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Introducción. Las dextransacarasas (DSR) son enzimas 
producidas por bacterias lácticas, principalmente de los 
géneros Leuconostoc y Streptococcus (1). Estas catalizan la 
transferencia del residuo glucosilo de la sacarosa a 
moléculas aceptoras, liberando fructosa y formando un 
polimero denominado “dextrana”. La DSR mas estudiada, 
debido a la importancia de sus productos a nivel industrial 
es la sintetizada por Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F. Esta enzima presenta una masa molecular de 170 
kDa, sin embargo los valores reportados oscilan entre 65-
280 kDa (2, 3 , 4)  
En nuestro laboratorio se aisló y caracterizó por primera vez 
una proteasa de los cultivos de L. mesenteroides NRRL B-
512F y L. mesenteroides NRRL B-512FMC (mutante que 
produce constitutivamente DSR). Esta proteasa es 
probablemente la responsable de los cambios en el peso 
molecular de la DSR durante el almacenamiento.  
El objetivo de este trabajo es producir y caracterizar 
bioquímicamente diferentes formas enzimáticas producidas 
por proteólisis de la DSR nativa. 

 
Metodología. El sobrenadante del cultivo de L. 
mesenteroides B512FMC se concentró por ultrafiltración y 
se incubó a temperatura ambiente y pH 5.2 durante 60 días. 
La proteólisis se monitoreo por medio de geles SDS-PAGE 
que fueron tratados para detectar actividad enzimática. in 
situ. Para secuenciar el N-terminal, las formas enzimáticas 
proteolizadas se transfirieron a una membrana de PVDF y se 
teñieron con azul de comassie. El análisis hidrofóbico de la 
proteína se realizó con el algoritmo SEQweb-GCG y el 
servidor Molecular Biology ExPASy. La cuantificación de 
la actividad DSR se midió por medio de azúcares reductores 
empleando DNS. Todos los protocolos de biología 
molecular se hicieron de acuerdo a Current Protocols in 
Molecular Biology. 
 
Resultados y discusión. Por un proceso de proteólisis 
limitada de la DSR L. mesenteroides NRRL-512FMC se 
obtuvieron tres formas enzimáticas activas de 
aproximadamente 155, 129 y 48 kDa. Se secuenciaron las 
extremos N-terminal de las dos primeras formas 
proteolizadas (155 y 129 kDa) y los péptidos obtenidos 
fueron prácticamente los mismos, indicandonos un mismo 
sitio de corte (FDKGSSDELTGL y FDKGSSDELT). A 
partir de estos datos se desarrolló un análisis sobre la DSR 
donde se buscó el tetrapéptido YY-FD que es la región 
donde la proteasa podría escindir a la enzima nativa. De esta 

manera, se identificaron las regiones que dan lugar a las 
formas proteolizadas. En un primer tiempo, decidimos 
trabajar únicamente con la forma enzimática de 48 kDa que 
hemos denominado DSR4 ya que hasta el momento no se ha 
reportado ninguna forma enzimática de DSRs  activa de esa 
masa molecular. Se amplificó y clonó el fragmento de ADN 
que codifica para la DSR4 en el vector de expresión 
pBAD/TOPO que es regulado positivamente por L-
arabinosa. Se iniciaron los ensayos de expresión heteróloga 
utilizando E. coli como hospedero. Hicimos cultivos a 
diferentes temperaturas y con diferentes medios. Hasta el 
momento no hemos detectado actividad DSR en la fracción 
pequeña, aunque sabemos que hay proteína (geles SDS 
teñidos con comassie) lo que nos indica que la enzima tiene 
problemas de plegamiento. 
Por otro lado, intentamos obtener la DSR4 por proteólisis  
limitada a través de proteasas presentes en L. mesenteroides 
B512F y utilizando algunas proteasas comerciales que 
reconocen el tetrapeptido YY-FD. 

 
Conclusiones. Se ha resuelto la pregunta acerca de la 
variación en la masa molecular de la DSR de L. 
mesenteroides B512F. Hemos encontrado tres formas 
enzimáticas activas de menor peso molecular. Se han 
encontrado sitios de corte a lo largo de la DSR los cuales 
son reconocidos por proteasas encontradas en esta misma 
bacteria. Hemos expresado la DSR4 en sistemas heterólogos 
sin encontrar actividad, tal vez se debe a la falta de 
estabilidad que le confiere el resto de la estructura.  
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