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Introduccion. SacB de B. subtilis es una enzima que a
partir de sacarosa sintetiza levanas, polimeros de fructosa
constituidos principalmente por enlaces glicosidicos (32-6.
Esta levansacarasa (EC 2.4.1.10), en ciertas condiciones
de reaccion, sintetiza preferencialmente una levana de
bajo peso molecular (7.2 kDa) denominada LevanB, a
través de la formacion secuencial de un gran namero de
intermediarios cuyo grado de polimerizacion (DP) se
incrementa en el transcurso de la reaccion. A esta sintesis
se le ha asociado un mecanismo de elongacion no
procesivo [1], en el cual la polimerizacién ocurre tras
numerosos ciclos de captacién, transferencia del grupo
fructosilo de la sacarosa y liberacion al medio de reaccién
de las moléculas que actlan como aceptores.

En este trabajo se presenta la evaluacion y caracterizacion
cinética de moléculas aceptoras inherentes a la sintesis de
LevanB, con el fin de estudiar la participacién de aceptores
de distinto DP en el contexto de un mecanismo no
procesivo.

Metodologia. Aceptores tipo levana con DP entre 2y 7
fueron sintetizados mediante el método bi-enzimético
levansacarasa/endolevanasa [2] y purificados mediante
SEC preparativa seguida de rpHPLC [3]. Las reacciones
de SacB se desarrollaron a 25°C y pH 6 empleando 0.5
UM de enzima, 0.29 M de sacarosa y 5 mM para cada uno
de los aceptores. Las velocidades iniciales de reaccion
(transferencia e hidrélisis) se obtuvieron mediante la
cuantificacién de fructosa y glucosa libres por HPLC. El
andlisis de los productos de reaccién se llevdé a cabo
mediante GPC y HPAE-PAD.

Resultados. En la evolucion del perfil de los
intermediarios involucrados en la sintesis de LevanB fue
posible diferenciar entre intermediarios formados desde
tiempos muy tempranos de reaccién (en los primeros 10
min) e intermediarios formados en tiempos posteriores
(entre 10 min y 5h). Particularmente, fue posible la sintesis
y purificacion de intermediarios de la fase tardia para ser
utilizados como aceptores en la reaccion.

Nuestros resultados muestran claramente que los
aceptores afiadidos son tomados por SacB y elongados
no procesivamente hacia compuestos de tamafio
intermedio que finalmente dan lugar a LevanB (Fig. 1). Lo
anterior dio lugar a un incremento en la produccién del
polimero en las reacciones con aceptores.
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Fig. 1. Evolucion en el perfil de HPAE-PAD durante la sintesis no
procesiva de LevanB con la adicién de aceptores DP4.
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Asi mismo, los datos cinéticos sefialaron un efecto de
activacion de la reaccién para todos los aceptores
evaluados. Especificamente, la adicion de FOS DP2
incrementd 16% la velocidad de transferencia mientras
gue los aceptores mas grandes (DP3-7) la incrementaron
arriba de 4 veces. En contraste, la velocidad de hidrolisis
mostré una tendencia a la baja conforme aumenta el
tamafio de los aceptores empleados, disminuyendo hasta
un 50% en presencia de los aceptores DP7.

Conclusiones. La sintesis no procesiva de LevanB
involucra la formacion de intermediarios en dos fases de
elongacion, una temprana y una tardia.

La incorporacion al medio de reaccion de aceptores
inherentes a la reaccion genera un efecto activador debido
a un incremento en la velocidad de transferencia, la cual
se desarrolla preferencialmente sobre las moléculas
afadidas.
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