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Introduccion. El uso de fructosiltransferasas que no glucosiltransferasas, la actividad se pierde répidamente a

requieren cofactores para sintetizar polimeros de fructosa,
como es el caso de la levansacarasas e inulosacarasas, es de
interés especia en laindustria de cosméticos, alimentacion y
farmacéutica. La levansacarasa cataliza la sintesis de levana
a partir de la sacarosa, transfiriendo moléculas de fructosa a
la cadena creciente, pero en presencia de moléculas
pequefias, puede llevarse a cabo la transferencia a aceptor.
Leuconostoc mesenteroides es una bacteria acido-lactica que
produce principamente una glucosiitransferasa, la
dextransacarasa, la cual ha sido extensamente estudiada
debido ala aplicacion industrial de ladextrana. Sin embargo,
se tienen reportes de la presencia de levansacarasas en la
cepaindustrial de Leuconostoc mesenteroides B-512F (1).
En nuestro laboratorio el gen de la levansacarasa de
Leuconsotoc mesenteroides B512F fue aislado, secuenciado
y clonado en E. coli. La enzima recombinante es una
fructosiltransferasa que produce un polimero de levana,
segun estudios realizados por RMN. En este trabajo, se
presenta la caracterizacién de la levansacarasa (LevS) de
Leuconostoc mesenteroides B512F en términos de pH,
temperatura y estabilidad asi como también sus propiedades
cinéticas.

Metodologia. La actividad LevS fue determinada por €l
poder reductor liberado de la sacarosa utilizando el acido
3,5- dinitrosdlicilico (método DNS, 2). La actividad LevS
fue probada en un rango de 20 a 40°C en buffer fosfatos 50
mM mientras que el efecto del pH fue determinado en una
rango de 50 a 8.0. La termoestabilidad fue evaluada
incubando 5U/ml delaenzimaa 20, 30y 35°C. El efecto de
la concentracién del calcio y EDTA en la actividad
enzimética también fue estudiado.

Resultados y discusion. Basados en el andlisis de secuencia
de la fructosiltransferasa aislada de Leuconostoc
mesenteroides B512F, encontramos que es una proteina
mosaico con caracteristicas estructurales de
glucosiltransferasas y fructosiltransferasas. Varias de las
propiedades de la enzima recombinante fueron examinadas
para encontrar las mejores condiciones para los estudios
cinéticos. Se encontré que el pH dptimo de la enzima fue de
6, valor muy similar a los reportados para varias
levansacarasas, como la de B. subtilis, Z. mobilis entre otras.
Lainfluencia en la temperatura en la actividad levansacarasa
fue llevada a cabo a pH 6. Como en la mayoria de las

temperaturas superiores a 35°C. La temperatura Optima para
la LevS fue encontrada en un intervalo de 30-35°C asi como
también para las levansacarasas recombinantes de R.
aquatilisy L. mesenteroides (MIFT) expresadas en E. coli.

El efecto del calcio y EDTA en la levansacarasa
recombinante fue estudiado a adicionar diferentes
concentraciones de EDTA y Ca®*. La actividad de la enzima
disminuyo a incrementar la concentracion de EDTA,
alcanzando una reduccién del 100% a 1mM. Una activacién
de 1.3 veces de la actividad original, se observé a adicionar
100 pM de Ca**

La actividad total de la LevS recombinante mostré6 una
cinética de tipo MichaglissMenten. Los valores de Km y
Vmax fueron de 36.7mM y 84.8 U/ml respectivamente, l10s
cuales fueron derivados de graficas tipo Lineweaver-Burk.

A diferencia de otras glicosiltransferasas, las reaciones de
aceptor de la LevS recombinante fue muy pobre usando
maltosa como aceptor. Por otro lado, la enzima hidroliza un
25% del sustrato cuando se trabaja a 875 mM de sacarosa.

Conclusiones.
El pH 6ptimo de la levansacarasa recombinante es
de 6.0
La temperatura Optima de la LevS esta en € rango
de 30-35°C.
La actividad LevS fue reducida al 100% en
presenciade 1 mM de EDTA.
LevS presenta una cinética de tipo Michaglis-
Menten.
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