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Introduccion. Leuconostoc mesenteroides B512F es capaz
de producir glucosiltransferasas y fructosiltransferasas,
responsables de la produccién de polimeros y oligosacaridos
de glucosa y fructosa respectivamente, los cuales han sido
utilizados principalmente como prebidtico, siendo los
alimentos y los cosméticos los campos de mayor aplicacion
@

La levansacarasa (LS) es una fructosiltransferasa que
produce un polimero de fructosa a partir de sacarosa
denominado levana, el cua se caracteriza por tener enlaces
del tipo ? (2-6) paralacadenalinea y ? (2-1) parala cadena
ramificada (2)

La fructosiltransferasa de ésta cepa presenta un
peso molecular muy por arriba del norma de las
levansacarasas bacterianas, por lo que resulta por deméas
interesante, realizar un estudio profundo de la levansacarasa
de Leuconostoc mesenteroides de la cepa NRRL B512F a
nivel molecular, que nos permita conocer con base en su
estructura primaria si existe homologia con €l resto de las
fructosiltransferasas.

Metodologia A través de electroforesis en geles de
poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie, identificamos
3 proteinas de 170, 120 y 80 kDa. Por geles de actividad in
situ fue posible observar la formacion del polimero, dichos
geles fueron hidrolizados primeramente con dextranasa y
posteriormente con inulinasa. La proteina de 120 kDa fue
secuenciada parcialmente obteniéndose péptidos, con los
cuales se disefiaron oligonuclettidos degenerados que nos
permitieron amplificar por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de! DNA cromosoma. El
producto obtenido fue purificado y secuenciado.

Resultados y discusion. Las proteinas fueron producidas
por fermentacién en tubos de ensayo con 5 ml de medio de
cultivo estéril a 302C y 250 rpm para producir € inéculo a
partir de células ailmacenadas en glicerol, posteriormente se
inocul6 una fermentacién de 50 ml en matraz utilizando las
mismas condiciones. Al fina de la fermentacién se
recuperaron las células por centrifugacion a 5000 rpm
durante 15 minutos a 42C, después fueron lavadas 2 veces
con buffer fosfato de potasio pH 6.5 y se resuspendieron en
€l mismo buffer.

De acuerdo con los geles de actividad in situ fueron
identificadas las proteinas de 120 y 80 kDa con actividad
levansacarasa, ya que al hidrolizar los polimeros generados
por las 3 enzimas con dextranasa e inulinasa, Unicamente se

degradé el polimero producido por la enzima de 170 kDa. A
partir de la proteina de 120 kDa se secuenciaron 2 péptidos,
los cuales fueron utilizados para disefiar un par de
oligonucléotidos con los que obtuvimos por PCR un
fragmento de aproximadamente 1.2 Kb (FTHmM512). El
andlisis de la secuencia por BLAST mostré una identidad
con la LS de Bacillus amiloquefaciens(44%), LS de Bacillus
subtillis (46%), LS Streptococcus salivarius (47%), LS
lactobacillus reuteri (48%), LS Streptococcus mutans
(51%), Inulosacarosa de Lactobacillus reuteri (51%),
Inulosacarasa de Leuconostoc citreum (51%). Dentro del
genoma de Leuconostoc mesenter oi des subsp. mesenteroides
ATCC 8293 recientemente secuenciado, encontramos 3
genes hipotéticos que presentan una identidad con
levansacarasas. La primera de ellas es Lmes 1837 que tiene
un peso molecular de 113 kDa, la segunda Imes 1838 de 87
kDay lalmesl841 con un peso de 112 kDa. El porcentaje
de identidad de éstas 3 con FTFIm512 fue de 89, 82 y 63
respectivamente.

En la secuencia de FTFIM512 localizamos las 8
regiones conservadas en las fructosiltransferasas bacterianas
dentro de las cuales se encuentran la caja de sacarosa y el
motivo RDP.

Conclusiones. La proteina de 120 kDa y la de 80 kDa son
las enzimas que presentan la actividad levansacarasa. E
fragmento de 1211 pares de bases presenta una alta identidad
con laregién catalitica de las fructosiltransferasas, asi como
también las 8 regiones conservadas.
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