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Introduccién. Las fructosiltransferasas (Ftf) son enzimas que
catalizan el traslado de un residuo fructosilo de la sacarosa
hacia diversos aceptores. Estas enzimas son capaces de
producir polimeros de fructosa, como las levanas producidas
levansacarasas, que son Ftf de origen microbiano. Otro
polimero de fructosa es la inulina producida por complejos
enziméticos en plantas. En el presente trabajo se reporta la
identificacién y caracterizacion de unanuevainulinsacarasa (1S)
asociada a células que fue obtenida de una cepa de
Leuconostoc citreum aislada del “pozol” una bebida de maiz,
tradicional fermentada originaria del Sureste del pais. Esta IS
produce un polimero de fructosa que muestra un espectro de
BCNMR muy similar a la inulina. Asi mismo se reporta €

aislamiento del gen que codifica para esta enzima para realizar
estudios comparativos entre este y otros genes codificantes de
fructosiltransferasas ya reportadas de otros microorganismos
como Bacillusy Streptococcus.

Metodologia. Se crecio la cepaen medio con sacarosay extracto
de levadura a 30°C, a 200 rpm durante 8 a 10 horas. Serealiz6 €
seguimiento del crecimiento celular midiendo D.O. a 650nm. Se
realizd un tratamineto con Urea 8M para liberar proteinas de
membrana (1) y asi obtener ala enzima soluble. La reaccion de
sintesis de polimero se reaizé a 30°C y pH 6.5 con 10% de
sacarosa. L as reacciones de aceptor se realizaron con maltosay
lactosa como azlcares aceptores en las mismas condiciones.
Los productos de estas reacciones se analizaron por
Cromatografia de Liquidos de Alta Presion (HPLC). Se
redlizaron geles de electroforesis en  condiciones
desnaturalizantes y geles de actividad glicosiltransferasa.

Resultados y Discusion. Se rediz6 un andlisis de *C-NMR del
polimero producido por lalS asociadaacélulas.

Tabla 1.Desplazamientos quimicos para el espectro *C-NMR
deinulina, levanay el polisacarido producido por la cepa
CW28 de Leuconostoc citreum.

Desplazamientos quimicos (ppm)

Carbono inulina® PCW 28 levana?®
C-1 60.9 62.7 60.7
Cc-2 103.3 103.6 104.2

C-3 77.0 77.5 76.3

C-4 74.3 74.9 75.2
C5 81.1 81.8 80.3
C-6 62.2 61.4 63.4

& Shimamuraet al. 1987 (2).

L as posiciones de |os picos se compararon con |os reportados
en laliteraturaparalainulinay levana (tabla 1). Adicionalmente
se trato el polimero producido por la cepa CW28 de
Leuconostoc citreum con inulinasa, enzima que degrada
enlaces b 1-2 y el polimero fue hidrolizado.

LalS de esta cepa tiene un peso molecular de 170 kDa, €l mas
alto reportado para estas enzimas los cuales varian desde los
40 alos 100kDa con excepcion de la Ftf de Streptococcusque
tienen pesos de 140 kDa.

Con el fin de obtener la secuencia del gen que codifica para
esta | S, se secuenciaron dos péptidos de 13y 15 aa a partir de
la proteina purificada por electroforesis en gel de
poliacrilamida.  Con  estos péptidos se disefiaron
oligonuclettidos con los que se amplifico un fragmento de 3Kb
apartir del DNA cromosomal de la cepa CW28. Este fragmento
esta en curso de secuenciamineto y se utilizara como sonda
para hibridar en librerias genémicas de CW28 Leuconostoc
citreumconstruidas anteriormente.

Conclusiones. La Inulinsacarasa asociada a células de
Leuconostoc mesenteroides presenta un peso molecular de 170
kDa, el més alto reportado para las fructosiltransferasas. Fue
solubilizada mediante un tratamiento con ureay caracterizada
tanto asociada a células como en solucidn, mostrando una alta
especificidad para la sintesis de un polimero de fructosa tipo
inulina, presentando baja produccion de oligosacéridos en
presencia de maltosa y lactosa cuando se encuentra libre de
células. El pH éptimo para ambas formas de la enzima es de 6.5
mientras que cuando se encuentra asociada a células es mas
estable alatemperatura. El gen seré expresado y caracterizado
en E. coli. Con la secuencias del gen se redizaran andlisis
comparativos con otras secuencias de glicosiltransferasas.
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