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SummaJy 

Summary 

In the present work we demonstrate that various dextransucrase molecular mass 

frequently present in enzyme preparations are the result ofproteolytic activity. An 

extracellular protease in Leuconostoc mesenteroides strains NRRL B-5l2F and B-

512FMC dextransucrase preparatlOns was identified. The protease had a molecular mass 

of aproximately 30 kDa and was the predominant fonn derived from a hlgh molecular 

mass precursor. The production and activity of protease in culture medium was strongly 

dependendt on pH. The optimum pH for the proteolytic activity was 8, the optimum 

temperature 50°C, and the activiry was partially inhibited by DFP and completely 

inhibited by l-lO phenantroline. When L.mensenteroides dextransucrase (173 kDa) was 

hydrolyzed by this protease, at pH 7 and 37°C, various dextransucrase fonns with 

molecular masses as low as 120 kDa conserving dextransucrase activity were obtained. 

At pH 5.2 and 2TlC the protcolysis was limltcd and a 155 kDa dextransucrase fonn was 

produccd trom a 173 kDa precursor. 

The effcct ofproteoJytic proccssing on the propcrties of LeucollosIOC me~¡ell{(?roides 

dcxtransucrasc, was al so studicd comparing the propcrties ofthe 173 and 155 kDa 

monomeric dcxtrasucrasc fOnTIs. Although the lowcr molecular mass dcxtransucrasc 

conserves 90% 01' ltS onginal enzyrnatic activay, sorne kmetic propcrtles werC moditicd. 

The clcavcd dcxtnlOsucrasc fonn was more sensitive to substrate ¡nhibition (Ki=O 6 mM) 

than the nrigmal 173 kDa fonn (Ki::::: 1.8 mM) Although no changcs in structurc wcrc 

found, the rhcological bchavior orthe dcxtran produccd undcr the sume rcaction 

condiuons was modilicd Most important. (he mlc oftbe rcactioll catalY/cd hy the low 

lllo!ccll!Jr rn:bS dcxtransucrasc was more <;Clhlt/VC (o slÍmlllatlOJ1 hy rn~ltosc than tile 17:; 
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kDa precursor. We concluded that the cieavage of approximately 18 kDa results in a 

slightly different enzyrne. As this is an endogenous protease in Leuconostoc 

mesenteroides, this modificatlOn explains sorne of the observed differences in the 

behavior of dextransucrases 
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Resumen 

En el presente trabajo se determinó que el origen de la diversidad de pesos 

moleculares de la dextransacarasa es en gran medida producto de actividad 

proteolitica. Se identificó la presencia de una proteasa extracelular en las cepas 

de Leuconostoc mesenteroides B-512F y FMC. La proteasa tuvo un peso 

molecular aproximado de 30 kDa y fue la forma predominante derivada de un 

precursor de alto peso molecular. La producción y actividad de la proteasa en el 

medio de cultivo fue fuertemente dependiente de el pH. El pH óptimo de la 

actividad proteolitica fue 8 y la temperatura óptima 50°C. Esta actividad fue 

inhibida parcialmente por DFP y totalmente por 1-10 fenantrolina. A pH 7 Y 37°C 

la proteasa degradó a la dextransacarasa produciendo varias formas 

enzimáticas, en las cuales se detectó actividad hasta 120 kDa. A pH 5.2 Y 27°C 

se produjo por proteólisis limitada, una dextransacarasa de 155 kDa a partir del 

precursor de 173 kDa 

El efecto del procesamiento proteo lítico sobre la actividad de la dextransacarasa, 

se determinó a través de un estudio comparativo entre la forma de 173 y la de 

155 kDa. A pesar de que la forma de menor peso molecular conservó el 90% de 

la actividad original, algunas propiedades cinéticas fueron modificadas. La 

dextransacarasa procesada proteolitlcamente resultó más sensible al proceso de 

inhibición por exceso de sustrato (Ki=O.6 mM) que su precursor de 173 kDa 

(Ki= 1.8 mM). No se encontraron diferencias en la estructura de las dextranas 

producidas por las dos formas enzlmáticas. Sin embargo, el comportamiento 

reológico fue diferente. Por lo que respecta a las reacciones de aceptor, ambas 
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formas produjeron con el mismo rendimiento el mismo tipo de oligosacáridos. A 

pesar de esto, la forma de 155 kDa fue más sensible al proceso de estimulación 

de la actividad por presencia de maltosa que su precursor. En conclusión el 

proceso proteolítico ocasiona cambios en el peso molecular de las 

dextransacarasas y modifica su actividad. 



Introducción 

1. INTRODUCCIÓN 

Las proteínas son los servídores de la vída. Se encuentran en todos los 

com ponentes de los seres vívos y son píeza clave en la varíe dad funcíonal. 

Las enzimas, por ejemplo, son proteínas con actividad catalítica. La naturaleza 

es extremadamente diversa en términos de la gran cantidad y variedad de 

moléculas orgánicas requeridas para la vida. No sería posible tener esta 

diversidad sin la existencia de la amplia gama de enzimas que las producen. 

Los carbohidratos constituyen la clase de compuestos más abundantes en la 

naturaleza. Anteriormente eran considerados biológica y fisiológicamente 

menos importantes que los ácidos nucleicos, las proteínas y los lípidos. Solían 

ser considerados únicamente por su importancia como fuente de carbono y de 

energía, así como material estructural para las células. En las últimas décadas 

los carbohidratos han adquirido una relevancia biológica creciente debido al 

descubrimiento de las glicoproteínas y los glicolipidos. Los oligosacáridos 

representan una parte de las proteinas unidas a la membrana celular y 

constituyen los sitios de reconocimiento para hormonas, anticuerpos, toxinas, 

virus y bacterias Son la base molecular de los grupos sanguíneos, son clave 

en el reconocimiento, crecimiento y diferenciación celular, entre otras funciones 

(Thiem, J. 1995). Por otra parte las propiedades fisicoquimicas de los 

oligosacáridos los hacen atractivos para la industria alimentaria. Son en 

general menos dulces que la sacarosa, producen bajas viscosidades y bajas 

actividades de agua, esta última característica los hace efectivos en el control 

de contaminaciones microbianas (Kwon y col. 1999). Las múltiples 

aplicaCiones de los oligosacáridos en diversos campos. pero particularmente 

en el área de la salud como es en el caso de la sintesls de vacunas (Zhang y 
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Kovác, 1999), preprobóticos (Valette, 1993, Tomamatsu 1994), etc., hace 

sumamente atractiva la búsqueda de procesos de síntesis eficientes y viables. 

La gran complejidad estructural de los oligosacáridos es la base de la alta 

especificidad de sus interacciones y al mismo tiempo dificulta la posibilidad de 

desarrollar métodos eficientes para su síntesis por vía química. 

Tradicionalmente los oligosacáridos se han obtenido mediante extracción de 

plantas o de la hidrólisis enzimática de polímeros de origen microbiano o 

vegetal. En general, este tipo de procesos resulta poco eficiente y presenta 

dificultades para ser llevado a gran escala. 

El uso de estrategias desarrolladas por la Biotecnología moderna, constituye 

una alternativa para la sintesis de oligosacáridos y polisacáridos, ya sea por 

via fermentativa o por medio de una bioconversión enzimática. 

En lo que a procesos enzimáticos se refiere, actualmente existen dos grandes 

alternativas: el uso de glicosidasas o de glicosiltransferasas. Progresos 

recientes en la enzimología han demostrado el uso potencial de las 

glicosldasas en las reacciones de hidróliSIS inversa o de transglicosidación 

para la síntesis de glucooligosacandos y galactooligosacáridos. Sin embargo, 

los bajos rendimientos obtenidos siguen siendo una de las principales 

limitantes en la aplicación de este tipo de enzimas. Otra opción para la síntesis 

de oligosacándos consiste en el uso de transferasas. En la industria son 

actualmente usadas en la producción de glucooligosacáridos, 

fructooligosacáridos y ciclodextrinas (Monsan y Paul, 1995). Desde el punto de 

vista basico son importantes para la producción de oligosacáridos de 

estructura compleja y de glicoconjugados que son pieza clave en los 

fenómenos de reconOCimiento (Borman 1993, Thomas y col. 1998). 
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En particular, los glucooligosacáridos pueden ser sintetizados a través de un 

grupo particular de glucosiltransferasas, que no requieren intermediarios de 

alta energía, como son las dextransacarasas (E.C.2A.1.5) (Remeaud-Símeon, 

y col., 1994, Monsan y PauI1995). Estas enzímas catalizan la transferencia de 

glucosa proveniente de la sacarosa a moléculas aceptoras, principalmente 

azúcares, para la síntesis de glucooligosacáridos. En ausencia de aceptores el 

principal producto de la reacción es la dextrana, un polímero compuesto por 

enlaces 0:(1-6) en la cadena principal y con ramificaciones en 0:(1-2), 0:(1-3) Y 

0:(1-4). La estructura química de las dextranas es altamente dependiente de la 

glucosiltransferasa y esta a su vez de la cepa productora. Las principales 

bacterias que sintetizan dextranas pertenecen a la familia de lactobacilos 

particularmente a los géneros Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacil/us. 

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F produce una dextransacarasa 

extracelular que cata liza la síntesis de una dextrana que contiene 95% de 

enlaces 0:(1-6) y 5% de enlaces 0:(1-3). Por sus caracteristicas estructurales 

este polímero es el más utilizado industrialmente (Robyt, 1979, Alsop 1983). La 

aplicación racional y eficiente de las dextransacarasas en la producción de 

oligosacáridos y polimeros, requiere de un amplio conocimiento de estos 

sistemas enzimáticos. A este respecto, el estado actual del conocimiento en 

relación con la estructura y función de las dextransacarasas, está sujeto aun a 

múltiples cuestionamientos. EXisten propuestas contrastantes en aspectos 

fundamentales como son el peso molecular, mecanismo de reacción y modelo 

cinético. El origen de estas controversias recae en la presencia de dextrana en 

las preparaciones enzimaticas La síntesIs de estas enzimas es inducida por 
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sacarosa y por lo tanto su presencia ocasiona la asociación de la proteína a 

grandes cantidades de polímero, el cual hasta la fecha no ha sido posible 

eliminar completamente. Recientemente el papel de la dextrana como origen 

de error experimental, ha sido rebatido pues a través de mutaciones químicas 

se ha obtenido una cepa constitutiva de Leuconostoc mesenteroides [B-

512FMC], capaz de sintetizar enzimas libres de polímero y a pesar de esto se 

siguen presentando resultados contradictorios. El objetivo de este trabajo es el 

contribuir al conocimiento de la dextransacarasa de Leuconostoc 

mesenteroides B-512FMC, tratando de establecer las causas que dan origen a 

la diversidad de comportamientos reportados en la literatura. 

4 
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11. GENERALIDADES 

Las transferasas son enzimas que catalizan el traslado de un grupo funcional 

específico desde un sustrato (donador) a otro (aceptor). La energía necesaria 

para la reacción es provista por el enlace original y es almacenada en un 

intermediario covalente enzima sustrato (Oedonder 1972; Monsan 1995). 

Las glucosiltransferasas catalizan la conversión de sacarosa en glucanos de 

alto grado de polimerización conocidos como dextranas. Sin embargo, en 

presencia de carbohidratos de bajo peso molecular, las moléculas de glucosa 

son transferidas a estos azúcares para formar oligosacáridos. 

Las dextransacarasas (OS) (sacarosa:1,6-a-0-glucan 6-0.-0-

glucosiltransferasa, EC 2.4.1.5) son glucosiltransferasas, en su mayoría 

extracelulares, elaboradas por microorganismos de la familia Laclobacillaceae, 

géneros Leuconostoc (especies mesenteroides y dextranicum) y Streptococcus 

(Robyt 1979). Estas enzimas catalizan la sínteSIS de dextranas a partir de 

sacarosa de acuerdo a la siguiente reacción: 

HOl1H'\H2 
HO HO 

- ["'11] 
HOl1'\' (0·2) 

HO HO 
HO 

dexlrO(lS;)carasn 
n SacnrO$C1 )1 n Fructosa 

Figura 1. Reaccton de sintes¡s de dextrana, 
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11. 1 Dextrana 

Dextrana es el nombre asignado a un grupo de polisacáridos bacterianos 

extracelulares compuestos casi exclusivamente por unidades monoméricas de 

a-D-glucopiranosa unidas principalmente por enlaces a(1-6) (Alsop 1983). 

A pesar de que las dextranas representan un problema grave en la industria 

refinadora de azúcar, se han desarrollado aplicaciones basadas en su 

inocuidad y su comportamiento reológico, en particular como sustituto de 

plasma sanguíneo. Sin embargo, son pocas las aplicaciones comerciales de la 

dextrana debido a que su precio es más alto que el de la celulosa o el almidón 

y sus propiedades reológicas menos interesantes que las de xantanas o 

alginatos. Por esta razón, las dextranas sólo son usadas en productos de alto 

valor agregado (Sephadex®, preparaciones dextrana hemoglobina, dextrana 

sulfato, etc.) o alta especificidad de función (dextrana acoplada a sustancias 

biológicamente activas) (Belder 1990) 

Desde 1976 los estudios para dilucidar la estructura de las dextranas se basan 

en sus propiedades quimicas (análisis por metilación, oxidación por periodato) 

y fisicas (solubilidad). Estos trabajos fueron complementados mediante análisis 

de "C·RMN (Alsop 1983). Se encontró que estos polimeros tienen una relaCión 

relativamente alta de enlaces 0:(1-6) con cantidades variables de 0:(1-2) y ,,(1-

3) dependiendo de la cepa productora de la enzima (Figura 2). 

La cepa B-512 de Leuconostoc mesenteroides ha sido la más estudiada, dado 

que la enzima extracelular que produce cata liza la sintesis de un poli mero con 

alto porcentaje de enlaces 0:(1-6) consecutivos y relativamente un bajo 
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porcentaje de ramificaciones con enlaces a(1-3), lo que lo hace atractivo para 

diversas aplicaciones industriales. 

L mesenteroides B-1355, alternana 

L mesenleroides B-512F L. mesenIeroldes B-! 299 

S nllt/(¡ns, mulana lIl$o[ublc 

Figura 2. Representación de diferentes estructuras de dextranas sintetizadas por OS 
pertenecientes a diversas cepas de Streptococcus y Leuconostoc mesenteroldes. 

11.2 Reacciones de aceptar. 

Koepsell en 1953 observó que cuando se introducian azucareS diferentes a la 

sacarosa en la mezcla de reacción de la OS, se modificaba la especificidad de 

la enzima, iniciando la sintesis de ollgosacáridos a expensas de la sintesls de 

dextrana. Los residuos 91ucosilo de la sacarosa son transferidos por la OS a un 

grupo hidroxilo libre de estos azucares denominados aceptares (Paul y col.. 

7 
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1986; Robyt y Ecklund 1983; Robyt 1992). Los aceptares pueden ser desde 

monosacáridos hasta polisacáridos y la especificidad de ellos ha sido 

estudiada (Robyt 1991, 1992). Existen algunos casos en los que los productos 

de la reacción funcionan a su vez como aceptares produciendo de esta manera 

series homólogas; en otros, los primeros productos de la reacción pierden la 

capacidad de actuar como aceptares y en consecuencia se detiene la síntesis 

de oligosacáridos. Un ejemplo lo constituye la reacción con fructosa, 

subproducto de la reacción, ya que sólo se produce un disacárido conocido 

como leucrosa (5-0-a-D-glucopiranosil-D-fructopiranosa) en bajas 

concentraciones (Koepsell y col., 1953; Stodola y col., 1956; Robyt y Walseth 

1978). Muchos carbohidratos pueden actuar como aceptares, habiéndose 

reconocido hasta la fecha un total de 30, incluyendo a la dextrana (para la 

ramificación de los polímeros) (Robyt y Taniguchi 1976; Robyt y Ecklund 1983; 

Ebert y Shenk 1968). Varios autores han clasificado a las moléculas aceptaras 

de acuerdo a su capacidad para desviar la síntesis de pOlimero hacia la 

producción de oligosacaridos y al efecto que eiercen sobre la velocidad de 

reacción, de tal manera que existen aceptores fuertes, intermedios y débiles 

(Ebert y Shenk 1968). Además de la naturaleza de los aceptares, la 

concentración de los mismos está involucrada en el número de moléculas 

desViadas hacia la síntesis de oligosacándos. Lo anterior se observa a través 

del efecto que tiene en el rendimiento la relación de concentraciones 

sacarosa/aceptar (s/a). Un medio con una alta concentración de aceptar 

relativa a la sacarosa (relación s/a muy pequeña), se espera que produzca 

poca dextrana y una mayor proporción de oligosacaridos (Robyt y Eklund 

1983', Tannseven y Robyt 1993). Entre los aceptares estudiados, se ha 
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demostrado que la maltosa y la isomaltosa son los más eficientes (Robyt y 

Eklund 1983). Entre estos por su disponibilidad, la maltosa ha sido 

ampliamente utilizada en la sintesis de oligosacáridos a través de la DS. 

Por otro lado, la estructura quimica de los productos de aceptor, al igual que la 

estructura de las dextranas, depende de la cepa productora de la DS. La 

glucosiltransferasa de la cepa de Leuconosloc mesenleroides B-512F en 

presencia de maltosa produce inicialmente un trisacárido conocido como 

pan osa (6'-0-a-D-glucopiranosil maltosa). Cuando este azúcar funciona a su 

vez como aceptor, se produce un tetrasacárido (6'-0-isomaltosilmaltosa), que 

nuevamente funciona como aceptor para producir un pentasacárido (6'-0_ 

isomaltotriosilmaltosa) y asi sucesivamente. De esta manera se produce una 

serie homóloga de productos de aceptor que son isomaltodextrinas unidas al 

oxigeno del carbono número seis del extremo no reductor de la maltosa. Los 

productos oligosacáridos son designados por las siglas en inglés que indican 

el grado de pOlimerización como: DP3, DP4, OP5, etc., (Robyt y Eklund 1983). 

11.3 Mecanismo de reacción. 

El mecanismo de reacción de la OS es hasta la fecha sujeto de polémica. Son 

dos la hipótesis propuestas. Robyl y col., en 1974 proponen un mecanismo que 

hasta la fecha es el más difundido ya que explica diversos fenómenos que 

ocurren en la reacción con la DS (Figura 3). Dicho mecanismo supone la 

eXistencia de dos grupos nucleófilos en el sitio activo (X, y X,). Estos grupos 

atacarían a la sacarosa para producir un complejo con dos grupos glucosilo 

covalenlemente unidos a los nucleófilos a través del C,. Hasta la fecha se ha 

comprobado la presencia de sólo un grupo carboxlio de aCldo asparllco en el 
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sitio activo, el cual es esencial para la catálisis (Mooser y col., 1991). En pasos 

subsecuentes, el oxígeno del C6-OH de una de las moléculas de glucosa del 

complejo realizaria un ataque nucleofílíco al C, de la glucosa vecina para 

formar un enlace a(1-6). Esto ocasionaría la liberación de uno de los dos 

nucleófilos, lo que le permitiría atacar a una nueva molécula de sacarosa, para 

restaurar así el complejo entre la enzima y glucosa. El grupo C6-OH de la 

nueva glucosa incorporada, atacaria al C, del grupo isomaltosil, formando un 

enlace a( 1-6) adicional y dando lugar a un trisacárido. 

Durante la síntesis, los dos grupos catalíticos formarían alternativamente 

complejos covalentes con la glucosa y con la dextrana. La cadena de dextrana 

crecería por la aparente inserción de glucosa entre el grupo catalítico y el 

extremo reductor del polisacárido. Con este modelo se eliminaría la necesidad 

de un iniciador. 

El proceso de crecimiento continúa hasta que la concentración de fructosa 

alcanza niveles tales que se hace posible la transferencia de cadenas de 

dextrana ylo la unidad glucosilo unida al sitio activo, deteniendo el crecimiento 

del polisacárido o formando leucrosa, respectivamente. 

xp 
n veces [ >-

X2~ 

X1 y X:¿. representan nucleófilos del SItiO activo. o-<:J representa sacarosa: O es un grupo 
gll.ICOSIIO. <J es un grupo fructosilo y - representa un enlace 0.(1-6) 

Figura 3. Mecanismo propuesto por Robyt para explicar la sin tesIs de dextrana 

lO 
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Robyt y col., (1978) propusieron también un mecanismo para explicar las 

reacciones de aceptor. Se postula que un grupo hidroxilo del aceptor actúa 

como nucleófilo y desplaza tanto al grupo glucosilo como al grupo dextranosilo 

del sitio activo, formando con ellos un enlace a(1-6). 

Además de dilucidar el mecanismo de formación de dextrana, propuso un 

modelo estructural para explicar los fenómenos observados con la OS. Su 

modelo contempla la presencia de dos sitios de unión a sacarosa y otro de 

unión para acepto res, según se muestra en la Figura 4 (Tanriseven y ROby1, 

1992). Esta conclusión fue derivada de observar que aceptares eficientes no 

Inhibieron competitivamente la unión de la sacarosa. De esta manera postuló 

la existencia de un sitio de unión para los aceptares, separado del sitio de 

unión a sacarosa. Se desconoce el número de sitios de unión a aceptares, 

pero podria haber más de uno. 

De acuerdo con Robyt yTanriseven (1992), el sitio de unión a aceptares se 

encuentra entre los dos nucleófilos del sitio activo, de tal manera que la unión 

de un aceptor bloquea la inserción de una molécula de glucosa en la dextrana 

inhibiendo la sintesls del polisacárido y desviando las unidades de glucosa 

hacia la sintesis de productos de aceptar (Figura 5). Los aceptares pueden 

también reaccionar con los grupos dextranosilo unidos al sitio activo 

deteniendo asi la sintesis de polisacarido. Para explicar por qué la maltosa es 

el mejor aceptar, propone que en el sitio de unión a aceptares hay por lo 

menos 2 subsitios. 

En el caso de las reacciones de ramificación, propone que la dextrana actúa 

como aceptar desplazando unidades de glucosa para formar una ramificación 

o bien. que pueda desplazar a un grupo dcxtranosilo para formar una 

11 
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A 

b' 
J\..A.... 

O"'r sacarosa 

B 

o grupo glucosilo. 

Figura 4. Modelo estructural del sitio activo de la dextransacarasa propuesto por Robyt 
(1993). A. La dextransacarasa activa, muestra dos sitios de alta afinidad a la sacarosa (b y 
b');un sitio atostérico de un¡ón a sacarosa de baja afinidad (c) y un sitio de unión a aceptores 
(a). B. Enzima Inhibida alostéricamente pOI' una alta concentración de sacarosa, la 
conformación de la enzima cambió por lo tanto no se puede sintetizar dextrana. 

b' b' 

~ ~ 

[i" [~ -0; H~ 00"'0 -°7 ~ a ¡. :> a 

x-o x-o 

~ ~ 
b b 

1 SO 
O'T sacarosa; O grupo glucosilo, 00 maltosa; ~ panosa 

Figura 5. Modelo estructural propuesto por RObyt para explicar las reacciones de aceptor. 
La enzima se encuentra alostéricamente inhibida y en presencia de maltosa produce el 
primer componente de la serie homóloga de oligosacaridos. panosa. 

ramificaCión mas grande, por lo que no se requiere de un sitio adicional para la 

formación de ramificaCiones. 

12 
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Se ha propuesto igualmente la existencia de un tercer sitio de unión a sacarosa 

de baja afinidad para explicar la inhibición por exceso de sustrato (Tanriseven 

y Robyt, 1993), de tal manera que al haber un excedente de sacarosa este sitio 

es ocupado, ocasionando un cambio en la conformación de la enzima (Figura 

4 y 5). De acuerdo con la propuesta este cambio no afectaría la unión de 

moléculas de sacarosa, ni la formación del complejo glucosil-enzima, ni 

disminuye la afinidad por los aceptores, sólo evita la interacción de los dos 

grupos glucosílo para la síntesis de dextrana. Esta es la conclusión derivada de 

experimentos realizados en reacciones sin aceptor con altas concentraciones 

de sacarosa. A través de cromatografía en placa fina, se observa la producción 

de glucosa y fructosa libres. Sí a estas preparaCiones se les agrega un aceptor 

potente como la maltosa, la síntesis se desvía casí completamente hacia la 

producción de oligosacáridos, siendo minima la cantidad de dextrana 

Sintetizada aún empleando relaciones s/a=1. El modelo estructural y funcional 

total se presenta en las Figuras 4 y 5. Es conveniente señalar que todos los 

estudios realizados por Robyt se refieren al comportamiento de la OS de 

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. 

Por otra parte, se ha propuesto que el mecanismo de reacción de las OS es 

semejante al de las glucosidasas. Esta hipótesis es apoyada por dos grupos de 

·lnvestigación. Kobayashi, Yokoyama y Matsuda (1986), a partir de un estudio 

cinético de la OS de Leuconostoc mesentero/des NRRL 81416, proponen que 

la molécula donadora (sacarosa) y el sustrato aceptor (dextrana), se unen a 

sitios distintos de la enZima. Varios resultados son congruentes con este 

modelo. Se demostró que el tipo de inhibición de diversos compuestos era 

diferente para cada sustrato (sacarosa y dextrana). Se agrupó la acción de 16 
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efectores en seis categorías dependiendo si activaban o inhibían la actividad 

de sacarasa o transferasa de la enzima. La actividad sacarasa representa la 

reacción entre la sacarosa y el grupo catalítico y la actividad de transferasa 

representa la reacción entre la dextrana y el grupo catalítico el cual retiene un 

grupo glucosilo de la sacarosa. Mediante gráficas bifásicas de dobles 

recíprocos variando las concentraciones de sustrato en presencia o ausencia 

de inhibidores, se demostró que los valores de KM pueden cambiar conforme 

varia la proporción sacarosa/dextrana y el cambio en la afinidad por los 

sustratos indica competencia entre la sacarosa y la dextrana por el sitio de 

aceptor. De esta manera es posible que cuando haya un exceso de sacarosa 

ésta ocupe dos sitios, cambiando significativamente la velocidad de reacción. 

Todo lo anterior permitiría justificar la existencia de sitios independientes para 

los aceptares y para los donadores (Kobayashi, Yokoyama y Matsuda 1984, 

1985). 

El crecimiento de las cadenas, como puede observarse en la Figura 6, se 

realiza por el extremo no reductor, según fue comprobado por Kobayashi y 

Matsuda (1978), al observar que la glucoamilasa inhibía competitivamente la 

síntesIs de glucano, siendo la inhibición consecuencia de la competencia entre 

la glucoamilasa y la OS por el grupo glucosilo del extremo no reductor de la 

dextrana. Dentro de las diferencias con el mecanismo propuesto por Robyt, 

destaca en este caso la propuesta de la necesidad de un iniciador para el 

comienzo de la reacción. 

14 
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D ~ fctividad sacarnsa I 
~ 
x· 

• ¡ActIVIdad transferasa I 

A: sitio de unión al aceQ!or; C: sitio catalítico; O: sitio de unión al donador; X: residuo 
catalítico (nucleófilo).," sacarosa; e glucosa; ~ dextrana (aceptar). 

Figura 6. Ilustradón de la hIpótesis propuesta por Kobayashi (Kobayashi y Matsuda 
1986) para explicar el mecanismo de reacción de la OS. 

De la misma manera, Mooser y coi., (1991) basados en resultados de estudios 

clneticos, aislamiento de secuencias y en la caracterización de complejos 

glucosil-enzima, proponen que en el sitio activo de la OS de Steptococcus 

existen dos grupos funcionales que juegan un papel importante en el 

mecanismo de reacción: sólo un grupo carboxilato (contradiciendo la idea de 

Robyt de dos carboxilos en el sitio activo) que forma el complejo 

glucosilenzima, identificado como carboxilo de ácido aspártico y un residuo de 

histidlna que facilita la salida de la fructosa a traves de la donación de un 

protón. 

1104. Estudio cinético. 

Algunos de los fenómenos que caracterizan el comportamiento cinético de la 

OS son la Inhibición por exceso de sacarosa (Hehre 1946; Stringer y Tsuchiya 

1958); el aumento de la velocidad de reacción en presencia de aceptares 

fuertes (efecto que contrarresta al anterior) (Stringer y Tsuchiya 1958); la 

15 
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inhibición por exceso de los mismos (Reh y col., 1990); el cambio de las 

constantes cinéticas en función del tipo y concentración del aceptar (Stringer y 

Tsuchiya 1958, Oriol y col., 1987) y el controversial aumento de la velocidad 

inicial por presencia de dextrana (Kobayashi y Matsuda, 1978, Robyt, 1979, 

Willemot y col., 1988, Miller y col., 1986, Robyt 1995, y Monchois y col., 1998). 

Se han reportado diversas constantes cinéticas para la reacción de síntesis de 

dextrana (Hehre, 1946, Stringer y col., 1968, Martinez-Espindola y López­

Munguía 1985, Miller y col., 1986). El fenómeno de estimulación de la 

velocidad por presencia de dextrana no ha podido esc\arecerse y no es 

reproducible. Lo anterior, aunado al escaso conocimiento acerca de la 

estructura y mecanismo de reacción de la DS, ocasiona que las propuestas de 

modelos cinéticos sean limitadas. 

Las reacciones más estudiadas desde el punto de vista cinético son las de 

síntesis de polímero. Su descripción cinética se inicia en 1946 (Hehre 1946) al 

encontrarse que utilizando concentraciones de sacarosa hasta 200 mM, la 

reaccíón obedece el modelo de Michaelis-Menten, mientras que a 

concentraciones mayores las velocidades disminuyen. En estudios posteriores 

se encontró que la disminución de la velocidad de reacción es ocasionada por 

una inhibiclón debida al exceso de sustrato. En lo que respecta a las 

reacciones de aceptar, en los primeros estudios se observó que al agregar (J.­

metilglucósido (aceptar fuerte) en la mezcla de reacción, la velocidad aumenta, 

disminuyendo el efecto inhibitorio ocasionado por el exceso en la 

concentración de sacarosa Se propuso entonces una ecuación que modelaba 

el comportamiento de la velocidad global de reacción para determinadas 

concentraciones de aceptor y de sacarosa (Strlnger y Tsuchiya 1958). Años 

16 
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más tarde se planteó una ecuación que describía el comportamiento de la 

reacción global en presencia y ausencia de aceptores y en un intervalo más 

amplio de concentraciones. Esta ecuación se basa en un mecanismo de 

inserción, aunque tiene la limitación de no describir el aumento en la velocidad 

de reacción observado en presencia de aceptares (Ebert y Shenk 1968). 

Posteriormente, haciendo una semejanza con la levansacarasa de Bacillus 

subtilis, se propuso que el mecanismo cinético que describía el 

comportamiento de la OS en la síntesis de pOlímero era ping-pong Bi-Bi, como 

se ilustra en la Figura 7. En este mecanismo el polímero actúa como sustrato y 

producto a la vez (Kobayashi y Matsuda 1978). 

sacarosa fructosa dextrana(n) dextrana(n+l ) 

j j 
E E-sacarosa E-glucosa E-glucosa-dextrana(n) E 

E-dextrana(n+l ) 

Figura 7. Esquema del mecanismo plng-pong Bi-BI propuesto para la DS. E=DS 
(Kobayashl y col., 1978). 

Cuando un sustrato y un producto son muy similares, como en el caso del 

crecimiento de cadenas de dextrana, el comportamiento cinético es diferente al 

de un mecanismo ping-pong Bi-Bi usual, se presentan fenómenos de inhibición 

por sustrato en este caso la dextrana tendria un efecto inhibitorio. Kobayashi 

trabajó en un intervalo limitado de concentraciones de dextrana y supuso que 

con excesos de pOlimero se presentaría inhibición. Haciendo uso de este 

17 
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hecho, se refutó el mecanismo ping-pong Si-Si propuesto ya que un exceso de 

dextrana no inhibia la velocidad de reacción de síntesis de polímero. Mooser y 

col., en 1985 propuso un mecanismo secuencial aleatorio de equilibrio rápido 

que modela la transferencia de glucosa hacia el polimero en crecimiento. En 

este mecanismo se propone la formación de un compleja enzima-sacarosa­

polímero (complejo central) antes de que sea liberada la fructosa (Figura 8). 

Dex Sac Dex Fru 

E E 
E-Sac-Dex¡nj--? E-Sac-Dex[n+\l 

Sac Dex Fru Dex 

Dex=dextrana; Sac=sacarosa; Fru==fructosa 

Figura 8. Mecanismo secuencial aleatorio propuesto por Mooser en 1985. 

Reh y Buchholz en 1990 propUSieron un modelo complejo, basado en el 

mecanismo de inserción descrito por Robyt, que Incluye reacciones cata liza das 

por la OS, en especial las reacciones de aceptar. Recientemente, se han hecho 

intentos por validarlo (Bóker y col., 1993, Demulh y col., 1999, Heinke y col., 

1999), pero además de que sólo ha funcionado satisfactoriamente con la 

enzima de la cepa B-512F (Dais y col, 1999), deja muchos aspectos sin cubrir 

principalemnte el papel de la dextrana como sustrato. 

IX 
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Crecimiento 

Inhibición por exceso de aceptar 

H20 s EGi + G 

EG + D 

Reacciones de aceptor 

E=dextransacarasa, S=sacarosa, F=fructosa, G=glucosa, Gi=:dextrana en crecimiento, 
D=dextrana, A=aceptor 

Figura 9 Mecanismo cinético propuesto para la OS por Reh y Buchholz en 1990. 

11.5 Estructura de la enzima. 

Recientemente, como consecuencia de la evolución en las técnicas de biología 

molecular e ingeniería de proteínas, se han realizado numerosos estudios que 

tratan de dilucidar la estructura del SitiO activo de la OS, con el fin de esclarecer 

el mecanismo de reacción. Estos estudios se han realizado 

predominantemente con las glucoslltransferasas (GTF's) de varias especies de 

Streptococcus y en los ultimas años con la OS de Leuconostoc mesenteroides 

B-512F Streptococcus produce enzimas constitutivas (Alsop 1983) que 
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sintetizan polimeros solubles (GTF-S) e insolubles (GTF-I). En Leuconostoc -

mesenteroides la producción de OS es inducida por la presencia de sacarosa. 

Se ha determinado que las enzimas están compuestas por dos dominios 

funcionales (Figura 10): el dominio N-terminal en el que se localiza la actividad 

catalitica y el dominio C-terminal en el que se encuentra el segmento de unión 

al glucano. Este último no tiene actividad catalítica pero presenta una alta 

afinidad por la dextrana, la cual conserva aún cuando es escindido del resto de 

la enzima (Mooser y Wong 1988, Funane y col., 1998, Monchois y col., 1998). 

Es una región formada por 300 a 400 aminoácidos y contiene unidades de 

repetición (UDR) formadas por aproximadamente 30-65 aminoácidos (Wong y 

col., 1990; Kobayashi y col., 1989, Ferretti y col., 1987). Las UOR se han 

clasificado con base en la similitud de secuencia y han sido deSignadas A, B, C 

y O de acuerdo a la composición de aminoácidos (Ferrettl y col., 1987; Giffard y 

col.. 1994; Monchois y col., 1999). Todas las UOR presentan el motivo 

estructural YG, cuya estructura primaria es la siguiente: 

NDGYYFxxxGHOx(G/N)xHOHOHQ donde x, es un aminoácido no conservado y HO 

es un residuo de aminoácido hidrofóbico. En algunas DS, al remover el 80% de 

las UOR, se obtiene una proteina únicamente con actividad de sacarasa, 

perdiendo totalmente la actividad transferasa (Ferretti y col., 1987; Kato y 

Kuramitsu 1990). Por otro lado, al eliminar todas las UDR se ocasiona la 

pérdida total de actividad. En otras enzimas, como la OS de L. mesenteroides 

B-512F, el perder 40 % de las UDR debilita de tal manera la unión del glucano 

que se pierde más del 75% de la actividad (Lis y col., 1995, Monchois y col., 

1998). Las UDR tienen un papel Importante mas no exclusivo en la 

determinación de la estructura del polimero producido. Comparando la 
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secuencia de aminoácidos de la GTF-S con la GTF-I de $. mutans, se encontró 

que hay regiones conservadas para cada grupo. Al cambiar seis aminoácidos 

de las regiones no conservadas en la GTF-I por los correspondientes en la 

GTF-S, la enzima resultante produjo polímero soluble a diferencia de la enzima 

nativa. De igual manera, al cambiar un sólo aminoáCido de la GTF-S por el 

correspondiente de la GTF-I, ocurrió la síntesis de polímero insoluble 

(Shimamura y col., 1994). 

Además de estas funciones, se piensa que las UDR participan en la 

determinación de la dependencia de un iniciador para la sintesis de dextrana. 

Se han reportado DS de Streptococcus dependientes de iniciador y los 

resultados de algunos trabajos de construcción de enzimas híbridas a partir de 

dos genes estructurales de enzimas que diferían en la dependencia al 

iniciador, sugieren que el extremo carboxiterminal que contiene las UDR juega 

un papel importante en este fenómeno (Nakano y Kuramitsu 1992; Simpson y 

col., 1995). 

Peptido señal 

Dominio catalítICO DomInio de unión al glucano 

DominIo variable 

o 500 1000 1500 

Residuos de amino¡:3cldo 

Figura 10. Representación esquemática de los dominIOS estructurales de la OS 
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En lo que respecta al extremo N-terminal, la región comprendida del 

aminoácido 268 al 1134 en la secuencia de la DS de L. mesen/eroides, es 

homóloga para todas las DS y resulta esencial para la catálisis. También se ha 

identificado un residuo de aspártico al que se une covalentemente la glucosa, 

mismo que al ser mutado, ocasiona la pérdida total de actividad (Mooser y col., 

1991; Mooser e Iwaoka 1989; Monchois y col., 1997). Por otra parte, se ha 

sugerido que existe por lo menos otro aminoácido mvolucrado en la catálisis. A 

este respecto se ha encontrado un residuo de histidina que se propone 

participa en la liberación de fructosa a través de la donación de protones (Fu y 

Robyl 1988; Monchois y col., 1999; Tsumori y col., 1997). Existe también una 

hipótesis acerca de la participación de lisinas en el mecanismo de reacción, 

pues se ha inhibido la actividad al modificar quimicamente estos resíduos 

(Gayal y Katiyar 1995a; Goyal y Katiyar 1995b). 

Como consecuencia de la existencia de sitios separados para la unión de 

sacarosa y dextrana, se ha propuesto que en ausencia de sustrato, los 

dominios en los que se ubica el sitio de unión no se encuentran correctamente 

alineados para la catálisis. La unión con el sustrato induce un realineamiento 

conformacional que junta a los dominios para formar el sitio activo. Se sugiere 

que la dextrana tiene propiedades alostéricas en la síntesis de polímero, ya 

que la unión de ésta a la enzima induce cambios conformaeionales de tal 

manera que queda expuesto el sitio de unión a la sacarosa. Asi mismo, al 

unirse la sacarosa a la enzima produce un cambio conformaeional que facilita 

la unión de la dextrana (Mooser e Iwaoka 1989; Funane y col., 1993; Robyt 

1995) 
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Finalmente, existe en la estructura de la enzima un dominio variable, 

correspondiente a una región no conservada localizada junto al extremo 

carboxilo terminal del péptido señal. Esta región fue deletada en Slreplococcus 

sobrinus, sin observarse algún cambio en la actividad (Abo y col., 1991). Por 

otra parte la DS A de Leuconosloc mesenleroides B-1299 no posee este 

dominio (Monchois y col., 1999). Se desconoce el significado de la presencia 

de esta región. 

En lo referente a la estructura secundaria y terciaria de la DS, hasta la fecha no 

se han realizado estudios cristalográficos, pero existen dos predicciones de la 

estructura secundaria del dominio amino terminal. Ambos estudios tienden a 

mostrar que las glucosiltransferasas poseen una estructura de barril (0013), 

como las glicosidasas (incluyendo a-amilasas), ciclo dextrinas 

glucosiltransferasas (CGTasa), isoamilasa y glucano glicosidasas (Mac Gregor 

y col., 1996; Devulapalle y col., 1997). 

El motivo (0013), se caracteriza por la presencia de 8 hebras !3-plegadas 

paralelamente (E,-E,) localizadas en el centro de la proteina alternadas con 8 

a-hélices (H,-H,) localizadas en la superficie de la proteína. 

Estas dos predicciones dan el mísmo resultado concerniente a la colocación de 

H,-E,. El aspártico involucrado en la formación del complejo glucosil-enzima 

estaria localizado en la región carboxilo terminal de E,. Sin embargo, la 

localización de H,-E, difiere en las dos propuestas. Para Mac Gregor y col., 

existe una permutación circular de estos elementos: la hélIce ami no terminal 

debería de ser H, y los elementos E,-H,-E,-H,-E J , deben estar alejados de la 
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secuencia en lugar de ser el inicio de la misma. De acuerdo con Devulapelle y 

col.. (1997). los primeros elemenos deben localizarse en la región amino 

terminal variable. Sin embargo, esta hipótesis no es consistente con los 

resultados poco significativos acerca del papel del dominio variable. Estas 

predicciones han permitido el alineamiento de aminoácidos conservados que 

tienen un papel importante en el mecanismo de reacción de las glicosidasas. 

Lo anterior ha permitido proponer funciones no contempladas a diferentes 

residuos de aminoácidos de al DS. 

11.6 Peso molecular 

Existen grandes controversias en lo concerniente al peso molecular. Se han 

reportado pesos moleculares en el intervalo de 1.85X105 Da a 6.4X10' Da 

(Tabla 1). Adicionalmente, se presenta el fenómeno de multibandeo en una 

sola muestra analizada por electroforesis en geles de poliacrilamida con 

dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). En un inicio se sugirió que estos 

fenómenos eran ocasionados por la presencia de dextrana en las 

preparaciones enzimáticas. El poli mero ocasionaba problemas en la migración 

de las proteinas en SDS-PAGE (Kim y Robyt 1994b). Lo anterior se confirmaba 

al observar la aparición de bandas de menor peso molecular cuando se 

eliminaba una porción de dextrana a las enzimas. Se concluyó que el proceso 

estaba relacionado con la disgregación de subunidades de un ohgómero de 

alto peso molecular Kim y Robyt 1994b. 
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Tabla 1. Pesos moleculares reportados para la DS de Leuconostoc 
mesenferoides 

Cepa de Leuconostoc 
mesenferoides 

512F 

512F 

512F 

512FM 

Peso molecular (kDa) 

64 
65 

177 
158 

195 
130 
65 

158 

Referencia 

Kobayashi y Matsuda 
1990 

Mlller y col.. 1986 

Willemot y col.. 1986 

Fu y Robyt 1990 

Posteriormente. utilizando agentes quimicos se logró mutar entre otras a la 

cepa de Leuconostoc mesenteroides B-512F para producir DS 

constitutivamente (Mizutanl y col.. 1994; Kim y Robyt 1994a). Además, 

utilizando herramientas de biologia molecular, se logró aislar y expresar el gen 

de la OS en E. coll (Wilke-Douglas y col.. 1989), de esta manera se obtuvieron 

enzimas libres de polímero. Sin embargo. los pesos moleculares de las DS 

todavía se encontraban en un amplio intervalo (Tabla 2), existiendo la 

poslblídad de la presencia de subunidades, Lo anterior se replanteó al 

observarse la formacíón de bandas de 65, 62. Y 57 kDa a partír de una DS de 

184 kOa punficada por SDS-PAGE, después de haber sido almacenada 30 

dias a 4°C (Kím y Robyt 1994b). 

El gen de la DS de Leuconosloc mesenteroldes codifica para una proteina de 

1527 amlnoacidos, lo que eqUivaldría a un peso molecular de 169 kDa. Debido 

a lo antenor se ha propuesto que los diversos pesos moleculares reportados 

para las OS pudieran ser producto de actividades proteolilicas presentes en las 
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través de SDS-PAGE. Este polipéptido se convirtió en una proteina de 156 kDa 

después de incubarse por 96 h a pH 6.3 Y 25°C (Grahame y Mayer 1984). En lo 

que respecta a la actividad, se realizó un estudio comparativo entre las formas 

de 174 y 156 kDa (Grahame y Mayer 1985). Se analizó la eficiencia catalítica y 

la estructura de la dextrana producida, sin que se encontraran diferencias en el 

comportamiento de estas dos formas de la enzima. 

En Leuconostoc mesenteroides hasta la fecha no se ha detectado la presencia 

de proteasas. Sin embargo, se han detectado cambios en el peso molecular 

semejantes a los reportados en Streptococcus sanguis (Fu y Robyt 1990; Kim y 

Robyt 1994b; Kitaoka y Robyt 1998; Miller y Robyt 1986a; Miller y Robyt 1986b; 

Miller y Robyt 1986c; Wilke-Douglas y col., 1989). Por lo que respecta a la 

actividad, se han realizado estudios relacionados con la eficiencia catalítica de 

las reacciones de sintesis de polímero, concluyéndose que las formas de 173 y 

155 kDa son similares (Fu y Robyt 1990, Miller y Robyt 1986a, Miller y Robyt 

1986b) Hasta la fecha no se han realizado estudios más especificas respecto 

a tipos de producto y reacciones de aceptar. 
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111. OBJETIVOS 

El presente trabajo tiene como objetivo general contribuir al conocimiento de las 

glucosiltransferasas de Leuconosloc mesenleroides, a través de la exploración 

de la hipótesis del procesamiento proteo lítico como origen de la diversidad de 

pesos moleculares de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenleroides 8-512 

FMC y su implicación en el comportamiento bioquímico de la enzima, en 

particular las reacciones de producción de polímero y oligosacáridos. 

Los objetiVOs particulares son: 

1. Determinar la presencia de proteasas en las preparaciones de 

dextransacarasa tanto en la cepa silvestre como en la constitutiva. 

2. Caracterizar la actividad proteolítica en términos de pH, temperatura y efecto 

de inhlbidores. 

3. Determinar el efecto de la actividad proteo lítica sobre el peso molecular de la 

dextransacarasa. 

4. Estudiar el efecto de la proteólisis de la dextransacarasa en las reacciones de 

sintesis de polímero y oligosacáridos. 

5. Determinar el punto de escisión proteolítca. 



Materiales y Métodos 

IV MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.1 Producción de la DS 

IV.1.1 Microorganismos 

La DS constitutiva fue producida a partir de un cultivo de Leuconostoc 

mesenteroides B-512FMC. La cepa fue proporcionada por el Dr. John F. Robyt 

de la Universidad de lowa. 

La OS silvestre (sintesis de DS inducible por la presencia de sacarosa). fue 

producida a partir de un cultivo de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. 

La cepa se obtuvo de la colección Northern Regional Research Laboratory 

(NRRL) de Peoria. lIIinois. 

En ambos casos se partió de células crecidas en agar inclinado y conservadas a 

4°C. Posteriormente estas células se cultivaron y conservaron en una solución 

de glicerol a una concentración de 15% (v/v) a -4°C. Las soluciones así 

preparadas se utilizaron como inóculos para las fementaciones a nivel matraz. 

IV.1.2 Medios de cultivo 

La composición del medio de cultivo para la conservación del microorganismo 

(agar inclinado), se presenta en la Tabla 3. La cepa de colección L. 

mesenteroides NRRL B-512F fue obtenida como liofilizado por lo que 

previamente fue activada. 
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Tabla 3. Composición del medio de conservación de L. mesenteroides. 

Componente 

Triptona 0123 (Dilco) 

Extracto de levadura 

Jugo de tomate, filtrado, 
pH 7 

Agar 

Concentración 

10 gil 

10 gil 

2% (v/v) 

15 gil 

La composición del medio de cultivo para el crecimiento de L. mesenteroides B-

512FMC, se presenta en la Tabla 4. El pH del medio se ajustó a 6.9 con ácido 

ortoloslórico antes de esterilizar. La glucosa y las sales se esterilizaron por 

separado. 

La composición del medio de cultivo utilizado para L. mesenteroides B-512F se 

presenta en la Tabla 5. Al igual que en el caso anterior, el pH se ajustó a 6.9 con 

ác',do ortolos!órico antes de esterilizar 

IV.1.3 Producción de la OS constitutiva. 

Los inóculos se produjeron activando las células almacenadas en glicerol, en 

matraces de 250 mi con 100 mi de medio de cultivo estéril. Los gliceroles no 

debían tener más de 6 meses de almacenamiento. El microorganismo se creció 

JO 
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a 25°C en condiciones estáticas por 12 h o hasta alcanzar una densidad óptica 

cercana a 1.5. Posteriormente fueron utilizados como inóculos en una 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo utilizado para Leuconostoc 
mesenleroides B-512FMC 

Componente Concentración (gil) 

Glucosa 20 

Extracto de levadura 10 

Peptona 5 

K,HP04 20 

MgS04.7H,O 0.2 

CaCI,.2H,O 0.05 

FeS04.7H,O 0.01 

MnSO,.7H,O 0.01 

NaCI 0.01 

fermentación de 1 L realizada en matraces Fernbach (2.8 L), a 25°C en 

condiciones estaticas. La fermentación se detuvo al alcanzar una densidad 

óptica en el intervalo 1.5-2 o al alcanzar un pH de 5.9-6.3. 

El crecimiento del microorganismo se determinó por turbidez a 650nm en un 

espectro fotómetro Spectronic 601. Al final de la fermentación el pH se ajustó a 

5.2. El sobrenadante de fermentación fue recuperado después de centrifugar el 

medio de cultivo a 5000Xg por 15 min 
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Tabla 5. Composición del medio de cultivo utilizado para Leuconostoc 
mesenteroides B-512F 

Componente Concentración (gil) 

Sacarosa 20 

Extracto de levadura 10 

Peptona 5 

K,HP04 20 

MgS04.7H,O 0.2 

CaCI,.2H,O 0.05 

FeS04.7H,O 0.01 

MnSO,7H,O 0.01 

NaCI 0.01 

IV.1.4 Producción de la OS silvestre 

Los inóculos se produjeron activando las células almacenadas en glicerol, en 

matraces de 250 mi con 50 mi de medio de cultivo estéril. El microorganismo se 

incubó a 30°C en condiciones estáticas, de 12-14 h o hasta alcanzar una 

densidad óptica de entre 6-7, después de realizar una dilución 1:10. Estos 

cultivos se emplearon posteriormente como inóculos en una fermentación de 

500 mi en matraces Fernbach (2.8 L), a 30°C y 200 rpm. La fermentación se 

detuvo al alcanzar una densidad óptica de entre 6-7. Al fmal de la fermentación 
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el pH se ajustó a 5.2. El sobrenadante de fermentación fue recuperado después 

de centrifugar el medio de cultivo a 5000Xg por 15 min 

IV.2 Concentración de muestras 

Los sobrenadantes de fermentación fueron concentrados 10 veces por 

ultrafiltraclón en un sistema Amicon (Amicon, Grace & CO.-Conn., Berverly, Ma.), 

equipado con un cartucho de fibras huecas HP 100-20, con tamaño de corte de 

100 kDa. Los ultrafiltrados fueron posteriormente almacenados a 4°C. 

Para la electroforesis de proteínas, los ultrafiltrados fueron concentrados 10 

veces utilizando membranas cónicas de ultrafiltración con tamaño de corte de 50 

kDa (Centriflo®, Amicon). 

Para las determinaciones de actividad proteolitica en geles, los ultrafiltrados 

requirieron pasos de concentración adicionales. Las muestras que tenían baja 

actividad proteolítica (actividad no detectada en geles), fueron dializadas contra 

amortiguador de acetato de amonio 50 mM, pH 5.2, liofilizadas y resuspendidas 

en un volumen de amortiguador de acetato de sodio 50 mM, (pH 5.2, con CaCl, 

0.3 mM y azida de sodio 3 mM), necesario para concentrar la muestra 2000 

veces. Los ultrafiltrados que contenían alta actividad proteolítlca no se 

liofilizaron, fueron concentrados 10 veces más utilizando membranas cónicas de 

ultrafiltración (Centriflo·' , Amicon), con tamaño de corte 25 kDa. 
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IV.3 Determinación de actividad DS. 

La actividad DS fue determinada midiendo la velocidad inicial de liberación de 

fructosa a partir de sacarosa, utilizando un kit enzimático (Boehringer Mannheim 

Germany). Las reacciones fueron realizadas a 30'C en amortiguador de acetato 

de sodio 50 mM, pH 5.2, conteniendo CaCI, 0.3 mM y azida de sodio 3 mM. Una 

unidad de actividad enzimática (U) se define como la cantidad de enzima que 

cata liza la formación de 1 ~mol de fructosa por minuto a 30'C. 

IV.4 Electroforesis 

La electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), fue realizada 

de acuerdo al método de Laemmli (Laemmli U. K. 1970). Se utilizó una cámara 

Mighty small 11, con geles de 0.75 mm de espesor. Las muestras fueron 

mezcladas con un volumen de amortiguador de muestra 2X, que contenía Trís­

HCI 0.125 M, pH 6.8, SDS 4%, 9IiceroI20%, ~-mercaptoetanoI10% y azul de 

bromofenol 0.05%. Para la determinación de peso molecular, esta mezcla se 

calentó por 5 mino Después de realizada la electroforesis, las proteínas fueron 

teñidas con azul de Coomassle R-250. 

Para la detección de actividad enzimátlca en geles (DS o proteasa), la 

electroforesis se realizó en condiciones desnaturalizantes, el amortiguador de 

muestra no contuvo ~-mercaptoetanol y las preparaciones fueron incubadas por 

1 h a 27'C antes de ser aplicadas al gel. La actividad DS fue detectada después 

de realizar la electroforesis a 4'C. El gel fue lavado a 4'C con amortiguador de 

acetato de sodio 50 mM, pH 5.2, conteniendo Cae!, 0.3 mM, azida de sodio 3 
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mM y Triton X-100 0.1% (v/v). Posteriormente el gel fue incubado con el mismo 

amortiguador conteniendo de sacarosa 300 mM, a 27°C por 12 h. La actividad 

fue detectada por la formación de polímero. 

IV. S Cuantificación de proteína 

La determinación de la concentración de proteínas se realizó por el método de 

Bradford (1976), utilizando el kit Bio-Rad (Hercules, CA) y albúmina sérica 

bovina (Fracción V, SIGMA), como estándard. 

IV. S Proteólisis límitada de la OS utilizando tripsina 

La proteólisis limitada de la DS, se realizó incubando una preparación de DS (15 

fl9 de proteína) con tripsina (0.15, 0.015, 0.006, 0.003, 0.0015 fl9) en 

amortiguador Tris-HCI 0.2 M, pH 8, CaCl, 1 mM a 37°C por 2 h Y en un volumen 

total de reacción de 30fll. La proteólisis se detuvo por la adición de 2fll de 

diisopropilfosfofluoridato (DFP) 50 mM. 

IV.7 Ensayos de actividad proteolítica 

La actividad proteolitica fue detectada en SDS-PAGE que contenian de 

acrilamida 15% (p/v) y gelatina 0.1 % (p/v) (Henssen y Dowldle 1980), utilizando 

el sistema de Laemmli (Laemmli U. K. 1970). Después de la electroforesis, el gel 

fue lavado dos veces con amortiguador Tris-HCI 50 mM, pH 8 conteniendo Triton 

X-100 0.5% (v/v), durante1 h Posteriormente el gel fue incubado en el mismo 

amortiguador a 37°C por 12h y finalmente teñido por 2 h con azul de Coomassie 
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R-250 preparado en una mezcla que contenía 2-propanol 25%/ácido 

acétic010%. Finalmente fue desteñido con ácido acétic010%. Las bandas claras 

correspondieron a zonas de actividad proteolítica, 

La proteasa de alto peso molecular fue detectada en SDS-PAGE-GCP 

incubando los geles después de la electroforesis por 72 h a 37'C en 

amortiguador Trls-HCI 50 mM, pH8, La transformación de la proteasa de alto 

peso molecular en la forma de 30 kDa, se determinó incubando una preraclón en 

el buffer de muestra por 3 h a 27'C y comparando los resultados con una 

preparación sin incubación. 

La actividad proteolitica fue cuantificada siguiendo el incremento en absorbancia 

a 595 nm que resultó de la incubación de 1-100fll de preparación enzímática a 

37'C por 16 h con 3,7 mg de Hide Powder Azure (HPA) en amortiguador Tris­

HCI O.2M, pH 8, conteniendo CaCl, 1 mM, en un volumen total de 500 fll (King y 

col. 1983) La actividad fue reportada como unidades relativas de tripsina, donde 

una unidad relativa es equivalente al cambio en absorbancia producido por 1 ng 

de tripsina (GIBCO) en 16h a 37'C y pH 8, 

IV,S Caracterización de la actividad proteolítica 

IV.8.1 Evolución de la actividad proteolitica durante la sintesis de OS 

La evolución de la actividad proteolitica en un cultivo en lote de Leuconosloc 

mesenteroides B-512FMC, se realizó en matraces Fembach de 2,51 bajo las 

condiciones antes mencionadas, En el transcurso de la fermentación, se 
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analizaron los siguientes parámetros: pH, crecimiento (densidad óptica, 650 nm), 

y actividad OS. 

IV.8.2 Efecto del pH sobre la actividad proteolitica 

El efecto del pH fue determinado a 37'C en SDS-PAGE con gelatina 

copolimerizada (GCP). Después de la electroforesis, los geles fueron incubados 

en los siguientes amortiguadores a una concentración 50 mM: Acetato de sodio, 

pH 5; MOPS (Ácido 3-[N-Morpholino]butano sulfónico)/sal de sodio, pH 6.2 Y 7; 

T ris-HCI pH 8 Y 9; borato de sodio, pH 10 Y carbonato de sodio, pH 11. Posterior 

a la incubación, los geles fueron procesados para la detección de actividad. 

IV.8.3 Ensayos de inhibición de la actividad proteolitica 

El efecto Inhibitorio producido por DFP, Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 

áCido lodoacético (IAA), L-trans-epoxisuccinil-leucilamido-(4-guanidino)-butano 

(E-64) , 1-10-fenantrolina (O-Ph) y ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), fue 

estudiado directamente en SDS-PAGE-GCP. Las muestras fueron incubadas 

antes de la electroforesis con 10 mM del inhibidor (E-64 fue utilizado a una 

concentración de 5 mM) a 37'C, pH 8 por 2h. O-Ph Y EDTA se utilizaron a una 

concentración de 100 mM y fueron incluidos en los amortiguadores de 

incubación utilizados después de la electroforesis. 
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IV.8.4 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad proteo lítica 

Para determinar el efecto de la presencia de cationes diva lentes sobre la 

actividad proteolítica, después de la electroforesis los geles fueron incubados 1 h 

en Tris-HCI 50mM, pH 8 conteniendo O-Ph 18 mM. Posteriormente fueron 

lavados en el mismo amortiguador pero en ausencia del inhibidor y finalmente 

fueron incubados a 3JOC en la presencia de ZnCI" CaCl, y NiCl, 20 mM. 

IV.9 Efecto de la proteólisis sobre la OS 

IV.9.1 Proteólisis endógena de la OS 

Los concentrados de DS (70 f.lg de proteína mr' ) fueron incubados a 3JOC por 

48 h, en la presencia de MOPS 0.2M, pH 7, conteniendo CaCl, 1 mM y azida de 

sodio 3 mM. La reacción fue detenida por la adición de O-Ph 18 mM. 

IV.9.2 Procesamiento de la OS con una proteasa libre de DS 

Debido a la dificultad de la eliminación de la actividad proteolítica, se decidió 

preparar DS libres de actividad proteolitica tratando térmicamente a las 

preparaciones (ebullición por 20 min) con el fin de desactivar toda la actividad 

proteolitica InclUida. Estas preparaciones fueron sometidas a proteólisis 

utilizando una proleasa libre de DS, producida por la cepa silvestre de L. 

mesenleroides B-512F crecida en glucosa bajo las condiciones antes 

mencionadas. 
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IV.9.3 Proteólisis limitada endógena de la DS 

La producción de la DS de 155 kDa a partir de la forma de 173 kDa, se realizó 

incubando el ultrafiltrado a 27°C y pH 5.2. El tiempo de incubación fue 

dependiente de la actividad proteolitica presente. El tiempo mínimo requerido 

para una total transformación, en las condiciones antes descritas, fue de 15 días. 

Durante la digestión se monitoreó la actividad DS y el peso molecular de las 

formas enzimáticas. La DS de 155 kDa producida de esta manera quedó libre de 

la presencia de la DS de 173 kDa. 

IV.10 Síntesís de dextrana y oligosacáridos. 

La dextrana fue sintetizada a 30°C, pH 5.2, utilizando 1 U/mi de enzima y 

sacarosa 100 gil. El polímero fue recuperado por precipitación con etanol, 

posteriormente dializado contra a agua y finalmente sometido a liofilización. 

Para la síntesis de oligosacáridos, la maltosa fue utilizada como aceptar. Las 

reacciones se realizaron a 30°C en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 

5.2, CaCl, 0.3 mM, azida de sodio 3 mM, sacarosa 50 g/l Y maltosa 25 o 10 g/I 

correspondiente a cocientes de concentración de sacarosa/maltosa de 2 y 5. Los 

oligosacáridos fueron analizados utilizando cromatografia de liquidas de alta 

resolución, en un sistema Waters equipado con un detector de índice de 

refracción, una columna C18 yagua ultrapura como fase móvil a un flujo de 0.7 

ml/min. 
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IV.11 Caracterización de la dextrana. 

La estructura del polímero fue analizada por Resonancia Magnética Nuc[ear 

(RMN) 'H Y "e con la ayuda del Dr. Manuel Jlménez del Instituto de Química de 

[a UNAM. 

E[ peso molecu[ar fue determinado por cromatografía de líquidos de alta 

resolución utilizando [a columna de permeación en gel U[trahydrogel Linear 

(Waters), con intervalo de exclusión entre 1X103 y 7X10' kDa, empleando una 

solución NaN03 100 mM como eluyente a un flujo de 0.6 mi/mino 

La caracterización reológica se realizó con dextrana 20 gil, utilizando un 

reómetro Rheomat 120 (eontraves, Switzer[and) equipado con el dispositivo de 

plato y cono (R=5 cm, 9,=2'). Las mediciones se realizaron a 21'e. 

IV.12 Secuenciación del extremo amino terminal 

E[ extremo amino terminal de [a proteína de 155 kDa fue secuenciado en el 

servicio de la Universidad de Harvard. Las muestras sujetas a la actividad 

proteolitica se procesaron de acuerdo a e[ método establecido por Speicher en 

1989. 
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V RESUL lADOS 1 

Procesamiento Proteolitico de la OS de Leuconostoc mesenteroides B-
512F Y FMC. 
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V.1 Formas múltiples de la DS de Leuconostoc mesenteroides 8-512 FMC. 

La OS fue producida a través de un proceso fermentativo de las cepas de L. 

mesenteroides B-512F y B-512FMC, según se describe en Materiales y 

Métodos. En la cepa silvestre, la síntesis de la DS requiere de inducción con 

sacarosa la cual es sustrato de la enzima, por lo que se obtienen proteínas 

asociadas a grandes cantidades de dextrana. La viscosidad producida por la 

presencia de dextrana, dificulta la concentración de las muestras y su 

pUrificación. Este problema no se presenta en la cepa constitutiva, pues la DS es 

producida empleando glucosa como fuente de carbono. 

El medio de cultivo fue centrifugado, ultrafiltrado y almacenado a 4°C. Después 

de varios meses de almacenamiento, se observaron modificaciones en el peso 

molecular de las DS al ser analizadas por SDS-PAGE (Figura 11) En dicha 

Figura se puede apreciar que mientras que en preparaciones frescas se observa 

una banda de 173 kDa en preparaciones con 4 a 6 meses de almacenamiento 

se observa primero la formación de dos bandas y finalmente una sola banda de 

155 kDa. Si bien estos resultados se obtuvieron con las dos cepas, el fenómeno 

fue mas eVidente en la cepa constitutiva pues se pudieron obtener 

concentraciones más grandes de proteína. 

Este cambio en el peso molecular ya ha sido reportado en la literatura y se ha 

propuesto que es consecuencia de un proceso proteolítico (Fu y Robyt 1990, 

Grahame y Mayer 1984, Miller y col., 1986, Miller y Robyt 1986). Sin embargo, 

en L mesenteroides no se ha detectado la presencia de proteasas 
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Figura 11. Efecto del almacenamiento sobre el peso molecular de la OS de L. 
mesenteroldes B-512FMC. SDS-PAGE de la OS con diferentes tiempos de 
almacenamiento. Después del proceso de ultrafiltración, dIversos lotes de OS fueron 
almacenados a 4°C. A: OS con 6 meses de almacenamiento. B: OS con 4 meses de 
almacenam¡ento. C: OS tIempo Intcial. O: Marcadores de peso molecular. 

El origen del estudio de los cambios en el peso molecular de la OS fueron las 

controversias existentes en lo referente a fenómenos cinétiCOS como es el 

proceso de estimulación de la velocidad inicial por presencia de dextrana 

exógena. En la Tabla 6 se presenta el efecto de la presencia de polimero (cepa 

constitutiva), sobre el fenómeno de estimulación de la actIvidad de la OS. Como 

se puede apreciar, la transformación completa de la banda de 173kOa en una de 

155kOa se relaciona con la aparición del fenómeno de estimulación. Al parecer, 

la escisión de un péptido participa en este aumento de actividad por la presencia 

de dextrana. Sin embargo, debido al tIempo de almacenamiento este fenómeno 

pudiera estar relacionado con un factor diferente al cambio en el peso molecular. 

4-' 
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Tabla 6. Efecto del cambio de peso molecular en el fenómeno de estimulación 

por presencia de dextrana. 

Peso Tiempo de %de Actividad en Actividad en 
molecuar almacén a 4°C actividad ausencia de presencia de 

(kDa) (meses) remanentea dextranab dextranab
.
C 

155 6 63 106 125 

155 4 90 123 122 
173 

173 O 100 94 92 

aActividad después de almacenamiento 
bActivldad determinada a pH 5 2, 30°C Y 300 mM de sacarosa. U/mg proteina 
CUtilización de 10Mg/ml de dextrana T-70 
dActivldad en presencia de dextrana/Actlvldad en ausencia de dextrana 

Factor de 
estimulaciónd 

1.2 

1 

1 

Para comprobar lo anterior fue necesario inducir el cambio en el peso molecular 

de la OS. Por lo tanto, se decidió someter a la enzima a un proceso de 

proteólisis limitada utilizando inicialmente tripsina. Las condiciones en las que se 

llevó a cabo el ensayo fueron 37°C y pH=8, analizando las digestiones mediante 

SDS-PAGE. Como se observa en la Figura 12, en los carnles B al F que 

muestran digestiones con tripsina, no se observa la formación de la banda de 

155KDa. El carril G corresponde a un control de la enzima incubada sin tripsina. 

Si se compara el carril G con el J, que contiene a la muestra sin incubación, se 

aprecia una disminución de la banda de 173kDa y aparición de la banda de 

155kDa asi como otras bandas que van de 120-50kDa. De esta observación 

puede concluirse que la muestra control incubada a 37°C y pH 8 fue objeto de 

una modificación por parte de una actividad proteolitica inherente a la muestra. 
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A B e D E F G H J 
Figura 12. Proteólisis limitada con tripsina. Las reacciones se realizaron a 37°C, pH;;;;8 
por 2 hrs., con diferentes relaciones DS/tripsina (D/T) (ver Materiales y Métodos). A 
Marcadores de peso molecular. B: Drr=100, C: Drr=1000, D: Drr=2500, E D/T=5000, 
F. 0/T=10 000, G: OS Incubada sin tripsina (14.5)19). H' Tripsina (0.15)19), 1: DS 
naturalmente procesada J DS Sin Incubación (14.5)..lg). 

V.2 Determinación de actividad proteolitica 

Dado que los resultados anteriores, constituyen indicios de proteasas en las 

preparaciones enzimáticas, se decidió comprobar la presencia de estas enzimas 

realizando una SDS-PAGE-GCP. Después de la electroforesis, el gel fue 

incubado a pH 8 Y 37'C, toda la noche. Posteriormente fue teñido con azul de 

Coomassie y al ser desteñido se obervaron bandas de claridad como se aprecia 

en la Figura 13. De acuerdo con los marcadores de peso molecular, la actividad 

proteolitica principal tiene un peso molecular aprOXimado de 30 kDa. La misma 

proteasa fue detectada en la cepa de L mesenteroides B-512F. 
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_ 30kDa 

A B 

Figura 13. Detección de la actividad proteolítica producida por L. mesenteroides B-512F 
y FMC. SDS-PAGE con gelatina 0.1 % (p/v) en el gel separador (políacrilamida 15%) 
(ver Materiales y Métodos). A: L. mesenteroides B-512F. B L. mesenteroides B-512FMC 

Después de incubar los geles por 72 h bajo las mismas condiciones, se observó 

la aparición de una banda de actividad proteolítica con un peso molecular mayor 

de 200 kDa, en menor proporción respecto a la de 30 kDa. Las preparaciones 

que no se incubaron por 3 h en el amortiguador de muestra sólo presentaron la 

banda de actividad proteolitica de alto peso molecular, después de incubar el gel 

por 72 h a 37'C. Este resultado sugiere que la enzima de 30 kDa es producto de 

disociación ylo de degradación de la actividad de alto peso molecular (Figura 

14). 

A Proteasa alto 
peso molecular 

B _____ Proteasa alto peso 
molecular 

_____ 30 kDa 

Fig.ura 14. DetecCIón de la actividad proteolitica de alto peso molecular producida por 
Leuconostoc mesen/ero/des B-512FMC. SDS-PAGE con 0.1% de gelatina en el gel 
separador (poliacrilamida 11 %) (ver Materiales y Métodos). A. Muestra Sin Incubar en el 
buffer de muestra. B. Muestra Incubada por 3 h en el buffer de muestra a 27°C 
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Por otra parte, la actividad proteo lítica también se puso en evidencia utilizando 

HPA. Después de incubar a pH 8 Y 37°C las preparaciones de OS, se observó 

un aumento de absorbancia, producto de la hidrólisis de colágeno insoluble 

acoplado a fenotiacinas. 

V.3 Evolución de la actividad proteolitica durante la síntesis de DS. 

En la Figura 15 se aprecia la producción de la actividad proteolítica durante el 

crecimiento de Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. Como se puede 

observar, la presencia de actividad proteolitica en el sobrenadante de 

fermentación es anterior a la producción de DS. Se aprecia también una clara 

relación entre la caída de la actividad proteolitica y el decremento de pH, el cual 

es inicialmente fijado en valores cerca de la neutralidad y cae debido a la 

producción de ácido láctico. 
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Figura 15. Evolución de la actIVIdad proteolillca en el sobrenadante de un cultivo 
en lote de L mesentero/des B-512FMC La actividad proteo!ltica fue medida con 
Hlde Powdcr Azure. 
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V.4 Caracterización de la actividad proteolítica 

V.4.1 Efecto del pH en la actividad proteolítica 

El efecto del pH en la actividad proteolítica se determinó utilizando SDS-PAGE-

GCP. En la Figura 16 se aprecia que el pH óptimo de la actividad proteo lítica es 

8. Sín embargo, presenta actividad desde 5.2 (difícil de apreciar en la fotografía) 

hasta pH 10. 

pH -7 11 10 9 8 7 6 5 

Figura 16 Perfil de pH de la act",v',dad proteolitica producida por Leuconostoc 
mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE (poliacrilamida 15%), 0.1% gelatina, incubación 
a 37°C. 

V.4.2 Efecto de inhibidores sobre la actividad proteolitica 

Se determinó el efecto de diferentes Inhibidores sobre la actividad a pH 8. En la 

Figura 17 se aprecia que E-64 y AlA inhibidores de cisteín proteasas no 

ejercieron ningún efecto sobre la actividad. Por lo que respecta a los inhibidores 

de proteasas séricas, PMSF inhibió parcialmente la actividad y DFP inhibió casi 

totalmente, sin embargo cuando se disminuyó la concentración de este inhibidor 

10 veces no se apreció inhibición significativa (Figura 18). Como inhibidores de 

metalo proteasas se utilizaron EDTA y O-Ph; a pesar de que et primero tuvo un 

efecto inhibitorio sobre la actividad proteo lítica, se logró observar una ligera zona 
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de claridad (dificil de apreciar en la Figura 17), mientras que el segundo inhibió 

totalmente la actividad aún cuando se disminuyó la concentración casi 6 veces. 

O-Ph EDTA Control E-64 AlA DFP 
100mM 100mM 5mM 10mM 10mM 

PMSF 
10mM 

Figura 17. Efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad proteolítica producida por 
Leuconos/oc mesen/emides B-512FMC. SDS-PAGE (poliacrilamida 15%), 0.1 % 
gelatina. DFP, PMSF, E-64 y AlA, incubación de las muestras a 37°C, 15 min., antes de 
realizar la electroforesis. O-Ph y EDTA adicíonados después de la electroforesis, 
durante la incubacíón a pH 8 Y 3T'C. 

DFP 
1mM 

PMSF Control 
1mM 

O-Ph 
18mM 

Figura 18. Efecto de la disminUCIón de la concentracrón de inhlbldores sobre la 
actividad proteolitica producida por L. mesen/emides B-512FMC. SDS-PAGE 
(pohacnlamida 15%), 0.1% gelatina. DFP y PMSF, incubaci6n de las muestras a 37°C, 
15 mln .. antes de realizar la electroforesis. Q-Ph adicionado después de la 
electroforesls. durante la incubaCión del gel a pH 8 Y 37°C. 

V.4.3 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad proteolitica 

Debido a que los mhibidores de proteasas séricas son poco especificas no se 

pudo identificar el grupo funcional involucrado en la catalisis. A pesar de 10 

antenor, el grado de inhibición fue mayor con los agentes quelantes, lo que 

Indica la asociación de iones metalicos con la actividad. Como se puede apreciar 

en la Figura 19, después de inhibir la acllvldad por presencia de O-Ph, el único 

catión divalente que permitió la recuperación de la misma fue el Ca" El Ni" lo 
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hizo en menor proporción, mientras que el Zn2
+ no permitió la recuperación de la 

actividad. 

Control 

~ 
Figura 19. Identificación del metal involucrado con el sitio activo de la proteasa 
producida por Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. SDS-PAGE, (poliacrilamida 
15%), 0.1 % gelatina. Después de la electroforesls los geles fueron incubados con O-Ph, 
lavados e incubados a pH=8 y 3rC por 12 h., con los diferentes iones metálicos. 

V.4.4 Temperatura óptima de actividad 

El perfil de temperatura se determinó utilizando HPA. Como se aprecia en la 

Figura 20, esta enzima presenta actividad óptima a los 50°C y conserva 75% de 

la actividad a 70°C. En general las proteasas son más resistentes a la 

desnaturalización que otras proteinas (North, 1989), a pesar de que el método 

no permitió determinar actividad por arriba de 70°C, creemos que la enzima 

presentará actividad a temperaturas mayores. 

50 



Resultados 1 

125 

~ 100 :J( 
~ 

'" > .;: 75 
'" " .... 

"O 

'" 50 "O 

:~ 
ü 
~ 25 

O+---.---.---.---.---r-~ 
20 30 40 50 60 70 80 

Temperatura COc) 

Figura 20. Efecto de la temperatura sobre la actIvidad proteolitica producida por 
Leuconostoc mesentero/des B-512FMC. La actividad fue medida utilizando HPA, a pH 
8 

V.S Digestión de la DS 

Los preparados enzimaticos de OS fueron sometidos a un proceso de proteólisis 

endógena incubandolos a pH=7 y 37°C. Se tomaron muestras a diferentes 

tiempos analizando la actividad y el peso molecular de la OS. En la Figura 21A 

se puede observar que la banda de 173 kOa se reduce considerablemente con 

el tiempo de incubación. produciéndose diversas bandas de menor peso 

molecular Incluyendo la banda de 155. En un gel de actiVidad OS, se determinó 

que la forma de 120 kOa fue la forma mas pequeña que retuvo actividad 

(resullado no mostrado). La proteóllsls se logró limitar Incubando las muestras a 
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27°C Y pH=5.2 con tiempos variables dependiendo de la concentración de 

proteasa, lográndose así la formación mayoritaria de una banda de 155 kDa de 

peso molecular. El mismo resultado se pudo obtener a pH 5.2 Y 4°C, con mayor 

tiempo de incubación. 

La OS y la proteasa son enzimas fuertemente asociadas. La ultrafiltración en 

presencia de 0.1 % de SOS permitió eliminar una porción de la proteasa de 30 

kOa pero quedó siempre presente un remanente de actividad proteolítica. Con el 

fin de comprobar que los cambios en el peso molecular son el producto de una 

actividad proteo lítica sintetizada por L. mesenteroides, las preparaciones de OS 

obtenidas de la cepa B-512FMC fueron tratadas térmicamente (90°C por 20 

min), para eliminar toda la actividad proteolítica. A estas preparaciones se les 

adicionó proteasa libre de OS producida por el crecimiento de la cepa silvestre 

de L mesenteroides B-512F en glucosa. Los resultados se muestran en la 

Figura 21 B, en la que se puede apreciar que las bandas formadas son las 

mismas que las obtenidas en la digestión endógena presentada en la Figura 

21A. 
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Figura 21. Efecto de la proteólisis en el peso molecular de la OS de L mesenteroides 
B-512FMC. Geles de SDS-PAGE al 6% teñidos con azul de Coomassie R-250. A. 
Proteólisis endógena. Una preparación de OS ultraflltrada, fue Incubada a pH 7, 37°C 
por 0, 8, 24, 36, 48 h, MPM, marcadores de peso molecular. B. Con adición de 
proteasa. La preparación de OS ultrafiltrada, fue tratada termlcamente (90°C, 20 min). 
para desactivar la actividad proteolitlca. 6 y O son los controles antes de la Incubación, 
e después de tres horas de incubación (pH 7 Y 37°C) Sin adición de proteasa, A 
despues de 3 h de incubación (pH 7 Y 37°C) con la adición de aCllvldad proteolitica 
proveniente de L mesenteroides B-512F. 
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V.6 Discusión 

Se ha reportado la presencia de proteasas en cultivos de diversas cepas de 

Streptococcus (Grahame, O y Mayer; 1984, Harrington y Russell, 1994; Henssen 

y Dowldle, 1980; Homer y Whiley 1990). En S. sangUIs se detectó un cambio en 

el peso molecular similar al observado en L. mesenteroides: una forma de 174 

kDa considerada como monómero, fue modificada a otra de 156 kDa por 

proteólisis (Grahame y Mayer, 1984). Debido a que esta transformación pudo ser 

parcialmente inhibida por EDTA, se concluyó que el proceso involucraba una 

metalo proteasa. Homologías en la estructura primaria y probablemente en la 

terciaria de las glucosiltransferasas de Streptococcus y Leuconostoc pudieran 

ser la causa de la similitud en el procesamiento proteo lítico. A pesar de lo 

anterior, hasta la fecha no se han reportado actividades proteolitlcas asociadas a 

L. mesenteroides. Entre otras razones esto es probablemente debido a dos 

causas: a la baja concentración de proteasas y a las condiciones usuales de 

ensayo de la actividad proteolítica, que son generalmente adecuadas para la 

actividad OS (25-30'C y pH 5.0-5.5), pero lejanas de las condiciones óptimas de 

la actividad proteolítica reportadas en este trabajo (pH 8 Y 50'C). Lo anterior es 

ilustrado también por el hecho de que los sobrenadantes requieren ser 

concentrados entre 200 y 2000 veces para detectar actividad proteolitica y de 

que a pH 5.2 Y 25'C s610 se presenta el 12% de la actividad proteolitica 

. ensayada a pH 8 Y 37°C (medido con HPA). Sin embargo, la actividad residual 

es suficiente para modificar a la OS cuando se almacena a 4'C por largos 

periodos de tiempo. 
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Las condiciones de producción, fuente de proteína y el número de resiembras 

pueden alterar la cantidad de proteasa producida. Durante un cultivo de L. 

mesenleroides se puede observar una clara relación entre la actividad 

proteolítica y el perfil de pH. Se aprecia que en la fermentación la producción de 

actividad proteolítica es previa a la producción de DS, de tal manera que la 

actividad máxima de DS se alcanza una vez que la actividad proteolitica ha 

comenzado a decrecer (Figura 15). Estos resultados indican que probablemente 

las proteasas se requieren en etapas tempranas del cultivo ya sea para aportar 

aminoilcidos al microorganismo y/o para el procesamiento de la DS. 

La OS y la proteasa estiln fuertemente asociadas. A pesar de incubar por 24 h 

los preparados de OS a pH 6.8 en presencia de SDS para convertir la proteasa 

de alto peso molecular a la forma de 30 kDa y de eliminar de esta manera la 

actividad proteolítica por ultrafiltración, siempre quedó actividad residual Existen 

reportes en la literatura acerca de la presencia de las denominadas "firmly­

bound" o "sticky" proteasas, las cuales permanecen fuertemente unidas a 

proteínas durante los procesos de purificación (North 1989). Las proteasas de L. 

mesenteroides se comportan como este tipo de proteasas: son producidas en 

bajas cantidades y tienen una alta actividad específica por lo que es difícil 

detectarlas como bandas de proteínas en SOS-PAGE teñido con Coomassie. La 

única manera de determinar su presencia es a través de ensayos de actividad 

después de concentrarlas. 

La presencia de una proteasa de alto grado de agregación o alto peso molecular 

(precursor de la forma de 30 kDa) contaminando los preparados de la OS, hace 
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dificil el uso de SOS-PAGE o filtración en gel para purificar. Estos resultados son 

consistentes con las observaciones hechas por Kim y Robyt en 1994, quienes 

obtuvieron DS de bajo peso molecular después de incubar, por 30 días a 4°C, 

una OS de L. mesenteroides B-512FMC de 184 kOa purificada por SOS-PAGE. 

La dificultad en la identificación de proteasas en las preparaciones de DS, dio 

lugar a varias hipótesis que intentaban explicar la presencia de múltiples formas 

de la enzima. La primera de ellas propone que la dextrana influencia la 

agregación de la enzima; las formas observadas son agregados enzimáticos de 

diferente peso molecular (Kim y Robyt 1994, Kobayashi y Matsuda 1980). Sin 

embargo, diferentes pesos moleculares son obtenidos también con las enzimas 

constitutivas (Funane y col. 1995, Kitaoka y Robyt 1998, Monchois y col. 1998, 

Smith y Zahnley 1997, Willemot y col. 1988). Otra hipótesis propuesta consiste 

en la presencia de subunidades de 57-62 kOa conformando a la OS (Kim y 

Robyt 1994, Kobayashi y Matsuda 1980, Kobayashi, Mihara y Matsuda 1986). 

Recientemente se reportó que el gen que codifica para la OS de L. 

mesenteroides B-512F, está localizado en un operón monocistrónico (Quirasco y 

col. 1999). Por otra parte, la secuencia del gen de la OS de L. mesenteroides B-

512F, codifica 1527 aminoácidos incluyendo el péptido señal (Wllke-Oouglas y 

col.. 1989), lo que resulta en una proteína de 170 kOa, eliminando el péptido 

señal es reducida a 166 kOa. La diferencia con la forma de 173 kOa puede ser 

explicada por error experimental de la técnica electroforética (Creighton, T. E. 

1993). 
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V.7 Conclusiones 

Se determinó la presencia de actividad proteolitica en las preparaciones de 

dextransacarasa de las cepas de L. mesenteroides B-512F yFMC. 

La activida proteolitica presentó un pH óptimo de 8. temperatura óptima de 50°C 

y fue inhibida por orto-fenantrolina. 

La presencia de diversas formas de la DS de L. mesenteroides B-512F y FMC. 

usualmente reportada en la literatura. es el resultado de un procesamiento 

proteolitico. La cantidad de cada forma depende de la actividad proteolitica, 

condiciones y tiempo de almacenamiento. También depende de los métodos de 

producción y purificación aplicados. 

V.S Perspectivas 

El presente trabajo constituye el inicio de los estudios de las actividades 

proteoliticas en Leuconostoc mesenteroides. Actualmente, estan en preparación 

dos publicaciones en donde además de analizar otras cepas de L. 

mesenteroides, se determinan factores del cultivo que afectan su producción. 

En lo referente a los estudios posteriores, se planea completar la caracterización 

de la actividad, determinando el grupo funcional involucrado en la catálisis. Por 

otra parte, es necesario determinar el tipo de asociación con la DS y determinar 

el proceso involucrado en la transformación de la enzima de alto peso molecular 

en la forma de 30 kDa. 
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ANEXO 1 

Proteolytic processing 01 dextransucrase 01 Leuconostoc mesenteroides. 
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Abstrael 

v,mous dex\r:lIlsucr:¡;c lIlo!ccuhlr m:\;$ rOTITIS fOllnd in cnzymc prcp.¡r.lIions may sometimcs be producls of proleolyuc 
,lcllVily. E~lracelllll.lr prOle,lso: l!l LlfllWIIV\!OC 11I(',\('/I/('ro/(/,'\ ~trains NRRL B·512F :llld B·512fMC dexlr.II1~UCr,lse 

prepMatlollS W,IS akllttlicJ Prolc:l$c had a mo1ceulllr m:lS~ of 30 I.Da and was the predomin,ll1t 1'01111 denv.;:d from a hlgh 
lIlokcul,lr 111,I$S pn:cur~or, The proulIctioll ,md :ICtiVlty oC protc,he 111 culture Il1cdium W,IS strongJy dependent 011 pH When L. 
1!I(',Wlllt'lOld(',\ de\ll'<uhI1Cr,l~c (1n I.D,I) WJS hydrolyzcd by proleasc, ,lt pH 7 :lnd 37°C. V,lriOll~ dextr,l\l$ucr,ISe form~ with 
molecular mas~c~ ,I~ low a~ 120 kD.1 con~erving de'(tr.\Il~ucr,l\e ,IClivilY were obl,lincd ,(? 1999 Pllbli~hcd by Eh~vler SCtcnec 
e,v AII f\g.\\h rc~rvcd 

J. IntrodUClion 

Dcxlr.1n i~ a ghlC~l:-'C polymcr ~ynlhc~i.~cd by de,· 
ll':ln"l1cr:!~C (~lIcJ'()\c 1.6·a·J}·gll1C:1n 6-a·glucosyl· 
tr:ll1:ifcrasc, E.e 24. j S). a glucosyhransfcf<lsc pro­
duccd by L('II('III1II,\/I)( ,lnd S{¡e/lfo('{I('CII.\ l:u':lic aCld 
b:lclclla, De'(II,1L1~lIcr,1~C {OS) from Lel/ulllos/(/( 

1I/t',\"'lIfero/II",\ I~;\ ~llClll~1.! indllcibk cn.t:yme Ihal cal· 

• C'HI":~p!l!l\!\\l:' ,1\1111<\1 1'<'1 ,~:! ()(,) 2~·7('·71, 
1.\\ f~~ (I~) 17·2\·).;:-; r nl,,,1 "l'\"lll1f,,',hl ,m,llll 111\ 

¡l!yZCS the polymcrizHl10t1 Or th¡: glucopYI:mosyl mOl­
cty orSucro$c to form an a(l f6) linkcd gll1C,ln wilh 
0:( I -> 3) br:.lnchcd hnkagcs [1 J. Thc, stram B· 
512FMC b a cOll!>\lllltlVC DS prodllcJlni !l1lllanl 01' 
L mt>.wnI{>r¡)i/h>$ l')b\ameu by Robyt el al [2] 

The propcnjC:i 01' DS hav¡: becn cXlcnsL\'cly 
~lUdlCd ami rcvL¡:wcU [1.:;.4J. Molecular ma$~es of 
DS h:lvc bccn reponed, rdn!!!Ill'. rlom 6~ lO 
I S5 kDa [4J This V:Lllalllm ha~ becn ;!s$oci:lIcd 

wjlh the presencc 01' dcxlran in Ih¡: ptl1iíied prep.\J'a· 
lions. wlth Ihe (hs.lssoci,nion 01' subulll(S from:l high 
molecular nl.lss mullllllcm: compkx {57] (JI' wilh Ihe 
aClmll ()f prOleascs 18.91. alth\Hlgh unul now no plt)· 

lc,\~ ha~ bco.:n leponed ti) l. me.wll/("'oidl'I, Re· 

CClll1y, Smlth and Zahnky [lO] !<::p¡)lled lh.l! Ihe 

()1;~ 111'171'1')/$'111111' 1'1'1') /'"1111,1,,,.1 1", 1 h,·",·, !>c"cn,,· II V "11 ,,~111' ,,,~,,,,1 

1'11 ... () \ " ~ IU ,) .. I ,¡ ,) 1" IJ , 1 (1 ~ 
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various molecular mass forms of alternansucrase (a 
glucosyltransferase dosely related to DS) produced 
from constiturive mutants of L mesenleroides 
NRRL B-I355. were not reJated 10 dextran. How­
ever. proteolytic activity was Dot found. 

In ,he present work, we demonstrate ¡hat ¡he var­
ious molecular mass forrns of DS from L me~enle­

roides strains NRRL B-512F and B-512FMC already 
reported in ¡he literature, reSlllt from proteolytic 
processing. 

2. Materials and methods 

2./. Bacteriaj strains ond culture conditiolls 

L. mesenteroides NRRL B-512F was obtained 
fTcm the stock culture coIlection of the NationaI 
Center for AgrlCultural Utilization Research 
(USDA-ARS. Peoria, IL, USA). L me!>enteroides 
B-512FMC was kindly provided by Dr. John F. Ro­
byt BOlh sUmos wete culruted for DS production as 
already described [2J. 

The culture supernatant was concentrated IO-fold 
by ultrafiltmtion with an ultrafiltration system (Ami­
con, Beverly. MA USA), equipped with an HPIOO-
20, 100 kDa cut off hollow fiber cartridge. Due to 
the low concentratíon of protease, al! samplcs re­
quifed 200-2000 tImes concentration in order to as­
say for proteoJytic activity. Samples were dialyzed 
agaios! 50 mM ammonium acetate buffer (pH 5.2), 
lyophilized and resuspended in a smallet volume of 
50 mM sodium acera te buffer, pH 5.2. containing 
0.3 mM CaC!:! aod 3 mM sodium azide. Sorne sam­
pIes required higher concentratíon as proteolytic ac­
tlvilY tended to decrease in subcultures. 

2.2. Dexf¡'anslIc/'ase assa}' 

Dextransucrase activity was determined measuring 
the imtial rate of fructose release from sucrose with a 
glucose/fructose kit (Boehringer Mannhcim, Ger­
mdny). Reactions were performed al 30°C in 
50 mM sodium acetate buffer, pH 5.2 contaimng 
0.3 mM CaC].:! and 3 mM sodium azide. Qne enzyme 
activity unir (U) was defined as the amount of en­
zyme thal caralyzed the formatíon of J !lmol of fruc· 
tose per min under these conditions. 

2.3. ElectropllOre:,is 

SDS-PAGE was performed as published [Il]: 
Samples were mixed with an equal volume of 
2Xsample buffer and incubated ar 90°C for 5 mino 
DS forms were electrophoretically separated on 6% 
SDS-PAGE gels and stained with Coomassie bril­
liant blue R-250. 

24. Prolea!>e lIcril'iry (/ssay 

Proteolytlc aetivity was observed after electropho­
resis in SDS-PAGE containing 15% (w/v) aerylamide 
and 0.1 % gelatin [12} with the Laernmli buffer systern 
[11]. For electrophoresis, samples were mixed with 
an equa! volume of SDS sample buffer without 
¡3-mercaptoethanol and incubated for I h at 27°C, 
After eJectrophoresis, the gel was washed ¡wo times 
(30 min each) with 50 mM Tris-HCl buffer, pH 8, 
containing OS'j" Triton X-lOO, followed by incuba­
lion in the same buffer at 37°C for 12 h. Finally, the 
gel was staíned with 0.25% Coomassie brilliant blue 
R-250 and destained with iO'% aeetie acid. The clear 
bands correspond to zones of proteolytic aetivity. 

The proteoly!ic activity was quantified following 
the increase in absorbance at 595 nm resulting 
from the incubation of en"Zyme preparations al 
37°C for 16 h with Hide Powder Azure (Sigma, 
Chem. Co.), in 0.2 M Tris-HCI buffer, pH 8. con­
taimng J mM CaCh [l3J. The enzyme activity is 
reported in relative trypsin equivalent units, where 
one relative rrypsin unir is egual to the absorbance 
change produeed by l ng of trypsin (GIBeO, BRL, 
Produets). in 16 h at 37°C and pH 8. 

2.5. Effett aj pll 

The effect of pH on activity was determined at 
37°C in SDS-PAGE gel::ltin gels using the folIowing 
buffers al 50 mM: Sodium acetare buffer, pH 5: 
MQPS (4-morpholine-propanesulfonic acid), sodium 
salt. pH 6.2 and 7; Tris-HCl, pH 8 and 9: sodium 
borate buffer pH JO; and sodium carbonate buffer, 
pH 11. 

2.6. InhibitivII (l.\s(J)'~' 

The inhibiÜon of pratense activity by diisopropyl 
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phosphoftuondate (DFP), phenylmethylsulfonyl flu­
onde (PMSF). 10doncetle acid (IAA), L-trans-epoxy­
suecinyl-leucylamido-(4-guanidlno)-butane (E-64), 1-
IO-phenantroline (O-Ph) arld ethylenediammetetra­
aeetle aeid (EOT A) was studicd dlreetly m SDS­
PAGE gels eontaining gelatin Samples werc incu­
bated pre1;¡OUS to eJectrophoresls with 10 mM of 
the inh¡bltor (E-64 was used al 5 mM) at pH 8, 
37°C for 2 h, In the case of O-Ph and EDT A, 
100 mM of the inhibitor were mcJuded m the mcu­
bating buffe'rs. 

2 7 EjJeo af dll'(¡{ell! ca!/O/lS 

In the expenments measuring the effects of metal 
lons on lhe proteasc actlvity, after electrophoresis, 
the gel was mcubated for 1 h with the renaturatJOn 
buffer conta111mg 18 mM O-Ph, washed with the 
sarnc buffer without the inhibitor and incubated at 
37°C with 20 mM ZnCI1, CaC!2 or NICI2 in the 
butTer. 

2.8 Endog(,!lou.1 dex!l"(lII.wcra,\(' pl'Ofeo/.\·sls 

S~lmples ol' OS culture Sl1pCrnal.tnt ultndiltratcs 

t:. -----¡---
6 y,. ... -. ..J., .... ,. 

I , 
,~ 

Si • i " ¡ 

" ¡ 
~ ~ 4 ¡ 

o ¡ \, 
; .\ 

(70 ¡.tg protein ml- I) were incubated at 37°C m the 
presence of 0.2 M Tns-HCl buffer, pH 7, eontaming 
1 mM CaCI2 and 3 mM sodlUm azide. The reaction 
was stopped by the add1tlOn of 18 mM O-Ph. 

2.9 PrOlein defermina/ioll 

Protein concentration was assayed by the method 
of Bradford [14] with BlO-Rad (Hercules, CA, USA) 
dyc-bmdmg protein reagent and bovmc seruOl al bu­
mm (Sigma. Fraetton V) as standard, 

3. Results 

3./ Proreo/)fIC ({c/ivily 111 L. mewm!('rou/es cU/flIr(' 

;,upemUftll1f.\· 

The presence or proteases in L. IJJe,\('II/('/Oides con­
centr.ltcd culture supcrn:lti.\rlts \Vas dctermined 111 

SOS-PAGE mcludlllg gclatll1 in the resolving gel 
Aftcr overnight mcubation, clcar bands corn::spond­
Illg to ¡\ctivlly \Vcre oblamcd. Accordl1lg to ¡he pro­
¡cm standards. the pnmary protcolytlc :lctlvily h.ld 
an approxllna!c molecular mas!' of 30 kD~I, A high 
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-30kOo 

B 

Control O-PI! Ca2+ 

C~I= 
Flg .2 Effect of dirreren! faetan; on ¡he proteolytic <lc¡¡vity of 
L me.<enleroide., B-512fMC as me"dsured in 1:5'% SDS-PAGE ac~ 
!ivJty ,gcla¡in gc!s. A: EJfecl of pH. from pH 11 10 5. B: Effecl 
of inh,blloTS. Con/mI. "'¡¡noue inhibiwTS. C: Efreet of metal 
¡om;. Control. ",¡¡hoU! mhlbnor; O-Ph. control washed wilh 18 
mM O-Ph. Wllhout actl~lly restar,lIion: Ca1-. 20 mM C.IC1~; 
N~"'. 20 mM NiCl:: Zn>. 20 mM ZnCl~. 

molecular mass proteolytic activity was a1so ob­
servcd but in less propartion than the 30 kDa pro­
tease. After 1 h incubation in the sample buffer the 
propartion of lhe 30 kDa protease is considerably 
increased. suggesting that it is a degradation or dis­
sociatiOn product of a higher molecular mass fOfln. 
Proteases in culture supernatant aIso showed activity 
against denatured coIlagen (Hide Powder Azure) al 

pH 8 and 37"'C, as can be seen in Fig. L 

3.2. Proleu.\e U( [i¡-ily duril1g deXlrtlll!>llCraSe ~Tllt/¡esi.l" 

PrOleolytie activity was found in L me.w!nleroid(·s 
B-SI1FMC culture supernatants already used ror DS 
synthesis (Fig. 1). There was a clear reJation bctween 
the drop of protease aCIlVity and the decrease in 
culture supernatant pH, which was initiaIly fixed 
near neutral vaIues and decreased mpidIy due to 
the production or Iaetie acid. 

For prolease purifieation and analysis, superna­
tants were harvested when the maxirnum optical den­
sity was reachcd in the C"dse of L mesenleroides B--
512F. However. as shown in Fig. L in ¡he C"dse of L. 
me~el1l('roid{'\ B-5I1FMC DS was less stable and was 
therefore harvested after 12 h of culture. 

3.3. Effect 01 pH 

The effect of pH on the proteaJytic ac:tivlty was 
studied in different buffers at 37°C (Fig. ~A). The 
highest activity is obtained at pH 8. 

3.4. Protease inhibiriol1 

The effect of variaus inhibitors at pH 8 was 
studied as shown in Fig. 2B. E-64 and IAA, inhib­
itors of cysteine proteases, did not afree! the protease 
aChvity from L me~enleroides. while DFP and 
PMSF, inhibitors of serine prateases had a partial 
inhibitory effect. On the other hand, O-Ph, a metal 
ion complexing agent, completely inhibited the pro-

A 

B 

e5kOa 

'~200kOo 

. -116kOo 

- 97.4 kDo 

·~-60ZkDa 

082436 48MMS 

A 8 e D 

Flg. 3. ElTect of proleoly,.~\ on Ibe molecular ma,.,; of L mt::<ell. 

I<'rmd(,< B-511FMC OS 6'Y" SDS·PAGE geb staincd "ilb Coo-­
m,lS!.ie brilli¡ml blue R-150. A: Endogenou~ proleolysis. DS ul. 
tr;lfillratc was incub,l\ed al rH 7. 37cC for: O. 8, 24, 36. 48 h; 
MMS, molecular mass standards. B: WlIh added prote,IS<!. The 
OS ultr.tfillrdte WdS heal trcated (90cC. :W min). to inactiv.tle the 
ptolt:'Olytic <Ictivlty. B .md D. oontrols befare meubalion with 
:.1M \\llboul pTOtCJ.st' Jóóilion; e aftcr J h of incu!xwon (pH 7 
al'ld 37°C) w¡lholll added prote<JSC: .lnd A. ¡¡[ter 3 h of incuba­
tion IpH 7 and 37°CJ in the preence of protea.se prepared from 
L "'('«'nleroitl".' NRRL B·St1F 
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tease actlVlly, while EDTA iohlbltcd ooly partJUlIy 
lo Fig. 2C. JI IS showo thal the additlOO of calclUm 
restored Ihe proteolytic achvlty. The same properties 
were obtaillcd for ¡he proleases from both L lIle\ell­

Il'roules stlalllS, B-512FMC and B-512F. 

3.5 Dl'xlrml>uu(!Sc (/¡gcstivl1 

After exposing the DS to eodogenous proteolysis 
at pH 7 dnd 37°C, ¡he 173 kDa band was consider­
ably reduced producmg various lower molecular 
mass proteins (Fig 3A). DS activity was assayed 
directly on the gel, aod lt was fotlnd that the 120 
kDa Ololeculal mass form was the smallest DS dlgesl 
retaming enzymatlc aClivity (data not shown). It is 
important to pomt out Ihat at pH 5.2 the 155 kDa 
prote1l1 was the smdllest form observed 

Dextransucrase aod protedse were strongly associ­
ated. Even ¡¡fter extenslve ultrdf¡ltmúon 1ll the pres­
ence of O l'};, SDS, although sorne of lhe 30 kDa 
protease was ehnllnatcd, residual protcolytic aetJ\,ity 
was nlways obscrved m Ihe retaincd DS fractloll. 
Thercfore, DS W,lS he,n lrcaled (90°C for 20 mil1), 
\0 ~tcnalurnlC plotcolyllC ,lctivity. Tlll., prcpdl',lIlOn 
wa:-, trc,lIed wilh .¡ddcd prOle.l~c (produced by grow~ 
lng L 11/('\'('11/('1'111(/('\ B-512F in glLlco~c lo :lvoid dex-
1r¡11lSUcr.ISC produclion). Thesc results un: ~hown in 
Fig 3B. wberc il !llay be ~een 111,\1 Ihe DS prolc!Il 
b:\nd~ \Vele Ibe same <lS Ihe one.:; l'e~llhing 1'1'0111 :In 

.lUlodigeslion :I~~ay de:.cribeú 'lbove (FIg. 3A). 

4. ()iscu'i~ion 

PrOle.ISCS have bccn reponed il\ glueosyltral\sfcr­
a~c (GTF) cuh\lres ["10m Sln'flll!('I!('('1I.1 "Ilain;, 
[15,16] In St/('pwco/'/'/I,\ .I'</IIglll\·, a ~Imdar L'hange 
In GTF nH)!ccUJ.n n1.\~S is ob:.ervcd .• 1 ! 74 k D'l 
["mm L'ollsidl'ICd :1;, a mOl1omer is modilied !O .1 

!56 kD.1 form by prmeoly ... !:-, [17]. 1-l0wcvCl, tl111l1 
now prole.l~l'''' h:!d nOI bcell Icpollet! in L 111('.1'('1/11'­

wid('.I. I\ll1ong lH!ll'1 le.I;,OI1;,. t!lis i ... probably dlle 10 
Ih In\\' cOIH.:entr.l1ioll :!I1d lhe lI!'1u.11 .\s~ay clll1lhll011~ 
(pi! 5,2 :1I1d 25"('). WlllCh :lre OplUll,tI rOl' Ihe .IClivlly 
,ll1d sl,lhihlY nI' DS, bUI 1'.11' from Ihc l1ptim.d 1.:011-

dl!1()n~ rol' Ihe plole,l"e (,7"(" :ll1d p11 Xl T]¡I ... I~ 

¡llu~I!,lled by tlll' lael Ih.11 prolc.I\c \u[1el11.11.111\ Ilu, 
Id ... lCqllllCd 2()O 2()()O·lold COI1Ú·I1II:l\IIHI .. \lld Ih.11 

only 12'% of the proteolYlic activlty at pH 8 and 
37°C was observed at pH 5.2 and 25°C (as measured 
by the Hlde Powder Azure dssay). However, Ihis 
reSidual activíty was enough to modify OS when 
:-,tored m solutJOn al 4°C fOI long periQ(h of lune. 
Production coodltions, protein source m the culture 
medlUm and subcultunng muy alter the amount 01' 
protease produced. 

Dextransucrase and prOlease were strongly associ­
aled. There are reports in the literalure concerning 
firm!y bound or 'sticky" proteases, which remain 
tightly aHached to protems Ihroughout purification 
[18] L. mesc//{crOldes proteases behave as these 
sticky proteases. The presence of a highly aggregated 
or high molecular mass protease (precursor of the 
30 kDa protease) contammatmg OS. makes difficult 
lhe use of electrophoresis or gel filtration for purifi~ 
catlOn. These results are consislent wnh observations 
reported by Klm ¡¡od Robyl 17]. who obtained low 
molecular mass DS enzymes from an SDS-PAGE 
184 kDa purified DS from L. me.\(!llleroufl'\' 

B-512FMC ¡¡fler mcubalion al 4°C fol' 30 days. 
Thc difficulucs in idcntifYlllg a protcase in DS 

plcpMations ¡ll1owcd the hypothcsi~ of the existcnec 
of 57-62 kDa subunits of OS [5 -7]. It has rcccntly 
beea reponed Ih,l! Ihe L lIIe.I'I:III('/(úde.\ B-5! 2F DS 
gene is located in a monocistronie Operon [19]. The 
L m('I','III('toit!e.1 NRRL B-512F DS gene sequencc 
cneodc~ 1517 ;\lllmo ,IClds including Ibe signal pcp­
llde {20], rcsulting in a predieted 170 kDa prolein, 
tha! UpOI1 climinalion 01' Ihe signal peptidc \Yould be 
reduccd to 166 kD.¡. The dilreH!I1CC wilh Ihe 173 kD¡¡ 
form can be e"pl:llned by experimental error 111 Ihe 
dcclrophoretic tedmique [21). 

\VC condude Ihal Ihe presel1ce of dill'crent Illolec­
ular n1:t~~ f(11 m ... 01' DS rrom L 1I/('.I('IIII'roitkl stwins 
B-5J2F and B-512FMC usually reponcd 111 Ihe liter· 
ature <lre Ihe le~t¡]1 01' proteolytie ploce:-,sing.. The 
am()unt 01' e.leh 101 III depend ... on Ihe proleolylie ac­
Ilvily, \tQr,lg:c C(mÚilions. ,md "'101.lgc lime T!ley 
.\bo dcpel1d 011 DS Plodtu:llOn :111d pun!kauon 
melhod~. 

1'hl\ w\Hk \I,h \llPpOlIl'd by CONACyT (pro¡el;l 
2')2~I-B) ,\lId hy lINAM-PACP pt\)ICl'h 030552 .Ind 
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Efecto de un proceso proteolítíco sobre las propíedades catalítícas de la 
OS de Leuconostoc mesenteroides B-512FMC. 
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VI.1 Evolución del proceso proteolítico sobre la DS. 

El análisis de el efecto de la proteólisis sobre la DS se realizó comparando las 

propiedades catalíticas de la forma intacta de 173 kOa y la forma de 155 kOa de 

la DS de L. mesenteroides 8-512FMC. En la Figura 22A se muestra el efecto de 

la proteólisis sobre el peso molecular, mientras que en la 228 se aprecia el 

efecto sobre la actividad. Como se puede observar, después de 60 dias de 

incubación a 27°C y pH 5.2 se formó la OS de 155 kOa y se perdió únicamente 

Figura 22. Efecto de la activIdad proteolitica sobre la OS de L. mesenteroldes B· 
512FMC A. Proteólisis limitada Ultrafiltrado incubado a pH 5.2 Y 27'C por :0,7.15,21, 
30. 60 días: M' marcadores de peso molecular. 8. Evolución de la actividad OS durante 
la Incubaci6n. 
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VI.2 Propiedades catalíticas de la síntesis de dextrana. 

Se realizaron estudios cinéticos de la OS de 155 y 173 kDa para determinar el 

pH óptimo para la reacción, la actividad específica máxima, la Km para la 

sacarosa y la constante de inhibición por exceso de sustrato (Ki). Los resultados 

se presentan en la Tabla 7 Como se puede apreciar, el único parámetro donde 

se encontraron diferencias significativas fue en la constante de inhibición por 

exceso de sustrato (Ki). 

A diferencia de los resultados presentados en la Tabla 6, en donde se observa el 

fenómeno de estimulación de la actividad de la OS de 155 kDa por presencia de 

dextrana después de ser almacenada por 6 meses a pH 5.2 Y 4°C, no se 

presentó este fenómeno de estimulación en ninguna de las formas enzimáticas 

observadas en la Figura 22A. Debido a que la enzima almacenada a 4°C por 6 

meses perdiÓ 40% de actividad, el fenómeno de estimulación parece estar más 

relacionado con la estabilidad que con el cambio de peso molecular. 

Tabla 7. Propiedades cataliticas de dos OS de diferentes peso molecular. 

Vmáx " pH óptimo" 
Forma enzimática Km (mM)" (Mmollmlnlmg proteina)' Ki (mM) 

155 kDa 34±1 141±4 

173 kDa 29±O.8 156±2 

')Las constantes fueron determmadas a pH 5.2 Y 30°C. 
tlEI pH óptimo se determinó a 30°C. 

O.6±O.02 4.5 - 5.7 

1.8±O.05 4.5 - 5.7 

(,¡ 
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VI.3 Síntesís de oligosacáridos 

Por lo que respecta a la síntesis de oligosacáridos, en las dos concentraciones 

de maltosa utilizadas se observó un aumento en la velocidad inicial medida 

como liberación de fructosa (Tabla 8). Sin embargo, este aumento fue más 

notable en las formas enzimáticas de 155 kOa que en las formas enzimáticas 

Intactas. 

El rendimiento y el grado de polimerización de los oligosacáridos fue el mismo 

para las dos formas enzimáticas en cualquiera de las concentraciones de 

maltosa. 

Tabla 8. Efecto de la concentración de maltosa en la velocidad inicial de 
reacción de las dos formas de la OS obtenidas por proteólisis. 

Forma enzimática Sacarosa (g/I) Maltosa (g/I) Velocidad Jnicial de reacción 
emol fructosa/mln/ml) 

Factor de 
estimulac\ón3 

155 kOa 50 O 1.2±0.080 n=3 
50 10 1.9± 0.030 n=3 
50 25 2.4 ±0.001 n=3 

173 kOa 50 O 12±0.12 n=3 
50 10 1.6±0.01 n=3 
50 25 1.8±0.13 n=3 

La reaccIón se llevó a cabo a pH 5 2 Y 30°C. En ambos casos se utilizó 1 2 U/mi de 
cada forma enzlmatica, actividad medIda con sacarosa como único sustrato 
;1 Velocidad inicial en presencia de maltosa/velocldad micial en ausencia de maltosa 

VI.4 Caracterización de dextranas 

Los espectros de RMN indicaron que las dextranas producidas por la OS de 155 

kOa. asi como por la de 173 kOa. presentaron las mismas caracteristicas 

1.6 
2 

1 
1.3 
1.5 
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estructurales (resultados no presentados). A pesar de esto, debido a que se 

observaron diferencias en las propiedades de mezclado y en el comportamiento 

de formación de gel, se analizó el peso molecular de los polimeros. Utilizando 

una columna de permeación en gel en HPLC, se determinó que los polimeros 

producidos por las formas enzimáticas tanto de 173 kDa como de 155 kDa se 

agrupan en dos fracciones, una con un peso molecular promedio de 2500 kDa 

(LDx) y una segunda que rebasa los límites de exclusión de la columna (HDx). 

Como se aprecia en la Figura 23, la fracción de alto peso molecular producida 

por la forma de 173 kDa presentó un peso molecular mayor que la fracción 

producida por la forma de 155 kDa. Sin embargo, por eluir en el volumen muerto 

no se pudo cuantificar la diferencia. La cantidad relativa de ambas fracciones 

calculada por las áreas de los picos de elución (Alo,IAHO,), fue diferente. 

Mientras que la forma de 155 kDa produjo cantidades relativamente similares de 

ambas fracciones (Aco,lAHO,=1.3), la DS de 173 kDa produjo una proporción 

significativamente mayor de la fracción de alto peso molecular (ALD,IAHO,=1.8). 

Para confirmar estos resultados, se realizó un estudio reológico. En la Figura 24 

se puede observar que ambos polimeros presenlaron comportamiento reológico 

de fluidos no Newtonianos. A pesar de lo anterior, tienen propiedades reológicas 

diferentes, ya que se observa un decremento en la vicosidad en la dextrana 

produclda por la forma de 155 kDa. Debido a Que los poli meros se analizaron a 

la misma concentración, estas diferencias fueron debidas a la influencia del peso 

molecular (Tecante y López-Munguia 1986). 
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Figura 23. Perfil de elución de las dextranas sintetizadas por las dos formas 
enzimáticas de la DS. Permeaclón en gel en HPLC, columna Ultrahydrogel Linear. 
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Figura 24. Am!Jhsls del comportamiento reológico de las dextranas sintetizadas por las 
dos forma enzimatlcas de la OS. El analisis se realIzó en un reómetro Rheomat 120 
(Contraves, SWllzerland), utilizando 20 gil de polimero, 
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VI.5 Secuenciación del extremo amino terminal 

Con el fin de conocer el sitio o sitios de corte de la proteasa. se solicitó la 

secuencia ció n del extremo ami no terminal de la OS procesada proteolíticamente. 

La OS fue purificada por electroforesis y transferida a una membrana de 

difluoruro de polivinilideno (PVDF). Sin embargo. el servicio reportó la presencia 

de numerosos extremos amino terminales (Tabla 9). Los péptidos encontrados 

corresponden a extremos amino terminales de DS con tamaños diferentes: 

Péptido 1, 110 kDa; péptido 2, 90 kDa; péptido 3, corresponde a una secuencia 

de las UDR del extremo carbxiJo terminal; los péptidos 4 y 5 no fueron 

idenficados pero pudieran pertenecer a la secuencia de la proteasa. Estos 

resultados confirman que la electroforesis nO es un método adecuado para la 

purificación de la DS y como consecuencia la enzima es proteolizada durante el 

proceso de transferencia de las proteinas a la membrana PVDF. 

Tabla 9. Resultado del proceso de secuenciación del extremo amino terminal de 
la OS de 155 kOa 

Péptido 1 (507) A V N O V D N K N V V E Q A O 

Péptido 2 (738) T D D G Q Y M A T K S P Y Y D 

Péptldo 3 (1247) Q V F D Q Y 

Péptido 4 (N.I) S F T E Y L 

Péptido 5 (N.J) K P 

Los pétidos 1. 2 Y 3 se encuentra ron en la misma proporción 
los pep1idos 4 y 5 no se ldentificaron dentro de la secuenCia de la DS 

65 



Resultados 11 

VI.6 Discusión 

El cambio en el peso molecular de las DS producidas tanto por Streptococcus 

como por L. mesenteroides ha sido ampliamente comentado en la literatura (Fu 

y Robyt 1990, Grahame y Mayer 1984,1985, Kim y Robyt 1993, Kilaoka y Robyt 

1998, Kobayashi y Matsuda 1986, Kobayashi, Mihara y Matsuda 1986, Miller y 

Robyt 1986, Miller y Robyt 1986b, Smith y Zahnley 1997, Wilke- Douglas 1989). 

Dentro de estos cambios se ha reportado la presencia de una forma enzimática 

de 155 kDa (Fu y Robyt 1990, Grahame y Mayer 1984,1985, Kítaoka y Robyt 

1998, Mlller y Robyt 1986 y 1986b, Wilke-Douglas 1989), la cual fue el único 

producto de un proceso protelitico limitado. 

En el presente trabaja se logró producir la forma enzimática de 155 kDa libre de 

la forma de 173 kDa de la DS de L. mesenteroides 8-512FMC. Durante la 

transformación hubo aproximadamente un 10% de pérdida de actív·,dad. La 

enzima procesada proteolíticamente tuvo un comportamiento muy similar a su 

precursor en términos de sus propiedades fisicoquimicas tales como pH óptimo 

de reacción y propiedades cinéticas: afinidad por la sacarosa (Km), actividad 

especifica y especificidad pues los productos resultantes tuvieron la misma 

estructura. Los porcentajes de hidrólisis fueron los mismos (entre 4 y 5%). El 

fenómeno de estimulación por presencia de dextrana no se presentó en ninguna 

de las formas enzimáticas, lo que indica que es producto de otra variable 

diferente al cambio en el peso molecular. A pesar de esto encontramos que la 

DS procesada proteoliticamente fue más senSible a la inhibición por exceso de 

sustrato. ya que su Ki fue menor a la constante del precursor. Por otro lado, a 
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través del análisis por permeación en gel y del estudio reo lógico de los 

poli meros sintetizados por las dos formas enzimática, se determinó que la DS 

procesada produjo dextranas de estructura similar pero de menor peso 

molecular. 

A lo largo de los años se han reportado diferentes métodos de purificacion, 

pesos moleculares y propiedades de la DS (Kobayashi y Matsuda 1980, 

Kobayashi y Matsuda 1986, Kobayashi, Mihara, Matsuda 1986). Se han 

encontrado dificultades para dilucidar un mecanismo de reacción 

y para la determinación de efectos cinéticos (Monchois 1999, Robyt 1995). 

Existen varias propuestas que intentan explicar fenómenos como la inhibición 

por exceso de sacarosa (Kobayashi, Yokoyama y Matsuda 1986, Tanriseven y 

Robyt 1993) y el aumento de la actividad por presencia de aceptares (Ebert y 

Shenk 1968; Mayer y col., 1981; Paul y col., 1986; Tanriseven y Robyt 1992), 

pero ninguno ha sido comprobado. Cualesquiera que sean los mecanismos, 

ambos parecen ser afectados por la presencia o ausencia de un fragmento o 

fragmentos enzimáticos de aproximadamente 18 kDa. Si estos péptidos 

disminuyen la accesibilidad de los sustratos al sitio activo, su eliminación 

resultaria en un incremento en la accesibilidad de la maltosa observándose un 

aumento en la velocidad de reacción. En este sentido, la enzima procesada 

incrementaría también la susceptibilidad a la inhibición por sustrato ya que el 

sitio activo no estaría limitado por la difusión de la sacarosa. De la misma 

manera el facil acceso de moléculas responsables de terminar el crecimiento de 

los polímeros (tales como fructosa y sacarosa según la propuesta de Tanriseven 

1>7 
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y Robyt en 1992), resultaría en la síntesis de polímeros de menor peso 

molecular. 

En análisis estructurales del gen de L. mesenferoides B-512F, se ha observado 

que la eliminación de 83 aminoácidos por el extremo carboxilo terminal ocasiona 

aproximadamente 70% de pérdida de actividad (Monchois y col., 1998). En el 

presente trabajo se determinó que el corte proteolítico elimina alrededor de 164 

aminoácidos y ocasiona la pérdida de aproximadamente 10% de actividad. 

Aunque ambas deleciones tienen efectos sobre el porcentaje de estimulación de 

la actividad por presencia de aceptares y mantienen constante la Km, parecen 

ser procesos diferentes, existiendo la posibilidad de que en la proteólisis se 

elimine un péptido por el extremo amino terminal que correspondería al dominio 

variable de la OS. S·,n embargo, este resultado se comprobará hasta que se 

pueda purificar la OS para ser secuenciada. 

L. mesenferoides produce proteasas de alto peso molecular, que se transforman 

a formas de menor peso molecular (30 kOa). El peso molecular de estas 

enzimas y/o el tipo de asociación dificulta la separación de ambas actividades. 

EXisten diferenCias en las propiedades de la OS reportadas en la literatura 

(Kobayashi y Matsuda 1980) y es muy probable que estas diferencias sean el 

resultado de la acción de proteasas sobre la OS durante los procesos de 

prodUCCión, purificaCión y almacenamiento, como fue mostrado aqui para las dos 

formas de la OS de L mesenteroides B-512FMC. 
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VI.7 Conclusiones 

El procesamiento proteolítico limitado de la OS. que resulta en la pérdida de 

aproximadamente 18 kOa. produce cambios en las propiedades cinéticas de la 

enzima como son: disminución de 67% de la Ki por exceso de sustrato y 

aumento de 33% en el fator de estimulación de la actividad por presencia de 

maltosa. 

El peso molecular de las dextranas sintetizadas es modificado. la eliminación de 

un fragmento de 18 kOa ocasiona la síntesis de polímeros de menor peso 

molecular. 

VI.8 Perspectivas 

Actualmente se intenta separar liberar a la OS de la actividad proteolítica, para 

poder enviar a secuenciar el extremo amino terminal de la OS. 

Se propone realizar un estudio más profundo utilizando herramientas de Biología 

Molecular para identificar los péptidos eliminados en el proceso proteolítico y 

dilucidar su función. Además es necesario analizar otras formas enzimáticas 

para evaluar los cambios en las propiedades con respecto al precursor de 173 

kOa. 

Por otro lado se determinarán las variables que intervienen en el proceso de 

estimulación por presencia de dextrana. 
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Anexo 2. 

Effect 01 proteolytic processing on the properties 01 Leuconostoc mesenteroides 
B-512FMC dextransucrase lorms. 
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Effect of proteolytic processing 00 the properties of Leuconostoc mesenteroides B-512FMC 

dextransucrase forros. 

Summary 

A 155 kDa enzymatic fonn of dextransucrase from Leuconostoc mesenterOldes B-512FMC. was 

produced through a limited proteolytlc processing from a 173 kDa precursor. A1though the lower 

molecular mass dextransucrase conserves 90% of its original enzyrnatic activity, sorne kmetic 

properties were modified. The cIeaved dextransucrase fonn was more sensitíve to substrate 

mhlbition since its Ki feH from 1.8 to 0.6 mM. A1though no changes ID structure were found, the 

rheQlogical behavior ofthe dextran produced under the same reaction conditions was modified_ 

Mast lD1portant, the rate of the reaction catalyzed by the low molecular mass dextransucrase was 

more sensJtive to stirnulation by maltose than with the 173 kDa precursor. We concluded that the 

cleavage of approximately 18 kDa results in a slightly different enzyrne. As this is an endogenous 

protease in Lel/conos/oc mesenteroides, this modification explain the observed differences in the 

bchavlor of dextransucrases. 

Introdllction 

Dcxtransucrasc (Ee 2.4.1.5) IS mainly produced by Leucollosloc mesenleroides and oral 

Strcptococcw; spccics. 1\ cat31yzes the synthcsis of dextran, a hlgh rnolccular mass D-glucosc 

polymcr, using sucrosc as substrate. Glucosldic bond synlbcsls occurs without the mediatian of 

nuclcotidc 3Cllvatcd sugars and cofactors are no! rcquircd. In addition whcn efficicnr acccplors, 

likc maltosc, are mc\udcd in the reaction medium, the cn7.)'mc catal)'zcs thc synthcsis 01' low 

mokcubr m;;\ss ohgosaccharidc$[l 61-

Dcxtransucrasc (DS) (roO) the industrial strain, l.. mesenlcroiJe.l" NRRL B~512F ha~ bccn Ihe 

subjcct of mh;nsivc rescareh 11 i$ an ¡nducible cnzymc lhm cat.¡lyzc" ¡he synlhc~:;is 01" a soluble 

dt'xtcm Wl\h more th:::l,o 95% (x.( ¡.()) oond (171. The cnl.yllle frOlll thi~ str.:lIll i$ n .. 'co\'t:r(..'d Ilghlly 



bound to the polymer. Kim and Robyt [5J, ohtained the stram B-512FMC a constitutive DS 

producing mutant of 1. mesenterozdes that can be culttvated in the absence of sucrose, tbus 

allowmg the production of a dextran-free DS. 

The biochemicaJ and kinettc properties of dextransucrase have no! beeo completely described and 

at least two rnechaoims of enzyme reaction have been proposed [17,19]. Interestingly, DS forms 

wlth molecular masses rangmg from 185 to 64 kDa have been reported [19] We have recently 

demonstrated that several molecular masses of the DS from 1. mesenteroides strams NRRL B-

512F and B-512FMC, resulted from proteolytic processing of a 173 kDa formo The proportion of 

the vanous forms appeanng depends on the level of proteolytlc activity, the storage conditions 

and the storage time [20]. Although sorne comparative studles have been performed among the 

catalytic efficiency [2,4,14, 15J and dextran structure [4] of the common 173 and 155 kDa forros 

from SlreptococClIs and L. mesenteroides. thelr conclusion is that both forms have the same 

catalytic behavior. However, properties that are more spectfic were no compared. The goal of the 

present work IS to further the companson of the propertics of the 173 and 155 kDa mooomeric 

forms 01" {he L. mesenleroides B-512FMC dextransucrasc. 

Matcrials and Methods 

Bacterial strain and culture conditions 

L. mescnlcroides B-512FMC was kindly providcd by Dr. John F. RobyI. The strain was cultured 

for OS production ¡lS alrcady dcscribcd [5]. 

Thc culture supcmalant w;:¡s conccntrated 10 fold by ultrafiltratlon with;1n ultrafiltration system 

(Amicon, Bcvcrly, MA), cquippcd wlth un IIPI00-20. 100 kDa cut offho!low fiber cartridgc. The 

155 kD<t OS fonn was obtaincd by protcolylic proccssing Wllh lhe cndogcnous pratease activity. 

'l'he ultlaliltraH.: \Va:- lflcubatcd at 27"(' and pI! 5 2, Ihe incuballOll tIme was depended 011 lhe 

anhlllJl( 01' protc;ISC .IClivlty fi)lIl1d on "'3ch P1Cp:¡rUllOIl lhe IllJll1l11l1m requin:d ¡imt.: for maximum 



transformation was 15 days. The progress of the dextransucrase digestion was monitored by 

electrophoresis (12}. 

Dextransucrase assay 

Dextransuerase aetivlty was determined following the ínitial rate of fructose release from sucrose 

with a glueoselfructose kit (Boehringer Mannheim Germany). Reaetions were perfonned at 30°C 

in 50 mM sodium aeetate buffer, pH 5.2, 0.3 mM CaCl2 and 3 mM sodium azide. One enzyme 

aetivity unit (U) was defined as the amount of enzyme that catalyzed the formatíon of 1 jJ.mol of 

fruelose per minute under the aboye mentioned eonditions. 

Dextran and oligosaccharide synthesis 

Dextran was synthesized at 30°C, pH 5.2 with 1 U/mI of the enzyme and 100 gil sucrose. Polymer 

was recovered by ethanol precipitation, dialyzed against water and Iyophilized. 

For the oligosaccharide synthesis, maltose was used as acceptor Reaclions were carried out at 

30°C in 50 mM sodlum acetate buffer, pH 5.2, 0.3 mM CaCI 2 and 3 mM sodium azide, 50 gil 

sucrose and 25 or 10 gil of maltose equivalent to a ratio sucrose to maltose concentration ratio of 

2 or 5. Ohgosaccharidcs werc analyzcd by high-pcrfonnancc hquid chromatography (HPLC), in a 

Waters IOstrumcnt equippcd with a rcfraction index detector, using a C18 column and ultrapurc 

water as duant al a flow rate ofO.7 ml/min. 

Dextran c-harac-tcrization. 

Polyn1cr structl.lrc was ana\yzcd by proton and Ile Nuclear Magnctic Rcsonartcc (NMR). 

Polymcr molecular mass was detcnnincd by hlgh performance liquid ehrom:.ltography 10 a Waters 

instrument cqUlppcd with a rcfracti()o index detector using. a Ultrahydrogel Lmear column 

(W~tcrs) and 100 mM NaNO, as cluant at a now rale of O 6 mllmin. The column has ,1 

rractiOIl<llion rang!! of 1 X 10' t() SX 10(' kD3. 

For the ucxtr;¡n rhcotogical char:lctcriLation, ucxlran was rC$uspcnded in w;¡ter lo oht;)in 20 gil as 

;¡ final concen!f:lti{)n. Stc,ldy ~hear IlH:asurcments were IH:Jdc IISUlg a Rhcom:lt 120 rheomder 



(Contraves, Switzerland) with the cone and plate geometry (R=5 cm, 6,,=2"). AH measurements 

were eamed out as already deseribed [24]. 

Results 

Evolution oí dextransucrase proteolysis 

In Figure 1 the evolutIon of dextransucrase molecular mass fonns (A) and activlty (B) when 

stored for 60 days at pH 5.2 and 27°C, IS shown. Under tbese conditions, a smgle 155 kDa DS 

fonu is obtained by proteoliuc cJeavage and only J 0% ofthe activity was lost. 

Catalytic properties for dextran synthesis 

Kinetic studies were perfonned with both fonns ofDS. Optimal reaction pH and kinetic 

parameters Km and rnaximum specific activity as weH as the substrate mhibltlon constants (Ki) 

were detemlined and are compared in Table 1. From these results, it may be concluded that 

although no slgmficant differences between optimal pH, Km and specifie activity ofthe two DS 

fonns were found, they dlffer in Ihcir substrate mhibltion constants. 

Oligosaccharide synthcsi~ 

As ¡'ar as Ihe oligosaechande synthcsls carned out in the presenec ofmaltose is eonccrncd, no 

chnnges were observed in lhe ylcld and product profile ohtamed under similar reaction 

eündilions. A higher activatlOg effcct mcasurcd <1S nn incrcasc in the initial (ructose rcleasc rate, 

wa~ ohservcd wirh the low molecular mass dcxtransucrase, as shown 10 Table 2 

l)c:'\tran propcrtics 

Thl! NMR spcctra 01' t1cxtran synthesized by bo\h DS forms were simiiar, mdicating no 

dirCcrcnccs in polymcr stnlcturc (d:HU nOI shown}. Ncvcrthelcss, as dif(erences wt!rc nOlicl.:d in 

hOlh systems during the re;)ction, p;)rticulorly mixing and gel fonm1\lon bchavior::;, Ihe Jl10IcC~lbr 

ma~;., 01' ¡he rc::.u1ting dcxlran wa~ analyzed. lile polymcrs produced Wilh lhe t\Yo DS forms were 

II.::-.olvcd itllo two fr:.letlllfh by 'IPLC 011<': of ¡he lracllOlls h:ld a molecular llIJ% 01' :lround 2500 



kDa, (LDx), while the second one eluted with the void volume (HDx). The reIatlve amount of 

both fractions, calculated by the areas ofthe peaks on the elution profiles, were different This is 

represented by the HDx to LDx area ratio (AHDJALDJ. While the low molecular mass DS 

produced SImilar amounts ofboth fractions (AHDJALDx=" 1.3), the 173 kDa fono produced a higher 

amount ofthe high molecular mass dextran fracüon (At1.oJ ALD~= 1.8). In arder to confino results, 

a rheological analysis ofboth products was carried out Although both polymers behave in 

solution as non-Newtoman fluids, they had different rheological properties and a decrease in 

viscosity was ohserved io the dextrao produced by the low molecular rnass DS, as showo in 

Figure 2 [24]. 

Discussion 

There are many reports 10 the literature concerning changes in molecular mass ofDS obtained 

from both SfreplococCUs and Lellconosloc stramS. (2-4,6-10,14,15,20,21,25]. Reports of a 155 

kDa protelo are common [2-4,7,14, 15,25J, and ir has beco suggested that Ihis is a single product 

of bmitcd protcolysis of DS retaining enzymatic activity (20). 

In 1he prcscnt work, the 155 kDa form was obtaincd by an incubahan proccss dcfincd ln km1S of 

the protcase content of the DS prcparation. Dunog this proccss, only 10% of ¡he original activity 

was 10s1. Thc proccssed cnzymc, had a very SImilar behavior Ih<lO lIs precursor In terms of kinetic 

and physicocbcmic<ll propcrtics sllch as cpoma! rcaction pH. affimty for sucrosc (Km), spccific 

nctlvity ns well ns product chcmical structure ,lOd acceplor produces in the prcscncc ofmallosc. 

Although not shown, 00 changes WCre ncilhcr observcd In (he amount of sucrose hydrolyzt::d by 

Ihe enzymc (betwccn 4~S(Y(». 1 t<.\wcvcr, we h:we founo (hat lhe lo\\' molecular m.ass was mene 

St:llslhle lo cxcess :mbstratc mhit)]tIQn, as shown by lhe lowcr Inhibitlon constanl (KI). 

FunhenuO!e, Ihe prodllet dexlran had a lower mo!ecUl¡lf m:lss as mfcrrcd by lIs rheologlC:11 

bt.:h,lvillr 



Although various hypothesis have been advanced to explain sucrose mhibition [11 ,23J as well as 

the effect ofacceptors (maltase) on the mittal reaction rate [1,13,18,22], none ofthem have been 

demonstrated. Nevertheless these hypothesls, both phenomena are related to tbe existence of 

specific sites on the enzyme structure. The proteolytic processing ofDS elImmates an 

approxlmately 18 kDa peptIde. If this peptide hinders the accessibillty of reactants to the enzyme 

domains, then the result of its eliminatíon could increase the accessibility ofthe mal tose, 

increasing the reaction rateo In the same logic, the processed enzyme would increase its 

susceptibihty to substrate inhibition, as the active site will no longer be limited by sucrose 

dlffusion. Also, the accessibility of molecu1es responsible to end the dextrans cbains elongation 

process (sucb as fructose or sucrose as proposed by Tariseven and Robyt), would result m lower 

molecular mass products. In conclusion, some of the propertIes observed U1 the 173 kDa fonu, are 

the result of a process limited by substrate diffusion wlthin the protein. 

In a structural analysis with the gene from L. mesenteroides B-5 J 2F, it has been observed that the 

chmination of 83 aminoacids from de carboxy terminal region praduced 70% reduction of 

enzyme activity [16], whllc In mlr cmplncal proccss only 10% IS lost. Although both proecsscs 

seem 10 havc an ...:ffeel on the st\1\'\uiation of aC\\Vlty and no changc in thc sucrosc affinity, thc 

probability ora de1ction from tbe amino temlinal reglOn is most probable, as tbere is no function 

o.ssociatcd to this vJriablc domam. 

L mesenferO/des produces h1gh molecular nIass protenses, thcir transfOrnl<ltion into lo\V 

molccubr m:1SS fornls (30 kDa) is favorcd by proccssmg or storagc conditlons [20]. Thc 

molecular nwss nnd/or assocI<1tion with the OS, O1nke difficult the scparution ofboth actlvlties. 

Thcle ore differences 111 DS propert1es reported in hteratlllc It is thercforc probable that ¡hese 

lhffen.:llccs lllay result form eh:.ll1gcs in mo]¡,:cular mass during productlOn, punticallon al)d 

~!O!:lge, as shown here ror !he two 1)$ ronus fmm 1. !/U)\I'/lu:l"/)uJcs B-Sl'2FMC. 
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TABLE 1 

Catalytic properties of tWQ different molecular mass fonns of dextransucrase from L. 
mesen/eraides B-512FMC 

Dextransucrase Km Specific activity Ki Optimal 
form (mM)' (~molfmln/mg protein)a (mM)' pH at30°C 

155 kDa 34±1 141±4 O.6±O.O2 4.5 - 5.7 

173 kDa 29±O.8 1 56±2 1.8±O.O5 4.5-5.7 

, pH 5.2 and 30°C 



TABLE2 

Effect of maltose concentration on the final reaction rate of tWQ fonns of dextransucrase 
from L. mesenteroides obtained by proteolysis. 

Enzyrnatic 
form 

155kOa 

173 kOa 

Suerose (gil) 

50 
50 
50 

50 
50 
50 

Maltose (gil) 

O 
10 
25 

O 
lO 
25 

Initial reaction rate Stimulation 
(fimol fruetoselminlml) factor 

1.2±O.080 
1.9± 0.030 1.6 
2.4 ±O.OOl 2 

1.2±0.12 1 
1.6±0.01 1.3 
1.8±0.13 1.5 

Rcactions were camed out at pH 5.2 and 30"C, in both eases using 1.2 Ulrnl of eaeh 
dextransucrase form as rneasurcd with sucrose as the single substrate. 



Figure legend 

Figure 1. Effeet ofproteolytie aetIvity upon the L. mesenteroides B-512FMC dextransucrase. A. 

Molecular mass was determined by SDS-PAGE. A DS ultrafiltrate was meubated at pH 5.2 and 

27°C for 60 days. Lane 1: 60 days of ineubation; Jane 2: 30 day of ineubation; lane 3: Intial time; 

Jane 4: Molecular O1ass standards B. EvoJullon of DS activlty dunng incubation 

Figure 2. Rheologieal behavoir analysis of dextran (20 gil) obtained in a Rheomat i20 rheometer 

(Contraves, Switzerland). Dextrans were synthesized from two dextransuerase fonns: 173 kDa O 

and 155 kDa .... 
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