raoultella terrigena usando una estrategia de optimización de la estabilidad 

térmica. Para esto emplearon la herramienta Hotspot Wizard 

(https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/) (Bendl et al., 2016), la cual 

permitió identificar puntos calientes mediante el alineamiento múltiple de 

secuencias. Respecto a la PalI-2 silvestre, las actividades enzimáticas de los 

mutantes N498P y Q275R aumentaron un 89.2% y un 42.2%, respectivamente, 

mientras las eficiencias de producción de isomaltulosa de los mutantes Y246L, 

H287R y H481P mejoraron hasta un 89.1% 90.7% y 92.4%, respectivamente. 

Al analizar conjuntamente los reportes de Zhang et al. (2002) y Duan et al. (2016), 

resultan destacables las siguientes semblanzas. Primeramente, que los sitios de 

mutación (residuos sustituidos) se encontraban en la periferia (superficie) de las 

moléculas (Figura 10), lo que indudablemente está asociado a que esta región es 

la más susceptible a los cambios en el microambiente de la enzima y en gran 

medida, de su estabilidad dependerá la rigidez en las regiones más interiores de la 

molécula. También, como se observa en la Figura 10, los sitios blanco 

correspondieron a regiones de bucle (carentes de conformación α-hélice o lámina 

β) o la transición entre un bucle y una lámina β, caracterizándose dichas regiones 

por una mayor flexibilidad. Al encontrarse los sitios de mutación alejados del sitio 

activo, al parecer, las implicaciones sobre la cinética enzimática fueron mínimas y 

https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/
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positivas. Por último, el cambio observado en el valor óptimo de temperatura fue 

de solo 5 °C, aun así, el desempeño a temperaturas superiores a la óptima es 

mejorado, por ejemplo, en los datos de Duan et al. (2016) se observa un 

incremento de un 10% en la actividad (a 50 °C) del mutante E175N/K576D respecto 

a la enzima nativa, mientras en los de Zhang et al. (2002) se observa que la 

actividad (a 60 °C) del mutante Glu498Pro/Arg310Pro es 4 veces superior a la de la 

enzima nativa. 

 
Figura 10. Modelos tridimensionales de las sacarosa isomerasas AS9 PalI (A) y PalI (B) 
construidos a partir de los datos reportados por Duan et al. (2016) y Zhang et al. (2002), 
respectivamente. En ambos modelos los residuos asociados a la actividad catalítica se muestran 
como estructuras lineales en color rojo, mientras los sitios mutados se muestran como estructuras 
lineales en color magenta. 
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Finalmente, Lee et al. (2008) enfocó sus acciones a la modificación del sitio de 

unión de la fructosa (325RLDRD329) en la sacarosa isomerasa de Protaminobacter 

rubrum. Para las mutaciones fueron seleccionados los residuos Arg325 y Arg328 los 

cuales se encuentran muy próximos al fructosil formado como resultado de la 

hidrólisis de la sacarosa, además estos residuos se encuentran cargados 

positivamente y poseen largas cadenas laterales, lo que permitió la interacción con 

el O6 de la fructosa mediante un puente de hidrógeno. Los mutantes diseñados 

fueron: Arg325Asp, Arg325Ala, Arg325Gln, Arg325Lys, Arg328Asp, Arg328Ala, Arg328Gln 

y Arg328Lys; estas mutaciones redujeron la producción de isomaltulosa y 

aumentaron ligeramente la producción de trehalulosa. Además, las nuevas 

interacciones, entre los residuos mutados y el fructosil, parecen haber alterado la 

afinidad de unión del sitio. En todos los casos se produjo una considerable 

disminución de la eficiencia catalítica (kcat/Km), siendo este valor entre un 16 a un 

2.5% de su valor original. Lee et al. (2008), justifica estos resultados mediante los 

cambios en la variación de energía libre del estado transicional, la polaridad e 

hidrofobicidad de los residuos mutados y la distancia entre el fructosil y los 

correspondientes residuos. Sin embargo, no se analiza el posible efecto de la 

sustitución de Arg325His y Arg328His, teniendo en cuenta que la His es un 

aminoácido cargado positivamente a pH 7.0. Tampoco se analiza el efecto de 

mutaciones en residuos próximos al sitio de unión a la fructosa que impliquen la 

disminución de la distancia del fructosil a los residuos Arg325 y Arg328. 

5.5. Expresión recombinante de sacarosa isomerasas 

Con anterioridad se planteó que el último paso en la implementación de la 

ingeniería de proteínas era la evaluación de las variantes diseñadas. Para ello es 

imprescindible poseer una fuente de obtención de la enzima PalI NX-5. En este 

sentido, la correcta selección de la célula huésped pasa necesariamente por la 

consideración de las características de la proteína de interés y de las variantes de 

organismos hospederos que actualmente se pueden encontrar. 



 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICA                               MARCO TEÓRICO 

 

38 

 

Al analizar los trabajos de Zhang et al. (2002), Börnke et al. (2001), Wu et al. 

(2005), Aroonnual et al. (2007), Lee et al. (2008), Watzlawick et al. (2009), Cha et 

al. (2009) y Li et al. (2011) se observa que comúnmente para la expresión 

recombinante de las isoformas de sacarosa isomerasas el sistema de expresión 

utilizado es E. coli (cepas DL21 (DE3) o DH5α), existiendo hasta la fecha solo los 

trabajos de Lee et al. (2011) y Castillo-Aragón (2017) como reportes de expresión 

de sacarosa isomerasa en un hospedero eucariota (Saccharomyces cerevisiae y 

K. phaffii). Comportamiento que debe estar asociado al hecho de que las 

isoformas de la enzima son nativamente producidas en organismos procariotas 

(Mu et al., 2014), de esto se deduce la falta de necesidad de un procesamiento 

postraduccional más complejo como el que ofrecen los hospederos eucariotas.  

5.5.1. Komagataella phaffii como sistema de expresión 

Komagataella phaffii ha emergido como uno de los caballos de batalla de la 

biotecnología, pues más de 400 proteínas se han clonado y expresado mediante 

este sistema (Cereghino et al., 2002; Cereghino et al., 2000; Macauley‐Patrick et 

al., 2005). K. phaffii combina la capacidad de crecer en un medio mínimo a 

densidades celulares elevadas (Hong et al., 2002), pudiendo utilizar el metanol 

como única fuente de carbono y energía (Beldarraín et al., 2000; Cregg et al., 

2009). Asimismo, K. phaffii muestra preferencia por el metabolismo respiratorio en 

lugar del fermentativo, evitando la acumulación de metabolitos secundarios como 

el etanol y el ácido acético (Cereghino et al., 2002). Además, lleva a cabo muchas 

de las modificaciones eucarióticas postraduccionales, tal es el caso del 

plegamiento de proteínas, el procesamiento proteolítico, la formación de enlaces 

disulfuro y la glicosilación (Bretthauer et al., 1999; Cereghino et al., 2000; Dębski 

et al., 2004; White et al., 1994). En este último aspecto, a diferencia de S. 

cerevisiae, K. phaffii se caracteriza por la ausencia de patrones hiperglicosilados 

en sus proteínas (Daly et al., 2005; Macauley‐Patrick et al., 2005), lo que 

constituiría una ventaja para la expresión de recombinantes que en su forma 

nativa carecen de estas estructuras. Además, K. phaffii no contiene los ácidos 
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nucleicos potencialmente oncogénicos o virales presentes en las células de 

mamíferos, ni los pirógenos de la pared celular encontrados en E. coli, lo que en 

parte respalda el estado GRAS de esta levadura (Ciofalo et al., 2006; Cregg et al., 

1993). Pero, probablemente la característica más importante de K. phaffii como 

microorganismo hospedero es la existencia de un promotor fuerte y estrechamente 

regulado para el gen alcohol oxidasa 1 (Cregg et al., 2000).  

Una de las características más atractivas de los sistemas de expresión basados 

en K. phaffii es la facilidad para obtener proteínas que se excretan en el medio de 

cultivo. Este beneficio se logra gracias a la presencia de péptidos señal que 

facilitan la translocación de las proteínas. Existen distintos tipos de péptidos señal, 

entre ellos los cotraduccionales, donde la preproteína se sintetiza 

simultáneamente con la translocación al retículo endoplásmico; y los 

postraduccionales, en los cuales la preproteína se sintetiza por completo y se 

libera de los ribosomas antes de su translocación en el retículo endoplásmico 

(Damasceno et al., 2012). En la actualidad, uno de los péptidos señal más 

comúnmente utilizados es el factor α-MF (alpha-mating factor, por sus siglas en 

inglés), este es un péptido postraduccional que tiene su origen en la levadura 

levadura Saccharomyces cerevisiae (Tanghe et al., 2015). Se ha informado que la 

utilización de α-MF como péptido señal puede resultar en la secreción de 

cantidades más significativas de una proteína recombinante en comparación con 

el uso de su péptido señal natural. La secuencia líder α-MF está compuesta dos 

regiones: un pre-péptido que abarca 19 aminoácidos y un pro-péptido que abarca 

67 aminoácidos (Daly et al., 2005).  

El procesamiento de la señal pre-pro MATα ocurre en tres etapas principales. En 

la primera etapa, las peptidasas iniciales en el retículo endoplasmático eliminan la 

señal previa. Luego, en el aparato de Golgi, la endo-peptidasa Kex2 divide la 

secuencia pro-péptido entre la arginina C-terminal y la lisina. Finalmente, la 

proteína Ste13 corta de manera rápida las repeticiones de Glu-Ala (Lin-Cereghino 

et al., 2013) Se plantea que el pro-péptido tiene la función de reducir la velocidad y 
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garantizar un plegamiento apropiado de la proteína completa antes y después de 

su translocación al retículo endoplasmático; así, que esta región desempeña el 

papel de una chaperona molecular para la proteína destinada a la secreción 

(Chahal et al., 2017). 

5.5.2. N-glicosilación de proteínas recombinantes 

Actualmente no existen reportes de expresión de sacarosa isomerasas 

glicosiladas. Sin embargo, una eventual expresión (secretada) de esta enzima en 

K. phaffii (u otro hospedero eucariota) pudiera dar como resultado la obtención de 

una variante glicosilada de la enzima. La N-glicosilación es una de las 

modificaciones co- y post-traduccionales más comunes en eucariotas (Helenius et 

al., 2004). Esta modificación ocurre (usualmente) en los residuos de asparagina 

dentro de la secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr, donde X no puede ser prolina, 

porque la estructura del anillo pirrol de la prolina aumenta la rigidez de la cadena 

peptídica e inhibe la glicosilación (Gong et al., 2014). En este sentido, Knauer et 

al. (1999) estima que entre el 70%-90% de la secuencias consenso presente en 

proteínas secretadas, presentan glicanos.  

Como se muestra en la Figura 11, la N-glicosilación inicia cuando el precursor del 

oligosacárido (Glc3Man9GlcNAc2) se transfiere, mediante la 

oligosacariltransferasa, a la secuencia consenso presente en el polipéptido 

naciente (Aebi et al., 2010). Los N-glicanos de las proteínas son posteriormente 

procesados por una serie de glucosidasas y glicosiltransferasas en el retículo 

endoplasmático y el aparato de Golgi (Haltiwanger et al., 2004). En las levaduras, 

los N-glicanos de las proteínas se procesan conformando estructuras ricas en 

manosa. No obstante, las formas completamente procesadas del N-glicano 

dependen de la especie (Wang et al., 2018). Aunque para un microorganismo 

dado, el proceso de glicosilación puede estar influenciado por factores 

ambientales, como el tiempo de fermentación, nivel de expresión de 

glucosidasas/glucosiltransferasas y la composición del medio de cultivo (Villiger et 
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al., 2016). Además, factores estructurales intrínsecos asociados a la proteína en 

formación, también influyen en el procesamiento y la maduración de los glicanos 

(Hang et al., 2015). Por ejemplo, las características estructurales locales alrededor 

de cada sitio de N-glicosilación parecen afectar el acceso de las glicosidasas y las 

glicosiltransferasas, lo que conllevaría a una maduración específica de los N-

glicanos (Sumer-Bayraktar et al., 2011). 

 

Figura 11. Representación esquemática de las vías de procesamiento de N-glicanos en levaduras 
(Varki et al., 2015). ER: retículo endoplasmático. La definición de glicanos inmaduros y maduros se 
indica para cada recuadro. Los nombres de las enzimas siguen la nomenclatura de la base de 
datos KEGG (http://www.genome.jp/kegg/). Los símbolos de monosacáridos siguen el sistema 
SNFG. 

Estudios como los de Ryu et al. (2009) y Maksimainen et al. (2011) indican una 

amplia interacción de los N-glicanos inmaduros con sus proteínas portadoras. Así, 

los residuos de glucosa en el extremo no reductor exhiben amplias interacciones 

con la superficie de la proteína (Nagae et al., 2012). Inclusive, se han observado 

interacciones entre los glicanos y residuos ubicados a 30 Å de la Asn N-glicosilada 

(Joao et al., 1992). De esta manera, la N-glicosilación podría tener efectos sobre la 

estabilidad (Gavel et al., 1990; Han et al., 2020), la actividad (He et al., 2019)y la 

especificidad de una proteína (Trimble et al., 2004). 

http://www.genome.jp/kegg/
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5.6. Simulación de procesos químicos, SuperPro Designer® 

Desde la década de 1980, los paquetes de cómputo y el lenguaje de programación 

han ejercido un impacto significativo en el campo de la Ingeniería de Procesos 

(Alnur et al., 2013). En consecuencia, el empleo del modelado matemático y la 

simulación ha posibilitado la realización de actividades de carácter conceptual, 

tales como: el diseño, la evaluación de alternativas, la planificación y la 

implementación de la información generada (García Pérez, 2016). De esta 

manera, la simulación de procesos químicos ha contribuido a la reducción de las 

fases de desarrollo de productos, que comúnmente son prolongadas, así como a 

la disminución del costoso esfuerzo requerido en el escalado de procesos 

(Petrides et al., 2002). Así, diversos sectores industriales como: la petroquímica 

(Mularski et al., 2020; Wang et al., 2020a), la industria alimentaria (Kaur et al., 

2022), el tratamiento de residuos (Kim et al., 2023) y la industria biotecnológica 

(Petrides et al., 2014), han encontrado respaldo en el empleo de simuladores. 

Entre los simuladores más ampliamente empleados se destacan Aspen Plus®, 

Aspen-Hysys®, el ChemCAD®, el Pro-SIM® y el SuperPro Designer®. 

Específicamente, el simulador profesional SuperPro Designer® ha sido diseñado 

de manera especializada para llevar a cabo la simulación de operaciones unitarias 

relacionadas con bioprocesos, permitiendo tanto operaciones continuas como por 

lotes (Athimulam et al., 2006; Benítez-Cortés et al., 2018; Petrides et al., 2014). 

Además, este simulador cuenta con herramientas de cálculo específicamente 

diseñadas para procesos que involucran componentes biológicos (Benítez-Cortés 

et al., 2018). Asimismo, SuperPro Designer® ofrece numerosas características 

avanzadas para la ejecución de balances de materia y energía. De igual forma, 

cuenta con una exhaustiva base de datos de componentes y mezclas químicas, 

equipos, recursos para dimensionamiento y costos de equipos, y un análisis 

detallado de la economía del proceso (Ernst et al., 1997). Precisamente, este 

enfoque facilita la evaluación económica de un proceso en las primeras etapas de 

su desarrollo tecnológico, lo que permite identificar factores de rentabilidad 
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(Humphrey, 2006; Phan-Thien, 2011). En los últimos años, se ha empleado 

extensamente el software simulador SuperPro Designer® para simular diversas 

aplicaciones en industrias químicas, que abarcan desde la optimización 

económica y ambiental de la producción de ácido pirúvico utilizando Escherichia 

coli (Taraş et al., 2011), hasta la simulación de la producción de diferentes 

anticuerpos monoclonales terapéuticos (García Pérez, 2016). 
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VI. HIPÓTESIS  

La aplicación de una estrategia integradora de termoestabilización de la sacarosa 

isomerasa PalI NX-5, permitirá obtener al menos una variante de la enzima con 

termoestabilidad y actividad enzimática mejorada, para temperaturas superiores a 

40 °C. 

VII. OBJETIVOS 

Objetivo general: Obtener sacarosa isomerasa PalI NX-5 apta para uso industrial 

mediante el incremento de su estabilidad a 40 °C, usando técnicas de ingeniería 

de proteínas. 

Objetivos específicos: 

1. Identificar los residuos aminoacídicos cuyas mutaciones permitan el 

incremento de la estabilidad de la PalI NX-5 ante la temperatura. 

2. Producir variantes de la PalI NX-5 a partir de su expresión en la levadura 

Komagataella phaffii X33. 

3. Evaluar los parámetros cinéticos de las variantes recombinantes de la PalI 

NX-5 expresadas en Komagataella phaffii X33. 

4. Evaluar económicamente el uso de la PalI NX-5 mejorada mediante la 

simulación en SuperPro Designer de la producción de isomaltulosa a escala 

piloto. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1. Estrategia general de la investigación 

En la Figura 12 se muestra de manera resumida las etapas y metodologías 

necesarias para la cumplimentación del presente proyecto. La primera etapa del 

proyecto se enfocó en el diseño de mutantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 

mediante el cambio de aminoácidos específicos. Seguidamente, las regiones 

codificantes del gen palI silvestre y de los genes mutantes, fueron sintetizadas y 

clonadas en el plásmido pPICZ A, para la transformación de células competentes 

de K. phaffii X33. En una segunda etapa se procedió a la evaluación y 

comparación de mutantes respecto a la enzima no mutada. Finalmente, se realizó 

una propuesta de proceso de obtención de isomaltulosa. En los siguientes 

acápites se presentan con detalle los pasos y elementos que componen la 

metodología del proyecto. 

8.2. Diseño y construcción de mutantes 

La estructura de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 se modeló utilizando el software 

Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) y la estructura cristalina 4hox (Xu et 

al., 2013). Mediante el software B-FITTER se obtuvieron los valores B de los 600 

residuos de aminoácidos que componen la enzima, a partir de los cuales se 

calculó el valor B medio de la molécula. Luego, se seleccionaron los residuos de 

aminoácidos cuyos factores B eran entre 2.5 y 3.5 veces el valor medio de la 

proteína. La selección de aminoácidos más rígidos se realizó mediante el servidor 

ROSETTA DESIGN (http://rosettadesign.med.unc.edu). Cada residuo 

seleccionado fue reemplazado por los 19 aminoácidos biológicos restantes. 

Usando el software PyMOL v2.5.5, se analizó la aparición de interacciones 

potenciales, que involucran residuos mutantes o su vecindad hasta 4 Å. Se 

utilizaron los softwares AutoDockTools-1.5.6 y AutoDock Vina para verificar la 

interacción enzima-sustrato y, por tanto, la potencial afinidad de las moléculas 

https://swissmodel.expasy.org/
http://rosettadesign.med.unc.edu/
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mutantes hacia el sustrato. En el análisis de docking molecular al sitio catalítico se 

empleó la glucosa en lugar de la sacarosa, pues la glucosa es un inhibidor 

competitivo de la sacarosa. Se utilizaron parámetros de acoplamiento 

predeterminados. Los mutantes con las propiedades más prometedoras (in silico) 

se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida utilizando como punto de partida la 

proteína silvestre. La posible presencia de modificaciones postraduccionales que 

influyen en la termoestabilidad de la proteína diana se evaluó utilizando Prosite 

(https://prosite.expasy.org/) (De Castro et al., 2006). 

8.3. Cepas, vector y materiales 

Las secuencias de nucleótidos (optimizadas) de las regiones codificantes de las 

variantes del gen palI se obtuvieron usando las estructuras primarias de las 

sacarosa isomerasas PalI NX-5 silvestre y mutantes. Para esto se empleó la 

herramienta Reverse Translate de Sequence Manipulation Suite 

(https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html) (Stothard, 2000) y los codones de 

uso de K. phaffii. Para eliminar los sitios de restricción no deseados, las 

secuencias mutantes y silvestre del gen palI NX-5 se sometieron a mutaciones 

puntuales silenciosas. Estos genes fueron flanqueados por sitios de restricción 

para EcoRI (extremo 5') y SalI (extremo 3'), luego se sintetizaron y clonaron en el 

plásmido pPICZα A (Invitrogen®), generando los plásmidos pSINX5n (que contiene 

el gen silvestre), pSINX5 L202E (que contiene el gen que codifica para el mutante 

L202E), pSINX5 K174Q (que contiene el gen que codifica para el mutante K174Q) 

y pSINX5 K174Q-L202E (que contiene el gen que codifica para el doble mutante). 

Para las construcciones pSINX5n, pSINX5 L202, pSINX5 K174Q y pSINX5 

K174Q-L202E, la expresión de los genes de interés está bajo el control del 

promotor del gen AOX1 (Alcohol Oxidasa 1). Además, las construcciones 

contienen un gen (BleoR) que confiere resistencia a la zeocina (marcador de 

selección), un péptido señal αF de Saccharomyces cerevisiae que permite la 

secreción de proteínas en el medio, un origen de replicación bacteriano y una 

secuencia codificante para una etiqueta de seis His. 

https://prosite.expasy.org/
https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
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Figura 12. Diagrama resumen de la metodología seguida para la cumplimentación de los objetivos del proyecto.  
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8.4. Transformación genética de E. coli DH5α para la conservación y 

propagación de plásmidos  

Para realizar la transformación genética se siguió el protocolo reportado por 

Hoisington et al. (1998). Se prepararon células químicamente competentes de E. 

coli DH5α (Invitrogen®, Carlsbad CA, EUA). Las células de E. coli DH5α fueron 

preparadas inoculando 5 mL de medio de cultivo LB (10.0 g·L-1 de triptona, 5.0 

g·L-1 de extracto de levadura y 10 g·L-1 de NaCl). El cultivo se incubó 15 h a 37 °C. 

Posteriormente, 1 mL del cultivo inicial fue utilizado para inocular 100 mL de medio 

LB. El nuevo cultivo fue incubado a 37 °C con agitación constante (250 rpm) hasta 

obtener una densidad óptica de 0.35-0.4 (DO600). Seguidamente, el cultivo se 

colocó en tubos Falcon® de 50 mL previamente fríos (4 °C) y se centrifugaron a 

4000 rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue decantado y la pastilla fue 

resuspendida en 10 mL de MgCl2 100 mM frío, para luego ser centrifugada a 3000 

rpm por 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue decantado y la pastilla resuspendida 

en 20 mL de CaCl2 100 mM; la suspensión se colocó en hielo por 20 min. La 

suspensión fue centrifugada a 3000 rpm por 15 min a 4 °C. Se decantó el 

sobrenadante y la pastilla fue resuspendida en 5 mL de CaCl2 85 mM, 15% 

glicerol, la suspensión fue centrifugada nuevamente a 2100 rpm por 15 min a 4 °C. 

Finalmente, el sobrenadante fue retirado y la pastilla se resuspendió en 2 mL de 

CaCl2 85 mM, 15% glicerol (DO600 de células ~200-250). 50 µL de células 

competentes fueron colocadas en microtubos de 1.5 mL y congeladas a -80 °C. 

La transformación de células de E. coli DH5α fue realizada por choque térmico. 

100 ng de ADN plasmídico fueron colocados en 50 µL de células competentes 

mezcladas y colocadas en hielo por 15 min. Posteriormente, las células fueron 

sometidas a choque térmico a 42 °C por un minuto y colocadas en hielo por 5 min; 

luego, se le adicionaron 500 µl de medio LB a la transformación y se colocó en 

agitación a 37 °C por una hora. Transcurrido este periodo, las células fueron 

sometidas a centrifugación a 13200 rpm durante 20 s y se descartaron 400 µL de 
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medio, los 150 µL restantes fueron colocados en caja Petri con medio LB 

suplementado con zeocina (40 μg·mL-1) e incubadas a 37 °C por 16 h. 

8.5. Aislamiento de ADN plasmídico (Miniprep) 

Tal como describe Bimboim et al. (1979), el ADN plasmídico fue extraído de E. coli 

DH5α por el método de lisis alcalina. Los cultivos bacterianos fueron incubados en 

placas LB suplementadas con zeocina (40 μg·mL-1) a 37 °C por 16 h. Las células 

cultivadas fueron colectadas y resuspendidas en 70 µL de agua destilada estéril, 

posteriormente se adicionaron 350 µL de TENS (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 1 mM 

EDTA, 0.1 M NaOH, 0.5% SDS), la solución se mezcló por inversión de tubo y se 

reposó por 3 min, después de los cuales se adicionaron 150 µL de acetato de 

sodio 3.0 M pH 5.2 y mezclados suavemente por inversión, y colocados en hielo 5 

min para precipitar proteínas y ADN cromosomal. Posteriormente se centrifugó a 

13200 rpm durante 5 min a 4 °C, el sobrenadante fue recuperado en un microtubo 

de 1.5 mL para luego ser resuspendido con 700 µL de etanol absoluto y 

centrifugado a 13200 rpm durante 10 min. El ADN precipitado fue lavado con 500 

µL de etanol al 70% y se dejó evaporar a temperatura ambiente. Finalmente, el 

ADN fue resuspendido con 20 µL de agua destilada estéril y posteriormente 

cuantificado y almacenado a -20 °C hasta su uso. 

8.6. Caracterización y preparación de ADN plasmídico para la 

transformación genética de Komagataella phaffii X33 

Para comprobar que el ADN plasmídico extraído luego de la transformación de E. 

coli DH5α perteneció potencialmente a las construcciones pSINX5n, pSINX5 L202E, 

pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E; se realizaron cortes con las enzimas de 

restricción EcoRI y SalI. Las mezclas de reacción se muestran en la Tabla IV. Las 

reacciones se dejaron incubando a 37 °C por 4 h. La linearización del ADN 

plasmídico se realizó con la enzima SacI durante 24 h a 37 °C. El ADN cortado fue 

concentrado con dos volúmenes de etanol absoluto y resuspendido finalmente en 

un volumen final de 20 μL de H2O inyectable y almacenado a -20 °C hasta su uso. 
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Los fragmentos obtenidos fueron observados y cuantificados mediante una 

electroforesis en un gel de agarosa al 1%. El resultado se observó en el 

fotodocumentador Kodak DC290. 

Tabla IV. Mezcla de reacción de las digestiones enzimáticas con EcoRI/SalI y la linearización de 
las construcciones pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E con SacI. 

Reactivo 
Corte con EcoRI/SalI 

Volumen (μL) 
Linearización 
Volumen (μL) 

Agua estéril libre de nucleasas 17 18 

Buffer CutSmart (10X) 2 - 

Buffer Sacl 10X (Thermo Scientific™) - 2 

Enzima EcoRI (Thermo Scientific™, 10 U/ μL) 1 - 

Enzima SalI (Thermo Scientific™, 10 U/ μL) 1 - 

Enzima SacI (Thermo Scientific™, 10 U/ μL) - 1 

ADN* 4 4 

Volumen total 25 25 

ADN*: pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E. 

8.7. Preparación de células electrocompetentes de Komagataella phaffii 

para su transformación genética  

Acorde con Cregg et al. (1998), para la preparación de células electrocompetentes 

se inocularon 10 mL de medio YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, 

Dextrosa 2%) en un tubo Falcon® de 50 mL con 100 μL de K. phaffii X33 y se 

incubó a 250 rpm a 30 °C hasta alcanzar una DO600 de 6. A partir del cultivo 

anterior, se inocularon 100 mL de medio YPD (en un matraz de 500 mL) con 1.17 

mL del cultivo, iniciando con una DO600 de 0.1. Se incubó a 30 °C y 250 rpm hasta 

que la DO600 llegó al valor de 1.0. Después, se obtuvo el paquete celular por 

centrifugación a 5000 rpm y 4 °C por 5 min en dos tubos Falcon® de 50 mL, se 

descartó el sobrenadante y se resuspendió (mediante vortex) el paquete celular en 

5 mL de medio YPD-HEPES (1M, pH 8.0). Se agregaron 125 μL de dithiothreitol 

(DTT) 1M y se mezcló suavemente. Las células se incubaron durante 15 min a 30 

°C. Transcurrido ese tiempo las células se lavaron con 20 mL de sorbitol 1M frío y 
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las células fueron recuperadas por centrifugación a 5000 rpm por 5 min a 4 °C. Se 

descartó el sobrenadante y las células fueron lavadas nuevamente con 5 mL de 

sorbitol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 1M frío y resuspendidas por vórtex, 

llevando el volumen a 25 mL con sorbitol 1M frío. Las células fueron recuperadas 

por centrifugación a 5000 rpm por 5 min a 4 °C. Las células se resuspendieron en 

1 mL de sorbitol 1M frío y fueron recuperadas por centrifugación a 5000 rpm por 5 

min a 4 °C. Finalmente las células fueron resuspendidas en 0.5 mL de sorbitol 1M 

frío, luego alicuotadas en viales de 50 μL y almacenadas en hielo hasta su uso. 

8.8. Transformación genética de Komagataella phaffii X33 

La transformación genética de K. phaffii fue llevada a cabo en un electroporador 

MicroPulser™ Electroporator (BIO-RAD®, Hercules CA, EUA). 500 ng de ADN 

linearizado con la enzima SacI fueron mezclados con 50 μL de células 

electrocompetentes y transferidos a una cubeta de electroporación 

(MicroPulser/Gene Pulser Cuvettes 0.2 cm gap BIO-RAD®, Hercules CA, EUA) 

previamente enfriada a -20 °C durante 4 h. Se utilizaron los parámetros 

preestablecidos por el electroporador para K. phaffii (voltaje 1500V, resistencia 

200 Ω, capacitancia 25 mF) y se pulsó una vez. La cubeta fue removida de la 

cámara e inmediatamente se agregó 1 mL de YPD/sorbitol 1M frío y se transfirió el 

contenido de la cubeta a un microtubo de 1.5 mL estéril. Las células 

electroporadas fueron incubadas a 30 °C durante 2 h. Transcurrido ese tiempo las 

células fueron centrifugadas y se decantaron 800 μL de sobrenadante, el resto fue 

resuspendido e inoculado en placas YPD/sorbitol 1M suplementado con 200 

μg·mL-1 de zeocina. Las placas fueron incubadas a 30 °C durante 72-96 h hasta el 

crecimiento de colonias. 

8.9. Extracción de ADN genómico y amplificación de genes de interés 

Para la extracción de ADN genómico se siguió la metodología propuesta por 

Lõoke et al. (2011). Las colonias que crecieron en presencia del agente de 

selección fueron cultivadas en 5 mL de medio YPD suplementado con 200 μg·mL-1 
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de zeocina. Seguidamente, 1 mL del cultivo se centrifugó a 5000 rpm por 5 min a 4 

°C; se decantó el sobrenadante y se agregaron 200 μL de solución de acetato de 

litio (200 mM) – SDS (1%). Las células fueron resuspendidas mediante vórtex y la 

mezcla se incubó durante 10 min a 70 °C. Se agregaron 600 μL de etanol al 96% 

para la precipitación del ADN, las muestras se mezclaron mediante un vórtex 

breve y el ADN se recogió por centrifugación (15000 × g) durante 3 min. Se 

eliminó el sobrenadante y el sedimento se lavó con 1000 μL de etanol al 70% y 

luego se resuspendió en 100 μL de agua inyectable para disolver el ADN. Los 

residuos se retiraron por centrifugación (15000 × g durante 1 min).  

Las amplificaciones por PCR se realizaron siguiendo la metodología propuesta por 

Iglesias-Figueroa (2019). Se utilizaron primers específicos para amplificar una 

región de 2561 pb, que incluye una parte del promotor AOX1 hasta el terminador 

AOX1: Fw – 5’TCTATCGCTTCTGAACCCCG3’ Rv – 

5’GAAGCCTGCATCTCTCAGG3’, bajo las siguientes condiciones: 2 min de 

desnaturalización a 94 °C, seguido por 35 ciclos de amplificación (45 s a 94 °C, 45 

s a 58 °C, 1 min a 72 °C) y un ciclo de extensión final a 72 °C por 5 min. 

8.10. Expresión y purificación de las variantes de la PalI NX-5 

Las clonas obtenidas fueron inoculadas en 20 mL de medio YPD suplementado 

con zeocina (200 μL/mL) (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas a 30 °C 

durante 12 h en agitación (250 rpm). Las células fueron recuperadas luego de 5 

min de centrifugación a 5000 rpm y temperatura ambiente; posteriormente, fueron 

resuspendidas e incubadas a una DO600 de 0.2 en medio de inducción BMMY 

(PBS 100 mmol/L-1 pH 6.5, 1% extracto de levadura (Sigma-Aldrich, Missouri, 

EUA), 2% peptona (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 1.34% YNB Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA, 400 μg·L-1 biotina (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) y 0.5% metanol 

(Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). Durante la etapa de inducción la temperatura se 

ajustó a 30 °C y la agitación a 250 rpm. La aplicación de metanol se realizó al 
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0.5% (v/v concentración final) cada 24 h, hasta que el cultivo alcanzó las 72 h 

(Jiang et al., 2008). 

Se añadió sulfato de amonio sólido (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) a los 

sobrenadantes del cultivo de levadura hasta una saturación del 60%. Las 

muestras se incubaron con agitación (100 rpm) durante 2 h a 4 °C. El precipitado 

activo se recogió mediante centrifugación a 10000 x g durante 30 min y se disolvió 

en PBS 1X (pH 7,4). Las muestras se dializaron frente a 1X PBS pH 7,4 durante 

24 h a 4 °C y 100 rpm. Después de la diálisis, los extractos de proteínas se 

purificaron usando una resina cargada con Ni de alta afinidad. El proceso de 

purificación se llevó a cabo siguiendo la estrategia de purificación nativa propuesta 

en las instrucciones del fabricante (GenScript®, High Affinity Ni-Charged Resin FF, 

Protocol Version: 01, Cat No: L00666) para obtener variantes de sacarosa 

isomerasa PalI NX-5 purificadas. Además, siguiendo un enfoque por lotes, los 

extractos de proteína dializados se incubaron con la resina (Relación 

Extracto/Resina: 2.5/1) durante un período de 12 h a 4 °C y 100 rpm. El flujo a 

través de la columna estuvo dado por la acción de la gravedad. 

8.11. Análisis de proteínas en un gel de acrilamida  

Se utilizó una cámara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell Systems 

(BIORAD, Hércules, CA, EUA); se colocaron en el soporte de preparación dos 

vidrios para electroforesis con una separación de 1 mm entre cada uno, 

previamente lavados con etanol al 70%. Se preparó el gel concentrador con H2O 

(2.9 mL), poliacrilamida (SigmaAldrich, Missouri, EUA) 30% (3.0mL), Tris (Sigma-

Aldrich, Missouri, EUA) 1 M mL, SDS 10% (0.100 mL), APS (Bio Basic Inc, 

Canadá) 10% (0.100 mL) y TEMED (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) 6 µL. Una vez 

polimerizado se preparó el gel separador con H2O (2.85 mL), poliacrilamida al 30% 

(0.35mL), Tris 1 M pH=6.8 (0.570 mL), SDS 20% (0.020 mL), APS 10% (0.038 mL) 

y TEMED (5 µL). En un microtubo de 1.5 mL se colocaron 100 μg de cada muestra 

y se mezclaron en 10 L de buffer de carga 4X (0.125 M Tris HCl (Sigma-Aldrich, 
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Missouri, EUA), 0.5 M pH 6.8, 20% glicerol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 0.715 

M - mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 0.005% azul de bromofenol 

(SigmaAldrich, Missouri, EUA) y 4% (p/v) SDS); las muestras se calentaron a 

ebullición durante 5 min y posteriormente se incubaron a temperatura ambiente 

durante 10 min, después fueron cargadas en el gel (Laemmli, 1970). Se corrió el 

gel a 85 Volts durante 3 h. Transcurrido ese tiempo el gel fue retirado de la cámara 

y colocado en solución fijadora (500 mL metanol (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 

70 mL ácido acético glacial (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), 430 mL de agua 

destilada) durante 15 min en agitación suave. Posteriormente, el gel fue teñido 

durante 1 h con solución de teñir (200 mL metanol, 265 mL dH2O, 35 mL ácido 

acético y 0.5 g azul de Coomassie R-250); transcurrido este tiempo el gel se 

colocó en solución de desteñir (200 mL metanol, 100 mL etanol, 50 mL ácido 

pH=8.8 (4.0 acético, 650 mL dH2O) durante 1 h. Los geles fueron visualizados y 

analizados en un fotodocumentador KODAK® Gel Logic 100 System (KODAK, NY, 

EUA). Para la determinación cualitativa de la presencia de glicoproteínas en el 

sobrenadante de K. phaffii X33 transformada con las variantes del gen palI, se 

empleó el Kit de Detección de glicoproteínas (Sigma-Aldrich, GLYCOPRO-1KT). 

8.12. Ensayo de actividad de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 

La actividad de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 se midió a 30 °C 

en tampón de ácido cítrico/fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0) que contenía sacarosa 

a una concentración final de 292 mM. Específicamente, se mezclaron 100 μL de 

solución de enzima diluida con 400 μL de solución de ensayo y se incubaron 

durante 15 min. La reacción se detuvo hirviendo la mezcla en un baño de agua a 

100 °C durante 5 min (Zhang et al., 2002). Posteriormente, se cuantificaron los 

contenidos de sacarosa, isomaltulosa, trehalulosa, glucosa y fructosa de la mezcla 

de ensayo utilizando un sistema de HPLC equipado con un detector de índice de 

refracción, como se describe a continuación. Una unidad de actividad de sacarosa 

isomerasa se definió como la cantidad de enzima que produce 1 µmol de 

isomaltulosa por minuto en las condiciones descritas anteriormente. Los ensayos 
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se realizaron por triplicado de manera que el resultado obtenido se reportó 

atendiendo a la nomenclatura media ± desviación estándar. 

8.13. Efectos del pH y la temperatura sobre la actividad enzimática 

Para determinar el pH óptimo para la actividad enzimática, los ensayos se 

realizaron en tampones: ácido cítrico/fosfato de sodio (50 mM, pH 4.0 a 6.0), 

fosfato de sodio (50 mM, pH 6.0 a 8.0) o glicina-NaOH (50 mM, pH 8.0 a 9.0). La 

temperatura óptima se determinará entre 20 °C y 70 °C en tampón de ácido 

cítrico/fosfato de sodio (50 mM, pH 6.0), usando sacarosa 292 mM como sustrato. 

Para analizar la estabilidad de la enzima, esta será incubada en tampón de ácido 

cítrico/fosfato de sodio (50 mM, pH 6.0) a una temperatura de 40 °C. Se extraeron 

alícuotas a diferentes tiempos de incubación y se medirió su actividad residual a la 

temperatura óptima. La actividad inicial antes de la incubación se tomaró como 

100%. Los ensayos se realizarán por triplicado de manera que los resultados 

obtenidos se reportarán atendiendo a la nomenclatura media ± desviación 

estándar o mediante la representación gráfica de la desviación estándar en los 

perfiles de la actividad isomerasa y estabilidad.  

8.14. Determinación de los parámetros cinéticos Vmax, Km y kcat 

Para determinar los parámetros cinéticos se midió la sacarosa isomerasa 

incubando la enzima purificada con diferentes concentraciones de sacarosa (110, 

120, 135, 146, 190, 234, 292, 438, 584, 730, 876 y 1010 mM) en condiciones 

estándar de ensayo. Los valores de Km y Vmax se determinaron mediante gráficos 

de Michaelis-Menten. Por su parte, el valor de la constante catalítica (kcat) será 

determinado usando la ecuación 1, donde “E” representa la concentración de 

enzima presente en la reacción. Todos los parámetros cinéticos presentados en 

este estudio se determinaron por triplicado, y los resultados se expresaron usando 

la nomenclatura media ± desviación estándar. 

𝑉𝑚𝑎𝑥 = 𝑘𝑐𝑎𝑡 ∙ 𝐸     Ecuación 1 
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8.15. Efecto de la concentración de sacarosa en la producción de 

isomaltulosa 

Los volúmenes de reacción (5 mL) se incubaron durante 10 h a 35 °C en tampón 

de ácido cítrico/fosfato de sodio 50 mM (pH 6,0). Se evaluaron concentraciones de 

sacarosa de 300, 350, 400, 450 y 500 g·L-1. Se utilizaron 70 U de sacarosa 

isomerasa por gramo de sacarosa. Las reacciones se detuvieron hirviendo la 

mezcla en un baño de agua a 100 °C durante 5 min (Zhang et al., 2002). Los 

ensayos se realizarán por triplicado de manera que los resultados obtenidos se 

reportarán atendiendo a la nomenclatura media ± desviación estándar. El 

rendimiento se expresó en gisomaltulosa·g-1
sacarosa. 

8.16. Análisis de los productos de reacción mediante HPLC 

Los contenidos de sacarosa, isomaltulosa, trehalulosa, glucosa y fructosa de la 

mezcla de reacción fueron determinados por medio de la técnica HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés). Se utilizó el equipo 

Agilent 1100 y la columna Zorbax NH2 analytical 4.6 x 250 mm 5 μm de Agilent®. 

Las condiciones de ensayo fueron, flujo: 0.8 mL/min, temperatura: 25 °C, fase 

móvil: acetonitrilo:agua (71:29). La concentración de los analitos se calculó 

mediante la comparación del área de sus respectivos picos, con los de los 

estándares. 

8.17. Diseño, simulación y análisis económico de un proceso de producción 

de isomaltulosa 

La simulación del proceso de producción de isomaltulosa se realizó mediante el 

software SuperPro Designer® V10 (Intelligen, Inc., USA). Para la simulación y el 

análisis económico se siguieron los siguientes pasos: especificar el modo de 

operación, registrar componentes y mezclas que intervienen en el proceso, 

construir el diagrama de flujo del proceso, inicializar las operaciones unitarias, 

inicializar las corrientes de entrada, resolver los balances de materia y energía y 
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generar el informe de los resultados, clasificar las corrientes y los datos de costos 

asociados a los suministros, incluir la información económica de los equipos y 

materiales, realizar los cálculos económicos y generar el informe de los resultados. 

El diagrama de flujo del proceso fue construido incluyendo los equipos principales 

y operaciones unitarias necesarias para la operación general. La producción de 

isomaltulosa se dividió en cuatro secciones principales: “Sección de fermentación”, 

“Sección de purificación” y “Reacción enzimática”. Seguidamente se describen los 

principios utilizados para desarrollar cada sección. 

8.17.1. Sección de fermentación 

La Sección de fermentación está conformada por el fermentador de producción. El 

crecimiento de Komagataella phaffii X33 (generación de biomasa), se simuló en 

modo discontinuo, a 30 °C, durante 24 h. Durante la fase de producción el 

microorganismo se cultivó aeróbicamente en un proceso feed-batch a 30 °C 

durante 72 h, expresando sacarosa isomerasa PalI NX-5 extracelularmente. El 

volumen efectivo del fermentador de producción fue de 30 L. Las transformaciones 

biológicas fundamentales que ocurren en el fermentador se modelaron utilizando 

la opción “Fermentación cinética discontinua” (Batch Kinetics Fermentation). 

La formulación de un medio mínimo requiere de tres componentes básicos, una 

fuente de carbono, una fuente de nitrógeno y sales. Así, las fuentes de carbono 

utilizadas fueron la glucosa (generación de biomasa) y el metanol (producción de 

la enzima), la fuente de nitrógeno fue el NH4OH, mientras las sales representan 

una mezcla de minerales y otros componentes del medio necesarios para el 

crecimiento microbiano y la amortiguación del medio. 

8.17.2. Sección de purificación 

Se removió la biomasa presente en el sobrenadante mediante una filtración 

rotativa al vacío. El filtrado se recupera en un tanque de almacenamiento. Se 
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utilizan dos filtros de flujo cruzado, un microfiltro y un ultrafiltro, para purificar y 

concentrar la solución enzimática. El microfiltro funciona como un filtro de pulido 

que elimina las células residuales y los restos de células que no elimina el filtro de 

vacío giratorio. El permeado del microfiltro que contiene la enzima y los solutos se 

bombea al ultrafiltro. La membrana de ultrafiltración retiene la enzima, pero 

permite el paso del agua y de impurezas de moléculas pequeñas. El volumen de la 

solución se reduce por un factor de tres.  

8.17.3. Reacción enzimática 

La transformación de sacarosa en isomaltulosa se simuló en un reactor enzimático 

de tipo tanque agitado operando en modo discontinuo. Las condiciones de 

operación del reactor, así como la composición de la mezcla producto de la 

reacción corresponden a las ensayadas en la sección “8.13”, “8.14” y “8.15”. 
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IX. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

9.1. Diseño de mutantes de sacarosa isomerasa PalI NX-5 

9.1.1. Identificación de residuos potenciales a ser sustituidos 

No existe un procedimiento universal para la termoestabilización de una enzima 

(Dotsenko et al., 2020; Teng et al., 2019; Yin et al., 2019). Sin embargo, en esta 

investigación, se trazó una estrategia integradora que combina diferentes 

principios que contribuyen a la termoestabilidad. Para ello se analizó el perfil del 

factor B de las estructuras cristalinas 4hox y 4how (Xu et al., 2013) de la sacarosa 

isomerasa PalI NX-5. Así, se identificaron 19 residuos aminoacídicos con valores 

B entre 2.5 y 3.5 veces el promedio de la molécula (valor B̅:16.5). Dichos residuos, 

fueron sujetos a sustituciones individuales empleando para ello el software 

ROSSETA DESING. En la Tabla V se muestran los 19 residuos identificados, así 

como sus sustituciones recomendadas, que potencialmente pudieran producir un 

incremento en la termoestabilidad de la sacarosa isomerasa PalI NX-5.  

También se muestra en la Tabla V que, sin importar la polaridad del residuo 

nativo, las sustituciones recomendadas (cuando aplicaron) fueron en todos los 

casos aminoácidos polares repartidos de la siguiente manera, 60% por residuos 

neutros y el restante 40% residuos cargados. La prevalencia de residuos cargados 

entre proteínas termófilas y mesófilas ha sido un tema de interés para la 

elucidación de los factores que inciden en la termoestabilidad. Particularmente, 

Khan et al. (2019) observó que los motivos cargados (Residuos cargados > Glu > 

Residuos ácidos > Residuos básicos > Arg > Lys, abundancia relativa en ese 

orden) tenían mayor presencia en proteínas termófilas, que los aminoácidos 

pequeños (Residuos pequeños < Gln < Ser < Thr < Ala < Asn < Residuos polares, 

abundancia relativa en ese orden). Además, Chakravorty et al. (2017) afirma que 

los aminoácidos cargados están involucrados en la aparición de interacciones 

iónicas y la formación de puentes salinos, de ahí su contribución positiva a la 
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termoestabilidad. Asimismo, Wang et al. (2020b) confirmó el papel de los puentes 

salinos en la mejora de la estabilidad térmica de una variante de la enzima r27RCL 

de Rhizopus chinensis; precisamente, la aparición de un nuevo puente salino ente 

los residuos Glu292 e His171 del mutante m31, fue uno de los factores que 

condicionó la mejora de los parámetros indicadores de la termoestabilidad: t1/2, Top 

y T50 (evaluada a los 30 min). Por su parte, Vicente et al. (2020) luego de 

implementar la sustitución Ser264Lys, hace referencia a la aparición de un nuevo 

puente salino (con el residuo Asp205) como interacción estabilizante en una 

variante de lacasa de alto potencial redox procedente de hongos de pudrición 

blanca. 

Tabla V. Residuos aminoacídicos con factores B entre 2.5 y 3.5 veces el valor promedio para la 
sacarosa isomerasa PalI NX-5 y sus sustituciones recomendadas por ROSETTA DESING. Los 
signos positivo o negativo hacen referencia a la polaridad de los residuos cargados. 

Número Residuo Posición Factor B Sustitución recomendada 
Polaridad  

(Residuo nativo/Residuo mutante) 

1 Ala 43 51.75 Gln - - Apolar/Polar 

2 Leu 44 44.22 Glu - - Apolar/(-) 

3 Gly 68 46.3 - - - - 

4 Lys 160 40.99 Ser - - (+)/Polar 

5 Asn 161 54.82 - - - - 

6 Lys 174 47.78 Asp Gln - (+)/(-), Polar 

7 Asp 175 57.48 Asn - - (-)/Polar 

8 Gly 176 48.44 - - - - 

9 His 177 55.34 Gln - - (+)/Polar 

10 Ser 184 45.26 Ala - - Polar/Polar 

11 Ser 189 44.3 - - - - 

12 Ala 190 48.14 - - - - 

13 Asp 195 46.54 Glu - - (-)/(-) 

14 Lys 196 52.49 Asn - - (+)/Polar 

15 Leu 202 45.68 Glu - - Apolar/(-) 

16 Tyr 204 47.06 His Ser Thr Polar/(+), Polar, Polar 

17 Gln 258 41.04 Asp - - Polar/(-) 

18 Ser 455 40.33 - - - - 

19 Asp 563 47.01 - - - - 
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En la Figura 13A (en color rosa) se muestran las regiones en bucle, las cuales son 

estructuras secundarias no regulares que se caracterizan por poseer una elevada 

flexibilidad (Nestl et al., 2014). Precisamente, la mayoría de los residuos 

potenciales a sustituir se encuentran en el dominio rico en bucles (Dominio B) o en 

regiones en bucle. Este comportamiento concuerda con lo que se esperaría según 

el perfil de factor B de la molécula (Figura 13B). En dicho perfil destacan tres 

regiones de la superficie de la molécula con presencia de bucles, estas son: los 

fragmentos de unión de las láminas β del dominio C (Residuos 541GAE543 y 

553EEVMHYTLPGDLSINKVITENNSHTIVNKNDRQLR587), los fragmentos de unión 

de las α hélices ubicados alrededor de la hendidura de entrada de la sacarosa al 

sitio catalítico (Residuos 257QQQLK257, 328RDADERWRRK337, 419KKIDD423 y 

433QDYVETGKVKAEEFLQN450) y los bucles del dominio B (Residuos 

160KNNPYR166, 171RDGKDG176 y 193KDDKSGQ199).  

Una de las estrategias que aporta a la termoestabilidad de una proteína es la 

estabilización de bucles, ya sea, mediante el truncamiento de estas regiones 

(Farnoosh et al., 2020b; Liu et al., 2018), o la aplicación de mutagénesis dirigida al 

sitio para desarrollar mutaciones puntuales (Duan et al., 2016). De manera 

particular, Duan et al. (2016) al termoestabilizar la sacarosa isomerasa AS9 PalI, 

observó que con la sustitución Lys576Glu se formó un nuevo puente de hidrógeno 

entre los residuos Asn574 y Asn577. Este nuevo enlace de hidrógeno condujo a la 

reducción de la flexibilidad del bucle C-terminal, y la mejora de la estabilidad 

térmica de la enzima. Teniendo en cuenta que el éxito en la termoestabilización de 

una enzima, usualmente es condicionado por el aumento de la rigidez de la 

estructura proteica mediante la aparición de nuevas interacciones de hidrógeno, 

puentes disulfuro, puentes salinos y el mejoramiento del empaquetamiento de la 

molécula (Xu et al., 2020a). Se procedió al análisis de la aparición de 

interacciones potenciales que involucrasen los residuos mutantes (Tabla V) o la 

vecindad de estos hasta 4 Å. 
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Figura 13. Estructura tridimensional de la sacarosa PalI NX-5. (A), vista superior de la molécula 
orientada en el sentido: dominio C, A y B (de izquierda a derecha) y disposición de los residuos 
potenciales a sustituir identificados en la estructura de la PalI NX-5. Estructuras en color violeta 
representan láminas β, estructuras cian representas hélices α y estructuras en color rosa 
representan bucles. (B), vista lateral de la molécula orientada en el sentido: dominio B, A y C (de 
izquierda a derecha) y perfil del factor B. Colores claros están asociado a residuos con alto factor-B 
(mayor flexibilidad), mientras los colores oscuros están asociados a bajo factor B (mayor rigidez). 
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Figura 14 . Disposición de los residuos e interacciones posibles en la proximidad del residuo Leu202 

(A) y el residuo Glu202 (B). 

Se analizaron in silico las interacciones potenciales a ocurrir en las vecindades de 

los residuos (nativos y mutantes) mostrados en la Tabla V. En las Figuras 14, 15 y 

16 se muestran los casos particulares de las sustituciones Leu202Glu, Lys174Gln y 

Asp195Glu, en cuyos casos se observaron nuevas interacciones o el reforzamiento 

de las ya existentes. Al comparar la vecindad de los residuos Leu202 y Glu202 

(Figura 14), aunque no se observaron diferencias en las distancias de los enlaces 

de hidrógeno con los residuos Phe169 e His203; cuando el Glu ocupó la posición 

202 se observó una nueva interacción entre el OƐ 2 (Glu202) y el Hζ 2 (Lys248). 

También se observó una potencial reestructuración de la red de puentes de 

hidrógeno en la vecindad del Asp211, el cual ahora interactuaría con la Ala190 en 

lugar de la Tyr204. Este reordenamiento de la red de puentes de hidrógeno 

alrededor del Asp211 pudiera implicar un incremento de la estabilidad térmica de la 

molécula pues además de la aparición de una nueva interacción (Glu202–Lys248), 

ahora la red abarca a residuos más distantes pertenecientes a elementos 

diferentes de la cadena lateral. En este sentido, se ha observado que la 

prevalencia de redes de puentes de hidrógeno en enzimas mesófilas es menor 

que en termófilas (Tompa et al., 2016), así como, que el mejoramiento de enlaces 
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de hidrógeno es la interacción fisicoquímica más referenciada para explicar el 

incremento de la termoestabilidad (Querol et al., 1996). 

 

Figura 15. Disposición de los residuos e interacciones posibles en la proximidad del residuo Lys174 
(A) y el residuo Gln174 (B). 

Por otro lado, a pesar de que con la comparación de la vecindad de los residuos 

Lys174 y Gln174 (Figura 15) no se observaron cambios en las distancias de 

interacción con el residuo de His177, si se observó una nueva interacción entre el 

Oγ 2 (Asp175) y el HƐ 2 (Gln174). En el caso de la comparación de la vecindad de 

los residuos Asp195 y Glu195 (Figura 16) la modificación estuvo dada por el 

reposicionamiento del puente de hidrógeno entre el Oγ 1 (Asp194) y el hidrógeno 

disponible del N-terminal (comprometido en un enlace peptídico) inicialmente del 

residuo Ser197 y luego del residuo Lys196. Además, esta reestructuración 

conllevaría a la reducción de la distancia de interacción, pasando a ser de 2.5 Å a 

2.1 Å. Precisamente, Zheng et al. (2020) plantea que para la ocurrencia de 

enlaces de hidrógeno, la distancia entre el aceptor de protones y el átomo de 

hidrógeno debe ser menor que la suma de radios atómicos de van der Waals de 

los dos átomos en cuestión; en el caso de la combinación oxigeno – hidrógeno, 

esta distancia es de 2.5 Å (Pauling, 1960). De esta manera, la reducción en la 
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distancia del enlace de hidrógeno implicaría un fortalecimiento de dicha 

interacción. 

 

Figura 16. Disposición de los residuos e interacciones posibles en la proximidad del residuo Asp195 
(A) y el residuo Glu195 (B). 

Dos elementos que resultan interesantes hasta este momento son: primeramente, 

que las sustituciones para las que se observaron interacciones no corresponden a 

los residuos que presentaron los mayores valores de factor B como los son el 

Asp175 y la His177, confirmando esto que la estabilidad térmica es lograda mediante 

la optimización cooperativa de varios factores en lugar de una interacción 

predominante. Segundo, que de las tres sustituciones donde se observaron 

nuevas interacciones en la vecindad, una corresponde a la Gln, residuo sobre el 

que la estadística de proteínas de Khan et al. (2019) indica una pobre prevalencia 

en moléculas termófilas, mientras que Warren et al. (1995) plantearon que la 
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presencia de Gln en hélices de proteínas termoestables es mayor que en 

proteínas mesófilas. Ante esta ambigüedad la evaluación práctica será 

concluyente. 

Para cada uno de los tres posibles mutantes de la enzima sacarosa isomerasa 

PalI NX-5, así como su combinación, se comprobó la conservación de la 

interacción enzima – sustrato, siendo esto un indicador de la actividad potencial de 

estas moléculas. En el análisis de docking molecular al sitio catalítico se empleó la 

glucosa en lugar de la sacarosa. Para ello se tuvo en cuenta que Véronèse et al. 

(1998) demostró que la glucosa es un inhibidor competitivo de la sacarosa; y que 

más tarde Veronese et al. (1998) dedujo la unión del glicosil de la sacarosa al sitio 

activo, asumiendo que la glucosa libre se une a la enzima en el mismo sitio y de la 

misma manera.  

En la Tabla VI se muestran las energías de interacción entre la molécula D-

glucosa y las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5. Estas energías de 

interacción (predichas) pudieran ser interpretadas como una medida de la afinidad 

potencial que existe entre el sustrato y la enzima durante el acoplamiento 

catalítico, constituyendo una semblanza a lo que desde el punto de vista cinético – 

experimental representa Km. Las mayores afinidades (Vistas como:|𝐸𝑛𝑒𝑟𝑔í𝑎 < 0|) 

enzima – glucosa son predichas para las variantes L202E, L202E/K174Q, K174Q/D195E 

y L202E/D195E, las cuales presentan valores de energía de interacción que son un 

6% superiores a la de la enzima no mutada (máximo incremento observado entre 

las 1440 configuraciones analizadas).  

Atendiendo a los datos in silico mostrados en la Tabla VI, los mutantes 

seleccionados para su expresión recombinante y posterior evaluación fueron las 

variantes L202E, L202E/K174Q y K174Q. La variante L202E se seleccionó en vista a 

que presentó la mayor afinidad entre las mutantes simples. Por otro lado, el doble 

mutante L202E/K174Q se seleccionó atendiendo a que las variantes L202E y K174Q 

son los simple mutantes de mayores energías de interacción.  
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Tabla VI. Energías de interacción en el sitio catalítico de las variantes de la sacarosa isomerasa 

PalI NX-5 y la molécula D-glucosa. Resultados obtenidos mediante el software AutoDock Vina. 

Variante 
Energía 

(kcal/mol) 
Condición 

No mutada -6.3 Semilla: 11, estado: 1. 

L202E -6.7 Semilla:   1, estado: 1. 

K174Q -6.5 Semilla:   7, estado: 2. 

D195E  -6.3 Semilla: 11, estado: 2. 

L202E/ K174Q -6.7 Semilla:   1, estado: 1. 

K174Q/D195E -6.7 Semilla: 10, estado: 1. 

L202E/D195E -6.7 Semilla: 10, estado: 1. 

K174Q/L202E/D195E -6.3 Semilla:   1, estado: 1. 

En la Figura 17 se muestran las interacciones predichas entre la D-glucosa y las 

tres variantes analizadas con anterioridad, incluida la enzima no mutada. 

Partiendo del reporte de Zhang et al. (2003), para los cuatro casos se observaron 

potenciales interacciones con residuos sobre los cuales existen evidencias 

experimentales de su actividad catalítica, siendo estos: H145, D241, E295, D369 e 

H368. También es necesario destacar que estas predicciones son una 

aproximación a la realidad, por lo que como resultado el software brinda 

interacciones sobre las que no existen evidencias experimentales como las 

observadas con los residuos D102, R456 y T242. De manera particular, en el caso del 

mutante K174Q existe un válido reconocimiento del motivo de isomerización 

(325RLDRD329), proyectándose una interacción con el residuo R325. 
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Figura 17. Disposición de los residuos aminoacídicos en el sitio activo de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 y sus interacciones 
predichas con la molécula de D-glucosa (inhibidor competitivo de la sacarosa). A, interacción glucosa-enzima no mutada, semilla: 11, estado: 1, 

energía de interacción -6.3 kcal/mol. B, interacción glucosa-variante NX-5 PalI L202E, semilla: 1, estado: 1, energía de interacción -6.7 kcal/mol. C 
interacción glucosa-variante NX-5 PalI K174Q, semilla: 7, estado: 1, energía de interacción -6.5 kcal/mol. D interacción glucosa-variante NX-5 PalI 

K174Q/ L202E, semilla: 1, estado: 1, energía de interacción -6.7 kcal/mol. En color azul los residuos aminoacídicos con actividad catalítica reportada. 
En color rojo los residuos aminoacídicos sin reporte de actividad catalítica. 
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9.1.2. Potencial N-glicosilación de las variantes de la sacarosa isomerasa 

Empleando la herramienta Prosite (https://prosite.expasy.org/) (De Castro et al., 

2006), se identificaron tres sitios potenciales a ser N-glicosilados en las variantes 

de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 expresada en K. phaffii X33. El primero de 

estos sitios se encuentra en la posición 144NHT146, incluyendo al residuo catalítico 

H145, justo en el interior de la cavidad catalítica. Teniendo en cuenta que en la vía 

“retículo endoplasmático – aparato de Golgi”, los glicanos previamente 

ensamblados son agregados a la cadena polipeptídica en crecimiento (Colley et 

al., 2015), se esperaría que la glicosilación del residuo N144 conduzca a la 

obtención de una glicoforma con una estructura terciaria carente de funcionalidad. 

Sin embargo, como la expresión recombinante de la sacarosa isomerasa PalI NX-

5 ocurre mediada por el péptido señal  factor de Saccharomyces cerevisiae, la 

translocación hacia el retículo endoplásmico es postraduccional (Barrero et al., 

2018), por lo que la proteína se plegaría en el citosol y el residuo N144 no estaría 

disponible para ser glicosilado. 

Como se muestra en la Figura 18, los dos restantes sitios potenciales para N – 

glicosilación (530NNS532 y 573NNS575) se encuentran ubicados en la superficie del 

dominio C terminal de la molécula. Fortuitamente, la posición de estas secuencias 

consenso para N-glicosilación son muy próximas a puntos calientes de alto valor 

B (Ver sección “7.1.1”) o se encuentran en una región de este tipo. De manera 

específica, el sitio potencial 530NNS532 se encuentra ubicado a 10 residuos del 

punto caliente 541GAE543, mientras el sitio 573NNS575 se encuentra en el interior del 

segmento de alto factor B que va desde el residuo E553 hasta el residuo R587. 

Reportes como los de Colley et al. (2015), Katla et al. (2019), Benoit et al. (2006) 

y (Zou et al., 2013) coinciden en que la presencia de glicosilación en una proteína 

constituye, en sentido general, un aporte a la estabilidad de la molécula, ya sea 

térmica, frente al pH, presencia de proteasas o estrés fisiológico. De manera 

específica, Benoit et al. (2006) aisló una feruloil esterasa A de Aspergillus niger 

https://prosite.expasy.org/
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(naturalmente glicosilada), la cual es más termoestable que su contraparte no 

glicosilada expresada en E. coli. Por su parte, Zou et al. (2013) observó que la 

estabilidad estructural y funcional de la β-glucuronidasa de Penicillium 

purpurogenum mejoró después de su expresión glicosilada en K. phaffii GS115 en 

comparación con su contraparte nativa.  

 

Figura 18. Sitios potenciales a ser N-glicosilados en las variantes de la sacarosa isomerasa PalI 
NX-5 expresada en K. phaffii X33. A, secuencia consenso 530NNS532. B, secuencia consenso 
573NNS575. 

La estabilidad de gran cantidad de proteínas es potenciada por la presencia de 

glicosilación (Solá et al., 2009), sin embargo, tal y como se evidencia en los 

trabajos de Han et al. (2020) y Hu et al. (2019) el efecto de esta modificación 

postraduccional es muy complejo y no siempre es predecible, ni beneficioso. Por 

ejemplo, Han et al. (2020) en su esfuerzo por mejorar la estabilidad térmica de la 

endoglucanasa CTendo45 (familia GH45) de Chaetomium thermophilum, eliminó 

el sitio de N-glicosilación existente en la CTendo45 e introdujo otros adicionales 

mediante mutagénesis dirigida al sitio. Así, luego de llevar a cabo la mutación 

T90A, que elimina el único sitio para N-glicosilación, Han et al. (2020) observó una 

mejora (hasta en 1.85 veces) en la actividad catalítica a temperatura superiores a 
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60 °C. La explicación a este evento recayó en el incremento de la flexibilidad de la 

cavidad donde ocurre el acoplamiento del sustrato, lo que condujo a una mejora 

funcional de los residuos catalíticos. Resulta interesante que contraria a la lógica 

que se ha venido trazando en esta investigación, el incremento en los grados de 

libertad del motivo β (Barril β, columna vertebral de la molécula) reportado por 

Han et al. (2020), no condujo a la pérdida de estabilidad térmica, sino por el 

contrario, esta fue potenciada. Este comportamiento pone en evidencia que no 

existe un procedimiento universal para la termoestabilización de las proteínas, y 

que el análisis a priori de una acción acometida en una molécula es difícil e 

impreciso si no se cuentan con todos los elementos estructurales que coadyuvan 

a la estabilidad térmica; entre los que se encuentran las redes de interacciones de 

hidrógeno, puentes salinos y la polaridad superficial, que se ven afectados por la 

presencia de glicanos adosados a la proteína (Huang et al., 2012; Sriprapundh et 

al., 2000; Wang et al., 2018).  

Adicionalmente, el trabajo de Han et al. (2020) confirma que, independientemente 

de que los mecanismos termodinámicos que conducen a la estabilización térmica 

aún no se han dilucidado por completo (Patel et al., 2019), el éxito para lograr 

esta acción radica en seguir una estrategia holística, donde el objetivo per se no 

sea realizar una modificación, sino que la ejecución de esta complemente a otras 

interacciones estabilizantes. Se ha demostrado que la estabilización causada por 

la glicosilación, está estrechamente asociada con la entropía y con las posiciones 

de los sitios de glicosilación en la proteína (Helenius et al., 2004; Shental-Bechor 

et al., 2008). Los glicanos unidos a regiones flexibles, en general, confinarían el 

espacio conformacional y estimularían la reducción de la entropía de la proteína, 

mejorando así la estabilidad conformacional a altas temperaturas (Adney et al., 

2009; Dotsenko et al., 2016). Teniendo en cuenta este contexto es posible 

hipotetizar que, dado que los residuos N530 y N573 se encuentran en segmentos de 

bucle, en teoría carentes de una estructura secundaria rígida (con alto factor B), la 

adición de glicanos a esas posiciones tendrá un efecto positivo en la estabilidad 
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comparado con el que esperaríamos para la variante silvestre de Erwinia 

rhapontici NX-5 (no glicosilada), e incluso complementar las sustituciones 

realizadas en las posiciones K174Q y L202E. 

9.1.3. Mutagénesis dirigida al sitio y vectores de expresión 

Se partió de las secuencias de aminoácidos de las cuatro variantes de sacarosa 

isomerasa PalI NX-5 (No mutada, L202E, K174Q y L202E/K174Q) previamente 

analizadas. Utilizando el software Sequence Manipulation Suite (Stothard, 2000) 

se realizó la traducción inversa de cada una de dichas secuencias, para lo cual se 

empleó los codones de uso de K. phaffii. Posteriormente se realizaron mutaciones 

puntuales silenciosas para eliminar sitios de restricción no deseados en las 

secuencias, las cuales fueron flanqueadas por sitios de restricción a EcoRI y SalI 

en sus extremos 5’ y 3’ respectivamente. Tal como se muestra en la Figura 19 las 

secuencias fueron insertadas en el vector de integración genómica pPICZα A 

(INVITROGEN®) obteniéndose así las construcciones pSINX5n, pSINX5 L202E, 

pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E. Para cada una de las construcciones 

genéticas diseñadas (Figura 19), la regulación de la expresión de las variantes de 

la sacarosa isomerasa PalI NX-5 está bajo el control del promotor AOX1 (Alcohol 

oxidasa 1). Las variantes del gen palI estarán flanqueadas por la secuencia del 

factor de excreción  factor en el extremo 5’ y por una cola de seis His en el 

extremo 3’. El péptido líder  factor proveniente de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae, permite la exportación de proteínas a la vía secretora de la levadura; 

mientras la cola de His facilitaría la purificación de la proteína mediante columnas 

cromatográficas cargadas con Ni2+. Además, las construcciones cuentan con un 

gen marcador de selección que le confiere resistencia a la zeocina. Cada variante 

del gen palI tiene un tamaño 1800 pb codificando para variantes de la PalI NX-5 

(600 aa) de un peso molecular calculado de 69.90 kDa (Protein Calculator v3.4, 

http://protcalc.sourceforge.net/). 

http://protcalc.sourceforge.net/


 

FACULTAD DE CIENCIAS QUÍMICA           RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

73 

 

 
Figura 19. Construcciones genéticas pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E. El marco abierto de lectura del gen palI 
NX5 y sus variantes (palI NX5 L202E, palI NX5 K174Q y palI NX5 K174Q/L202E) se clonaron en el vector pPICZα A (Invitrogen), flanqueado por 
la señal de secreción del factor α y la etiqueta 6xHis, en el extremo 5' y 3', respectivamente. Se muestran señaladas con una línea azul y roja las 
posiciones de las sustituciones K174Q y L202E en las variantes del gen palI NX-5, respetivamente. La expresión del gen palI NX5 y sus variantes 
está controlada por el AOX1, promotor alcohol oxidasa 1 de K. phaffii. El gen BleoR que confiere resistencia a la zeocina, se incluyó como gen 
marcador de selección. 
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9.2. Caracterización de las construcciones genéticas: pSINX5n, pSINX5 L202E, 

pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E 

Las construcciones genéticas: pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 K174Q y pSINX5 

K174Q-L202E fueron propagadas en E. coli DH5α. Luego de la extracción de ADN 

plasmídico, las construcciones fueron caracterizadas mediante digestión con 

enzimas de restricción. Se realizaron cortes con las enzimas EcoRI/SalI para 

liberar las variantes del gen palI NX-5 y con la enzima SacI para caracterizar el 

sitio de recombinación homóloga en K. phaffii, el cual se encuentra dentro del 

promotor AOX1. Luego del corte con las enzimas EcoRI/SalI, se obtuvieron dos 

fragmentos de aproximadamente 3500 y 1800 pb. Por otro lado, luego del corte 

con la enzima SacI se obtuvo un fragmento linearizado de aproximadamente 5300 

pb (Figura 20). En todos los casos los tamaños de los fragmentos resultaron ser 

similar a los teóricos, evidenciando que el ADN plasmídico con que se contó, 

potencialmente pertenece a las construcciones: pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 

K174Q y pSINX5 K174Q-L202E. 

 

Figura 20. Caracterización de las construcciones genéticas: pSINX5n, pSINX5 L202E, pSINX5 
K174Q y pSINX5 K174Q-L202E. Carriles 1) MPM 1kb ADN Ladder, 2) pSINX5n linearizado con 
SacI, 3) pSINX5n cortado con EcoRI/SalI, 4) pSINX5n sin cortar, 5) pSINX5 K174Q linearizado con 
SacI, 6) pSINX5 K174Q cortado con EcoRI/SalI, 7) pSINX5 K174Q sin cortar, 8) pSINX5 L202E 
linearizado con SacI, 9) pSINX5 L202E cortado con EcoRI/SalI, 10) pSINX5 L202E sin cortar, 11) 
pSINX5 K174Q-L202E linearizado con SacI, 12) pSINX5 K174Q-L202E cortado con EcoRI/SalI, 
13) pSINX5 K174Q-L202E sin cortar, 14) MPM 1kb ADN Ladder. 
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9.3. Transformación genética de Komagataella phaffii X33 

Después de la transformación de K. phaffii X33 con las construcciones: pSINX5n, 

pSINX5 L202E, pSINX5 K174Q y pSINX5 K174Q-L202E, se observó crecimiento 

de colonias potencialmente transformadas a partir de las 72 h de incubación. Un 

total de 16 colonias fueron aisladas, cuatro para cada evento de transformación. 

La inserción de genes en un único locus de una célula ocurre de manera 

espontánea con una frecuencia baja pero detectable. Entre el 1% y el 10% de 

todas las colonias muestran la integración exitosa del gen de interés en el genoma 

de K. phaffii (Cregg et al., 1998).  

Para confirmar la efectiva transformación de K. phaffii X33, así como la integración 

genómica de las variantes del gen palI, se realizó un análisis de PCR. Luego de la 

extracción de ADN genómico se amplificó una región que parte del promotor 

AOX1 hasta el terminador AOX1, incluyendo el gen palI. Se obtuvieron productos 

de amplificación de 2200 pb aproximadamente, muy próximos al tamaño esperado 

de 2561 pb (Figura 21). Este resultado confirmó que las clonas aisladas contienen 

las variantes del gen palI en el locus AOX del genoma de K. phaffii X33. Se 

identificaron 8 clonas positivas, las que se designaron como C1-pSINX5n-Pp, C2-

pSINX5n-Pp, C1-pSINX5K174Q-Pp, C2-pSINX5K174Q-Pp, C1-pSINX5L202E-Pp, 

C2-pSINX5L202E-Pp, C1-pSINX5K174Q/L202E-Pp y C2-pSINX5K174Q/L202E-

Pp (C1/2 corresponde al número de clona aislada; pSINX5n corresponde al 

plásmido que contiene la clona y Pp se refiere al organismo que la expresa, la 

levadura Komagataella phaffii X33). 
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Figura 21. Amplificación de las variantes del gen palI NX-5 en la levadura K. phaffii X33. Carril 1) 
MPM 1kb ADN Ladder; carril 2) amplificación del pSINX5n linearizado con SacI (control positivo); 
carriles 3) Clona 1 de K. phaffii pSINX5n; carril 4) Clona 2 de K. phaffii pSINX5n; carril 5) Clona 1 
de K. phaffii pSINX5 K174Q; carril 6) Clona 2 de K. phaffii pSINX5 K174Q; carril 7) Clona 1 de K. 
phaffii pSINX5 L202E; carril 8) Clona 2 de K. phaffii pSINX5 L202E; carril 9) Clona 1 de P. phaffii 
pSINX5 K174Q -L202E; carril 10) Clona 2 de K. phaffii pSINX5 K174Q -L202E; carril 11) K. phaffii 
sin transformar; carril 12) control negativo. Se obtuvo un productor de amplificación de 
aproximadamente 2200 pb, muy próximo con el peso molecular esperado para las variantes del 
gen palI NX-5, integrado en el genoma de K. phaffii. 

9.4. Análisis de la expresión de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI 

NX-5 

Colonias provenientes de las clonas C1-pSINX5n-Pp, C1-pSINX5K174Q-Pp, C1-

pSINX5L202E-Pp y C2-pSINX5K174Q/L202E-Pp, se cultivaron en medio de 

inducción de proteínas. Después de 96 h de inducción con metanol (5% v/v), la 

proteína total extracelular se recuperó de los sobrenadantes de la fermentación y 

se purificó utilizando una resina comercial cargada con Níquel de alta afinidad 

(GenScript®). En cuanto al rendimiento, una vez finalizadas las etapas de cultivo y 

purificación, se recuperaron 24.80 ± 1.75 mg de las enzimas purificadas por 100 

mL de cultivo. Luego del análisis en SDS-PAGE (12%) de las proteínas 

purificadas, se observaron bandas a aproximadamente 70 kDa (Figura 22A, 

carriles 3, 4, 5 y 6), próximas al peso molecular predicho por Protein Calculator 

v3.4. Al comparar el perfil de migración de la proteína purificada expresada por los 

transformantes y K. phaffii X33 no transformada, resulta potencial el hecho de que 

las bandas anteriormente reportadas pertenecen a las variantes de la sacarosa 

isomerasa PalI NX-5. También resulta interesante el hecho de que en los 
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purificados de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 (Figura 22A, carriles 3, 4, 5 y 6) se 

observaron al menos dos bandas. Con base a lo analizado en la sección “9.1.2”, 

una hipótesis a este comportamiento se encuentra en la capacidad de K. phaffii de 

glicosilar proteínas secretadas. Así, las bandas observadas para cada uno de los 

purificados de las variantes de la PalI NX-5 podrían corresponder a diferentes 

niveles de glicosilación alcanzados durante los cultivos celulares. 

Para comprobar cualitativamente la presencia de glicoproteínas en los purificados 

de las clonas C1-pSINX5n-Pp, C1-pSINX5K174Q-Pp, C1-pSINX5L202E-Pp y C2-

pSINX5K174Q/L202E-Pp, se usó el Kit de Detección de Glicoproteínas (Sigma-

Aldrich®). En la Figura 22B se pueden observar teñidas en color púrpura las 

bandas de proteínas que poseen glicanos adosados a su superficie. Al comparar 

los perfiles de migración de los purificados (Carriles 3, 4, 5 y 6) mostrados en las 

Figuras 22A y 22B se comprueba que las bandas observadas corresponden a 

glicoproteínas. Así, se estarían obteniendo al menos dos glicoformas principales 

de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, siendo este el primer reporte 

de expresión y caracterización de sacarosa isomerasas glicosiladas. En el carril 7 

de la Figura 22B se observa un barrido de glicoproteínas, aun cuando en la Figura 

22A no son identificables bandas al mismo peso molecular. Este comportamiento 

probablemente esté dado por la alta sensibilidad de la tinción de glicanos. 

Además, aunque K. phaffii X33 no transformada no excreta proteínas al caldo, 

como resultado de la muerte celular es posible que el sobrenadante presente 

debris, en el cual estarán presentes glicoproteínas de membrana  
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Figura 22. Identificación de las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX5 producida en K. phaffii X33 mediante SDS-PAGE. A). Tinción de 
proteínas purificadas en azul de Coomassie, carril 1: marcador de peso molecular PageRuler™ Plus (ThermoFisher), carril 2: lacasa comercial de 
Trametes versicolor (Sigma-Aldrich) (control positivo de glicosilación),carril 3: variante no mutada de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, carril 4: 
sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q, carril 5: sacarosa isomerasa PalI NX-5 L202E, carril 6: sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q/L202E, carril 
7: diálisis de proteínas totales excretadas por K. phaffii X33 no transformada (control negativo), carril 8: liticasa de Arthrobacter luteus (Sigma-
Aldrich) (control negativo de glicosilación). B). Tinción de glicoproteínas en purificados, carril 1: marcador de peso molecular PageRuler™ Plus 
(ThermoFisher), carril 2: lacasa comercial de Trametes versicolor (Sigma-Aldrich) (control positivo de glicosilación),carril 3: variante no mutada de 
la sacarosa isomerasa PalI NX-5, carril 4: sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q, carril 5: sacarosa isomerasa PalI NX-5 L202E, carril 6: sacarosa 
isomerasa PalI NX-5 K174Q/L202E, carril 7: diálisis de proteínas totales excretadas por K. phaffii X33 no transformada (control negativo), carril 8: 
liticasa de Arthrobacter luteus (Sigma-Aldrich) (control negativo de glicosilación). 
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9.5. Cuantificación de azúcares en las mezclas de reacción mediante HPLC 

Las condiciones de ensayo descritas en la sección “8.16”, se establecieron 

partiendo del uso de estándares de sacarosa, glucosa, isomaltulosa y trehalulosa 

a concentraciones de 8 g·L-1 (8000 ppm), así como del análisis de la influencia 

de las variables: flujo, temperatura y composición de la fase móvil, sobre los 

tiempos de retención de los carbohidratos y la resolución observada en los 

cromatogramas resultantes de cada corrida. En la Figura 23 se muestran de 

forma conjunta los cromatogramas de los estándares, observándose que bajo las 

condiciones descritas en la sección “8.16” los cromatogramas de mezcla de 

reacción quedarían resueltos. Atendiendo a la relación polaridad de la fase 

estacionaria – polaridad de la fase móvil, así como a la polaridad de las 

moléculas analizadas (Crha et al., 2020; Markosyan et al., 2007) y a los tiempos 

de retención mostrados en sus cromatogramas individuales, los picos 

observados en la Figura 23 corresponden a: pico de inyección (t: 8.87 min, su 

presencia se debe a un cambio en la composición de la fase móvil), glucosa (t: 

20.23 min), sacarosa (t: 24.46 min), isomaltulosa (t: 26.31 min) y trehalulosa (t: 

29.30 min). 

Una vez identificados los tiempos de retención de los estándares, se construyeron 

curvas que permitieron relacionar las áreas de los picos con concentraciones 

conocidas del analito en cuestión. En la Figura 24 se muestran dichas curvas, así 

como los modelos de regresión lineal que describen la correlación entre los 

parámetros analizados. Estos modelos fueron utilizados para determinar la 

concentración de los analitos en las mezclas de reacción. En la Figura 25 se 

muestran los cromatogramas de mezclas producto de la réplica “uno” de las 

reacciones enzimáticas incubadas a 35 oC, mientras en la Figura 26 se muestra el 

cromatograma de la réplica uno del control negativo.  
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Al comparar los cromatogramas mostrados en las Figuras 23, 25 y 26 se pueden 

destacar los siguientes elementos: 

1. Se observaron cambios en los tiempos de retención de la sacarosa y la 

isomaltulosa de los cromatogramas de mezclas producto de reacción respecto 

al presentado por los estándares. Esto se puede atribuir a que los estándares 

fueron disueltos en agua tridestilada con pH de 7 y conductividad de 0.9 µS, 

mientras las muestras fueron disueltas en tampón de ácido cítrico/fosfato de 

sodio 50 mM (pH 6.0). 

2. A diferencia del cromatograma del control negativo (Figura 26) donde solo se 

observa un pico de interés, en los cromatogramas de mezclas producto de 

reacción (Figura 25) es claramente visible la presencia de dos picos de interés, 

el primero de ellos correspondiente a la sacarosa no consumida durante las 

reacciones enzimáticas, mientras el segundo asociado a la isomaltulosa 

producida en este proceso. De esta manera, bajo las condiciones de reacción 

descritas en las secciones “8.12” y “8.13”, se observó actividad enzimática en 

cada una de las variantes de la PalI NX-5 analizadas en esta investigación. Las 

enzimas son macromoléculas complejas y en muchos casos pequeños cambios 

en la estructura primaria o el procesamiento postraduccional pueden conllevar a 

la pérdida de la conformación activa, tal como demuestran los reportes 

experimentales de Guo et al. (2021), Masakari et al. (2020) y Yin et al. (2019). 

De esta manera, es significativo el hecho de que cualitativamente se observe 

actividad enzimática luego de las mutaciones realizadas a la PalI NX-5 (K174Q, 

L202E, K174Q/L202E) y que estas, a diferencia de su contraparte silvestre, se 

encuentren glicosiladas. 
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Figura 23. Cromatogramas combinados de los estándares de glucosa, sacarosa, isomaltulosa y trehalulosa. 
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Figura 24. Curvas de concentraciones conocidas de estándares contra las áreas de los picos. A, curva de sacarosa. B, curva de isomaltulosa. 
C, curva de trehalulosa. D, curva de glucosa. 
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Figura 25. Cromatogramas de mezclas producto de reacción. Las reacciones fueron incubadas por 15 min a 35 oC y detenidas hirviendo la 
mezcla en un baño de agua a 100 oC durante 5 min. A, cromatograma de la mezcla producto de reacción cuando se empleó la variante no 
mutada de la sacarosa isomerasa PalI NX-5. B, cromatograma de la mezcla producto de reacción cuando se empleó el mutante K174Q de la 
sacarosa isomerasa PalI NX-5. C, cromatograma de la mezcla producto de reacción cuando se empleó el mutante L202E de la sacarosa 
isomerasa PalI NX-5. D, cromatograma de la mezcla producto de reacción cuando se empleó el mutante K174Q/L202E de la sacarosa 
isomerasa PalI NX-5. En todos los casos las mezclas producto de reacción fueron diluidas 10 veces, mientras el volumen inyectado a la columna 
fue de 5 µL.  
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Figura 26. Cromatograma de la réplica uno del control negativo (sacarosa 292 mM) disuelto en 
tampón de ácido cítrico/fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0). La solución fue inicialmente incubada por 
15 min a 35 oC y luego en un baño de agua a 100 oC durante 5 min. Para el análisis de la muestra 
en HPLC, esta fue inicialmente diluida 10 veces, mientras el volumen inyectado a la columna fue 
de 5 µL. 

9.6. Influencia de la temperatura sobre la actividad y estabilidad de las 

variantes de la sacarosa isomerasa recombinante PalI NX-5 

La influencia de la temperatura sobre la actividad isomerasa de las variantes de la 

PalI NX-5 se estudió en el intervalo de 15 a 68 °C (Figura 27). La variante no 

mutada de la PalI NX-5 mostró su actividad máxima a 30 °C, coincidiendo con sus 

contrapartes: silvestre (de Erwinia rhapontici NX-5) (Ren et al., 2011) y 

recombinante (de E. coli BL21(DE3)) (Li et al., 2011). Así, la expresión glicosilada 

de la variante no mutada, al parecer, no tuvo influencia sobre la temperatura 

óptima observada. En este sentido, Hua et al. (2014), Han et al. (2014) y Petrescu 

et al. (2004) han documentado que la N-glicosilación de enzimas recombinantes 

expresadas en levaduras, puede no presentar efectos significativos sobre la 

actividad. Asimismo, Han et al. (2014) plantea que algunos sitios de N-glicosilación 

no son esenciales para el plegamiento o no pueden afectar la actividad enzimática 

debido a su distancia del sitio activo de la enzima recombinante; de esta manera, 

la presencia (o ausencia) de los glicanos tiene un efecto mínimo sobre la actividad 

enzimática. 
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Los mutantes K174Q, L202E y K174Q/L202E mostraron un incremento en la 

temperatura óptima de 5 °C (Temperatura óptima: 35 °C). Además, su actividad a 

40 °C fue del 96% del óptimo observado, mientras la de la variante no mutada era 

solo del 87% de su óptimo. De esta manera, el efecto simple de las mutaciones 

realizadas sobre la isoforma PalI NX-5, o su combinación con la glicosilación de la 

molécula, resultó en la mejora de este parámetro indicador de la termoestabilidad. 

El perfeccionamiento logrado en el perfil de actividad frente a la temperatura 

(Figura 27) no solo es importante en el contexto de la isoforma PalI NX-5, ya que 

la mayoría de las sacarosa isomerasas presentan una temperatura óptima de 

entre 30 y 35 °C (Mu et al., 2014; Zhan et al., 2020; Zhang et al., 2019b; Zhang et 

al., 2018).  

  

Figura 27. Influencia de la temperatura sobre la actividad de las variantes no mutada y mutantes 
de la sacarosa isomerasa recombinante PalI NX-5 expresada en K. phaffii X33. 
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La termoestabilidad de las variantes de la PalI NX-5 se evaluó incubando las 

enzimas en tampón de ácido cítrico/fosfato de sodio 50 mM (pH 6.0), a una 

temperatura de 40 °C. Luego se ensayaron sus actividades residuales a diferentes 

tiempos de incubación. Como se muestra en la Figura 28, las termoestabilidades 

de los mutantes fueron superiores a la mostrada por la enzima no mutada, siendo 

la variante K174Q/L202E la que mostró el mejor desempeño. A 40 °C y pH 6,0, la 

vida media de la variante no mutada fue de 10.1 min. Mientras que las vidas 

medias de las variantes K174Q, L202E y K174Q/L202E fueron 22.3 min, 17.5 min 

y 29.2 min, respectivamente, que son 2.21, 1.73 y 2.89 veces mayores que las de 

la variante no mutada. Tanto el incremento observado en la temperatura óptima de 

los mutantes (Figura 27) y tiempos de vida medio (Figura 28), confirman que la 

estrategia integradora trazada en esta investigación, para lograr la 

termoestabilización de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, fue exitosa.  

 

Figura 28. Progresión de la actividad isomerasa residual de las variantes de la PalI NX-5 
incubadas a 40 oC.  
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Dos factores centrales que influyen en la estabilidad térmica de una proteína son 

el aumento de los enlaces de hidrógeno (Gong et al., 2019; Masakari et al., 2020; 

You et al., 2019) y los puentes salinos (Wang et al., 2020b). Por ello, previamente 

se analizó la posible aparición de estas interacciones y observamos que asociado 

a las sustituciones K174Q y L202E había un refuerzo de la red de enlaces. 

Probablemente, la optimización de la red de enlaces y su combinación con la 

rigidez proporcionada por la N-glicosilación sean las claves de la mejora 

conseguida en la termoestabilidad de la sacarosa isomerasa PalI NX-5. Además, 

con la sustitución L202E, se eliminó un residuo apolar, reemplazándolo con uno 

polar/cargado. Precisamente, tal como plantea Khan et al. (2019), los residuos 

cargados tienen mayor abundancia en las proteínas termófilas que en las 

mesófilas. 

9.7. Influencia del pH sobre la actividad de las variantes de la sacarosa 

isomerasa recombinante PalI NX-5 

El estudio de la influencia del pH sobre la actividad de las variantes de la sacarosa 

isomerasa recombinante PalI NX-5 fue realizado para pH entre 4 y 9 (Figura 29). 

La variante no mutada de la PalI NX-5 mostró su actividad máxima a pH 6.0, 

coincidiendo con su contraparte silvestre expresada en Erwinia rhapontici NX-5 

(Ren et al., 2011). En general, los perfiles de actividad frente al pH de ambas 

variantes resultaron ser muy similares. Estos resultados indican que la 

glicosilación de la molécula no afectó significativamente el perfil de actividad frente 

al pH, cosa que también observó Han et al. (2020) durante la mejora de la 

estabilidad térmica de la endoglucanasa CTendo45 de Chaetomium thermophilum. 

Tanto los mutantes como la variante no mutada mostraron el valor óptimo de pH a 

6.0. Además, las sustituciones realizadas no afectaron sustancialmente el perfil de 

actividad frente al pH, el cual es muy similar entre las variantes analizadas. Un 

comportamiento análogo fue observado por Duan et al. (2016) durante la 

termoestabilización de la sacarosa isomerasa PalI AS9. De igual manera, Wang et 

al. (2020b) no observó cambios en el perfil de actividad enzimática frente al pH, 
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luego de realizar las sustituciones S142A, D217V, Q239F y S250Y, en la lipasa r27RCL 

de Rhizopus chinensis. Sin embargo, Wang et al. (2020b) si encontró diferencias 

al analizar la estabilidad de la variante de la lipasa r27RCL ante el pH. También 

Khan et al. (2019), durante la termoestabilización de la lipasa mesofílica de 

Bacillus subtilis, reportó cambios en el perfil de actividad enzimática frente al pH.  

 

Figura 29. Influencia del pH sobre la actividad de las variantes de la sacarosa isomerasa 
recombinante PalI NX-5.  
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base, como las sacarosa isomerasas (Mu et al., 2014), se requiere que los 

residuos del centro activo estén en un estado de protonación catalíticamente 

adecuado. Así, una posible explicación al comportamiento observado en la Figura 

29, es el hecho de que las sustituciones realizadas (K174Q y L202E) se encuentran 

alejadas de los residuos catalíticos (Glu277, donante de protones y Asp223, 

nucleófilo), sin afectar su estado de protonación. 

En la Figura 29 se observa que solo a pH superiores a 8 o inferiores a 5 ocurren 

pérdidas considerables de actividad. Este comportamiento, aunado a la mejora 

observada en la termoestabilidad, otorga a los mutantes de la PalI NX-5 una gran 

flexibilidad en lo que a aplicaciones industriales se refiere. Sea el caso en el 

contexto de un ingenio azucarero, donde las fluctuaciones operacionales 

demandan biocatalizadores flexibles, o en la mitigación del riesgo de 

contaminación microbiana a partir del ajuste del pH de operación de un reactor 

enzimático. 

9.8. Evaluación de los parámetros cinéticos de las variantes de la sacarosa 

isomerasa recombinante PalI NX-5 

Los parámetros cinéticos de las variantes de la sacarosa isomerasa recombinante 

PalI NX-5 se midieron a 30 °C. Como se muestra en la Tabla VII, en comparación 

con el PalI NX-5 no mutada, los valores de Km de los mutantes K174Q, L202E y 

K174Q/L202E disminuyeron en un 5.2%, 7.9% y 9.4%, respectivamente. Esto 

implica que, respecto a la variante no mutada, los mutantes presentan un aumento 

en la afinidad por el sustrato. Las variantes de PalI NX-5 analizadas en esta 

investigación mostraron valores de Km en el mismo orden de magnitud que sus 

contrapartes: de tipo silvestre (Ren et al., 2011) y recombinante (Li et al., 2011). 

Además, con respecto al informe de Ren et al. (2011), la variante no mutada y los 

mutantes K174Q, L202E y K174Q/L202E aumentaron su actividad específica en 

un 14.4%, 25.3%, 20.3% y 20.4%, respectivamente. Finalmente, los mutantes 

mostraron constantes catalíticas (kcat) y eficiencias catalíticas (kcat/Km) mejoradas. 

Así, la eficiencia catalítica de los mutantes aumentó hasta en un 16%. 
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Tabla VII. Evaluación y comparación de los parámetros cinéticos de las variantes de la PalI NX-5 
con otras isoformas de sacarosa isomerasa. 

Variante/Isoforma 
Actividad 

específica (U/mg) 
Km (mM) kcat (s- 1) 

kcat /Km 
(s-1·mM-1) 

Referencias 

No mutada PalI 
NX-5  

483.8 ± 6.9 255.1 ± 9.6 564.5 ± 1.0 2.21 ± 0.13 

Esta investigación 
PalI NX-5 K174Q 529.9 ± 8.4 241.9 ± 6.8 618.2 ± 0.9 2.55 ± 0.15 

PalI NX-5 L202E 509.1 ± 9.9 234.9 ± 5.1 594.0 ± 0.8 2.52 ± 0.08 

PalI NX-5 
K174Q/L202E 

509.3 ± 8.7 231.2 ± 7.8 594.3 ± 1.1 2.57 ± 0.21 

Silvestre PalI NX-5 423 222 NR NR (Ren et al., 2011) 

Recombinante PalI 
NX-5 

NR 257 NR NR (Li et al., 2011) 

Recombinante 
CBS 574.77 

NR 32.4 42152.4* 1301 (Lee et al., 2008) 

Recombinante 
UQ68J 

562 40 71.6* 1.79 (Wu et al., 2005) 

Recombinante 
UQ14S 

351 76 47.0* 0.62 (Wu et al., 2005) 

Recombinante 
LX3 

328 54.6 14.7* 0.27 (Zhang et al., 2002) 

Recombinante 
AS9 

957.5 30.1 992.8 33 (Duan et al., 2016) 

Recombinante 
Ejp617 

118.87 69.28 NR NR (Zhang et al., 2021a) 

*Calculado a partir de los datos proporcionados por los manuscritos y la relación kcat/Km. 

NR: No reportado. 

Como se puede observar en la Tabla VII, los mutantes diseñados presentan una 

catálisis optimizada con respecto tanto a la variante no mutada de la PalI NX-5 

como a la de tipo silvestre expresada en E. rhapontici NX-5. Estos resultados 

demuestran que el enfoque integrador seguido, puede mejorar la termoestabilidad 

sin sacrificar la actividad catalítica. Reportes como los de Ren et al. (2020), Duan 

et al. (2016), Pang et al. (2020), Teng et al. (2019) y Ban et al. (2020) han 

expuesto que la actividad enzimática puede mejorar cuando se perfecciona la 

termoestabilidad. Teniendo en cuenta esto, trabajos como el de Liu et al. (2021) 

han centrado su atención en el incremento de la actividad enzimática usando 

estrategias de optimización de la estabilidad térmica. De forma particular, Duan et 

al. (2016) justificó el incremento de la actividad planteando que las sustituciones 

realizadas (E175N y K576D) fueron lejos del centro catalítico y de la región de 

isomerización. Así, las mutaciones pudieron haber causado que estas regiones 

fueran más compactas, produciendo un efecto positivo en los parámetros 
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cinéticos. Hipótesis que sería aplicable en esta investigación, ya que tanto las 

sustituciones realizadas en la PalI NX-5 (K174Q y L202E) como los sitios potenciales 

para N – glicosilación (530NNS532 y 573NNS575), se encuentran en la periferia de la 

molécula, alejados del sitio activo. 

Como se muestra en la Tabla VIII, las isoformas de sacarosa isomerasas 

comparten homologías de secuencia y proximidades evolutivas considerablemente 

altas. Por ejemplo, las variantes de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, analizadas 

en esta investigación, comparten entre 99.83 y 99.67% de identidad en sus 

secuencias de aminoácidos. Asimismo, la isoforma PalI NX-5 comparte un 

porcentaje de identidad de 71.33, 81.30 y 84.56% con las isoformas de Pantoea 

dispersa UQ68J (Wu et al., 2005), Serratia plymuthica AS9 (Huntemann et al., 

2011) y Protaminobacter rubrum CBS 574,77 (Lee et al., 2008), respectivamente. 

A pesar de las altas homologías que se muestran en la Tabla VIII y la naturaleza 

altamente conservada de las regiones catalíticamente importantes en la estructura 

de la molécula (Duan et al., 2016; Jung et al., 2017; Wu et al., 2005), existen 

diferencias significativas entre los parámetros cinéticos que exhiben las isoformas 

de sacarosa isomerasas (Tabla VII). De esta forma, el número de residuos que 

varían entre sacarosa isomerasas tiene una influencia significativa en su 

comportamiento cinético, como lo confirma esta investigación. La simple 

sustitución de un residuo puede alterar los parámetros cinéticos del biocatalizador. 

Esta variación puede ser más o menos significativa según el número de residuos 

sustitutos, la naturaleza de los residuos sustitutos y la posición que ocupan estos 

residuos. Por ejemplo, aun cuando la isoforma PalI NX-5 K174Q/L202E comparte 

una identidad del 84.20% (92% de cobertura) con la isoforma recombinante CBS 

574.77 (Lee et al., 2008), la eficiencia catalítica de esta última es 506 veces 

mayor. Más extrema es la comparación entre las isoformas recombinantes AS9 

(Duan et al., 2016) y CBS 574.77 (Lee et al., 2008); aun cuando comparten una 

identidad del 99.82% (Cobertura 93%), la eficiencia catalítica de este último es 40 

veces mayor. 
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Las diferencias cinéticas entre las sacarosa isomerasas hacen que algunas 

isoformas sean más adecuadas para aplicaciones industriales. Así, más allá del 

aumento observado en la temperatura óptima y vida media de los mutantes 

K174Q, L202E y K174Q/L202E; también se mejoraron los parámetros cinéticos de 

estas variantes. Lo que, en conjunto, hace que estos mutantes sean más 

atractivos para el desarrollo de aplicaciones industriales en comparación con sus 

contrapartes: no mutada, de tipo silvestre (Ren et al., 2011) y recombinante (Li et 

al., 2011). Sin embargo, desde el punto de vista cinético, las variantes PalI NX-5 

son inferiores a las isoformas recombinantes AS9 (Duan et al., 2016) y CBS 

574.77 (Lee et al., 2008) (Tabla VII). Por ejemplo, los valores de Km de las 

isoformas recombinantes AS9 (Duan et al., 2016) y CBS 574.77 (Lee et al., 2008) 

son aproximadamente 7 veces menores que el valor de Km del mutante 

K174Q/L202E. Km compara las tasas de unión y disociación sustrato-enzima. Por 

lo tanto, valores más pequeños de Km sugieren una mayor afinidad enzima-

sustrato (Bommarius et al., 2013). Asimismo, las eficiencias catalíticas de las 

isoformas recombinantes AS9 (Duan et al., 2016) y CBS 574.77 (Lee et al., 2008) 

son entre 13 y 500 veces superiores a las mostradas por el mutante 

K174Q/L202E. Las eficiencias catalíticas más altas sugieren que la enzima es más 

eficiente para convertir un sustrato en producto (Chapman et al., 2018). Por otro 

lado, los valores de Km de las isoformas recombinantes UQ68J (Wu et al., 2005), 

LX3 (Zhang et al., 2002) y UQ14S (Wu et al., 2005) son entre 3 y 6 veces 

inferiores al mostrado por el mutante K174Q/L202E. Sin embargo, las eficiencias 

catalíticas de estas isoformas son entre 1.4 y 9.5 veces inferiores a las mostradas 

por el mutante K174Q/L202E.  
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Tabla VIII. Análisis de identidad de secuencia de aminoácidos y distancias evolutivas entre isoformas de sacarosa isomerasas. 

# Variante/Isoforma GenBank 
Distancias evolutivas (abajo *)1/ Porcentaje de identidad (arriba *)2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 
Sacarosa isomerasa PalI 

NX-5  
ADJ56407.2 * 99.83 99.83 99.67 84.56 71.33 74.16 73.68 81.30 74.92 

2 
Sacarosa isomerasa PalI 

NX-5 K174Q 
- 0.0017 * 99.67 99.83 84.38 71.17 73.98 73.51 81.14 74.75 

3 
Sacarosa isomerasa PalI 

NX-5 L202E 
- 0.0017 0.0033 * 99.83 84.38 71.17 73.98 73.51 81.14 74.75 

4 
Sacarosa isomerasa PalI 

NX-5 K174Q/L202E 
- 0.0033 0.0033 0.0017 * 84.20 71.00 73.79 73.33 80.97 74.58 

5 
Sacarosa isomerasa 

CBS 574.77 
3GBE_A 0.1695 0.1716 0.1716 0.1738 * 74.64 76.21 76.90 99.82 76.62 

6 
Sacarosa isomerasa 

UQ68J 
AAP57083.1 0.3415 0.3439 0.3439 0.3462 0.2943 * 71.75 71.89 71.09 70.88 

7 
Sacarosa isomerasa 

UQ14S 
AAP57085.1 0.2989 0.3014 0.3014 0.3039 0.2741 0.3320 * 99.26 76.02 73.05 

8 Sacarosa isomerasa LX3 1M53_A 0.3126 0.3150 0.3150 0.3174 0.2687 0.3425 0.0075 * 75.22 73.26 

9 
Sacarosa isomerasa 

AS9 
AEF45387.1 0.2087 0.2107 0.2107 0.2128 0.0018 0.3439 0.2766 0.2935 * 72.29 

10 
Sacarosa isomerasa 

Ejp617 
ADP12651.1 0.2949 0.2972 0.2972 0.2994 0.2681 0.3486 0.3192 0.3319 0.3245 * 

1 Las distancias evolutivas se determinaron utilizando el software MEGA11 (Tamura et al., 2021). 
2 Las comparaciones de secuencias de aminoácidos se realizaron utilizando Blast® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
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9.9. Comparación de la producción de isomaltulosa entre las variantes de la 

PalI NX-5 

Se emplearon concentraciones de sacarosa de 300 a 500 g·L-1 para investigar su 

efecto sobre la actividad isomerasa y los rendimientos de producción de 

isomaltulosa usando las variantes de la PalI NX-5. Las condiciones de rección se 

establecieron en función de los óptimos de temperatura y pH que mostraron los 

mutantes (35 °C y pH 6). Para todas las concentraciones de sacarosa probadas, 

los rendimientos de isomaltulosa se mantuvieron en valores promedios de 0.73 ± 

0.04 gisomaltulosa·g-1
sacarosa (PalI NX-5 no mutada), 0.78 ± 0.04 gisomaltulosa·g-1

sacarosa 

(PalI NX-5 K174Q), 0.77 ± 0.05 gisomaltulosa·g-1
sacarosa (PalI NX-5 L202E) y 0.78 ± 

0.05 gisomaltulosa·g-1
sacarosa (PalI NX-5 K174Q/L202E). De esta manera, los mutantes 

K174Q, L202E y K174Q/L202E produjeron un 7.5%, un 5.4% y un 7.1% más de 

isomaltulosa que la variante no mutada, respectivamente (Figura 30). Estos 

resultados ratifican que los mutantes K174Q, L202E y K174Q/L202E son mejores 

opciones para aplicaciones industriales que la variante no mutada de la PalI NX-5. 

El análisis de ANOVA de un solo factor mostró que la concentración de sacarosa 

no tuvo una influencia estadísticamente significativa sobre el rendimiento de 

isomaltulosa. Sin embargo, en cada una de las variantes de la PalI NX-5 se 

observó, como tendencia, una reducción en el rendimiento cuando la 

concentración de sacarosa fue de 500 g·L-1. En este sentido, Li et al. (2017), 

Zhang et al. (2021a) y Zhang et al. (2019b) plantearon que una mayor 

concentración de sustrato podría resultar en un menor rendimiento del producto 

debido a la mayor viscosidad de la mezcla de reacción, lo que afectaría la 

transferencia de masa y la eficiencia catalítica de la enzima.  
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Figura 30. Comparación de la producción de isomaltulosa por la enzima no mutada y sus variantes frente a la concentración de sacarosa. A, 
efectos de la concentración de sacarosa en la producción de isomaltulosa por la sacarosa isomerasa PalI NX-5 no mutada. B, efectos de la 
concentración de sacarosa en la producción de isomaltulosa por la sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q. C, efectos de la concentración de 
sacarosa en la producción de isomaltulosa por la sacarosa isomerasa PalI NX-5 L202E. D, efectos de la concentración de sacarosa en la 
producción de isomaltulosa por la sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q/L202E.  

A                                                                                                       B 
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Los rendimientos de isomaltulosa obtenidos, resultaron comparables al 

rendimiento del 80.5 y 78.4% reportados por (Zhang et al., 2021a) para la isoforma 

recombinante de Erwinia sp. Ejp617, luego de 180 min de reacción usando la 

enzima libre. Asimismo, rendimientos similares (78.4 – 76.3%) fueron obtenidos 

por Duan et al. (2016) para la isoforma recombinante de Serratia plymuthica AS9, 

luego de 480 min de reacción usando la enzima libre. También resulta comparable 

el rendimiento, de hasta un 7%, obtenido por Kawaguti et al. (2010b) a partir del 

uso de células inmovilizadas de Erwinia sp. D12. De manera particular, Li et al. 

(2011) evaluó los rendimientos de isomaltulosa de la isoforma silvestre de la PalI 

NX-5 y recombinante usando células inmovilizadas de E. rhapontici NX-5 y E. coli 

BL21(DE3), respectivamente. Bajo esta estrategia experimental el rendimiento 

obtenido por Li et al. (2011) es del 87%, el cual es un 11% superior al mayor 

rendimiento obtenido en esta investigación. Por su parte, Zhan et al. (2020) 

optimizó la biotransformación de sacarosa a isomaltulosa usando la isoforma PalI 

NX-5 anclada a esporas de Bacillus subtilis 168. De esta manera Zhan et al. 

(2020) reportó un rendimiento del 92% en la producción de isomaltulosa, el valor 

máximo que ha sido reportado hasta el momento para la isoforma PalI NX-5. En el 

contexto del uso de sacarosa isomerasas inmovilizadas, ya sea ancladas a la 

superficie de células o atrapadas en alginato, Li et al. (2017) y Zhang et al. (2019b) 

reportan rendimientos de isomaltulosa para la isoforma de Pantoea dispersa 

UQ68J de 0.93 y 0.96 gisomaltulosa·g-1
sacarosa, respectivamente. Precisamente, estos 

valores corresponden a los máximos que han sido reportados hasta el momento 

para cualquier isoforma de sacarosa isomerasa.  

En cuanto a la proporción de trehalulosa en la mezcla final de las reacciones, se 

observó que en promedio estas fueron del 14%. Dicho valor es comparable al 15% 

de trehalulosa reportado por Li et al. (2011) luego de la acción enzimática de la 

isoforma PalI NX-5. En sentido general, la proporción de azúcares en la mezcla 

final de las reacciones varía según la isoforma de la enzima y las condiciones de 

reacción (Mu et al., 2014). De esta manera la proporción de isomaltulosa puede 

variar entre el 63 y el 90% (Cho et al., 2007; Tsuyuki et al., 1992), mientras la de 
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trehalulosa usualmente varía entre el 4 y el 30% (Tsuyuki et al., 1992) (Wu et al., 

2005), aunque las sacarosa isomerasas de A. radiobacter MX-232 (Nagai-Miyata 

et al., 1993) y P. mesoacidophila MX-45 (Miyata et al., 1992) producen hasta un 

88% de trehalulosa. 

9.10. Propuesta de un proceso de producción de isomaltulosa 

9.10.1. Propuesta de un mutante para aplicaciones industriales 

Desde el punto de vista cinético y de la termoestabilidad, los mutantes diseñados 

son opciones más adecuadas para aplicaciones industriales que sus contrapartes: 

no mutada, silvestre (Ren et al., 2011) y recombinante (Li et al., 2011). El 

incremento de la temperatura sin afectar dramáticamente la actividad de la 

sacarosa isomerasa durante la producción de isomaltulosa, permitirá el 

decremento de la viscosidad de la mezcla de reacción, mayor solubilidad de la 

sacarosa, e incremento en la tasa de transferencia de masa, así como la 

disminución del riesgo de contaminación microbiana (Singh et al., 2015; Turner et 

al., 2007), elementos que harán más eficaz y eficiente la operación de un reactor 

enzimático. Entre las variantes diseñadas, el mutante K174Q mostró el perfil más 

robusto de actividad frente a la temperatura (Figura 27) y la mayor tasa de 

producción de isomaltulosa (Figura 30). Asimismo, la vida media y la eficiencia 

catalítica del mutante K174Q son comparables al mayor valor obtenido (Tabla VII). 

Así, de las variantes diseñadas, el mutante K174Q sería la mejor opción para una 

aplicación industrial. Precisamente, la sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q fue la 

variante seleccionada durante la simulación de la producción de isomaltulosa.  

9.10.2. Diseño y evaluación del proceso con SuperPro Designer® 

En la Figura 31 se muestra el diagrama de flujo del proceso de producción de 

isomaltulosa (caso base), el cual incluye los equipos principales y operaciones 

unitarias necesarias para la operación general. Al resolver los balances de materia 

y energía, se obtuvo que, partiendo de un volumen efectivo de 30 L en el 
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fermentador de producción, se obtendrán 24 kg·batch-1 de mezcla de azúcares 

(79% isomaltulosa, 14% trehalulosa y 7% sacarosa). 

Con un costo de producción de isomaltulosa que ascendería a 1779 $·kg-

1
isomaltulosa, frente a un costo de mercado de 600 $·kg-1

isomaltulosa 

(https://nutrivida.mx/, consultado 18/09/2023), el proceso “caso base” propuesto no 

es rentable. No obstante, el análisis económico indica que el costo de obtener la 

sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q representa el 79% del costo total de 

producir isomaltulosa (Figura 32). De esta manera, mejorar la eficiencia en el uso 

de la enzima pudiera incidir dramáticamente en los costos de producción. La 

estrategia propuesta contempla una etapa de reacción enzimática, la cual tiene 

lugar en un reactor de tipo tanque agitado operado en modo discontinuo, por lo 

que la enzima es usada de manera soluble y cada batch requiere una nueva carga 

del biocatalizador. Una alternativa que permitiría dar solución a este problema es 

operar en modo continuo con un reactor de lecho empacado, en este caso la 

enzima se encontraría inmovilizada en el soporte sólido que constituiría el 

empaque.  

La inmovilización enzimática ha estado a la vanguardia de la biocatálisis aplicada, 

ya que facilita la reutilización del catalizador, simplifica el procesamiento del 

producto y potencialmente aumenta la estabilidad de la enzima (Rodrigues et al., 

2013). Asimismo, la inmovilización enzimática ha abierto importantes 

oportunidades para realizar la biocatálisis en modo continuo (Romero-Fernández 

et al., 2020). En este sentido, los sistemas de flujo continuo ofrecen ventajas de 

transferencia de masa, control térmico, procesamiento presurizado, menor 

variación de los parámetros de operación, automatización, purificación en línea y 

la reducción de tiempos muertos (Britton et al., 2018). La operación continua con 

enzimas inmovilizadas se ha desarrollado usando dos enfoques principales; las 

enzimas se inmovilizan en la pared del reactor (es decir, reactor revestido de 

pared) o en partículas (material soporte), que luego se empaquetan en un tubo (es 

decir, reactor de lecho empacado) (Lindeque et al., 2019). 

https://nutrivida.mx/
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Figura 31. Diagrama de flujo del proceso de producción de isomaltulosa, “caso base”. Las letras “S” hacen referencia a corrientes. Las letras “P” indican operaciones unitarias. Los 
círculos señalan corrientes de entrada al sistema. Los cuadrados señalan corrientes que salen del sistema. El proceso inicia con la carga de los componentes del medio de cultivo 
a través de la línea S-101, mientras a través de la línea S-128 se inyecta aire de manera continua al fermentador. La línea S-123 indica la salida del CO2 producto de la respiración 
celular y los gases inertes. Una vez terminada la etapa de producción de sacarosa isomerasa PalI NX-5 K174Q en el fermentador FR-101, el sobrenadante es enfriado a 12 °C en 
el enfriador HX-101 y seguidamente almacenado en el tanque V-102. Las células presentes en el sobrenadante son removidas mediante el filtro rotatorio RVF-101. El 
sobrenadante filtrado (línea S-110) es almacenado en el tanque V-103. Se utilizan dos filtros de flujo cruzado, un microfiltro (DF-101) y un ultrafiltro (DF-102), para purificar y 
concentrar la solución enzimática. El microfiltro funciona como un filtro de pulido que elimina las células residuales y los restos de células que no elimina el filtro de vacío giratorio. 
Esto se hace mediante el uso de una membrana filtrante cuyos poros son más pequeños que los de las células individuales, pero más grandes que las proteínas (normalmente 
0.22 μm a 0.45 μm). El retenido del microfiltro (línea S-117) que contiene las impurezas retenidas por la membrana se dirige al tratamiento de residuos. El permeado del microfiltro 
(línea S-112) que contiene la enzima y los solutos sin reaccionar se bombea al ultrafiltro. La membrana de ultrafiltración retiene la enzima, pero permite el paso del agua y de 
impurezas de moléculas pequeñas. Una fracción de la corriente de filtrado del ultrafiltro se utiliza como diluyente en el microfiltro, líneas S-120 y S-119. En el tanque V-104 el 
glicerol es añadido (línea S-121) como agente estabilizante en la formulación. La reacción enzimática tiene lugar en el reactor R-101, la carga de la sacarosa ocurre a través de la 
línea S-103 para una concentración final de sacarosa de 420 g·L-1. El agua presente en la mezcla de azúcares es removida en un 90% mediante el evaporador EV-101. La 
cristalización de los azúcares presentes en el jarabe de la línea S-105 ocurre en el cristalizador CR-101. Las líneas S-106 y S-114, corresponden a la salida de vapor de agua.  
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Figura 32. Costos por etapas del proceso de producción de isomaltulosa. 

Numerosas estrategias han sido empleadas para la inmovilización enzimática, 

tales son los casos de la adsorción a materiales insolubles (Tomotani et al., 2006), 

el atrapamiento en geles poliméricos (Curulli et al., 2006), la encapsulación en 

membranas (Patel et al., 2006), la reticulación con reactivos bifuncionales (Smiddy 

et al., 2006) y el enlace covalente a portadores insolubles (Gao et al., 2006). 

Específicamente, entre las sacarosa isomerasas los métodos de inmovilización 

empleados han incluido la reticulación (Wang et al., 2019) el atrapamiento 

(Contesini et al., 2012) y la adsorción (Contesini et al., 2013). Específicamente, 

Wang et al. (2019) evaluó la estabilidad y reutilización de la sacarosa isomerasa 

PalI LX3, luego de su inmovilización mediante reticulación con glutaraldehído. Los 

resultados mostraron que la actividad enzimática residual del inmovilizado fue del 

80% después de 12 ciclos de reutilización. Por su parte, Wu et al. (2015) enfocó 

su investigación en inmovilizar la sacarosa isomerasa PalI NX-5 en dióxido de 

titanio mesoporoso funcionalizado con ε-poli-L-lisina. La PalI NX-5 inmovilizada 

mostró una excelente estabilidad operativa, con una vida media de hasta 114 h de 

reacción continua, mientras en operación discontinua la actividad se mantuvo en 

alrededor del 95% después de 16 ciclos. Así, las características de la variante PalI 

NX-5 K174Q aunadas a una estrategia de inmovilización y reacción adecuada, 

permitirían la reutilización del biocatalizador y, por lo tanto, la reducción de los 

Fermentación 
13% (5486 $·batch-1)

Purificación
66% (28322 $·batch-1)

Reacción enzimática-cristalización 
21% (9056 $·batch-1)
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costos asociados a la operación (Choi et al., 2015; Cicerone et al., 2015; 

Kazlauskas, 2018), incidiendo así en el estigma de los costos al trabajar con 

enzimas (Wu et al., 2020). 

Adicionalmente a la inmovilización y al modo de operación del reactor enzimático, 

otra alternativa para mejorar la eficiencia del uso de la enzima recae en las 

características del biocatalizador utilizado. Como se discutió en la sección “9.8”, a 

pesar de que los mutantes diseñados de la PalI NX-5 son mejores opciones que 

sus contrapartes de tipo silvestre (Ren et al., 2011) y recombinante (Li et al., 

2011); isoformas de sacarosa isomerasas como la CBS 574.77 (Lee et al., 2008), 

muestran mejor desempeño cinético (Tabla VII). De esta manera, termoestabilizar 

otras isoformas de sacarosa isomerasas es conveniente para la producción de 

isomaltulosa.  

A un cuando la termoestabilidad de las sacarosa isomerasas es un limitante y que 

múltiples reportes han examinado a profundidad su relación estructura función 

(Ravaud et al., 2007, 2009; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2003), las investigaciones 

enfocadas al mejoramiento de la estabilidad térmica de sacarosa isomerasas 

usando ingeniería de proteínas son muy escasas. Así, las características de 

enzimas GH13 termoestables, como la α-amilasa termoestable de Bacillus. 

licheniformis B4-423 (Wu et al., 2018), hacen de estas un nicho, aun inexplorado, 

para el diseño de sacarosa isomerasas con características noveles. Téngase en 

consideración que la familia GH13 presenta su estructura y mecanismo altamente 

conservado entre sus miembros. De esta manera, tanto los modelos de homología 

(basados en secuencias), como el diseño basado en estructuras, pudieran ser una 

alternativa en la detección de "puntos calientes" que afectan la termoestabilidad. 

Estos enfoques de diseño racional, seguidos de un análisis estructural in silico, 

facilitarían el diseño de sacarosa isomerasas mutantes y quiméricas con una red 

de enlaces de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas potenciadas. Por ejemplo, 

Cui et al. (2022) empleó el diseño basado en secuencias para mejorar la actividad 

específica y la termoestabilidad de la α-amilasa BLA de Bacillus licheniformis. Con 
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este enfoque Cui et al. (2022) diseñaron el mutante Q360C el cual mostró una 

actividad residual 1.27 veces más alta que la variante silvestre, después de 30 min 

de incubación a 70 °C. Este resultado sugiere que un enfoque basado en el 

alineamiento múltiple de secuencia es viable en la termoestabilización de otras 

enzimas de la familia GH13, como las sacarosa isomerasas. 

Tampoco el truncamiento ha sido implementado en la termoestabilización de 

sacarosa isomerasas. No obstante, en algunos miembros de la familia GH13 se ha 

seguido este enfoque, tal es el caso de la α-amilasa alcalina (Amy703) de Bacillus 

pseudofirmus 703. Esta enzima fue truncada en el dominio N-terminal por Lu et al. 

(2016), quienes desarrollaron el mutante N-Amy. Dicho mutante mostró una Top de 

50 °C, 10 °C más elevada que la de Amy703. De esta forma, una potencial 

termoestabilización de las sacarosa isomerasas al truncar segmentos del dominio 

B (rico en bucles) resulta muy interesante a futuro. Pero más allá de esto, realizar 

actividades de ingeniería de proteínas en el dominio B podría ayudar a discernir la 

función de este dentro de las sacarosa isomerasas. En este sentido, trabajos 

como los de Feller et al. (2021) y Rhimi et al. (2023) han usado el truncamiento de 

segmentos con bucles flexibles en enzimas GH13, para elucidar su papel en la 

tolerancia a inhibidores y el mejoramiento de la actividad enzimática. 

La ciclación es una estrategia para mejorar la entropía del estado plegado de una 

proteína. A grandes rasgos, la ciclación busca conectar los extremos N y C de la 

cadena aminoacídica de una proteína. Usualmente, las regiones N y C-terminales 

suelen ser las partes más flexibles de la columna vertebral de la proteína (Wang et 

al., 2016). En el contexto de la familia GH13 la ciclación enzimática ha sido 

desarrollada con éxito, tal es el caso de la investigación desarrollada por Chen et 

al. (2021) para la termoestabilización de la trehalosa sintasa (TreS) de 

Thermomonospora curvata. En su estudio, Chen et al. (2021) observó que en el 

caso de la TreS, la ciclación condujo a un aumento mucho mayor de la 

termoestabilidad que el logrado mediante mutagénesis dirigida. Cabe señalar que, 

hasta la fecha, los acercamientos de termoestabilización de sacarosa isomerasas 
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han utilizado como enfoque esencial la mutagénesis dirigida al sitio, por lo que 

sería interesante evaluar el efecto de un enfoque basado en ciclación. No 

obstante, se debe apuntar que en ingeniería de proteínas no existen estrategias 

universales. La introducción de inteínas puede desestabilizar una proteína debido 

a restricciones estéricas en la conformación plegada, lo que limita la aplicación de 

la ciclación de proteínas (Xu et al., 2020a). 

Mas allá de la ingeniería de proteínas, las estrategias basadas en modificaciones 

químicas, también permiten la mejora de la estabilidad de las enzimas (Ismaya et 

al., 2013). Así por ejemplo, la PEGylación ha sido utilizada en la mejora de la 

estabilidad de la α-amilasa de Saccharomycopsis fibuligera (Ismaya et al., 2013), 

permitiendo incrementar en 5 °C la Top de trabajo de la enzima. Srivastava (1991) 

y Klibanov (1983) plantean que los polisacáridos unidos a las enzimas durante la 

conjugación, proporcionan rigidez e hidratación al mejorar su estabilidad. En este 

sentido, Villalonga et al. (1999) conjugó la α-amilasa pancreática porcina (EC 

3.2.1.1) con carboximetilcelulosa. Como resultado la termoestabilidad de la α-

amilasa conjugada mejoró significativamente. Mientras la enzima nativa quedaba 

inactiva a 55°C, el conjugado mostraba una pérdida completa de actividad a partir 

de los 70 °C. Según señala Villalonga et al. (1999), el conjugado mostró mayor 

resistencia a la acción de agentes desnaturalizantes como la urea y el 

dodecilsulfato de sodio. Siendo notable el hecho de que este tipo de mejoras no se 

consiguen usualmente con las técnicas tradicionales de ingeniería de proteínas. A 

pesar de ello, hasta la fecha ninguna estrategia basada en la modificación química 

ha sido empleada en la termoestabilización de sacarosa isomerasas. 
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X. CONCLUSIONES 

1. La estrategia integradora diseñada fue exitosa y su ejecución no comprometió 

la actividad catalítica de la sacarosa isomerasa PalI NX-5. 

2. Desde el punto de vista cinético y de la termoestabilidad, las sacarosa 

isomerasas PalI NX-5 K174Q, PalI NX-5 L202E y PalI NX-5 K174Q/L202E son 

opciones más adecuadas para aplicaciones industriales que sus contrapartes: 

no mutada (esta investigación), de tipo silvestre (de Erwinia rhapontici NX-5) y 

recombinantes (de Escherichia coli BL21(DE3)). 

3. Entre las variantes diseñadas de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, el mutante 

K174Q mostró el perfil más robusto de actividad frente a la temperatura y la 

mayor tasa de producción de isomaltulosa; asimismo, la vida media y la 

eficiencia catalítica del mutante K174Q son comparables a las del doble 

mutante. Por esta razón, el mutante K174Q es la mejor opción para una 

aplicación industrial. 

4. La producción de isomaltulosa a escala piloto con el proceso diseñado (caso 

base) no es económicamente viable; sin embargo, alternativas como la 

inmovilización enzimática, operación continua en el reactor enzimático o el uso 

de variantes termoestables de isoformas de sacarosa isomerasas con mejor 

desempeño cinético, podrían incidir positivamente en los costos de 

producción.  
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XI. PERSPECTIVAS 

1. Evaluar la influencia de la N-glicosilación de la sacarosa isomerasa PalI NX-5 

sobre la cinética y termoestabilidad de la molécula, mediante estrategias de 

deglicosilación usando Peptido:N-glicosidasa F (PNGasa F) o la expresión de 

la enzima en hospederos procariontes. 

2. Evaluar estrategias alternativas de termoestabilización como: los modelos de 

homología, el truncamiento, la ciclación, la quimerización y la PEGylación, que 

han dado resultados positivos en enzimas GH13 y constituyen un nicho aun 

inexplorado entre las sacarosa isomerasas. 

3. Inmovilizar las variantes mejoradas de la sacarosa isomerasa PalI NX-5, u otra 

isoforma termoestable de esta enzima, como una estrategia que 

potencialmente permitirá una mejora adicional en la estabilidad y la vida útil de 

la molécula, así como la disminución de los costos durante la producción de 

isomaltulosa. 

4. Evaluar económicamente el impacto de la inmovilización enzimática, 

operación continua en el reactor enzimático y el uso de variantes 

termoestables de isoformas de sacarosa isomerasas con mejor desempeño 

cinético, sobre la producción de isomaltulosa usando como punto de partida el 

caso base. 
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the expression and characterization of glycosylated 
sucrose isomerases. The designed mutants K174Q, 
L202E and K174Q/L202E, showed an increase in 
their optimal temperature of 5  °C, while their half-
lives increased 2.21, 1.73 and 2.89 times, respec-
tively. The mutants showed an increase in activity of 
20.3% up to 25.3%. The Km values for the K174Q, 
L202E, and K174Q/L202E mutants decreased by 
5.1%, 7.9%, and 9.4%, respectively; furthermore, the 
catalytic efficiency increased by up to 16%.
Conclusions  With the comprehensive strategy fol-
lowed, we successfully obtain engineered mutants 
more suitable for industrial applications than their 
counterparts: native (this research) and wild-type 
from E. rhapontici NX-5, without compromising the 
catalytic activity of the molecule.

Keywords  Isomaltulose · Protein engineering · 
Sucrose isomerase · Thermostability

Introduction

A diet rich in sugars is closely related to the appear-
ance of insulin resistance (type II diabetes) (Chicco 
et  al. 2003; Pagliassotti et  al. 2002; Wylie‐Rosett 
et al. 2004). An alternative to sucrose is one of its iso-
mers, isomaltulose. This molecule has the same total 
caloric value as sucrose but is slowly digested. This 
feature leads to a low glycemic response and guaran-
tees a prolonged supply of glucose. For this reason, 

Abstract 
Objective  To increase the thermal stability of 
sucrose isomerase from Erwinia rhapontici NX-5, we 
designed a comprehensive strategy that combines dif-
ferent thermostabilizing elements.
Results  We identified 19 high B value amino acid 
residues for site-directed mutagenesis. An in silico 
evaluation of the influence of post-translational modi-
fications on the thermostability was also carried out. 
The sucrose isomerase variants were expressed in 
Pichia pastoris X33. Thus, for the first time, we report 
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isomaltulose has become a promising nutrient for 
diabetics and athletes (de Groot et  al. 2020; Rubio‐
Arraez et al. 2017; Sokołowska et al. 2022).

Isomaltulose exists in extremely small quantities 
in nature and is difficult to synthesize chemically 
(Kawaguti 2007). As a consequence, the enzyme 
sucrose isomerase (EC 5.4.99.11) has been identified 
as a commercially attractive way for isomaltulose pro-
duction (Lee et al. 2011). In addition to isomaltulose, 
the catalytic action of sucrose isomerases derives 
and cleaves the sucrose molecule into trehalulose, 
glucose, and fructose (Huang et  al. 1998; Véronèse 
et al. 1999). In this process, the ratio of products will 
depend on the bacterial strain producing the enzyme 
and the reaction conditions (Aroonnual et  al. 2007; 
Cha et al. 2009; Duan et al. 2016; Ravaud et al. 2009; 
Salvucci et al. 2003; Wu et al. 2005).

Among the microbial enzymes capable of produc-
ing isomaltulose that have been purified and char-
acterized so far are the native isoforms of Erwinia 
rhapontici NX-5 (Ren et  al. 2011), Erwinia sp. 
D12 (Kawaguti et  al. 2010a), Serratia plymuthica 
ATCC15928 (Véronèse et  al. 1999), as well as the 
recombinant forms of E. rhapontici DSM 4484 
(Börnke et  al. 2001), E. rhapontici NX-5 (Li et  al. 
2011), Enterobacter sp. FMB-1 (Cha et  al. 2009), 
Klebsiella planticola UQ14S (Wu et  al. 2005), 
Erwinia rhapontici WAC2928 (Wu et al. 2005), and 
Pantoea dispersa UQ68J (Li et al. 2011). Despite the 
variety of sucrose isomerases that have been identi-
fied, all their isoforms are mesophilic enzymes. The 
low activity and stability of sucrose isomerases at 
temperatures above 40  °C is the bottleneck for its 
industrial application (Mu et al. 2014).

Biotechnological research to increase the thermo-
stability of enzymes has become an important field 
in industrial applications (Fágáin 1995). Numerous 
strategies have been developed to enhance the ther-
mostability of proteins (Eijsink et al. 2005; Pack et al. 
2004). Nevertheless, there is no universal procedure 
to achieve protein thermostabilization. Despite this, 
the success of the thermostabilization process is usu-
ally associated with increasing the rigidity of the pro-
tein structure (Xu et al. 2020). Some factors that can 
increase rigidity are: the appearance of new hydro-
gen interactions (Gong et  al. 2018; Han et  al. 2019; 
You et  al. 2019), disulfide bridges (Bashirova et  al. 
2019; He et al. 2019; Teng et al. 2019), salt bridges 
(Vicente et  al. 2020; Wang et  al. 2020), shortening 

loops (Qiao et  al. 2020), electrostatic surfaces opti-
mization (Dotsenko et al. 2020), greater solvation in 
specific regions of the protein, better packaging of the 
molecule (Zheng et al. 2019) and glycosylation (Han 
et al. 2020; He et al. 2019).

A method designed for identifying hot spots, to 
strength rigidity is the B factor methodology (Han 
et al. 2019; He et al. 2019; Parthasarathy et al. 2000). 
The B factor profile of a protein represents the diffu-
sion of atomic electron densities around its equilib-
rium positions due to thermal movement and posi-
tional disorder (Yuan et al. 2003). As a result, the B 
values provide information on the flexibility of amino 
acid residues and protein stability (Reetz et al. 2006). 
However, B factor profile analysis requires crystal-
lographic information of the target protein. How-
ever, this might seem a limitation; today, more than 
700,000 proteins have a reported crystal structure in 
NCBI. In Protein Data Bank, there are 25 structures 
of sucrose isomerase isoforms with or without inter-
acted chemicals, including the enzymes from E. rha‑
pontici NX-5 (Xu et al. 2013).

In this study, a comprehensive strategy focused on 
combining different principles that contribute to ther-
mostability was followed. The residues to be mutated 
in the sucrose isomerase PalI NX-5 were identified 
based on B factors analysis, the prediction of hydro-
gen bond formation, and molecular docking at the 
active site. In addition, the potential presence of post-
translational modifications influencing target protein 
thermostability was evaluated in silico. Based on this, 
engineered variants of the sucrose isomerase PalI 
NX-5 were expressed in Pichia pastoris X33, being 
this research the first report of expression and char-
acterization of glycosylated sucrose isomerases. The 
engineered mutants showed enhanced thermostability 
and catalysis.

Materials and methods

Design and construction of mutants

The sucrose isomerase PalI NX-5 structure was mod-
eled using the Swiss-Model software (https://​swiss​
model.​expasy.​org/) and the 4hox crystal structure 
(Xu et al. 2013). Using the B-FITTER software, the 
B values of the 600 amino acid residues that make up 
the enzyme were obtained, from which the average B 

https://swissmodel.expasy.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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value of the molecule was calculated. Then, the amino 
acid residues whose B factor was between 2.5 and 3.5 
times the mean of the protein value were selected. 
The selection of more rigid amino acids was carried 
out using the ROSETTA DESIGN server (http://​roset​
tades​ign.​med.​unc.​edu). Each selected residue was 
replaced by the remaining 19 biological amino acids. 
Using PyMOL software, the appearance of potential 
interactions, involving mutant residues or their neigh-
borhood, was analyzed. The AutoDockTools-1.5.6 
and AutoDock Vina softwares were used to verify 
the conservation of the enzyme–substrate interaction, 
and thus the potential affinity of the mutant molecules 
towards the substrate. Default docking parameters 
were used, and point charges were initially assigned 
according to the AutoDock semi-empirical force 
field. The mutants with the most promising (in silico) 
properties were obtained by site-directed mutagenesis 
using as a starting point the native protein. The possi-
ble presence of post-translational modifications influ-
encing target protein thermostability was evaluated 
using Prosite (https://​prosi​te.​expasy.​org/) (De Castro 
et al. 2006).

Strains, vectors, and materials

The optimized nucleotide sequences of the palI gene 
variants were obtained using the primary structures 
of the PalI NX-5 sucrose isomerase and designed 
mutants. For this, the Reverse Translate tool of the 
Sequence Manipulation Suite (https://​www.​bioin​
forma​tics.​org/​sms2/​index.​html) (Stothard 2000) 
and the use codons of Pichia pastoris were uti-
lized. To eliminate unwanted restriction sites, the 
native and mutant sequences of the palI NX-5 gene 
were first subjected to silent point mutations. These 
genes were flanked by restriction sites for EcoRI (5’ 
end) and SalI (3’ end), then synthesized and cloned 
into the yeast expression vector pPICZα A (Invitro-
gen®), generating the plasmids pSINX5n (contain-
ing the native gene), pSINX5-L202E (containing the 
gene encoding the L202E mutant), pSINX5-K174Q 
(containing the gene encoding the K174Q mutant), 
and pSINX5-L202E-K174Q (containing the gene 
encoding the double mutant). For the constructs 
pSINX5n, pSINX5-L202, pSINX5-K174Q and 
pSINX5-L202E-K174Q, the expression of the genes 
of interest is under the control of the AOX1 gene pro-
moter (Alcohol oxidase 1). In addition, the constructs 

contain a selectable marker gene that confers resist-
ance to zeocin, a Saccharomyces cerevisiae α factor 
signal peptide that allows protein secretion into the 
medium, a bacterial origin of replication, and a cod-
ing sequence for a six-histidine tag.

Plasmids were propagated in Escherichia coli 
DH5α, for which chemically competent E. coli DH5α 
cells (Invitrogen®, Carlsbad CA, USA) were prepared 
and transformed by heat shock following the proto-
col reported by Hoisington et  al. (1998). A total 12 
putative clones were verified by restriction enzyme 
analysis of DNA using EcoRI (Thermo Scientific™) 
and SalI (Thermo Scientific™) enzymes. After char-
acterization, a selected clone from each plasmid was 
linearized with SacI (Thermo Scientific™). 500 ng of 
linearized DNA were used to transform electrocom-
petent P. pastoris X33 cells (provided by CIAD, Cd. 
Cuauhtémoc, Chih. México) for recombinant expres-
sion of native and mutant PalI NX-5. For the prepa-
ration of electrocompetent cells of P. pastoris X33, 
the protocol reported by Cregg et al. (1998) was fol-
lowed. Transformation was achieved using a BioRad 
MicroPulser (BioRad, Hercules, CA, USA), follow-
ing the manufacturer’s instructions. After 3  days of 
incubation in the presence of the selection marker 
(200  µg zeocin ml−1), zeocin-resistant clones were 
isolated for analysis.

Culture conditions and purification of sucrose 
isomerase variants

E. coli DH5α was cultured at 37  °C in Luria–Ber-
tani (LB) broth (10 g tryptone l−1, 5 g yeast extract 
l−1, 10  g NaCl l−1) and LB plates (15  g agar l−1) 
supplemented with zeocin (25 µg·ml−1) as the selec-
tive marker. P. pastoris X33 was cultured at 30  °C 
and 250  rpm on YPD (1% yeast extract, 2% pep-
tone, 2% dextrose) broth and YPD plates (20 g agar 
l−1) supplemented with zeocin (200  µg·ml−1) as the 
selective marker. Induction of expression of sucrose 
isomerase PalI NX-5 variants was performed as pro-
posed by Jiang et  al. (2008) using BMMY media 
(PBS 100 mmol·l−1 pH 6.5, 1% yeast extract (Sigma-
Aldrich®), 2% peptone (Sigma-Aldrich®), 1.34% 
YNB (Sigma-Aldrich®), 400  μg biotin l−1 (Sigma-
Aldrich®) and 0.5% methanol (Sigma-Aldrich®)).

Solid ammonium sulfate was added to the yeast 
culture supernatants to 60% saturation. The sam-
ples were incubated with shaking (100  rpm) for 2 h 

http://rosettadesign.med.unc.edu
http://rosettadesign.med.unc.edu
https://prosite.expasy.org/
https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
https://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
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at 4 °C. The active precipitate was collected by cen-
trifugation at 10,000×g for 30  min and dissolved in 
1X PBS (pH 7.4). The samples were dialyzed against 
1X PBS pH 7.4 for 24 h. After dialysis, the protein 
extracts were purified using a high affinity Ni-loaded 
resin (GenScript®). The purification process was car-
ried out following the native purification strategy 
proposed in the manufacturer’s instructions (High 
Affinity Ni-Charged Resin FF, Protocol Version: 01, 
Cat No: L00666) to obtain purified PalI NX-5 sucrose 
isomerase variants. Additionally, following a batch 
approach, the dialyzed protein extracts were incu-
bated with the resin (Extract/Resin ratio: 2.5/1) for a 
period of 12 h at 4 °C and 100 rpm. The flow through 
the column was given by the action of gravity.

SDS‑PAGE and protein assay

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elec-
trophoresis (SDS-PAGE) was performed using 
12% (w/v) acrylamide gel as described by Laemmli 
(1970). Protein bands were visualized by Coomas-
sie brilliant blue R-250 staining. For carbohydrate 
staining, the Glycoprotein Detection Kit (Sigma-
Aldrich®) was used. The molecular weight marker 
PageRuler™ Plus (ThermoFisher) (10–250 kDa) was 
used to estimate the molecular weight of the sucrose 
isomerase PalI NX-5 variants. Protein concentration 
was determined by the Lowry method with bovine 
serum albumin (Sigma-Aldrich®) as the standard.

Characterization of sucrose isomerase PalI NX‑5 
variants

Sucrose isomerase activity assay

The activity of sucrose isomerase was measured at 
30 °C in 50 mM citric acid/sodium phosphate buffer 
(pH 6.0) containing sucrose at a final concentration 
of 292  mM. Specifically, 100  μl diluted enzyme 
solution was mixed with 400 μl of an assay solution 
and incubated for 15 min. The reaction was stopped 
by boiling the mixture in a 100  °C water bath for 
5 min (Zhang et  al. 2002). Afterward, the sucrose, 
isomaltulose, trehalulose, glucose, and fructose 
contents of the assay mixture were quantified using 
a HPLC system equipped with a refractive index 
detector, as described below. One unit of sucrose 
isomerase activity was defined as the amount of 

enzyme that produced 1  μmol of isomaltulose or 
trehalulose per min under the conditions described 
above.

Effects of pH and temperature on enzyme activity

To determine the optimal pH for enzyme activity, 
assays were carried out in 50  mM buffers contain-
ing citric acid/sodium phosphate (pH 4.0 to 6.0), 
sodium phosphate (pH 6.0 to 8.0), or glycine/NaOH 
(pH 8.0 to 9.0). The optimal temperature was deter-
mined between 15 °C and 70 °C in 50 mM citric acid/
sodium phosphate buffer (pH 6.0), using 292  mM 
sucrose as the substrate.

To test enzyme stability, the purified enzyme was 
incubated at 40 °C. Aliquots were removed at differ-
ent incubation times, and the residual activity was 
measured at 30 °C in the same buffer using 292 mM 
sucrose as substrate. The initial activity before incu-
bation was taken as 100%. All enzymatic assays were 
performed in triplicate, and the results are expressed 
as the mean ± standard deviation.

Measurement of kinetic parameters

To determine the kinetic parameters, sucrose isomer-
ase was measured by incubating the purified enzyme 
with different sucrose concentrations (110, 120, 135, 
146, 190, 234, 292, 438, 584, 730, 876 y 1010 mM) 
under standard assay conditions. The Km and Vmax 
values were determined by Michaelis–Menten plots. 
All kinetic parameters presented in this study were 
determined in triplicate, and the results are expressed 
as the mean ± standard deviation.

Effect of sucrose concentration on isomaltulose 
production

The reactions were incubated for 10  h at 35  °C in 
50 mM citric acid/sodium phosphate buffer (pH 6.0). 
Sucrose concentrations of 300, 350, 400, 450 and 
500 g·l−1 were evaluated. 80 U of sucrose isomerase 
were used per gram of sucrose. The reactions were 
stopped by boiling the mixture in a 100 °C water bath 
for 5 min (Zhang et al. 2002). Yield was expressed in 
gisomaltulose·g−1

sucrose.
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HPLC analysis

The analysis of the sucrose, isomaltulose, trehalu-
lose and glucose contents of the reaction mixture was 
carried out with an Agilent 1100 high-performance 
liquid chromatography (HPLC) system. Chroma-
tographic separation was achieved at a flow rate of 
0.8 ml min−1, temperature: 25 °C, mobile phase: ace-
tonitrile/water (71:29) using the Zorbax NH2 analyti-
cal 4.6 × 250 mm 5 μm Agilent® column. A refractive 
index detector was used.

Results and discussion

Design of sucrose isomerase PalI NX‑5 mutants

Identification of potential residues to be substituted

There is no universal procedure for the thermostabi-
lization of an enzyme. However, in this research, we 
follow a comprehensive strategy that combines dif-
ferent principles contributing to thermostability. For 
this, the B factor profile of the crystalline structures 
4hox, 4how and 4hoz (Xu et al. 2013) of the sucrose 
isomerase PalI NX-5 was analyzed. Thus, 19 amino 
acid residues with B values between 2.5 and 3.5 times 
the average of the molecule (average B factor: 16.5) 
were identified (Supplementary Table  1). Using the 
ROSETTA DESIGN software, these residues were 
subjected to individual substitutions. It has been 
observed that the prevalence of hydrogen bond net-
works in mesophilic enzymes is lower than in ther-
mophilic ones (Tompa et  al. 2016). In addition, the 
hydrogen bond is the most referenced physicochemi-
cal interaction to explain the increase in thermostabil-
ity (Querol et al. 1996). For this reason, the appear-
ance of potential interactions involving the mutant 
residues, or their neighborhood, was analyzed in sil-
ico. Only in the substitutions Leu202Glu, Lys174Gln, 
and Asp195Glu new interactions or reinforcement of 
the existing ones were observed.

As shown in Fig. 1a, when Glu occupied position 
202, a new interaction between Glu202 and Lys248 
is predicted. A restructuring of the hydrogen bond 
network is also observed in the vicinity of Asp211, 
which now interacts with Ala190 instead of Tyr204. 
The readjustment observed in the hydrogen bonds 
network could imply an increase in the thermal 

stability of the molecule since, in addition to the 
appearance of a new interaction (Glu202–Lys248), 
the network now encompasses more distant residues 
belonging to elements different from the side-chain. 
When comparing the neighborhood of the Lys174 
and Gln174 residues (Fig.  1b), no changes were 
observed in the interaction distances with the His177 
residue. However, a new interaction between Asp175 
and Gln174 was predicted. For the Asp195Glu substi-
tution (Fig. 1c), a repositioning of the Asp194-Ser197 
hydrogen bond was observed, settling between Asp 
194 and Lys 196. Associated with this restructuring, 
a reduction in the interaction distance was predicted, 
going from 2.5 to 2.1 Å. Precisely, Zheng et al. (2020) 
reported that for the occurrence of hydrogen bonds, 
the distance between the proton acceptor and the 
hydrogen atom must be less than the sum of the Van 
der Waals atomic radii of the two atoms in question; 
in the case of the oxygen-hydrogen combination, this 
distance is 2.5 Å (Pauling 1960). Thus, the reduction 
in the distance of the hydrogen bond would imply a 
strengthening of this interaction.

Two elements that are interesting up to this point 
are: first that the substitutions for which interactions 
were observed do not correspond to the residues 
that presented the highest values of B factor, such as 
Asp175 and His177, confirming that the thermal sta-
bility is achieved through cooperative optimization of 
several factors rather than predominant interaction. 
Second, of the three substitutions where new interac-
tions were observed in the neighborhood, one corre-
sponds to Gln, a residue on which the protein statis-
tics of Khan et al. (2019) indicate a poor prevalence 
in thermophilic molecules, while Warren et al. (1995) 
reported that the presence of Gln in helices of ther-
mostable proteins is greater than in mesophilic pro-
teins. Given this ambiguity, the practical evaluation 
will be conclusive.

The conservation of the enzyme–substrate interac-
tion was verified in silico in the mutants Leu202Glu, 
Lys174Gln, Asp195Glu, and their combinations. In 
molecular docking analysis at the catalytic site, glu-
cose was used instead of sucrose. It was taken into 
account that Véronèse et al. (1999) showed that glu-
cose is a competitive inhibitor of sucrose; and that 
Véronèse et  al. (1998) previously deduced the gly-
cosyl binding of sucrose to the active site, assuming 
that free glucose binds to the enzyme at the same site 
and in the same way. The highest affinities (Viewed as 
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|Energy < 0|) enzyme-glucose were predicted for the 
L202E, L202E/K174Q, K174Q/D195E, and L202E/
D195E variants (Table  1). These variants presented 
interaction energies that were 6% higher than the 
native enzyme; the highest increase observed among 
the 1440 configurations analyzed. Based on the in 
silico data shown in Table 1, the mutants selected for 
recombinant expression and subsequent evaluation 
were the L202E, L202E/K174Q, and K174Q variants. 
Figure  2 shows the predicted interactions between 
D-glucose and the three variants L202E, L202E/
K174Q, and K174Q, including the native enzyme. 
We were able to identify interactions between glucose 
and residues R325, D241, E295, D369, and H368. 
Zhang et al. (2003) have previously reported the cata-
lytic function of these residues. These results suggest 
the potential conservation of the enzyme–substrate 
interaction.

Potential N‑glycosylation of sucrose isomerase 
variants

Through Prosite (https://​prosi​te.​expasy.​org/) (De 
Castro et  al. 2006), we evaluated the potential 
presence of post-translational modifications that 
influence thermostability. Three potential sites to 
be N-glycosylated were identified in the sucrose 
isomerase PalI NX-5 variants. The first of these 
sites is found at position 144NHT146, including 
the catalytic residue H145, just inside the catalytic 
pocket. Taking into account that in the “endoplas-
mic reticulum—Golgi apparatus” pathway, the pre-
viously assembled glycans are added to the grow-
ing polypeptide chain (Colley et al. 2015), it would 
be expected that the glycosylation of residue N144 
leads to obtaining of a glycoform with a non-func-
tional tertiary structure. However, if the recombi-
nant expression of sucrose isomerase PalI NX-5 
were mediated by the α factor secretion signal from 
Saccharomyces cerevisiae, the translocation to the 
endoplasmic reticulum would be post-translational 

(Barrero et  al. 2018), so the protein it would fold 
in the cytosol, and residue N144 would not be 
available to be glycosylated. The remaining two 
potential N-glycosylation sites (530NNS532 and 
573NNS575) are located on the surface of the 
C-terminal domain of the molecule. Fortuitously, 
the position of these consensus sequences for gly-
cosylation is very close to hot spots of high B 
value. Specifically, the potential site 530NNS532 
is located in ten residues from the 541GAE543 hot 
spot, while the site 573NNS575 is within the high B 
factor segment from residue E553 to residue R587.

Reports such as those by Colley et  al. (2015), 
Katla et  al. (2019), Benoit et  al. (2006) and (Zou 
et al. 2013) agree that the presence of glycosylation 
in a protein constitutes, in a general sense, a con-
tribution to the stability of the molecule, whether 
thermal, against pH, presence of proteases or stress 
physiological. Specifically, Benoit et al. (2006) iso-
lated a feruloyl esterase A from Aspergillus niger 
(naturally glycosylated), which is more thermosta-
ble than its non-glycosylated counterpart expressed 
in E. coli. On the other hand, Zou et  al. (2013) 
observed that the structural and functional stability 
of β-glucuronidase from Penicillium purpurogenum 
was improved after its glycosylated expression in 
P. pastoris GS115 compared to its wild-type coun-
terpart. However, as evidenced in the works of Han 
et  al. (2020) y Hu et  al. (2019), the effect of this 
post-translational modification is very complex and 
not always predictable or beneficial.

It has been observed that the stabilization caused 
by glycosylation is closely associated with the 
entropy and with the positions of the glycosylation 
sites in the protein (Helenius et  al. 2004; Shental-
Bechor et  al. 2008). Glycans bound to flexible 
regions, in general, would confine the conforma-
tional space and stimulate protein entropy reduc-
tion, thus improving conformational stability at 
high temperatures (Adney et  al. 2009; Dotsenko 
et  al. 2016). Taking this context into account, it is 
possible to hypothesize that, since residues N530 
and N573 are found in loop segments with high B 
factor, the addition of glycans to these positions will 
have a positive effect on stability compared to what 
we would expect for the wild-type variant of E. rha‑
pontici NX-5 (not glycosylated), and even comple-
ment the substitutions made at positions K174Q and 
L202E.

Fig. 1   Appearance of potential interactions involving mutant 
residues or their neighborhood. a Residue arrangement and 
possible interactions in the vicinity of the Leu202 (native) 
and the Glu202 (mutant). b Residue arrangement and possible 
interactions in the vicinity of the Lys174 (native) and residue 
Gln174 (mutant). c Residue arrangement and possible interac-
tions in the vicinity of the Asp195 (native) and residue Glu195 
(mutant)

◂
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Site‑directed mutagenesis and expression vectors

We started from the amino acid sequences of the 
four variants of sucrose isomerase PalI NX-5 (native, 
L202E, K174Q, and L202E/K174Q) previously ana-
lyzed. Using the Sequence Manipulation Suite soft-
ware (Stothard 2000), the reverse translation of each 
of these sequences was carried out, for which the 
usage codons of P. pastoris were used. The variants 
of the palI NX-5 gene were inserted into the genomic 
integration vector pPICZα A (INVITROGEN®), 
thus obtaining the constructions pSINX5n, pSINX5-
L202E, pSINX5-K174Q and pSINX5-L202E-K174Q 
(Supplementary Fig.  1). These constructions were 
used for the transformation of P. pastoris X33 and 
consequently enabling the glycosylation of the vari-
ants of the sucrose isomerase PalI NX-5.

Expression analysis of sucrose isomerase PalI NX‑5 
variants

P. pastoris X33 colonies transformed with the 
pSINX5n, pSINX5-L202E, pSINX5-K174Q, and 
pSINX5-L202E-K174Q constructs were cultured in a 
protein induction medium (see “Materials and meth-
ods”), the supernatant was collected, dialyzed and 
purified using a high-affinity Ni-Charged Resin (Gen-
Script®). In terms of yield, once the culture and puri-
fication stages were completed, 2.48 ± 0.17 mg of the 
purified enzymes were recovered per 100 ml culture. 
Aliquots of purified sucrose isomerase PalI NX-5 var-
iants were analyzed by SDS-PAGE. After Coomassie 

blue staining, the presence of bands at approximately 
70 kDa was confirmed (Fig. 3a, lanes 3, 4, 5, and 6), 
close to the molecular weight predicted by Protein 
Calculator v3.4 (http://​protc​alc.​sourc​eforge.​net/). 
Interestingly, at least two bands were observed in 
the purified sucrose isomerase PalI NX-5 (Fig.  3a, 
lanes 3, 4, 5, and 6). One hypothesis for this behav-
ior could be the capacity of P. pastoris to glycosylate 
secreted proteins. Thus, the bands observed for each 
of the purified PalI NX-5 variants could correspond 
to different levels of glycosylation reached during cell 
cultures.

To qualitatively verify the presence of glycopro-
teins in the purified samples, the Glycoprotein Detec-
tion Kit (Sigma-Aldrich®) was used. In Fig.  3b, the 
protein bands with glycans attached to their surface 
can be seen stained in purple. When comparing the 
migration profiles of the purified ones (Lanes 3, 4, 
5, and 6) shown in Fig.  3a, b, it is verified that the 
observed bands correspond to glycoproteins. Thus, at 
least two main glycoforms of the sucrose isomerase 
PalI NX-5 variants would be obtained, this being the 
first report of expression and characterization of gly-
cosylated sucrose isomerases.

Influence of temperature on the activity and stability 
of recombinant sucrose isomerase PalI NX‑5 variants

The influence of temperature on the isomerase activ-
ity of PalI NX-5 variants was studied in the range of 
15 to 68 °C (Fig. 4a). The native variant of PalI NX-5 
showed its maximum activity at 30  °C, coinciding 
with its counterparts: wild-type (from E. rhapontici 
NX-5) (Ren et  al. 2011) and recombinant (from E. 
coli BL21(DE3)) (Li et  al. 2011). Thus, the glyco-
sylated expression of the native variant apparently had 
no influence on the optimum temperature observed. 
In this sense, Hua et al. (2014), Han et al. (2014b) and 
Petrescu et al. (2004) have documented that N-glyco-
sylation of recombinant enzymes expressed in yeast 
may not have significant effects on activity. Likewise, 
Han et  al. (2014a) reported that some N-glycosyla-
tion sites are not essential for folding or cannot affect 
enzymatic activity due to their distance from the 
active site of the recombinant enzyme; thus, the pres-
ence (or absence) of the glycans has a minimal effect 
on enzyme activity.

The K174Q, L202E, and K174Q/L202E mutants 
showed an increase in the optimal temperature of 

Table 1   Interaction energies at the catalytic site of sucrose 
isomerase PalI NX-5 variants and the D-glucose molecule. 
Default docking parameters were used, and point charges were 
initially assigned according to the AutoDock semi-empirical 
force field

Variant Affinity (kcal/
mol)

Condition

Native − 6.3 Seed: 11, state: 1
L202E − 6.7 Seed: 1, state: 1
K174Q − 6.5 Seed: 7, state: 1
D195E − 6.3 Seed: 11, state: 2
L202E/K174Q − 6.7 Seed: 17, state: 1
K174Q/D195E − 6.7 Seed: 10, state: 1
L202E/D195E − 6.7 Seed: 10, state: 1
K174Q/L202E/D195E − 6.3 Seed: 1, state: 1

http://protcalc.sourceforge.net/
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5 °C (Optimal temperature: 35 °C). Furthermore, its 
relative activity at 40  °C was 96% of the observed 
optimum, while that of the native variant was only 
87% of its optimum. Thus, the simple effect of the 
mutations made on the PalI NX-5 isoform, or its 
combination with the glycosylation of the molecule, 
resulted in the improvement of this indicator param-
eter of thermostability. The improvements achieved 
in the activity profile versus temperature (Fig.  4a) 
are not only important in the context of the PalI 
NX-5 isoform since most sucrose isomerases have 
a temperature optimum between 30 and 35 °C (Mu 
et  al. 2014; Zhan et  al. 2020; Zhang et  al. 2019, 
2018).

The thermostability of the PalI NX-5 variants 
was evaluated by incubating the enzymes in 50 mM 
sodium phosphate/citric acid buffer (pH 6.0), at a 
temperature of 40  °C. Their residual activities were 
then tested at different incubation times. As shown 
in Fig. 4b, the thermostabilities of the mutants were 
higher than that shown by the native enzyme, with the 
K174Q/L202E variant showing the best performance. 
At 40 °C and pH 6.0, the half-life of the native vari-
ant was 10.1 min. In comparison, the half-lives of the 
K174Q, L202E, and K174Q/L202E variants were 
22.3 min, 17.5 min, and 29.2 min, respectively, which 
are 2.21, 1.73, and 2.89 times higher than those of 
the native variant. Both the increase observed in the 

Fig. 2   Arrangement of amino acid residues in the active site 
of PalI NX-5 sucrose isomerase variants and their predicted 
interactions with the D-glucose molecule (competitive inhibi-
tor of sucrose). a Glucose-native enzyme interaction, seed: 11, 
state: 1, interaction energy − 6.3  kcal/mol. b Glucose-NX-5 
PalI L202E interaction, seed: 1, state: 1, interaction energy 
− 6.7 kcal/mol. c Glucose-NX-5 PalI K174Q interaction, seed: 

7, state: 1, interaction energy − 6.5 kcal/mol. d Glucose-NX-5 
PalI K174Q/L202E interaction, seed: 17, state: 1, interaction 
energy − 6.7  kcal/mol. We identify interactions between glu-
cose and residues R325, D241, E295, D369 and H368. Zhang 
et  al. (2003) reported the catalytic role of His145, Asp241, 
Glu295, Asp369 and His368 residues, and the 325RLDRD329 
motif in the sucrose isomerase from Klebsiella sp. LX3



	 Biotechnol Lett

1 3
Vol:. (1234567890)

optimal temperature of the mutants (Fig.  4a) and 
half-life times (Fig. 4b) confirm that the comprehen-
sive strategy outlined in this research to achieve ther-
mostabilization of sucrose isomerase PalI NX-5 was 
successful.

Two central factors that influence the thermal sta-
bility of a protein are the increase of hydrogen bonds 
(Bi et al. 2020; Masakari et al. 2020; You et al. 2019) 
and salt bridges (Bian et al. 2015). For this reason, we 
analyzed the possible appearance of these interactions 
and observed that associated with the K174Q and 
L202E substitutions was a reinforcement of the bonds 
network. Probably, the optimization of the bonds 

network and its combination with the rigidity pro-
vided by N-glycosylation are the keys to the improve-
ment achieved in the thermostability of sucrose 
isomerase PalI NX-5. Furthermore, with the L202E 
substitution, we removed an apolar residue, replac-
ing it with a polar/charged one. Khan et  al. (2019), 
when analyzing the relative abundance of amino 
acids in proteins, observed that charged residues 
(Charged residues > Glu > Basic residues, abundance) 
had the highest abundance in thermophilic pro-
teins than in mesophilic ones. In this sense, Chakra-
vorty et al. (2017) state that charged amino acids are 
involved in the appearance of ionic interactions and 

Fig. 3   Identification of the variants of the sucrose isomer-
ase PalI NX5 produced in Pichia pastoris X33 by SDS-
PAGE. a Coomassie blue staining of purified proteins, lane 1: 
PageRuler™Plus molecular weight marker (ThermoFisher), 
lane 2: commercial laccase from Trametes versicolor (Sigma-
Aldrich®) (glycosylation positive control), lane 3: sucrose 
isomerase PalI NX-5 native, lane 4: sucrose isomerase PalI 
NX-5 K174Q, lane 5: sucrose isomerase PalI NX-5 L202E, 
lane 6: sucrose isomerase PalI NX-5 K174Q/L202E, lane 7: 
dialysis of total proteins excreted by non-transformed Pichia 
pastoris X33 (negative control), lane 8: lyticase from Arthro‑
bacter luteus (Sigma-Aldrich®) (glycosylation negative con-

trol). b Glycoprotein staining of purified proteins, lane 1: 
PageRuler™Plus molecular weight marker (ThermoFisher), 
lane 2: commercial laccase from Trametes versicolor (Sigma-
Aldrich®) (glycosylation positive control), lane 3: sucrose 
isomerase PalI NX-5 native, lane 4: sucrose isomerase PalI 
NX-5 K174Q, lane 5: sucrose isomerase PalI NX-5 L202E, 
lane 6: sucrose isomerase PalI NX-5 K174Q/L202E, lane 7: 
dialysis of total proteins excreted by non-transformed Pichia 
pastoris X33 (negative control), lane 8: lyticase from Arthro‑
bacter luteus (Sigma-Aldrich®) (glycosylation negative con-
trol)
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the formation of salt bridges, hence their positive 
contribution to thermostability. Also, Wang et  al. 
(2020) confirmed the role of salt bridges in enhanc-
ing the thermal stability of the r27RCL enzyme from 
Rhizopus chinensis; precisely, the appearance of a 
new salt bridge between residues Glu292 and His171 
of the mutant m31 was one of the factors that condi-
tioned the improvement of the parameters indicating 

thermostability. Likewise, Vicente et al. (2020), after 
implementing the Ser264Lys substitution, refer to the 
appearance of a new salt bridge (with the Asp205 res-
idue) as a stabilizing interaction in a laccase variant 
with high redox potential from white rot fungi.

Influence of pH on the activity of recombinant 
sucrose isomerase PalI NX‑5 variants

The study of the influence of pH on the activity of 
recombinant sucrose isomerase PalI NX-5 variants 
was carried out for pH between 4 and 9 (Fig. 4c). The 
native PalI NX-5 variant showed its maximum activ-
ity at pH 6.0, which was consistent with its wild-type 
counterpart expressed in E. rhapontici NX-5 (Ren 
et  al. 2011). In general, the activity profiles vs. pH 
of native and wild-type PalI NX-5 were found to be 
very similar. These results indicate that glycosylation 
of the molecule did not significantly affect the activ-
ity profile against pH, which was also observed by 
Han et al. (2020) during the improvement of the ther-
mal stability of the endoglucanase CTendo45 from 
Chaetomium thermophilum.

The mutants and the native variant showed an 
optimal pH value of 6.0. In addition, the substitu-
tions made did not substantially affect the activity 
profile against pH. Analogous behavior was observed 
by Duan et  al. (2016) during the thermostabiliza-
tion of sucrose isomerase PalI AS9. Similarly, Wang 
et al. (2020) did not observe changes in the profile of 
enzymatic activity against pH after making the sub-
stitutions S142A, D217V, Q239F, and S250Y, in the 
lipase r27RCL from Rhizopus chinensis. However, 
Wang et  al. (2020) found differences when analyz-
ing the stability of the r27RCL lipase variant against 
pH. Also Khan et al. (2019), during the thermostabi-
lization of the mesophilic lipase of Bacillus subtilis, 
reported changes in the enzymatic activity profile 
against pH.

Few research addresses mutagenesis directed at 
changing the optimal pH of enzymes. In general, the 
proposed strategies focus on modifying the surface 
charges of the molecule (Yang et al. 1993), changing 
the values of the acid dissociation constants of the 
catalytic residues (Dey et al. 2018; Li et al. 2019), and 
cavity filling (Nielsen et al. 2000). In particular, Shi 
et al. (2022) replaced amino acids near catalytic resi-
dues to modify the optimal pH of the β-galactosidase 
from Aspergillus oryzae. For this, it was taken into 

Fig. 4   Characterization of sucrose isomerase PalI NX-5 vari-
ants. a Influence of temperature on the activity of native and 
mutant variants of the recombinant sucrose isomerase PalI 
NX-5. b Progression of residual isomerase activity of PalI 
NX-5 variants incubated at 40  °C. c Influence of pH on the 
activity of native and mutant variants of the recombinant 
sucrose isomerase PalI NX-5
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account that in enzymes with acid–base catalysis, 
such as sucrose isomerases (Mu et al. 2014), the resi-
dues of the active center are required to be in a cata-
lytically adequate protonation state. Thus, a possible 
explanation of the behavior observed in Fig. 4c is the 
fact that the substitutions made (K174Q and L202E) 
are far from the catalytic residues (Glu277, proton 
donor, and Asp223, nucleophile) without affecting 
their protonation state.

Figure 4c shows that only at pH higher than 8 or 
lower than 5 considerable activity losses occur. This 
behavior, together with the observed improvement in 
thermostability, gives the PalI NX-5 mutants great 
flexibility in industrial applications. Be it the case 
in the context of a sugar mill, where operating fluc-
tuations demand flexible biocatalysts, or in mitigating 
the risk of microbial contamination by adjusting the 
operating pH of an enzymatic reactor.

Evaluation of the kinetic parameters of the 
recombinant sucrose isomerase PalI NX‑5 variants

The kinetic parameters of the recombinant PalI NX-5 
sucrose isomerase variants were measured at 30  °C. 
As shown in Table 2, compared to native PalI NX-5, 
the Km values of K174Q, L202E, and K174Q/L202E 
mutants decreased by 5.2%, 7.9%, and 9.4%, respec-
tively. This implies that, concerning the native vari-
ant, the mutants present an increase in the affinity for 

the substrate. The PalI NX-5 variants analyzed in this 
investigation showed Km values in the same order of 
magnitude as their counterparts: wild-type (Ren et al. 
2011) and recombinant (Li et al. 2011). Furthermore, 
regarding the report by Ren et  al. (2011), the native 
variant and the mutants K174Q, L202E, and K174Q/
L202E increased their specific activity by 14.4%, 
25.3%, 20.3%, and 20.4%, respectively. Finally, the 
mutants showed improved catalytic constants (kcat) 
and catalytic efficiencies (kcat/Km). Remarkably, the 
catalytic efficiency of the mutants increased by up to 
16%.

The catalytic performance of the mutants was 
improved. Ren et al. (2020), Duan et al. (2016), Pang 
et al. (2020), Teng et al. (2019), and Ban et al. (2020) 
have shown that enzyme activity can be increased 
when thermostability is improved. Taking this into 
account, works such as that of Liu et al. (2021) have 
focused their attention on increasing enzyme activ-
ity using optimization strategies for thermal stability. 
In particular, Duan et al. (2016) justified the increase 
in activity of the sucrose isomerase PalI AS9 by stat-
ing that the substitutions made (E175N and K576D) 
were far from the catalytic center and the isomeriza-
tion region. Thus, the mutations could have caused 
these regions to be more compact, producing a posi-
tive effect on the kinetic parameters. The hypothesis 
that would be applicable in this research since both 
the substitutions made in the PalI NX-5 (K174Q and 

Table 2   Evaluation of the kinetic parameters of sucrose isomerase PalI NX-5 variants

* Calculated based on the data provided by the manuscripts and the kcat/Km ratio
NR not reported

Variant Specific activity 
(U/mg)

Km (mM) kcat (s−1) kcat/Km
(s−1·mM−1)

References

native PalI NX-5 483.8 ± 6.9 255.1 ± 9.6 564.5 ± 1.0 2.21 ± 0.13 This investigation
PalI NX-5 K174Q 529.9 ± 8.4 241.9 ± 6.8 618.2 ± 0.9 2.55 ± 0.15
PalI NX-5 L202E 509.1 ± 9.9 234.9 ± 5.1 594.0 ± 0.8 2.52 ± 0.08
PalI NX-5 K174Q/L202E 509.3 ± 8.7 231.2 ± 7.8 594.3 ± 1.1 2.57 ± 0.21
wild-type PalI NX-5 423 222 NR NR Ren et al. (2011)
Recombinant PalI NX-5 NR 257 NR NR Li et al. (2011)
Recombinant CBS 574.77 NR 32.4 42,152.4* 1301 Lee et al. (2008)
Recombinant UQ68J 562 40 71.6* 1.79 Wu et al. (2005)
Recombinant UQ14S 351 76 47.0* 0.62 Wu et al. (2005)
Recombinant LX3 328 54.6 14.7* 0.27 Zhang et al. (2002)
Recombinant AS9 957.5 30.1 992.8 33 Duan et al. (2016)
Recombinant Ejp617 118.87 69.28 NR NR Zhang et al. (2021)
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L202E), and the potential sites for N-glycosylation 
(530NNS532 and 573NNS575) are located on the 
periphery of the molecule, away from the active site. 
As can be observed in Table 2 the designed mutants 
present an optimized catalysis with respect to both the 
native PalI NX-5 variant and the wild-type expressed 
in E. rhapontici NX-5. These results demonstrate that 
the outlined comprehensive approach can improve 
thermostability without sacrificing catalytic activity.

As seen in Table 3, the isoforms of sucrose isomer-
ases share considerably high sequence homologies 
and evolutionary proximities. For example, the vari-
ants of the sucrose isomerase PalI NX-5, analyzed in 
this investigation, share between 99.83 and 99.67% 
identity in their amino acid sequences. Likewise, 
the PalI NX-5 isoform shares a percentage identity 
of 71.33, 81.30 and 84.56% with the isoforms of 
Pantoea dispersa UQ68J (Wu et  al. 2005), Serratia 
plymuthica AS9 (Huntemann et  al. 2011) and Pro‑
taminobacter rubrum CBS 574.77 (Lee et  al. 2008) 
respectively. Despite the high homologies shown in 
Table 3 and the highly conserved nature of the cata-
lytically important regions in the structure of the 
molecule (Zhang et  al. 2003; Wu et  al. 2005; Duan 
et  al. 2016; Jung et  al. 2017), there are significant 
differences between the kinetic parameters exhibited 
by the isoforms of sucrose isomerases (Table  2). In 
this way, the number of residues that vary between 
sucrose isomerases has a significant influence on their 
kinetic behavior, as confirmed by this research. The 
simple substitution of a residue can alter the kinetic 
parameters of the biocatalyst. This variation can be 
more or less significant depending on the number of 
substitute residues, the nature of the substitute resi-
dues and the position occupied by these residues. For 
example, even when the PalI NX-5 K174Q/L202E 
isoform shares an identity of 84.20% (92% cover-
age) with the recombinant isoform CBS 574.77 (Lee 
et al. 2008), the catalytic efficiency of the latter is 506 
times higher. Even more extreme is the comparison 
between the recombinant isoforms AS9 (Duan et  al. 
2016) and CBS 574.77 (Lee et al. 2008), even when 
they share an identity of 99.82% (Coverage 93%), the 
catalytic efficiency of the latter is 40 times higher.

The kinetic differences between sucrose isomer-
ases make some isoforms more suitable for industrial 
applications. Thus, beyond the increase observed in 
the optimal temperature and half-life of the K174Q, 
L202E and K174Q/L202E mutants; the kinetic Ta
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parameters of these variants were also improved. 
Which, together, makes these mutants more attrac-
tive for the development of industrial applications 
compared to their native, wild-type (Ren et al. 2011) 
and recombinant (Li et al. 2011) counterparts. How-
ever, from the kinetic point of view, the PalI NX-5 
variants are inferior to the recombinant isoforms 
AS9 (Duan et  al. 2016) and CBS 574.77 (Lee et  al. 
2008) (Table 2). For example, the Km values of the 
recombinant isoforms AS9 (Duan et  al. 2016) and 
CBS 574.77 (Lee et al. 2008) are approximately sev-
enfold lower than the Km value of the K174Q/L202E 
mutant. Km compares the substrate-enzyme bind-
ing and dissociation rates. Therefore, smaller values 
of Km suggest a higher enzyme–substrate affinity 
(Bommarius et  al. 2013). The catalytic efficiencies 
of the recombinant isoforms AS9 (Duan et al. 2016) 
and CBS 574.77 (Lee et  al. 2008) are between 13 
and 500 times higher than that shown by the K174Q/
L202E mutant. Higher catalytic efficiencies suggest 
that the enzyme is more efficient in converting sub-
strate to product (Chapman et al. 2018). On the other 
hand, the Km values of the recombinant isoforms 
UQ68J (Wu et al. 2005), LX3 (Zhang et al. 2002) and 
UQ14S (Wu et  al. 2005) are between 3 and 6 times 
lower than that shown by the K174Q/L202E mutant. 
However, the catalytic efficiencies of these isoforms 
are between 1.4 and 9.5 times lower than that shown 
by the K174Q/L202E mutant. Likewise, the mutants 
designed in this investigation showed higher specific 
activities than the recombinant isoforms UQ68J (Wu 
et al. 2005), LX3 (Zhang et al. 2002) and UQ14S (Wu 
et al. 2005). Thus, from the kinetic point of view, the 
designed mutants are more suitable options for indus-
trial applications than the UQ68J (Wu et  al. 2005), 
LX3 (Zhang et al. 2002) and UQ14S (Wu et al. 2005) 
isoforms.

The characteristics of the K174Q, L202E, and 
K174Q/L202E mutants, together with an adequate 
immobilization and reaction strategy, would allow the 
reuse of the biocatalyst and, therefore, the reduction 
of the costs associated with the operation (Choi et al. 
2015; Cicerone et  al. 2015; Kazlauskas 2018), thus 
influencing the stigma of costs when working with 
enzymes (Wu et al. 2020). In addition, an increase in 
the operating temperature would lead to a decrease in 
the viscosity of the reaction mixture, higher solubility 
of sucrose, and an increase in the mass transfer rate 
without drastically affecting the activity of sucrose 

isomerase during the production of isomaltulose. 
Another positive consequence would be reducing the 
risk of microbial contamination (Singh et  al. 2015; 
Turner et  al. 2007), elements that will make the 
operation of an enzyme reactor more effective and 
efficient.

Comparison of isomaltulose production between the 
native enzyme and its variants

Sucrose concentrations of 300 to 500 g·l−1 were used 
to investigate its effect on isomerase activity and 
isomaltulose production yields using the PalI NX-5 
variants. The reaction conditions were established 
based on the optimum temperatures and pH shown by 
the mutants (35  °C and pH 6). For all sucrose con-
centrations tested, isomaltulose yields were main-
tained at 0.73 ± 0.04 gisomaltulose g−1

sucrose (native PalI 
NX-5), 0.78 ± 0.04 gisomaltulose g−1

sucrose (PalI NX-5 
K174Q), 0.77 ± 0.05 gisomaltulose g−1

sucrose (PalI NX-5 
L202E) and 0.78 ± 0.05 gisomaltulose g−1

sucrose (PalI 
NX-5 K174Q/L202E). Thus, the K174Q, L202E 
and K174Q/L202E mutants produced 7.5%, 5.4% 
and 7.1% more isomaltulose than the native variant, 
respectively (Fig.  5). These results confirm that the 
K174Q, L202E and K174Q/L202E mutants are bet-
ter options for industrial applications than the native 
variant of PalI NX-5. One-way ANOVA analysis 
showed that sucrose concentration did not have a sta-
tistically significant influence on isomaltulose yield 
(Data not shown). However, in each of the variants 
of PalI NX-5, a reduction in yield was observed as a 
trend when the sucrose concentration was 500 g·l−1. 
Regarding this effect, Li et  al. (2017), Zhang et  al. 
(2021) and Zhang et  al. (2019) stated that a higher 
substrate concentration could result in a lower prod-
uct yield due to the higher viscosity of the reaction 
mixture, which would affect the mass transfer and cat-
alytic efficiency of the enzyme. The yields obtained 
were comparable to the 80.5 and 78.4% yield reported 
by Zhang et  al. (2021) for the recombinant isoform 
of Erwinia sp. Ejp617, after 180  min of reaction 
using the free enzyme. Likewise, similar yields (78.4 
– 76.3%) were obtained by Duan et al. (2016) for the 
recombinant isoform of Serratia plymuthica AS9, 
after 480 min of reaction using the free enzyme. The 
yield of up to 75% obtained by Kawaguti et al. (2010) 
from the use of immobilized cells of Erwinia sp. 
D12 is also comparable. In particular, Li et al. (2011) 
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evaluated the isomaltulose yields of the wild-type 
and recombinant PalI NX-5 isoform using immo-
bilized E. rhapontici NX-5 and E. coli BL21(DE3) 
cells, respectively. Under this experimental strategy, 
the yield obtained by Li et al. (2011) is 87%, which 
is 11% higher than the highest yield obtained in this 
research. For their part, Zhan et al. (2020) optimized 
the biotransformation of sucrose to isomaltulose 
using the PalI NX-5 isoform anchored to Bacillus 
subtilis 168 spores. Thus, Zhan et al. (2020) reported 
a 92% yield in the production of isomaltulose, the 
maximum value that has been reported so far for the 
PalI NX-5 isoform. In the context of the use of immo-
bilized sucrose isomerases, either anchored to the 

cell surface or entrapped in alginate, Li et al. (2017) 
and Zhang et  al. (2019) report isomaltulose yields 
for the Pantoea disperse isoform UQ68J of 0.93 and 
0.96 gisomaltulose g−1

sucrose, respectively. Precisely, these 
values correspond to the maximum that have been 
reported so far for any isoform of sucrose isomerase.

Regarding the proportion of trehalulose in the final 
mixture of the reactions, it was observed that on aver-
age these were 13%. This value is comparable to the 
15% trehalulose reported by Li et al. (2011) after the 
enzymatic action of the PalI NX-5 isoform. In gen-
eral, the proportion of sugars in the final reaction 
mixture varies depending on the enzyme isoform and 
the reaction conditions (Mu et  al. 2014). Therefore 

Fig. 5   Comparison of isomaltulose production by the native 
enzyme and its variants versus sucrose concentration. a Effects 
of sucrose concentration on isomaltulose production by the 
sucrose isomerase PalI NX-5 native. b Effects of sucrose con-
centration on isomaltulose production by the sucrose isomer-

ase PalI NX-5 K174Q. c Effects of sucrose concentration on 
isomaltulose production by the sucrose isomerase PalI NX-5 
L202E. d Effects of sucrose concentration on isomaltulose pro-
duction by the sucrose isomerase PalI NX-5 K174Q/L202E



	 Biotechnol Lett

1 3
Vol:. (1234567890)

the proportion of isomaltulose can vary between 63 
and 90% (Cho et al. 2007; Tsuyuki et al. 1992), while 
that of trehalulose usually varies between 4 and 30% 
(Wu et al.., 2004; Tsuyuki et al. 1992), although the 
sucrose isomerases from Agrobacterium radiobac‑
ter MX-232 (Nagai-Miyata et  al. 1993) and Pseu‑
domonas mesoacidophila MX-45 (Miyata et al. 1992) 
produce up to 88% trehalulose.

Conclusion

In this study, a comprehensive strategy that combines 
different thermostabilizing elements was designed. 
Residues mutated in the sucrose isomerase PalI NX-5 
were identified based on B factor analysis, hydrogen 
bond prediction, and molecular docking. In addition, 
the possible presence of post-translational modifi-
cations that influence the thermostability of the tar-
get protein was evaluated in silico. Based on this, 
sucrose isomerase from Erwinia rhapontici NX-5 was 
expressed in Pichia pastoris X33. This research con-
stitutes the first report on expression and characteriza-
tion of glycosylated sucrose isomerases. The designed 
mutants K174Q, L202E, and K174Q/L202E, showed 
an increase in their optimal temperature of 5  °C, 
while their half-lives increased 2.21, 1.73 and 2.89 
times, respectively. The catalytic efficiency of the 
mutants increased by up to 16%. From the point of 
view of thermostability, engineered mutants are more 
suitable options for industrial applications than their 
counterparts: native (this research), wild-type (from 
Erwinia rhapontici NX-5), and recombinant (from 
Escherichia coli BL21(DE3)). The integrative strat-
egy fallowed was successful and its execution did not 
compromise the catalytic activity of the molecule. 
In addition, given the holistic nature of this strategy, 
it could be used in the thermostabilization of other 
enzymes, with a positive impact in various industries 
and processes, such as: bakeries, beverage produc-
tion, detergents, food, pharmaceuticals, and textiles.
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pSINX5-L202E-K174Q.
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Abstract: Due to their ability to produce isomaltulose, sucrose isomerases are enzymes that have
caught the attention of researchers and entrepreneurs since the 1950s. However, their low activity
and stability at temperatures above 40 ◦C have been a bottleneck for their industrial application.
Specifically, the instability of these enzymes has been a challenge when it comes to their use for the
synthesis and manufacturing of chemicals on a practical scale. This is because industrial processes
often require biocatalysts that can withstand harsh reaction conditions, like high temperatures. Since
the 1980s, there have been significant advancements in the thermal stabilization engineering of
enzymes. Based on the literature from the past few decades and the latest achievements in protein
engineering, this article systematically describes the strategies used to enhance the thermal stability
of sucrose isomerases. Additionally, from a theoretical perspective, we discuss other potential
mechanisms that could be used for this purpose.

Keywords: sucrose isomerases; protein structure; GH13 family; protein engineering; thermostabil-
ity; thermostabilization

1. Introduction

Enzymes are significant macromolecular biological catalysts, and much like conven-
tional chemical catalysts, these biomolecules considerably accelerate chemical reactions by
reducing their activation energy [1]. However, in contrast to chemical catalysts, enzymes
offer appealing synthetic advantages, such as high selectivity, efficiency, sustainability [2–4],
low catalyst loads [5], and the mild operating conditions required in some processes [1].
For these reasons, biocatalysis has emerged as a mature technology [6], transitioning
from being of pure academic interest to a vital tool in the synthesis and manufacturing of
chemicals [5,7,8].

Since the beginning of the 21st century, biocatalytic applications have seen an increase
across many industrial sectors, ranging from fine and pharmaceutical chemistry to the
manufacturing of chemical products and foods [9–17]. For instance, with a production
of nearly 10 million tons of HFCS (High Fructose Corn Syrup) annually, immobilized
glucose isomerase enzyme has been a commercial success [18]. Similarly, the enzymatic
conversion of sucrose to isomaltulose using sucrose isomerases (EC 5.4.99.11) has emerged
as a commercially attractive technology [19], currently reaching a production scale of more
than 10,000 tons globally each year [20].
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As isomaltulose (or Palatinose) stands as one of the potential candidates to replace
sucrose as a food additive, its production has garnered significant attention worldwide [21,22].
Both sucrose and isomaltulose share similar physical and organoleptic properties; however,
isomaltulose has about 50% of the relative sweetness of sucrose [23,24]. Compared to
sucrose, isomaltulose is less labile under extreme pH conditions, demonstrating (in a
10% solution) stability for more than 30 min when incubated at pH 1.0 and 95 ◦C, while
sucrose (in a 10% solution) nearly completely hydrolyzes under the same conditions [25].
In vivo studies indicate that isomaltulose is fully hydrolyzed and absorbed in the small
intestine [26], meaning there are intestinal enzymes capable of fully hydrolyzing this
carbohydrate. The hydrolysis rate, however, is much slower compared to sucrose and
maltose [27–29]. Therefore, following the oral administration of isomaltulose, blood insulin,
and glucose levels exhibit a slower rise and more prolonged and balanced residence
times [27,30–32]. Moreover, isomaltulose intake is associated with enhanced fat oxidation
compared to regular dietary carbohydrates. Thus, isomaltulose can increase the amount of
fats utilized as an energy source, proving beneficial in preventing weight gain [26,32–34].
This suite of properties makes isomaltulose unique among the spectrum of alternative
sweeteners currently marketed [25]. Nevertheless, isomaltulose occurs in extremely small
amounts in nature, found only at about 1% in honey [35] and in sugarcane extracts [36].
Additionally, its synthesis through conventional chemistry is challenging [37]. Thus, sucrose
isomerases (SIase), also known as isomaltulose synthase, sucrose α-glucosyltransferase, or
trehalulose synthase, are pivotal for isomaltulose production [38].

Several microorganisms have been recognized for their SIase-producing capabili-
ties. Among the microbial enzymes producing isomaltulose that have been purified and
characterized are the isoforms from: Erwinia sp. [39,40], Serratia plymuthica sp. [41], Pro-
taminobacter rubrum sp. [42], Pantoea dispersa sp. [43], Klebsiella sp. [44], Enterobacter sp. [45],
Agrobacterium radiobacter sp. [46], Pseudomonas mesoacidophila sp. [47], and Raoultella terrigena
sp. [48]. The genes encoding SIase have been designated as palI [39,41,49,50], pal-2 [48],
smuA [42], sim [51], and mutB [52]. Specifically, the exponential development in genetic
engineering has facilitated the recombinant expression of enzyme isoforms [39,42,49–53],
with Escherichia coli being the most commonly employed host. Today, the availability
of SIase expressed in food-grade strains is not a limitation in developing isomaltulose
production processes. In fact, the low activity and stability of most SIase at temperatures
above 40 ◦C is the bottleneck for their industrial application [54,55]. Precisely based on
literature from recent decades and the latest advances in protein engineering, this article
systematically outlines the strategies employed to increase the thermal stability of sucrose
isomerases. Furthermore, from a theoretical standpoint, we discuss other mechanisms that
might be employed for this purpose.

2. Sucrose Isomerases, Structure and Reaction Mechanism

The study of SIase began in the 1950s when the bacteria Protaminobacter rubrum CBS
574.77, which produces the SmuA isoform, was isolated and analyzed [42]. Today, in the
Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/, accessed on 13 June 2023), 28 crystal
structures of SIase have been reported and resolved through X-ray diffraction (Table 1).
Of these structures, 20 correspond to variants of the isoform from Pseudomonas mesoaci-
dophila MX-45 [56–58], 5 to variants of the isoform from Erwinia rhapontici NX-5 [59], 2 to
variants of the isoform from P. rubrum CBS574.77 [60], and 1 to the isoform from Klebsiella
sp. LX3 [61]. These crystallographic data have elucidated that SIase are single-subunit
molecules (Figure 1), with a central catalytic domain comprised of a (β/α)8 barrel similar
to triose phosphate isomerases [56]. Furthermore, the architecture of the active site of SIase
places them within the glycoside hydrolase family, family 13 (GH13) [61].

https://www.rcsb.org/
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Table 1. Information on reported SIase crystal structures.

Microbial Source Sucrose
Isomerase Mutation PDB ID Interacted Chemical Resolution (Å) References

Pseudomonas
mesoacidophila

MX-45 (Rhizobium
sp. MX-45)

MutB

Non-mutant 2PWH native 2.0

[56]

Non-mutant 1ZJA MutB-Tris 1.6

Non-mutant 2PWD MutB-deoxynojirimycin 1.8

Non-mutant 2PWG MutB-castanospermine 2.2

D200A 2PWF MutB-glucose 1.8

E254Q 2PWE MutB-sucrose 2.0

Non-mutant 1ZJB MutB-Tris 1.8

[57]A258V 4GO8 MutB-Tris 2.15

D415N 4GO9 MutB-Tris 2.2

D200A-D415N
(inactive enzyme) 4HA1 MutB-isomaltulose-glucose-Ca2+ 2.2

[58]

Non-mutant 4H8V MutB-trehalulose-Ca2+ 1.95

D200A-D415N
(inactive enzyme) 4H8U MutB-trehalulose-glycerol-Ca2+ 2.0

E254Q-D415N
(inactive enzyme) 4H8H MutB-SO4

2−-glycerol-Ca2+ 2.0

D200A-D415N
(inactive enzyme) 4H7V MutB-glycerol-glucose-Ca2+ 1.8

R284C 4H2C MutB-glycerol-Ca2+ 1.7

R284C 4GIN MutB-glycerol-Ca2+ 1.9

F164L 4GIA MutB-Tris-glycerol-Ca2+ 2.01

F164L 4GI9 MutB-Tris-glycerol-Ca2+ 2.15

F164L 4GI8 MutB-Tris-glycerol-Ca2+ 1.95

F164L 4GI6 MutB-Tris-glycerol-glucose-Ca2+ 2.15

Erwinia rhapontici
NX-5

NX-5

Non-mutant 4HOW (NX-5)-glycerol-Ca2+ 1.7

[59]

Non-mutant 4HOX (NX-5)-Tris-glycerol-Ca2+ 2.0

D241A 4HOZ (NX-5)-glucose-glycerol-Ca2+ 2.0

E295A 4HP5 (NX-5)-glucose-glycerol-Ca2+ 2.0

E295Q 4HPH (NX-5)-sucrose-glycerol-Ca2+ 1.7

Protaminobacter
rubrum CBS574.77

SmuA
Non-mutant 3GBD SmuA-C6H5O7

3−-ethylene glycol 1.95
[60]

Non-mutant 3GBE SmuA-C6H5O7
3−-ethylene

glycol-deoxynojirimycin
1.7

Klebsiella sp. LX3 PalI Non-mutant 1M53 No information 2.2 [61]

Established in the early 1990s, the GH13 family [62] represents the largest family
of polysaccharide metabolizing enzymes [63,64], grouping enzymes with hydrolytic [65],
transferase [66,67], and isomerase activities [68]. Specifically, differences in substrate speci-
ficity and/or enzymatic activities among the GH13 family members led to its subdivision
into subfamilies. Today, according to the Carbohydrate-Active enZymes database (CAZy,
http://www.cazy.org/, accessed on 13 June 2023), the GH13 family consists of 46 subfami-
lies [69]; however, this number continues to rise [70,71]. These subfamilies exhibit a clearer
relationship between their sequences, enzymatic specificities, and phylogeny [72], which
would facilitate predicting the catalytic function of enzymes with significant industrial
potential from novel genes or microorganisms. Despite this apparent heterogeneity, GH13
enzymes are characterized by having three domains designated A, B, and C [61,73,74]
(Figure 1). Specifically, for the NX-5 SIase, domain A (N-terminal catalytic) is located
between residues 42–145 and 216–520 [59]. Likewise, the PalI isoform, the N-terminal

http://www.cazy.org/
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catalytic domain, is located between residues 3–146 and 216–521 [61]. The N-terminal
domain is a supersecondary (β/α) structure of eight barrels, which is the main body of
the SIase (the enzyme’s catalytic center). The subdomain (domain B) between residues
146–215 (positions in the NX-5 and PalI isoforms) is a structure rich in short loops, with
no known function in PalI or other GH13 family members. Lastly, the C-terminal domain
located between residues 521–600 (position in the NX-5 isoform) consists of two antiparallel
β-sheets; this domain interacts with the N-terminal domain through the formation of salt
bridges and hydrogen bonds. Thus, domain C is associated with the structural stability of
SIase [59,61].
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Among the GH13 enzymes, those most structurally similar to SIase include: the oligo-
1,6-glucosidase from Bacillus cereus ATCC7064 [75], the 1,6-α-glucosidase from Lactobacil-
lus acidophilus NCFM [76], the trehalose-6-phosphate hydrolase from Bacillus licheniformis 
[77], the α-glucosyl transfer enzyme XgtA from Xanthomonas campestris WU-9701 [78], the 
α-glucosidase BspAG13_31A from Bacillus sp. AHU2216 [79], and even the α-amylase 
from Ruminococcus bromii [80] (Figures 1 and 2). This structural similarity suggests a sim-
ilar substrate binding and catalysis mechanism among GH13 enzymes. Specifically, GH13 

Figure 1. General structure of the GH13 family. (A) structure of the sucrose isomerase PalI NX-5.
(B) structure of the trehalose-6-phosphate hydrolase. In (A,B), the molecules are displayed in the
same orientation; the N-terminal catalytic (β/α)8 barrel is illustrated in blue, the subdomain in lime
green, and the C-terminal domain in red. In (A), the isomerization region (residues 325–329) in PalI
NX-5 is depicted in orange. The residues involved in the binding, hydrolysis, and isomerization of
sucrose are shown enlarged.

Among the GH13 enzymes, those most structurally similar to SIase include: the oligo-
1,6-glucosidase from Bacillus cereus ATCC7064 [75], the 1,6-α-glucosidase from Lactobacillus
acidophilus NCFM [76], the trehalose-6-phosphate hydrolase from Bacillus licheniformis [77],
the α-glucosyl transfer enzyme XgtA from Xanthomonas campestris WU-9701 [78], the
α-glucosidase BspAG13_31A from Bacillus sp. AHU2216 [79], and even the α-amylase
from Ruminococcus bromii [80] (Figures 1 and 2). This structural similarity suggests a
similar substrate binding and catalysis mechanism among GH13 enzymes. Specifically,
GH13 enzymes share the same double displacement catalytic mechanism, proceeding via
the accumulation and subsequent decomposition of a glycosyl-enzyme intermediate [81].
Additionally, the catalytic machinery of the GH13 family comprises a triad of residues: a
catalytic nucleophile (aspartic acid), a proton donor (glutamic acid), and a transition state
stabilizer (aspartic acid) [82].
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Figure 2. Multiple sequence alignment of the sucrose isomerase PalI NX-5 (Swiss-Prot: 4HOW_A)
and other enzymes from the GH13 family. Amino acid sequences of the trehalose-6-phosphate
hydrolase from Bacillus licheniformis (Swiss-Prot: Q65MI2), the oligo-1,6-glucosidase from Bacillus
cereus ATCC7064 (Swiss-Prot: P21332.1), the 1,6-α-glucosidase from Lactobacillus acidophilus NCFM
(Swiss-Prot: AAV42157.1), the α-glucosyl transfer enzyme XgtA from Xanthomonas campestris
WU-9701 (Swiss-Prot: 6AAV_A), the α-glucosidase BspAG13_31A from Bacillus sp. AHU2216
(Swiss-Prot: 5ZCE_A), and the α-amylase from Ruminococcus bromii (Swiss-Prot: 7JJT_A) are
displayed. The residues from PalI NX-5 involved in sucrose binding are indicated with a blue
triangle, residues crucial for sucrose hydrolysis are highlighted with a green triangle, while
residues involved in isomerization and specificity towards isomaltulose formation are denoted
with an orange triangle. Sequence alignments were generated using the software MEGA 11 Version
11.0.13 [83] and ESPript [84]. Secondary structures are designated according to the crystal structure
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of PalI NX-5 and are presented on top: helices with squiggles, beta strands with arrows, turns
with TTT letters. Residues depicted or highlighted in red within the blue blocks represent con-
served residues.

Among SIase, five highly conserved residues present in the catalytic N-terminal
domain stand out. Zhang et al. [61] point to Asp241, Glu295, and Asp369 (position in the
PalI isoform) as the potential catalytic triad, while His145 and His368 are highly conserved
in α-amylases and glycosyltransferases [85]. In PalI SIase, Glu295 acts as a general acid by
protonating the oxygen of the glycosidic bond and producing substrate hydrolysis; then,
the Oδ2 of Asp241 acts as a nucleophile and attacks the C1 of D-glycosyl, forming the
β-glycosyl-enzyme intermediate, while Asp369 forms hydrogen bonds with O2 and O3.
His145 forms a hydrogen bond with O6 and His368 with O2. Isomaltulose is produced
when the O6 of D-fructose (hydrolysis product) nucleophilically binds to the C1 of the
D-glycosyl group [61]. Unlike the GH13 enzyme family, among SIase, the RLDRD motif
(RYDRA, in the MutB isoform) is highly conserved. The sequence 325RLDRD329 (position
in the PalI isoform) is adjacent to the active site cleft. Through directed mutagenesis
analysis of this sequence, its indispensable and determinant role in enzymatic kinetics and
specificity towards isomaltulose formation has been confirmed [61,86]. Based on modeling
studies, it is suggested that the RLDRD sequence, especially the two arginines, is involved
in binding to fructose [86]. In this way, SIase possesses both isomerase and hydrolase
activities, although the amounts of D-glucose and D-fructose are minimal [43]. Thus,
isomaltulose and trehalulose are the primary products of the enzyme’s catalytic action [29]
(Figure 3).
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Recombinant CBS 574.77 35 NR NR 32.4 1301 88.5 [86] 
Recombinant PalI NK33 35 6 2362 42.7 NR 76.8 [49] 

Recombinant UQ68J 35 5 562 39.9 17.9 91 [51] 
Recombinant UQ14S 35 6 351 76 6.2 66 [51] 

Recombinant PalI LX3 35 6 328 54.6 0.27 83 [85] 
Wild-type ATCC15928 30 6.2 120 65 NR 72.6 [41] 

Recombinant AS9 30 6 957.5 30.1 33 76.3 [55] 
Recombinant Ejp617 40 6 118.87 69.28 NR 80.5 [89] 
Recombinant FMB-1 50 5–6 49 NR NR 78 [50] 
Recombinant Pal-2 40 5.5 286.4 62.9 NR 81.7 [48] 

a Activity refers to total proteins, using osmotic shock as an extraction method. NR—Not reported. 

Figure 3. Hydrolysis and isomerization of sucrose catalyzed by SIase.

Despite the high homology and structural similarity among SIase, their catalytic
behavior varies considerably depending on the analyzed isoform, pH, and reaction temper-
ature (Figure 4, Table 2). For instance, the isoform from P. dispersa UQ68J produces up to
91% isomaltulose and 3% trehalulose (30–35 ◦C) [43], while the SIase from A. radiobacter
MX-232 [46] and P. mesoacidophila MX-45 [47] yield up to 88% trehalulose. Significant differ-
ences also exist in the Michaelis–Menten constants (Km) and catalytic efficiencies of various
SIase (Table 2). Thus, Km is estimated in the range of 30.1 mM (recombinant isoform
from Serratia plymuthica AS9) [55] to 255.1 mM (recombinant isoform from E. rhapontici
NX-5) [54]. Meanwhile, catalytic efficiencies (kcat/Km) have been reported in the range of
1301 mM−1·s−1 (recombinant isoform from P. rubrum CBS 574.77) [86] to 0.27 mM−1·s−1

(recombinant isoform from Klebsiella sp. LX3) [85].
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Figure 4. Phylogenetic tree of sucrose isomerase isoforms. A consensus phylogenetic tree was
constructed using the the software MEGA 11 Version 11.0.13 [83]. The evolutionary history was
inferred using the Maximum Likelihood method and the JTT matrix-based model. The tree with
the highest log likelihood (−5484.74) is displayed. The percentage of trees in which the associated
taxa clustered together is indicated next to the branches. Initial tree(s) for the heuristic search were
automatically obtained by applying the Neighbor-Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise
distances, which were estimated using the JTT model. Then, the topology with the superior log
likelihood value was selected. This analysis included 11 amino acid sequences. The final dataset
comprised 600 positions. The sequences used belong to the isoforms: PalI NX-5 (GenBank: ADJ56407),
CBS 574.77 (GenBank: 3GBE_A), PalI NK33 (GenBank: AAM96902.1), UQ68J (GenBank: AAP57083.1),
UQ14S (GenBank: AAP57085.1), PalI LX3 (GenBank: 1M53_A), A30 (GenBank: EKF64560.1), AS9
(GenBank: ALS09706.1), Ejp617 (GenBank: ADP12651.1), FMB-1 (GenBank: ACF42098.1), and Pal-2
(GenBank: VUC84579.1).
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Table 2. SIase with different general characteristics.

Isoform Top (◦C) pH Specific Activity
(U/mg) Km (mM) kcat/Km

(mM−1·s−1)
Isomaltulose

Ratio (%) References

Wild-type PalI NX-5 30 6 423 222 NR 83 [87]

Recombinant PalI NX-5 30 5 NR 257 NR 87 [39]

Recombinant PalI NX-5 30 6 483.8 255.1 2.2 78 [54]

Wild-type PalI D12 40 6 19.8 138 NR 65.7 [40]

Wild-type NCPPB 1578 30 NR 4.11 a 280 NR 85 [88]

Recombinant CBS 574.77 35 NR NR 32.4 1301 88.5 [86]

Recombinant PalI NK33 35 6 2362 42.7 NR 76.8 [49]

Recombinant UQ68J 35 5 562 39.9 17.9 91 [51]

Recombinant UQ14S 35 6 351 76 6.2 66 [51]

Recombinant PalI LX3 35 6 328 54.6 0.27 83 [85]

Wild-type ATCC15928 30 6.2 120 65 NR 72.6 [41]

Recombinant AS9 30 6 957.5 30.1 33 76.3 [55]

Recombinant Ejp617 40 6 118.87 69.28 NR 80.5 [89]

Recombinant FMB-1 50 5–6 49 NR NR 78 [50]

Recombinant Pal-2 40 5.5 286.4 62.9 NR 81.7 [48]
a Activity refers to total proteins, using osmotic shock as an extraction method. NR—Not reported.

3. Thermolability of Sucrose Isomerases

With the exception of the isoform from Enterobacter sp. FMB-1 (Top 50 ◦C) [50], most
SIase exhibit their peak activity between 20 and 40 ◦C [89,90] (Table 2). Even so, the isoform
from Enterobacter sp. FMB-1 dramatically loses its activity at temperatures exceeding
50 ◦C [50]. Similarly, the recombinant isoform from E. rhapontici NX-5 displayed no activity
after being incubated for 30 min at 60 ◦C [87], while the wild-type variant has a half-life
of 5 min at the same temperature [39]. For its part, the isoform from Erwinia sp. Ejp617
retained only 1.7% of its peak activity after 1 h of incubation at 50 ◦C [89]. Likewise,
the recombinant isoform from Pantoea dispersa lost up to 71% of its activity after 1 h of
incubation at 45 ◦C [91]. Thus, the high thermolability of SIase presents a challenge in the
industrial production of isomaltulose [55].

The issue of enzyme instability has posed a fundamental challenge in their use for
productive-scale synthesis and chemical production [92]. Often, harsh reaction condi-
tions are required, such as elevated temperatures and exposure to organic solvents [3].
Reaction rates increase exponentially with temperature, reaching a point of enzyme denat-
uration [93]. Thus, their thermal stability becomes a desirable attribute in the development
of an industrial process. Additionally, enhanced thermostability is also associated with
longer half-lives under mild conditions and greater retention of activity in non-aqueous
solvents [94]. These properties, combined with a suitable reaction strategy, would facilitate
the reuse of the biocatalyst and thereby reduce the costs associated with the operation of
the process [95–97]. This approach also addresses the cost stigma associated with enzyme
use [98]. Specifically, the utilization of thermally stable SIase enzymes would offer bene-
fits; as temperature increases, there is a decrease in the viscosity of the reaction mixture,
enhanced substrate solubility, increased mass transfer rates, and a reduction in the risk of
microbial contamination [55,99,100].

Several structural elements contribute to the thermal stability of enzymes. Numerous
studies addressing the crystal structures of mesophilic and thermophilic proteins have
demonstrated the pivotal relationship between structure and thermostability [92], further
identifying key factors affecting enzyme thermostability [101]. Among these, the com-
position of amino acids forming their helices stands out [102,103]. For instance, when
comparing the prevalence of Tyr, Gly, and Gln in helices of thermally stable proteins, these
amino acids appear in greater abundance than in mesophilic proteins, whereas the opposite



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 14513 9 of 25

is true for Val [104]. Substitutions such as Lys→Arg and Ser→Ala have also been observed
to be common when comparing mesophilic to thermophilic proteins [105]. Other core de-
terminants of protein thermal stability include increased hydrogen bonding [106–108], the
introduction of disulfide bonds [109–111], salt bridges [112,113], loop shortening [114,115],
optimization of electrostatic surfaces [116,117], enhanced solvation in specific protein re-
gions [118], and augmented intramolecular hydrophobic packing [119,120]. The factors
mentioned previously largely share a similar basis, aiming to reduce the molecule’s entropy;
that is, enzyme rigidity is required for higher thermostability [108]. It should be noted that
the enhancement of thermal stability is achieved through the cooperative optimization of
various factors rather than a single dominant interaction [121].

4. Protein Engineering, Thermostabilization of Sucrose Isomerases

Protein engineering is a widely used method in the stabilization of mesophilic en-
zymes [92,122]. In this sense, the use of protein engineering tools accumulates several
industrial successes, some of which date back to the 1980s when Genencor designed bleach-
tolerant proteases for laundry detergents [123]. Numerous strategies have been developed
to enhance protein thermostability, which typically falls into three approaches: rational
design; directed evolution; and semi-rational design [55,124–126]. The choice of strategy
will depend on both the availability of a robust screening method and information about
the enzyme’s structure and function [127]. Broadly speaking, engineering to enhance an
enzyme’s properties follows three steps: initially, changes to be made in the protein are
defined using one of the engineering strategies; subsequently, the proposed changes (muta-
genesis) are implemented; and finally, protein variants are evaluated to select mutants with
superior properties [128] (Figure 5).

4.1. Directed Evolution

Directed evolution, proposed by Arnold in the 1990s, mimics the process of natural
evolution. This strategy encompasses genetic diversification, screening, and the selection
of valuable mutants from a vast array of mutant libraries [129,130]. The error-prone PCR
(epPCR) technique, vital within the context of directed evolution, is a highly effective
method for generating mutants with enhanced thermostability [92]. In this method, during
the replication process, a modified DNA polymerase introduces random mutations into
the gene of interest [131,132]. Hence, practicing directed evolution takes on a quid pro
quo nature, as its execution does not necessitate prior knowledge of the target enzyme’s
structure and function or the various amino acid substitutions generated [133]. This
strategy’s primary challenge lies in the vast number of mutant colonies produced (typically
around 104) [124]. A robust screening and selection method for mutants with desired
characteristics is required, rendering the process time-consuming and costly [134]. There
are also limitations in constructing highly diverse mutant libraries, such as the commonly
low mutagenic frequency, the redundancy of the genetic code, and mutagenic “hot spots”
caused by the propensity of polymerases [135].

Rational design mandatorily requires detailed structural information that might not
yet be available for all enzymes [92]. In this way, directed evolution could be applied
to proteins lacking structural research, and the effectiveness of this strategy has ensured
its popularity, even as computer-assisted engineering plays a significant role in enzyme
thermostabilization. Pertinently, enzymatic engineering through directed evolution, al-
though not applied to sucrose isomerases, has successfully enhanced the thermostability of
GH13 enzymes such as the α-glucosidase from Thermus thermophilus TC11 [136] and the
α-amylase from Bacillus licheniformis [137].
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4.2. Rational Design

Rational design is rooted in understanding the relationship between a protein’s struc-
ture and function [138]. Based on this relationship, precise changes are introduced into
the amino acid sequence through site-directed mutagenesis [133]. In this regard, rational
design and understanding of the structure–function relationship have evolved synergis-
tically, thus opening new perspectives for modulating enzymatic function and de novo
prediction [139]. These attributes give rational design the potential to drastically reduce
the size of the mutant library and the associated screening costs [92]. In recent years, with
the development of bioinformatics, numerous algorithms and computational tools have
emerged that allow the monitoring of flexible regions in protein molecules, as well as
predicting thermostabilization [140,141]. Precisely, computer-assisted rational design is an
attractive alternative that speeds up the process of enzymatic engineering [142]. Commonly,
in the in silico stabilization of enzymes, strategies are followed such as comparison with
homologous sequences of greater thermostability [143], analysis of the B-factor [144,145],
molecular dynamics (MD) simulations [113,146], constraint network analysis (CNA) [147],
designing disulfide bonds (DSB) [142,148,149], engineering glycosylation sites [150], design-
ing stabilizing salt bridges based on enzyme sequence and structure [151], and calculations
to minimize effective energy that mimics Gibbs free energy [152,153]. During the appli-
cation of these strategies, substitutions made should not belong to a stabilization center
or the active site cavity. Thus, mutations are often observed in loop regions or exposed
surface areas [110,115].

4.3. Semi-Rational Design

Using the primary structure of a protein to predict biochemical and biophysical
parameters is an attractive field of research. This is because information on genomic
sequencing is expanding much more rapidly than structural or biochemical data [154].
For this reason, semi-rational design has emerged as a highly attractive strategy in which
directed evolution and rational design are combined. This combination allows for the
reduction of mutant library sizes [133]. Additionally, considering evolutionary variability,
mechanical features, and topological limitations for amino acid identification can result in
libraries having a higher functional content [155].

4.4. Characterization of Thermostability

Frequently, the thermostability of an enzyme is characterized by quantifying the
physical parameters: optimal temperature (Top) and its associated activity range [120],
melting point temperature (Tm) [119], the T50x, and the half-life time (t1/2) [156]. Tm
characterizes the irreversible unfolding of the protein’s secondary or tertiary structure,
being one of the most informative parameters of thermostability [157]. On the other hand,
T50x represents the temperature at which half of the residual activity remains after a time
“x” (min); this parameter is an indicator of temperature-dependent deactivation. The
t1/2 parameter represents the time the enzyme retains half of its residual activity at a
specified temperature. Thus, it is a kinetic parameter of stability [120]. Figure 5 provides a
summarized depiction of the aforementioned aspects.

4.5. Thermostabilization of Sucrose Isomerases

Protein engineering techniques applied to SIase have targeted three primary goals:
enhancing enzyme thermostability, boosting enzyme activity, and increasing the isomal-
tulose production ratio (Table 3). Zhang et al. [85] honed in on improving thermostability
by identifying potential sites for proline substitution. It is recognized that the presence
of proline in the second position of a β-turn makes a protein more stable by reducing its
entropy [158,159]; this concept has been extensively applied for enhancing thermostability
in α-amylases [159,160]. Zhang et al. [85] chose the residues Arg310 and Glu498 for proline
substitution. Resulting from the mutations, the optimal temperature of PalI increased from
35 ◦C to 40 ◦C and 45 ◦C for PalI:Glu498Pro and PalI:Glu498Pro/Arg310Pro, respectively.
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The half-lives of PalI, PalI:Glu498Pro, and PalI:Glu498Pro/Arg310Pro were 1.81, 9.45, and
13.61 min at 50 ◦C, respectively. Thus, the half-life of PalI:Glu498Pro/Arg310Pro at 50 ◦C
was approximately 11 times higher than that of PalI. Similarly, to enhance the stability of
the S. plymuthica AS9 isoform, Duan et al. [55] identified amino acid residues with high
B-factors for site-directed mutagenesis. The mutants E175N, K576D, and E175N/K576D were
designed using the Rosetta Design database. As a thermostability enhancement result,
the mutants displayed a slightly increased optimal temperature (35 ◦C) compared to the
wild-type enzyme (30 ◦C). The half-lives of mutants E175N, K576D, and E175N/K576D were
2.30, 1.78, and 7.65 times longer than the wild-type enzyme at 45 ◦C, respectively. Mean-
while, Sardiña-Peña et al. [54] enhanced the thermal stability of the Erwinia rhapontici NX-5
isoform. The authors aimed to enhance the presence of thermostabilizing interactions, such
as hydrogen bonds and glycosylation, in the molecule’s flexible regions. The engineered
mutants K174Q, L202E, and K174Q/L202E were expressed as glycoproteins and exhibited an
increase in their optimal temperature by 5 ◦C, while their half-lives at 40 ◦C increased by
factors of 2.21, 1.73, and 2.89, respectively.

Table 3. Characteristics of mutant sucrose isomerases with improved thermostability.

Isoform Modification Strategy for Ther-
mostabilization

Stabilizing
Interaction Top (◦C) Half-Life

(min)
Specific Activity

(U/mg)
Km
(mM)

kcat/Km
(mM−1·s−1) References

PalI NX-5 Glycosylation

B-factor analysis
and glycosylation
site engineering.

Strengthening of
the hydrogen-

bonding network
and glycosylation

of the flexible
terminal C region.

30 10.1 a 483.8 255.1 2.21

[54]

PalI NX-5 Glycosylation—
K174Q 35 22.3 a 529.9 241.9 2.55

PalI NX-5 Glycosylation—
L202E 35 17.5 a 509.1 234.9 2.52

PalI NX-5 Glycosylation—
K174Q/L202E 35 29.2 a 509.3 231.2 2.57

PalI AS9 Native

B-factor analysis
Strengthening of

the hydrogen
bridge network

30 39.2 b 957.5 30.1 33

[55]
PalI AS9 E175N 35 90.2 b 1017.6 28.1 45.6

PalI AS9 K576D 35 69.8 b 1045.7 29.5 34.4

PalI AS9 E175N/K576D 35 300 b 1218.9 26.8 39.4

PalI LX3 Native

Proline theory Loop
stabilization

35 1.81 c 328 54.6 0.27

[85]PalI LX3 E498P 40 9.45 c 350 NR 0.29

PalI LX3 E498P/R310P 40 13.61 c 340 NR 0.31

a The enzymes were incubated in 50 mM citric acid/sodium phosphate buffer (pH 6.0) at 40 ◦C. b The enzymes
were incubated in 50 mM citric acid/sodium phosphate buffer (pH 6.0) at 45 ◦C. c The enzymes were incubated in
0.1 M citrate-phosphate buffer (pH 6.0) at 50 ◦C.

When collectively analyzing the preceding reports, the following similarities stand
out. Firstly, mutation sites (substituted residues) were located on the molecules’ periphery
(surface), which is undoubtedly associated with this region being the most susceptible to
changes in the enzyme’s microenvironment. Secondly, target sites corresponded to loop
regions with significant flexibility. Duan et al. [55] and Sardiña-Peña et al. [54] laid the
foundation for their strategies by interpreting the B-factor profile of the crystal structures
3GBD (Resolution 1.95 Å) and 4HOW (Resolution 1.7 Å, Table 1), respectively. These
profiles are a practical and helpful tool for identifying flexible regions (hotspots) in any
enzyme. However, regarding B-factors as a sufficient foundation for flexibility conclusions
could pose risks and errors [161]. Merritt [162] argues that the crystal structure’s resolution
is a pivotal parameter when using the B-factor. A low resolution (3–5 Å) correlates with
disproportionate B-factors, which should not be used for specific conclusions. Even if the
resolutions of the SIase crystal structures are relatively high, drawing factual conclusions
from the B-factor might remain limited [163].

The strategies delineated by Zhang et al. [85], Duan et al. [55], and Sardiña-Peña et al. [54]
were not aimed at enhancing the enzymes from a kinetic standpoint. However (Table 3), as
reported by Zhang et al. [85], compared to PalI, the maximum specific activity increased by
7% for PalI:Glu498Pro and by 16% for PalI:Glu498Pro/Arg310Pro. Duan et al. [55] report that
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in comparison to PalI AS9, the Km values for the mutants E175N, K576D, and E175N/K576D
decreased by 6.6%, 2.0%, and 11.0%, respectively, and their catalytic efficiency values
increased by 38.2%, 4.2%, and 19.4%, respectively. Similarly, as reported by Sardiña-Peña
et al. [54], the Km values for the mutants K174Q, L202E, and K174Q/L202E decreased by
5.1%, 7.9%, and 9.4%, respectively; additionally, the catalytic efficiency increased by up to
16%. Furthermore, the mutants exhibited an increase in activity from 20.3% to 25.3%. Both
Duan et al. [55] and Sardiña-Peña et al. [54] justified the increased activity by stating that
the substitutions made were distanced from the catalytic center and isomerization region.
Therefore, the mutations might have caused these regions to be more compact, exerting a
positive impact on kinetic parameters. In light of this, Liu et al. [48] enhanced the enzymatic
activity of the Raoultella terrigena isoform using a thermal stability optimization strategy.
For this purpose, they employed the Hotspot Wizard tool (https://loschmidt.chemi.muni.
cz/hotspotwizard/, accessed on 15 May 2021) [164], which enabled the identification
of hotspots through multiple sequence alignment. Compared to the wild-type PalI-2,
the enzymatic activities of the mutants N498P and Q275R increased by 89.2% and 42.2%,
respectively, while the isomaltulose production efficiencies of the mutants Y246L, H287R,
and H481P improved up to 89.1%, 90.7%, and 92.4%, respectively.

5. Glycosylation of Sucrose Isomerases

SIase are molecules naturally produced in prokaryotes. Due to this, the potential
effects of post-translational modifications, such as glycosylation, on the structure, function,
and stability of SIase have not been deeply studied. However, if a protein naturally
produced in prokaryotes possesses potential sites for N-glycosylation, its expression in a
eukaryotic host could result in a glycoprotein. As shown in Figure 6, SIase isoforms such
as PalI NX-5, CBS 574.77, PalI LX3, and MutB display potential sites for N-glycosylation.
Specifically, Sardiña-Peña et al. [54] took this into account during the thermostabilization
of the PalI NX-5 isoform by choosing Pichia pastoris as the expression system. Both the non-
transformed variant and the mutants developed by Sardiña-Peña et al. [54] were expressed
as glycoproteins. Nevertheless, Sardiña-Peña et al. [54] did not deeply analyze the effect
that glycosylation might have had on the molecule’s thermostability and kinetic behavior.
However, it can be noted that in the case of the PalI NX-5 mutant variants (K174Q, L202E,
and K174Q/L202E), the observed increase in thermostability could have resulted from
the simple effect of the introduced mutations or their combination with the molecule’s
glycosylation. While the non-mutated but glycosylated variant showed the same Top as
reported by Ren et al. [87] (Tables 2 and 3), the apparent effect of glycosylation on the Top
was null. Yet, from a kinetic perspective, the glycosylated PalI NX-5 displayed enhanced
enzymatic activity.

N-glycosylation is one of the most common co- and post-translational modifications in
eukaryotes [165]. This modification usually occurs in asparagine residues within the consen-
sus sequence Asn-X-Ser/Thr, where X cannot be proline because the pyrrol ring structure
of proline increases the rigidity of the peptide chain and inhibits glycosylation [166]. In this
sense, Knauer and Lehle [167] estimate that between 70–90% of the consensus sequences
present in secreted proteins have glycans. However, when the folding of the polypeptide
chain occurs in the cytosol, not necessarily all consensus sequences are accessible to the
action of glycosyltransferases to start glycosylation [168], which would happen among the
SIase. As seen in Figures 1A, 2 and 6, potentially glycosylate regions like the one located
in the enzyme’s catalytic cavity (N144 in PalI NX5, N102 in CBS574.77, N116 in PalI LX3,
and N102 in MutB) would be discarded if the action of glycosyltransferases occurred after
enzyme folding. It should be noted that N-glycosylation begins when the oligosaccharide
precursor (Glc3Man9GlcNAc2) is transferred, through oligosaccharide transferase, to the
consensus sequence present in the nascent polypeptide [169]. The N-glycans of proteins
are subsequently processed by a series of glucosidases and glycosyltransferases in the
endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus [170].

https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/
https://loschmidt.chemi.muni.cz/hotspotwizard/
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Figure 6. Indicated in green boxes are the potential sites for N-glycosylation present in the PalI NX-5,
CBS 574.77, PalI LX3, and MutB isoforms. Monosaccharides point to the glycosylable asparagine
residue, monosaccharide symbols follow the SNFG system. Residues depicted or highlighted in red
within the blue blocks represent conserved residues. Sequence alignments were generated using the
software MEGA 11 Version 11.0.13 [83] and ESPript [84].
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Protein glycosylation typically constitutes a stabilizing interaction against temperature,
pH, the presence of proteases, and physiological stress [171–174]. In this regard, Hu
et al. [175] suggest that glycosylation reduces the flexibility of the protein structure, thereby
enhancing its structural and thermal stability. Furthermore, studies by Ryu et al. [168] and
Maksimainen et al. [176] indicate extensive interactions of immature N-glycans with their
carrier proteins. Moreover, glucose residues on the non-reducing end exhibit extensive
interactions with the protein surface [177]. Interactions have even been observed between
glycans and residues located 30 Å from the N-glycosylated Asn [178]. Thus, N-glycosylation
might affect the protein’s stability [150,179], activity [144], and specificity [180].

The effect of glycosylation is complex and not always predictable or beneficial [150,175].
Such behavior has been noted within the GH13 family. For instance, Hu et al. [175] observed
that the glycosylation of α-amylase BLA from Bacillus licheniformis had no significant impact
on the molecule’s thermal stability since the inherent stability of BLA overshadowed
the glycosylation effect on its thermal stability. Assessing the effect of glycosylation on
enzyme thermal stability becomes even more complex when considering the various
glycosylation patterns obtainable in eukaryotic hosts. In yeasts, protein N-glycans undergo
processing to form structures rich in mannose. However, the fully processed forms of the
N-glycan vary depending on the species [181]. Moreover, for a given microorganism, the
glycosylation process might be influenced by environmental factors such as fermentation
duration, the expression level of glucosidases/glycosyltransferases, and culture medium
composition [182]. Additionally, intrinsic structural factors associated with the nascent
protein also affect glycan processing, maturation, and subsequent interaction with the side
chain [183]. Given the aforementioned discussions, analyzing the effect of N-glycosylation
on sucrose isomerases is intriguing, especially considering that they naturally possess
multiple consensus sequences (Figure 6).

6. Future Perspectives

Even though the thermostability of SIase is a limiting factor and multiple reports
have deeply examined their structure–function relationship [56,59–61,86,184], research
focused on enhancing the thermal stability of SIase using protein engineering is quite
limited and leaves questions regarding potential strategies that could be employed in this
direction. Therefore, the following discussion, from a theoretical perspective, considers
other mechanisms that might be used for this purpose.

6.1. Thermostable Sucrose Isomerases Based on Homology Models and Chimerization

In contrast to SIase, some members of the GH13 family exhibit elevated optimal
temperatures, often exceeding 70 ◦C. Hence, these enzymes have been widely used in
the formulation of detergents, the baking industry, beer production, alcohol manufacture,
and starch sugar production [175]. For example, the thermostable α-amylase from Bacillus
licheniformis B4-423 displays an optimal temperature of 100 ◦C. This enzyme can maintain
more than 70% activity in the 80–140 ◦C range. Likewise, this α-amylase retained over 50%
of its enzymatic activity after incubation at 80 ◦C for 110 min [185]. Also noteworthy are
the α-amylases from Pyrococcus furiosus [186] and Bacillus amyloliquifaciens TSWK1-1 [187],
with optimal temperatures of 100 ◦C and 70 ◦C, respectively. In both cases, they exhibited
half-lives of 12 h at their optimal temperatures. The 1,4-α-glucan branching enzyme from
Bacillus licheniformis ATCC14580 displays peak activity at 80 ◦C and retains 90% of its
enzymatic activity at 70 ◦C over 16 h. Similarly, the trehalose synthase from Thermobaculum
terrenum ATCCBAA-798 presents an optimal temperature of 45 ◦C, also retaining 80% of its
peak activity after treatment at 70 ◦C for 30 min [188].

The characteristics of the thermostable GH13 enzymes make them an unexplored niche
for designing SIase with novel properties. Consider that the GH13 family displays a highly
conserved structure and mechanism among its members. Moreover, the structure–function
relationship of SIase has been thoroughly examined. In this context, both homology models
(sequence-based) and structure-based designs could serve as alternatives for detecting
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“hotspots” affecting thermal stability. Such rational design approaches, followed by in
silico structural analysis, would facilitate the creation of mutant and chimeric SIase with
enhanced hydrogen bonding and hydrophobic interactions. For instance, Cui et al. [143]
employed a sequence-based design to enhance the specific activity and thermal stability of
the α-amylase BLA from Bacillus licheniformis. Using this approach, Cui et al. [143] designed
the Q360C mutant, which exhibited a residual activity 1.27 times higher than the wild-type
variant after pre-incubation at 70 ◦C for 30 min. This result suggests that an approach
grounded in multiple sequence alignment is feasible for the thermo-stabilization of other
GH13 family enzymes, like SIase.

6.2. Thermostable Sucrose Isomerases Based on Improving the Entropy of the Folded State

It has been observed that modifications enhancing the entropy of the folded state can
also lead to stabilization [189]. Specifically, strategies such as truncation or cyclization of
mesophilic enzymes have employed this paradigm. In this context, it has been reported
that the removal of exposed loop regions can enhance stability. Studies on flexible loop
areas have shown that the entropic effect of ordering a loop upon folding is analogous to
the energetic outcomes obtained after loop truncation [190]. Furthermore, when comparing
mesophilic or thermophilic structures, an inverse correlation has been observed between
loop length and stability, and additionally, increased stability through loop shortening [191].
Although truncation has not yet been implemented for SIase thermostabilization, this
approach has been pursued with some members of the GH13 family, such as the alkaline
α-amylase (Amy703) from Bacillus pseudofirmus 703. This enzyme was truncated in the
N-terminal domain by Lu et al. [192], who developed the N-Amy mutant. This mutant
displayed a Top of 50 ◦C, 10 ◦C higher than Amy703. Thus, the potential thermostabilization
of SIase by truncating segments of domain B (loop-rich) becomes highly intriguing for
future work. Beyond this, conducting protein engineering activities on domain B might
assist in discerning its function within the SIase. In this regard, studies like those by
Feller et al. [193] and Rhimi et al. [194] have employed truncation of segments with flexible
loops in GH13 enzymes to elucidate their role in inhibitor tolerance and enhancement of
enzymatic activity.

Cyclization is another strategy to enhance the entropy of a protein’s folded state.
Broadly speaking, cyclization aims to connect the N and C termini of a protein’s amino
acid chain. Typically, the N and C-terminal regions are often the most flexible parts of the
protein’s backbone [195]. Protein backbone cyclization can be achieved through chemi-
cal ligation, the introduction of disulfide bonds, and peptide ligation [156]. Particularly,
protein cyclization using biological conjugation approaches like the SpyTag/SpyCatcher
and SnoopTag/SnoopCatcher systems has been a highly effective strategy for creating
thermostable enzymes [196]. The Tag/Catcher system leads to specific covalent conjugation
of the protein backbone through two short polypeptide tags via the formation of an isopep-
tide bond between two amino acid side chains [197]. In the context of the GH13 family,
enzymatic cyclization has been successfully developed, as seen in the research conducted by
Chen et al. [146] on the thermostability of trehalose synthase (TreS) from Thermomonospora
curvata. In their study, Chen et al. [146] noted that in the case of TreS, cyclization led to
a much greater increase in thermostability than was achieved through site-directed mu-
tagenesis. It is worth noting that, to date, approaches to SIase thermostabilization have
primarily focused on site-directed mutagenesis. Thus, it would be interesting to evaluate
the effect of a cyclization-based approach. However, it should be emphasized that in protein
engineering, there are no universal strategies. The introduction of inteins can destabilize a
protein due to steric constraints in the folded conformation, limiting the broad application
of protein cyclization [157].

Whether within the framework of cyclization or as an independent strategy, disulfide
bond engineering is also a successful approach for enzyme stabilization [149]. However,
the reasons behind the stabilizing effect of this bond are not well characterized, and
contrary to expectations, many designed disulfide bonds have resulted in reduced stability
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of the modified protein [198]. In some cases of GH13 enzymes, such as SIase, the C-
terminal domain is associated with structural stability [59,61]. Precisely with this in mind,
Li et al. [199] introduced a disulfide bridge in the C-terminal domain of the α-amylase (FSA)
from Flavobacteriaceae sinomicrobium. They achieved this by making the S450C and K415C
substitutions, leading to a significant improvement in enzyme activity and thermostability.
Thus, introducing disulfide bridges in the C-terminal domain, or even in the loop-rich
domain, might be a feasible strategy in the thermostabilization of SIase.

6.3. Thermostable Sucrose Isomerases, Other Alternative Strategies

Beyond protein engineering, strategies based on chemical modifications also allow for
the enhancement of enzyme stability. For instance, PEGylation has been used to improve
the stability of Saccharomycopsis fibuligera α-amylase [200], enabling a 5 ◦C increase in
the enzyme’s optimal temperature. Srivastava [201] and Klibanov [202] propose that
polysaccharides attached to enzymes during conjugation provide rigidity and hydration,
thereby improving their stability. In this regard, Villalonga et al. [203] conjugated porcine
pancreatic α-amylase (EC 3.2.1.1) with carboxymethylcellulose. As a result, the specific
activity of the conjugate decreased by 54% compared to the native enzyme. However,
the thermostability of the conjugated α-amylase improved significantly. While the native
enzyme became inactive at 55 ◦C, the conjugate exhibited a complete loss of activity from
70 ◦C onwards. According to Villalonga et al. [203], the conjugate showed greater resistance
to denaturing agents such as urea and sodium dodecyl sulfate. It is worth noting that such
improvements are not typically achieved using traditional protein engineering techniques.
However, to date, no chemical modification-based strategy has been employed in the
thermostabilization of SIase.
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