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Introduccion. Las levansacarasas (LS) son
fructosiltransferasas (FTF) pertenecientes a la familia 68
de las glucosilhidrolasas (GH68). Las LS utilizan
sacarosa como sustrato donador para sintetizar levana,
un polimero de fructosa con enlaces (2-6) en su cadena
principal (1). En 2006, se reportd el aislamiento y
caracterizacion molecular del gen LevS, que codifica para
una levansacarasa de Leuconsotoc mesenteroides B-512
F, asi como la produccién y caracterizacién funcional de
la enzima. LevS pertenece a una subfamilia de FTF que
se caracteriza por la presencia de dominios adicionales
en las regiones N- y C-terminal con identidad de
glucosiltransferasas (GTF), por lo que se les considera
como quimeras naturales (2).

Objetivo. Investigar los efectos de los dominios
adicionales (N- y C-terminal) de la levansacarasa LevS
en funcién de su actividad y estabilidad.

Metodologia.

Construccion de

versiones
truncadas de
LevS

uncadas de

LevS

Fig. 1. Disefio experimental.

Las construcciones de las versiones truncadas de la
levansacarasa LevS fueron clonadas en el plasmido
pBad/D y expresadas en E. coli (Figura 2). La purificacion
se realiz6 a través de la etiqueta de histidinas (His) en el
extremo C-terminal. El polimero producido fue analizado
por resonancia magnética nuclear (RMN).
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Fig. 2. Esquema de versiones truncadas de LevS.

Resultados.

Se generaron versiones truncadas de la levansacrasa
LevS (Figura 2), eliminando la region N y/o C-terminal.
Estas versiones no mostraron cambios en el tipo de
polimero sintetizado. Sin embargo, la eliminacién de la
regiéon N-terminal afect6 fuertemente la actividad de LevS
probablemente debido a un efecto en la estabilidad,

mientras que la eliminaciéon de la region C-terminal
modifica la relacion hidrélisis/transferencia de la enzima,
disminuyendo de forma importante la transfructosilacion
(Tabla 1).

Tabla 1. Parametros bioquimicos, cinéticos y producto de reaccién de
las versiones truncadas de LevS

LevS (WT) 5 Ulmg ovana 39/61
LevS SCT | 0.28 Uimg ovana 72128
LevS SNT N/D /'_‘\ﬁgagsl N/D
LevS Cat Sin actividad Sin actividad Sin actividad

El andlisis de la secuencia de LevS mostré que la region
de transicién presente en el dominio C-terminal contiene
una secuencia con identidad a un dominio de unién
glucano presente en glucansacarasas, que podria estar
involucrado en la unién al polimero sintetizado. Un
modelamiento de esta regién de transicion mostré un
plegamiento tipo solenoide con presencia de residuos
aromaéticos, caracteristicas tipicas de un médulo de union
a carbohidratos (CBM), (Figura 3) (3).

Fig. 3. Modelamiento de la regién de transicion de LevsS.

Conclusiones. Los dominios adicionales de LevS no son
esenciales para la catdlisis. Sin embargo, la regién N-
terminal parece estar relacionada con la estabilidad de la
enzima, mientras que la region C-terminal afecta la
capacidad de Ila enzima para transfructosilar
eficientemente, probablemente debido a la interaccion de
esta region con el polimero sintetizado, funcionando
como un CBM.
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