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Resumen 

Resumen 

En el presente trabajo se caracterizó la inulosacarasa de Leuconostoc citreum 

CW28, una enzima asociada a la pared de la célula. Se estudió la enzima tanto en 

su forma insoluble asociada a la célula como solubilizada por medio de un 

tratamiento con urea. Esta fructosiltransferasa {FíF) tiene un peso molecular de 

165 kDa, el más alto reportado para este tipo de enzimas. Cuando se encuentra 

asociada a células es altamente específica para la síntesis de polímero y, a 

diferencia de las FTFs comunes, con baja transferencia del residuo fructosilo a 

maltosa o lactosa cuando estos son adicionados al medio de reacción. El polímero 

sintetizado presenta una estructura que fue analizada por 13C-NMR evidenciando 

que se trata de inulina, un polímero de fructosa con enlaces ~ 2-1. 

El gen codificante de la inulosacarasa fue clonado, secuenciado y expresado 

heterólogamente en Escherichia coli DH5a. La enzima recombinante cataliza la 

síntesis de inulina a partir de sacarosa como la enzima silvestre. Realizando análisis 

de secuencia, sorprendentemente se encontró que esta FTF posee tres dominios: 

el N-terminal que tiene homología con la región variable de la alternansacarasa 

(ASR) de la cepa NRRL B-1355 de Leuconostoc mesenteroides, el dominio 

catalítico, homólogo con las FfFs de varios microorganismos; y el dominio c
terminal que presenta también homología con el e- terminal de la ASR que en esta 

enzima se denomina dominio de unión a polímero (GBD). Dos diferentes formas 

truncadas en el e-terminal del gen is/ fueron expresadas exitosamente en E coli 

DHSa, retuvieron la capacidad de sintetizar inulina, pero perdieron estabilidad 

térmica y aumentaron la relación hidrólisis/transferencia. 
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Summary 

Summary 

In the present work, we characterize the inulosucrase of Leuconostoc citreum 

CW28. We studied both, the cell-associated insoluble form and after solubilisation 

by urea treatment. This fructosyltransferase has a molecular mass around 165 

kDa, the highest reported for this type of enzymes and, in its cell-associated form, 

is highly specific for polymer synthesis, with low fructose transferred to maltose 

and lactose added to the reaction medium. The synthesized polymer has an inulin

like structure with ¡32-1 glycosidic linkages, as demonstrated by 13e NMR 

The gene encoding for inulosucrase from Leuconostoc citreum ew2s was cloned, 

sequenced and expressed in Escherichia co/i DHSu. The recombinant enzyme 

catalyzed inulin synthesis from sucrose as the wild type enzyme. From sequence 

comparison it was found that this FTF possesses three domains: the N-terminal, 

which has homology with the variable region of the alternansucrase (AS) of 

Leuconostoc mesenteroides 1355; the catalytic domain, homologous to the 

fructosyltransferases from various microorganisms; and the e-terminal domain, 

which presents homology with the e-terminal domain from AS that is called glucan 

binding domain (GBD) in AS. Two different e-terminal (GBD) truncated forms of 

the is/ gene were successfully expressed in E coli, retaining the ability to 

synthesize inulin, but loosing thermal stability and specificity. 
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Introducción 

Introducción 

Las glicosiltransferasas son enzimas que catalizan la transferencia de un residuo 

glicosilo de una molécula donadora hacia una aceptara. Entre estas enzimas se 

encuentran las glucosiltransferasas, también llamadas, glucansacarasas y las 

fructosiltransferasas. Las primeras transfieren un residuo de glucosa a partir de la 

sacarosa hacia un polímero en crecimiento llamado glucano, liberando fructosa al 

medio de reacción. Las fructosiltransferasas en cambio, transfieren un residuo 

fructosilo de la sacarosa hacia un polímero en crecimiento llamado fructana, por lo 

que en este caso la glucosa libre es la que se acumula en el medio de reacción. 

Estas enzimas son capaces también de transferir la fructosa de la rafinosa. La 

acumulación de la fructosa en el medio de reacción para el primer caso, o de la 

glucosa para el segundo, es lo que permite la medición de actividad, ya que estos 

dos azúcares a diferencia de la sacarosa son reductores, por lo que son fácilmente 

medibles. La energía requerida para la formación del enlace glicosilo es tomada de 

la ruptura del enlace de la sacarosa por lo que no requieren de cofactores o 

intermediarios fosforilados de alta energía. 

Ambas enzimas son capaces de sintetizar oligosacáridos de diferentes grados de 

polimerización si además de sacarosa se adiciona a la mezcla de reacción otra 

molécula aceptara como maltosa o lactosa. A pesar de las similitudes que existen 

entre estas enzimas, sus secuencias y organización estructural son muy diferentes 

y se han propuesto mecanismos de acción diferentes para cada una. Las 

fructosiltransferasas son producidas por una serie de bacterias tanto Gram 

positivas como Gram negativas entre las que se cuentan Baci!lus subtilis, que 

produce la FTF bacteriana mas estudiada, además de Streptococcus salivarius/ 

Streptococcus mutans/ Erwinia amylovora/ Rahnel/a aquatilis entre otras. Las 

glucosiltransferasas son producidas principalmente por Leuconostoc mesenteroides 

y diferentes especies del género Streptococcus. En el laboratorio de biocatálisis del 

Instituto de Biotecnología UNAM se han estudiado ampliamente las 

3 



Introducción 

glucosiltransferasas de L. mesenteroides y buscando nuevas cepas productoras de 

estas enzimas se realizó un "screening" de actividades glucansacarasas en 14 

cepas de Leuconostoc aisladas del Pozal por la Dra. Carmen Wacher Rociarte de la 

Facultad de Química de la UNAM. En un estudio preliminar, encontramos en una 

de estas 14 cepas una actividad fructosiltransferasa, asociada a células. En este 

trabajo se reporta la caracterización bioquímica de la dicha enzima, la clasificación 

de la cepa productora como Leuconostoc citreum y la caracterización molecular 

que comprende el aislamiento del gen, la expresión heteróloga de la proteína en 

Escherichia coli, y el análisis de la secuencias nucleotídica y de aminoácidos. 

Los resultados del presente trabajo se presentaron en el 4th Carbohydrate 

Bioengineering Meeting. Stockholm,. 10-13 de junio y en el Ninth Seminar on 

Inulin. Budapest, Hungría. Abril, 18-19 (2002), y dieron lugar hasta ahora a una 

publicación en Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology y otra que se 

encuentra sometida en el Journal of Bacteriology. 
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1 Estudio Bibliográfico 

1.1. Fructanas 

Fructanas (inulina o levana) son polímeros solubles de b-D-fructofuranosa las 

cuales son sintetizadas por algunos géneros bacterianos y por alrededor del 15% 

de las plantas superiores, en las que se almacenan en concentraciones elevadas 

como alternativa al almidón. En ambos reinos, la síntesis ocurre a partir de 

sacarosa como sustrato. Sin embargo, en plantas la síntesis de fructanas se realiza 

con la acción concertada de distintas fructosiltransferasas (Chambert y Petit

Glatron, 1991). 

1.1.1 Levana 

Las levanas son homopolisacáridos de fructosa producidos tanto por plantas como 

por microorganismos, cuyo peso molecular varía dependiendo de la fuente de 

producción, aunque por lo general las levanas de plantas son menores a las 

obtenidas de microorganismos (Heyer y col, 1998). 

La levana está constituida por moléculas de fructosa unidas mediante enlaces 13 2-

6, con ramificaciones en 13 2-1 aproximadamente cada 9 o 10 residuos, como se 

muestra en la figura 1.1. Las levanas de origen microbiano llegan a tener más de 

diez mil residuos de fructosa en la cadena. 

Ctt, O O 

" lfO / Ot¡OH , .. 
OH 

1 ' \ 

H0 · Ctt¡Oll HO CH, \ 110 , CH¡Ott. 

OH º" 11011,c o o º" 
' 

lfO CH1ott 

º" 

' HO 

º" 

HO 
HO 

HO 

HO '¡ 
O Ctt, O O Oi, o O - 011 O ? CH, O o 

~ \ ' \ / ' '~ ·,, .\¡ 

ttOH/: o o OH 

'CHz()tt \' HO _,' c;>t1 \ H0 /CH OH ' HO CH 011 
\ _ / 

1 
\ / 1 \, HO / Ctl¡lt 

OH Otl Ott 

HO CllzOtl 

Figura 1.1 Representación de la estructura de la levana. 

5 



Estudio Bibliográfico 

Las levanas tienen potencialmente las mismas aplicaciones que las dextranas las 

cuales serán descritas más adelante (Ohtsuka y col, 1992). Entre las aplicaciones 

más estudiadas están: sustituto de plasma sanguíneo, como vehículo de 

medicamentos, agente antitumoral. En el campo de la farmacología los 

biopolímeros en general son conocidos por carecer de efectos colaterales al ser 

administrados a humanos. Se consideran modificadores de la respuesta inmune ya 

que activan la liberación de células líticas y de citotoxinas inhibidoras del 

crecimiento celular (Franz, y col, 1988; Lifely, 1988). En 1993, Liepa y col. 

reportaron que la administración de levana a ratones estimula la leucopoiesis, la 

producción de anticuerpos y promueve la actividad tumoricida de los fagocitos. 

1.1.2 Inulina v fructooliqosacáridos. 

La inulina es un polisacárido compuesto por unidades de fructosa unidas mediante 

enlaces f3 2-1 con ramificaciones en f3 2-6 (Roberfroid, 1999). El primer monómero 

de la cadena es una glucosa, debido a que la sacarosa es el primer aceptar para la 

elongación de la cadena (Heyer y col, 1998) (figura 1.2). La inulina de origen 

microbiano puede llegar a tener pesos moleculares de las de 106 g/mol (Ebisu y 

col, 1975). 
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Estudio Bibliográfico 

Figura 1.2 Representación de la estructura de la inulina 

Los fructooligosacáridos (FOS) son cadenas de fructosa generalmente de un grado 

de polimerización menor a 10 unidades (Niness, 1999) y pueden ser obtenidos por 

extracción a partir de fuentes naturales como plantas, o por medio de la hidrólisis 

de inulina (Van Loo y col, 1995). Cuando los FOS son obtenidos de esta forma, 

también se les conoce como oligofructosa. 

Los FOS pueden también ser obtenidos por síntesis enzimática utilizando 

fructosiltransferasas (Clevenger y col, 1988), o bien mediante la adición de 

aceptares diversos (Tanaka y col, 1981) como el caso que se ejemplifica en la 

figura 1.3. 

Para comprender la importancia de la inulina y los FOS, es necesario definir los 

siguientes conceptos: 

Probiótico: Es un microorganismo viable que puede ser adicionado en la dieta y 

que afecta benéficamente la salud del hospedero a través de sus efectos en el 

tracto intestinal. 
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Prebiótico: Es un ingrediente no-digerible que beneficia al hospedero 

estimulando selectivamente el crecimiento de una o un limitado número de 

bacterias (probióticos) en el colon (Scholz-Ahrens y col, 2001). La modificación de 

la composición de la microflora colónica debida a la presencia de prebióticos, 

permite que predominen unas pocas bacterias que promueven la salud, especial, 

pero no exclusivamente lactobacil/iy bifidobacterias(Gibson y Roberfroid, 1995). 

Nutracéutico: Es un componente natural o químico de los alimentos que 

beneficia al cuerpo humano previniendo o tratando una o más enfermedades. 

Nutrientes esenciales pueden ser considerados como nutracéuticos si proveen 

beneficios más allá de su role normal en el crecimiento o mantenimiento del 

organismo. Un ejemplo de esto son las propiedades antioxidantes de las vitaminas 

C y E (Wildman, 2001) 

La inulina y los FOS son considerados como nutracéuticos y son empleados en 

alimentos funcionales, los cuales ofrecen una combinación única de propiedades 

nutricionales e importantes beneficios tecnológicos (Franck, 2002). Ambos son 

clasificados como fibra dietética debido a que son resistentes a las enzimas del 

tracto digestivo. Posteriormente son fermentados en el colon provocando una 

estimulación selectiva del crecimiento de bifidobacterias en la microflora colónica 

soportando su clasificación como prebióticos. 

Se han realizado muchos estudios acerca de los efectos de las fructanas tipo 

inulina sobre la salud humana. Se ha encontrado que la inulina facilita la absorción 

de minerales particularmente de Ca2
+ (Roberfroid 2000), decrece los niveles de 

triglicéridos, fosfolípidos y lipoproteínas de baja densidad en suero debido a que 

disminuye la lipogénesis de novo en hígado, reduce la incidencia de tumores de 

mama inducidos en ratas, y decrecen la incidencia de metástasis. Existen algunas 

hipótesis sobre el mecanismo mediante el cual las fructanas tipo inulina actúan en 
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la inhibición de crecimiento de tumores cancerígenos. Como ya se mencionó 

activan el crecimiento de bacterias benéficas en el colon humano, los cambios en 

la composición de la microflora del colon están asociados con la reducción la 

incidencia de tumores (Reddy, 1999). Además, la inulina reduce la incidencia de 

aberrantes "crypt foci" en el colon de ratas previamente inyectadas con agentes 

carcinógenos. El crecimiento y proliferación de células tumorales depende de la 

biodisponibilidad de glucosa, la inulina decrece los niveles de glucosa en suero de 

ratas y humanos (Yamashita y col, 1994). 

Por otro lado la inulina y los FOS son utilizados como sustitutos de azúcar, de 

grasas (solo inulina), como texturizante y estabilizante, además de que mejora la 

sensación al paladar de algunos productos lácteos fermentados, postres como 

gelatinas y helados, productos horneados como galletas y pasteles y formulas para 

bebes (Roberfroid, 2000). 

1.2 Fructosiltransferasas 

Las FfFs, son enzimas que tienen la capacidad de transferir un residuo fructosilo 

de la sacarosa o la rafinosa hacia un polisacárido para aumentar su grado de 

polimerización (DP). Dependiendo de la fuente de la enzima y de las condiciones 

de la reacción, el polisacárido alcanza diferentes longitudes de cadena. El residuo 

fructosilo también puede ser transferido a una variedad de aceptares incluyendo al 

agua (hidrólisis de la sacarosa), a la sacarosa (síntesis de 1-kestosa) (Batista y col. 

1999), o o-xylosa, o-arabinosa, L-arabinosa, maltosa, maltotriosa, celobiosa, 

melibiosa o lactosa (síntesis de fructooligosacáridos) (Ohtsuka y col, 1992). En la 

figura 1.3 se muestra un esquema general de las reacciones catalizadas por las 

FfFs. En la naturaleza estas enzimas son producidas por plantas, hongos y 

bacterias. 
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SÍNTESIS DE INULINA 
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HO '-
OH 
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Figura 1.3 Reacciones catalizadas por las fructosiltransferasas. Se ejemplifica con la 

inulosacarasa. 

1.2.1 Clasificación 

En general los polímeros producidos por las FTFs se denominan fructanas y en 

función del tipo de enzima que las sintetice adquieren diferentes estructuras. Los 

residuos fructosilo pueden estar unidos mediante enlaces p 2-1 en la cadena 

principal presentando o no ramificaciones en f3 2-6. En este caso se les denomina 

inulinas y presentan diversos grados de polimerización, en función de la fuente de 
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la enzima como ya se mencionó. Las enzimas responsables de la síntesis de estos 

polímeros en bacterias y hongos son conocidas como inulosacarasas. En plantas a 

estas enzimas se los conoce con el nombre genérico de fructosiltransferasas. 

La fructanas también pueden tener enlaces 13 2-6 en la cadena principal y en 

algunos casos ramificaciones en 13 2-1. A estos polisacáridos se les conocen como 

levanas y a las enzimas responsables de su síntesis como levansacarasas (Tabla 

1.1). 

Tabla 1.1 Clasificación de las fructosiltransferasas 

Fructosiltransferasa polímero 

Inulosacarasa (IS) inulina 

Levansacarasas (LS) levan a 

Fructosiltransferasa de plantas FOS, fructanas 

1.2.2 FTFs de plantas 

enlaces 

enlaces 13 2-1 y 

ramificaciones en 13 2-6 

enlaces 13 2-6 y 

ramificaciones en 13 2-1 

enlaces 13 2-1 y 13 2-6 

Alrededor del 15% de todas las especies de plantas que producen flores guardan 

fructanas como reserva de carbohidratos, los que también pueden contribuir a la 

protección de la planta contra la desecación y el frío (Sprenger y col, 1995). 

Cereales como trigo, cebada y avena, así como vegetales como la achicoria, 

lechuga, cebolla, son solo algunos ejemplos de éstas (Vijn y Smeekens, 1999). Las 

fructanas de plantas son almacenadas en la vacuola donde también son 

producidas por al menos dos diferentes fructosiltransferasas. En un primer paso, la 

sacarosa :sacarosa 1-fructosiltransferasa ( 1-SST) cata liza la formación del 

trisacárido 1-kestosa a partir de dos moléculas de sacarosa liberando glucosa. 

Posteriormente la fructana:fructana 1-fructosiltransferasa (1-FFT) media la 
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transferencia reversible de los residuos fructosilo hacia la cadena de polímero en 

crecimiento (Edelman y Jefford, 1968). En general, los polisacáridos producidos 

por plantas son muchq mas cortos que los producidos por fructosiltransferasas 

bacterianas, grados de polimerización de 30 a 50 residuos fructosilo son 

encontrados, aunque ocasionalmente pueden exceder a los 200 residuos. En las 

plantas superiores pueden distinguirse fructanas del tipo inulina, levana, neoseries 

de inulina y neoseries de levana, que son cadenas cortas de menos de 10 residuos 

de fructosa y también polímeros con ambos enlaces en la cadena principal 

conocidos como levana mezclada (''mixed levan") (Vijn y Smeekens 1999). 

El modelo de biosíntesis de inulina propuesto por Vijn y Smeekens en 1999 se 

muestra en la figura 1.4, donde se observa que algunas otras enzimas están 

involucradas. Tal es el caso de la fructana:fructana 6G-fructosiltransferasa (6G

FFr) que produce neokestosa que al ser elongada por la 1-FFr o la 

fructana:fructana 6-fructosiltransferasa (6-FFr), resulta en la producción de inulina 

o levana respectivamente. A partir de la sacarosa y la 1- kestosa, la 

sacarosa:fructana 6-fructosiltransferasa (6-SFr) produce bifucosa, la cual puede 

ser elongada también por la 1-FFT o la 6-FFT resultando en "levana mezclada". A 

partir de la sacarosa la enzima 6-SFr produce 6- kestosa, la cual puede ser 

elongada por acción de la misma 6- SFr para producir levana. 

12 



Estudio Bibliográfico 

6-SFT 1-FFT 
neoseries de levana._------------neokestosa ~ 

6-SFT 
Levana .--

"mixed levan" 

6-SFT 
6- kestosa .-- SACAROSA 

6-SFT 

1-SSf t 6G-FFT 1-FFT 
--.. 1- kestosa i 6-SFT 

bifurcosa l-FFT 

16-SFT 
1-FFT 

Levan a 

neoseries de inulina 

inulina 

"mixed levan" 

Figura 1.4 Modelo de biosíntesis de fructanas en plantas. A partir de la sacarosa, 

fructanas con diferentes estructuras pueden ser producidas por la acción concertada de 

diferentes fructosiltransferasas. (Vijn y Smeekens, 1999). 

Moléculas de inulina de diferentes tamaños pueden ocurrir simultáneamente en los 

tejidos. La degradación de las moléculas de fructana es catalizada por la fructan

exohidrolasa (Marx y col., 1997). La variación en la longitud de las cadenas de 

inulina se puede deber: a) al resultado de diferentes características enzimáticas de 

las 1-FFTs o b) como consecuencia de diferencias de las enzimas fructan

exohidrolasas que definen sets de inulinas especie-específicas por digestiones en el 

polímero. La composición de las fructanas puede variar dependiendo del grado de 

desarrollo de la planta, así como de las condiciones ambientales 

1.2.3 FTFs de hongos 

Algunas cepas fungales han sido identificadas como productoras de fructanas tanto 

de bajo como de alto peso molecular. Rehm y col. en 1998 reportaron la clonación 

y expresión heteróloga de la sacarosa-sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SSf) de 
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Aspergillus foetidus, , productora del trisacárido 1-kestosa. Hirayama y col., en 

1989 reportaron la producción de fructooligosacáridos por Aspergil/us nige~· en 

1993, Olah y col. reportaron la síntesis de inulina de alto peso molecular en 

Penici/lium chrysogenwrr, al igual que Kawai y col (1973) en conidia de Aspergi//us 

sydowi. Sin embargo, muy poco se conoce sobre el significado fisiológico y la 

síntesis de fructanas en hongos, ya que si bien se ha demostrado la síntesis de 

inulina de alto peso molecular (mayor que 2 x 107
) utilizando extractos de conidia, 

cuando se han aislado y expresado heterólogamente estos genes (el caso 

específico de la FfF de A. sydowi, Heyer y Wendenburg, 2001) no se ha logrado 

sintetizar inulina de alto grado de polimerización, sino exclusivamente 

fructooligosacáridos. Una posible explicación es que quizá un factor adicional 

presente en la conidia es necesario para la producción de inulina de alto peso 

molecular (Heyer y Wendenburg, 2001), lo que sugiere un mecanismo que 

involucre más de una enzima como en el caso de la síntesis de inulina en plantas. 

Las Fffs de hongos han sido exitosamente expresadas en levadura ya que están 

altamente glicosiladas (Rehm y col., 1998). Cuando la FfF de A. sydowi fue 

expresada en plantas de papa se observó un fuerte fenotipo de retardamiento del 

crecimiento y necrosis de las hojas hasta la muerte en pocas semanas (Heyer y 

Wendenburg, 2001). Se sabe que las levansacarasas tienen una baja especificidad 

hacia aceptares, es decir, el residuo fructosilo proveniente de la sacarosa puede 

ser transferido a una amplia gama de compuestos hidroxilados. Una posible razón 

del daño en plantas transgénicas puede deberse a esta baja especificidad, la 

levansacarasa podría estar interviniendo en la glicosilación de proteínas o en 

algunos otros procesos celulares. Lo anterior sugiere que la FfF de A. sydowi 

produce también heterooligosacáridos tomando como aceptares a otros 

compuestos hidroxilados, como en el caso de las enzimas bacterianas. 
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1.2.4 FTFs bacterianas 

Numerosos microorganismos productores de fructanas han sido descritos en la 

literatura. La mayoría pertenece a los géneros bacterianos: Bacillus, Aerobacter, 

Streptococcus, Pseudomonas, Corynebacterium, Acetobacter, Phytobacterium, 

Serratia, Arthrobacter, Azotobacter y Actinomyces (Perlot y Monsan, 1984; Han y 

Clarke, 1990; Bergeron y Burne, 2001). El papel fisiológico que juegan las 

fructanas en algunos de estos microorganismos esta bien establecido. Tal es el 

caso de Streptococcus y Actinomyces, los cuales están implicados en la formación 

de la placa dentobacteriana, donde los polímeros tanto de fructosa como de 

glucosa participan en la adhesión de las bacterias a la superficie del diente (Heyer 

y col., 1998; Rozen y col., 2001; Bergenron y Burne, 2001). En el caso de 

Pseudomonas que es un patógeno de plantas, la levana tiene una función antes o 

durante el proceso de infección como factor de virulencia (Hettwer y col., 1998; Li 

y Ullrich, 2001). Para el caso de Acetobacter se ha sugerido que la presencia de 

expopolisacáridos como la levana puede ser una señal de reconocimiento en la 

interacción microorganismo-planta (James y col., 1994). En Leuconostoc se 

desconoce la función de los expopolisacáridos producidos (tanto dextranas como 

fructanas), aunque podrían estar implicados como en el caso de Streptococcus, en 

funciones de adhesión a su ambiente o servir como reserva de carbohidratos para 

lo cual requerirían de la producción de enzimas que los degraden. 

1.2.4.1 Estructura primaria 

Son cerca de 19 las FTFs bacterianas secuenciadas a la fecha. Sus estructuras 

primarias muestran altas similitudes entre ellas. Aunque las enzimas provenientes 

de microorganismos Gram positivos son más similares entre ellas que las de Gram 

negativos (Pons y col., 2000). 
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Los pesos moleculares reportados para estas enzimas son del orden de los 50-80 

kDa, con excepción de la enzima de S. salivarius que tiene un peso molecular de 

140 kDa. Estructuralmente estas enzimas no presentan dominios, a diferencia de 

las glucosiltransferasas que se describirán r:nás adelante. 

Se conoce muy poco sobre el sitio activo de estas enzimas, su estructura 

tridimensional fue determinada a 3.8 A de resolución por lo que no es posible 

hacer estudios más finos sobre el sitio activo (Le Brun y Rapenbusch, 1980). Sin 

embargo, ya se han realizado análisis de predicción de estructura donde Pons y 

col. (2000) concluyen que las FfFs de diferentes orígenes comparten una 

estructura tipo 13-propela, además estos mismo autores reportan la existencia de 8 

cajas de identidad entre las FTFs bacterianas, entre ellas se destacan: la caja 

denominada "caja de sacarosa" y el motivo RDP que además se ha identificado 

también en las Frfs de plantas y hongos. 

1.2.4.2 Mecanismo de reacción 

La determinación del mecanismo de reacción de las FTFs bacterianas ha sido difícil 

entre otras causas debido a que en presencia de sacarosa son capaces de realizar 

varias reacciones al mismo tiempo. La enzima más estudiada es la levansacarasa 

de B. subtilis y puede transferir la fructosa hacia diferentes aceptares, con la 

liberación de glucosa (Canedo y col.,1999) mediante dos tipos de reacción, de 

transferencia o de polimerización: 

sacarosa + levanan ... ,..,_____ __ .., glucosa + levanan+t 

o bien, la reacción de hidrólisis: 

sacarosa __ _,..,_ glucosa + fructosa 
... 
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Se ha demostrado que la proporción de estas dos reacciones puede ser modulada 

en función de las condiciones y composición del medio de reacción. La 

temperatura es un factor importante ya que conforme aumenta, la reacción de 

hidrólisis se favorece sobre la transferencia. La presencia de solventes orgánicos 

afecta igualmente el balance de las dos reacciones ya que la enzima es capaz de 

catalizar hasta un 100% la reacción de polimerización en un medio de reacción con 

60% de acetonitrilo (Chambert y Petit-Glatron, 1989). Estos mismos autores 

lograron inmovilizar la LS de B. subtilis en un gel de fosfato de calcio, lo cual 

incrementó la síntesis de levana hasta un 85% (Chambert y Petit-Glatron, 1993). 

Finalmente, mediante la adición de levana de diferentes grados de polimerización 

al medio de reacción se logró un aumento en la proporción de transferencia. 

Diversos autores han demostrado que la enzima muestra tres tipos de 

especificidad: 

a) del grupo transferido. Rapoport y Dedonder (1963) utilizaron 

análogos de sacarosa y encontraron que la enzima además de 

transferir fructosa, es capaz de transferir L- sorbosil o D- xilosil. 

b) del sustrato donador. Se ha demostrado que sólo moléculas 

que tengan una fructosa unida a un grupo aldosilo, de manera 

análoga que en la sacarosa, pueden actuar como donadoras, tal 

como sucede con la rafinosa. Por otro lado la glucosa de la 

sacarosa puede ser sustituida por diferentes azúcares como D

xilosa, L-arabinosa, O-galactosa, etc. 

e) del aceptor. Numerosos compuestos que contengan grupos 

hidroxilos pueden actuar como aceptares del residuo de fructosa, 

tales como: metano!, glicerol, monosacáridos u oligosacáridos 

como la trehalosa, kestosa, etc. (Dedonder, 1966). 

Una propuesta sobre el mecanismo cinético de estas enzimas fue planteada por 

Chambert y Dedonder a través de una serie de estudios entre 1972 y 1976. 
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Considerando las diferentes reacciones que realiza la enzima, estos autores 

adicionaron al medio de reacción levana para asegurar que la reacción de hidrólisis 

fuera completamente eliminada· y con ello propusieron un modelo más sencillo. 

Bajo estas condiciones midieron la velocidad inicial de las diferentes reacciones. A 

partir de los datos obtenidos, concluyeron que el comportamiento cinético de la 

enzima se ajusta a un modelo básico de tipo Ping-Pong Bi-Bi, que se puede 

representar mediante la notación de Cleland como se muestra en la figura 1.5. 

s G Ln+1 

l 1 t 
E ES EF EFLn E 

Figura 1.5 Esquema del mecanismo Ping- Pong Bi-Bi propuesto para la LS, donde E es la 

enzima; S es la sacarosa; G es la glucosa; F, es la fructosa y Ln es la levana con n residuos 

de fructosa. 

Como se observa, en el mecanismo se plantea la unión de la enzima a la sacarosa 

formando un intermediario enzima-sacarosa que, después de liberar a la glucosa, 

da origen al complejo enzima-fructosa. A partir de este último, la fructosa es 

transferida a la cadena de levana aumentando así en un residuo el tamaño del 

polímero. Nótese que el aceptar y el producto son prácticamente el mismo 

compuesto, solo que el producto un residuo fructosilo mas grande. 

Por otro lado, el aislamiento y caracterización del complejo enzima-fructosa (EF) 

permitió a Chambert y col. (1976b) proponer un mecanismo molecular para la 

reacción de transfructosilación que realiza la enzima. Estos autores encontraron 

que el residuo de fructosa está covalentemente unido a la enzima, donde esta 

implicado un ácido aspártico de la proteína y el C2 de la fructosa. Lo anterior los 
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llevó a proponer que la LS actúa mediante el mecanismo aceptado para las 

enzimas que catalizan transglicosidaciones con retención de la configuración, es 

decir, es un mecanismo de dos pasos en el que se realiza una catálisis bifuncional, 

donde participan conjuntamente un grupo ácido y un grupo nucleófilo de la 

proteína. En el caso de la LS éste último es el p-carboxilato de un aspártico. En un 

primer paso, una vez formado el complejo enzima-sacarosa, el p-carboxilato ejerce 

un ataque nucleofílico sobre el C2 de la fructosa. En seguida, el grupo ácido 

transfiere un protón a la glucosa y así esta es liberada, dando lugar al complejo 

fructosil-enzima, donde la fructosa esta unida probablemente en configuración a.. 

Después de que la glucosa ha sido disociada del complejo EF, el aceptar de la 

fructosa puede unirse. El grupo ácido de la enzima ya desprotonado, actúa sobre 

el aceptar removiendo un protón, quedando este último como un nucleófilo 

reactivo. Finalmente el aceptar en forma de oxianión, realiza un ataque sobre el 

enlace éster del complejo EF. 

Existen algunas explicaciones para la formación del enlace covalente entre la 

enzima y la fructosa. La primera es desde el punto de vista de la estereoquímica, 

planteando que este enlace ayuda a la inversión intermedia de la configuración y 

así poder retenerla en el producto. Por otro lado, este intermediario provee 

probablemente una función catalítica, ya que el grupo carboxilo de aspártico actúa 

como mejor grupo atrayente que el agua (u otro aceptar) y mejor grupo liberador 

de la glucosa. Desde el punto de vista químico, se sabe que un grupo carboxilo 

desprotonado es mejor nucleófilo que el agua y que un enlace éster glicosídico es 

más reactivo que el glicosídico de la sacarosa. 

Existen hasta ahora varias hipótesis para explicar el mecanismo de iniciación y 

crecimiento de cadenas de levana. El aceptar inicial de la síntesis de levana es una 

molécula de sacarosa, ya que han encontrado trazas de glucosa en las cadenas de 

polímero. Desde entonces se postuló que la misma enzima es la responsable de la 

síntesis tanto de la cadena principal como de las ramificaciones, a diferencia de los 
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complejos enzimáticos para la síntesis del polímero encontrados en plantas que ya 

se discutieron. 

Rapoport (1966), propuso que el crecimiento de la cadena se realiza mediante la 

adición de un residuo de fructosa sobre el C6 de la última fructosa de la cadena en 

crecimiento. 

Primeramente se había postulado la existencia de tres mecanismos de elongación 

del polímero: 

a) crecimiento de una cadena. En el cual los residuos de fructosa 

son agregados sucesivamente a la misma molécula de polímero, 

este es el mecanismo propuesto para la síntesis de dextranas que 

se discutirá más adelante. 

b) crecimiento múltiple. En el que los residuos de fructosa se van 

uniendo al azar a todas las moléculas de polímero aceptaras 

disponibles. 

c) crecimiento multirepetitivo. En el que varios residuos de 

fructosa se agregan a más de una molécula de polisacárido. 

Chambert y col. (1974) concluyen que el mecanismo que sigue la enzima es el 

segundo. Esto lo logran mediante la determinación del peso molecular de los 

polímeros antes y después de la reacción, calculando un peso teórico aproximado 

basado en los modelos propuestos. Los resultados experimentales muestran que el 

aceptar y el producto son prácticamente del mismo tamaño, lo que los llevó a 

descartar el primer mecanismo y, aunque el tercero no se puede rechazar 

completamente, deducen que el que más se ajusta a sus datos es el de 

crecimiento múltiple. 
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A continuación se describirá otro tipo de polisacáridos, las dextranas y las enzimas 

que los producen, las glucosiltransferasas (GTFs). Esto con el fin de lograr una 

mejor comprensión sobre la inulosacarasa de L. citreum CW28, ya que a pesar de 

ser una FTF, muestra grandes similitudes con las GTFs. 

Dextranas 

Dextrana es el nombre asignado a un grupo de polisacáridos bacterianos 

extracelulares compuestos casi exclusivamente por unidades 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 debido a que provocan obstrucciones en filtros y tuberías, 

además de que inhiben la cristalización y disminuye los rendimientos durante la 

refinación del azúcar; se han desarrollado aplicaciones comerciales basadas en su 

inocuidad y su comportamiento reológico, en particular, como sustituto de plasma 

sanguíneo. Sin embargo, son pocas las aplicaciones comerciales de las dextranas 

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 

como el Sephadex, preparaciones de dextrana-hemoglobina, dextrana-sulfato con 

características muy similares a la heparina, etc., o de alta especificidad de función 

como dextranas acopladas a sustancias biológicamente activas (Belder 1990). 

Las dextranas son producidas por glucosiltransferasas de bacterias, y los géneros 

bacterianos en los que se han estudiado exhaustivamente las enzimas y sus 

polímeros son Leuconostocy Streptococcus. 

Los estudios para dilucidar la estructura de las dextranas datan de 1976 e 

inicialmente estaban basados en sus propiedades químicas (análisis por metilación, 
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oxidación por periodato) y físicas (solubilidad). Estos trabajos fueron 

complementados mediante análisis de 13C-RMN (Alsop 1983), lo que puso en 

evidencia las grandes variaciones entre las estructuras de las dextranas 

sintetizadas por diferentes cepas. Cuando mas tarde los estudios de estructura se 

complementaron con los de enzimología se observó que una sola cepa es capaz de 

producir más de un tipo de dextrana con diferentes estructuras. En la figura 1.6 se 

muestran las principales estructuras de estos polímeros . 
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Figura 1.6 Representación de las diferentes estructura de dextranas sintetizadas por 

glucosiltransfcrasas de diferentes cepas de L. mesenteroides y por S. mutans. 

22 



Estudio Bibliográfico 

1.3 Glucosiltransferasas 

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, y también, como sus homólogas 

fructosiltransferasas, trasfieren el residuo glucosilo al agua provocando la hidrólisis 

de la sacarosa como se muestra en la figura 1.7 (Koepsell y col 1953, Funane y 

col, 1998). 
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Fi:., t:· .1 1.7 Reacciones catalizadas por la dextransacarasa. 
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1.3.1 Clasificación de las enzimas 

Dependiendo de ::: estructura del polímero sintetizado y del microorganismo 

productor, estas enzimas se clasifican en: 

a) dextransacarasa. Estas enzimas producen un polímero denominado 

dextrana, que presenta en su cadena principal un mínimo de 50% de enlaces 

sucesivos a 1-6 y ··1mificaciones en a 1-2 o a 1-3. El porcentaje y el largo de las 

ramificaciones varía dependiendo de la fuente de la enzima. Estas enzimas son 

producidas princip,1lmente por L. mesenteroides y la más estudiada es la 

sintetizada por NRl·'L B-512F, aunque también son encontradas en Streptococcus. 

b) altern"nsacarasa. El polímero sintetizado por esta enzima se denomina 

alternana y preser r J en su cadena principal enlaces alternados a 1-6 y a 1-3 con 

ramificaciones en , , 1-3. Existe evidencia de actividad alternansacarasa en tres 

cepas de L. mesr · _.,.,..,,aes, la NRRL B 1355, NRRL B 1501, NRRL B 1498 (Jeanes y 

col. 1954; Seymour v Knapp, 1980; Caté y Robyt, 1982). 

e) muta., .ca rasa. Esta enzima sintetiza un polímero constituido 

mayoritariamentf~ 1or enlaces a 1-3 consecutivos en su cadena principal, 

denominado mut · Estas enzimas son producidas por S. mutans y por algunas 

cepas de L. mese, .·-:rotaescomo NRRL B-523 y NRRL B-1149 (Sidebotham, 1974; 

Mooser, 1992). 

En la tabla 1.2 ~o:. : . "·stra la clasificación de las dextransacarasas. 
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Tabla 1.2 Clasific< .'.in de las glucosiltransferasas. 

microorganismo 

productor 

1 -: 

Leuconostoc 

mesenteroides 1, 

mu:. 

Streptococcus 

do1-: 

1.3.2 

Las glucosiltra! 

Sptreptococcus 

moleculares ele" 

partir del anális 

en la mayoría a 

en multidominir 

señal, un don, 

catalítico y en 1 

(GBD) (Jacques 

-

Glucosiltransferas 

:1 (GTF) polímero enlaces 

~F dextransacarasa dextrana enlaces a. 1-6 y 

ramificaciones a 1-3 

,9 dextransacarasa dextrana enlaces a. 1-6 y 

ramificaciones a 1-2 

' ) alternansacarasa alterna na . enlaces a. 1-3 y a. 1-6 

GS5 mutansacarasa muta na . enlaces a. 1-3 y 

ramificaciones a 1-6 

·lfe28 glucositransferasa glucano enlaces a. 1-6 y 

ramificaciones a 1-3 

'1ctura primaria 

sas de L. mesenteroides y de algunas especies de 

:n en promedio 1500 aminoácidos y presentan pesos 

de entre 150 y 200 kDa (Remaud-Simeon y col., 2000). A 

1 estructura primaria de estas enzimas se observa que como 

ir;=mdes proteínas, las glucosiltransferasas están organizadas 

ira 1.8). Cuatro regiones han sido identificadas: un péptido 

. aria ble en la región N-terminal, seguido de un dominio 

n e-terminal un dominio denominado de unión al glucano 
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laa 35aa 

Dominio catalítico 

Estudio Bibliográfico 

Región e-terminal 

Dominio de unión a 
polímero 

1111 1111 1111 1111 1111 1 
lOOOaa lSOOaa 

Figura 1.8 p.~ ·•entación esquemática de la estructura de las glucosiltransferasas. 

El péptido sef. de entre 35 y 39 aminoácidos. Todas las GTFs poseen péptido 

señal que está ; 1mente conservado, presentando alrededor del 50% de identidad 

entre ellos. L: _ola glucosiltransferasa descrita hasta la fecha no presenta 

péptido señal, 1 DSR-A de L. mesenteroides B-1299 (Monchois y col., 1996). 

El dominio v• .. iable de aproximadamente 190 aminoácidos muestra, como su 

nombre lo indic~ , una alta variabilidad. Existen muy pocos estudios concernientes 

a su papel, al' ue su alta variabilidad hace suponer que esta región no participa 

en la actividad .1zimática (Abo y col., 1991). Esto lo confirma la existencia de la 

enzima DSR-A 1e L. mesenteroides B-1299 que es activa a pesar de que no 

presenta este '. )minio {Mochois y col., 1996). Además, la supresión de la región 

variable en la .-:; -F-1 de Streptococcus downei no implica la pérdida de la actividad 

enzimática (M :hois y col., 1999). Se ha propuesto que podría ser una "firma" 

específica paré» :ada GTF debido precisamente a su alta variabilidad (Banas y col, 

1994). 

El dominio e~ alítico es altamente conservado y comprende alrededor de 900 

aminoácidos ( ques, 1995). Este dominio contiene los aminoácidos implicados en 

la formación e ~1 intermediario glucosil-enzima, elemento central de las reacciones 

catalizadas P~· las glucosiltransferasas (Mooser y col., 1991). La relación 

estructural df' · sta región con las enzimas de la super familia de la a amilasa 
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permitieron realizar estudios de predicción de estructura donde concluyen que las 

glucansacarasas tanto de Leuconostoc como de Streptococcus poseen un clásico 

dominio catalítico tipo barril ([3/a.)s (Devulapalle y col., 1997). Mac Gregor y col. 

(1996) concluyen que este dominio (13/a.)s presenta una permutación circular. 

El dominio de unión a glucano (GBD) que tiene en promedio 500 aminoácidos, 

está compuesto por una serie de unidades de repetición que han sido designadas 

como A, B, e, D y N (Tabla 1.3) de acuerdo con su similitud en secuencia (Shiroza 

y Kuramitsu, 1995). El motivo A esta presente en todas las secuencias C

terminales de las glucosiltransferasas (Ferreti y col., 1987; Shiroza y col., 1987). 

Diferentes combinaciones de estas unidades de repetición se observan en las 

distintas enzimas. Estos motivos repetidos son comparables a los encontrados en 

las secuencias e-terminal de las toxinas A y B de C/ostridium difficile donde están 

involucrados en las interacciones con los oligosacáridos de receptores en células 

blanco (von Eichel-Streiber y col., 1992). A partir del análisis de secuencia de estas 

unidades de repetición, Giffard y Jacques (1994) propusieron que las unidades A, 

B, e y D presentan el motivo estructural YG, cuya estructura primaria es: 

NDGYYFxxxGHºx(G/N)xHºHºHº, donde x representa un amino ácido no 

conservado y Hº es un amino ácido hidrofóbico. 

Tabla 1.3 Secuencias repetidas del dominio e-terminal de las glucosiltransferasas. 

Unidad de 

repetición 

A 

B 

e 
D 

N 

Secuencia consenso 

WYYFNxDGQAATGLQTIDGQlVFDDNGxQVKG 

VNGKTYYFGSDGTAQTQANPKGQTFKDGSGVLRFYNLEGQYVSGSGWY 

DGKIYFFDPDSGEVVKNRFV 

GGWKNADGTYSKY 

YYFxAxQGxxxL 
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Este dominio en la GTF-1 de S. salivarius ha sido estudiado a detalle. En estas 

enzimas el GBD está involucrado no solo en la unión de la proteína al glucano ya 

formado, sino que es requerido junto con el dominio catalítico para la 

polimerización de la glucosa, lo que se puso en evidencia al realizar deleciones 

secuenciales de aminoácidos del C- terminal en el GBD. Este proceso permitió 

observar primero la pérdida de síntesis de glucano, el incremento en la hidrólisis y 

en última instancia la pérdida de la actividad de hidrólisis de la sacarosa (Giffard y 

Jacques, 1994). 

1.3.3 Mecanismo de reacción 

El mecanismo de reacción de las glucosiltransferasas es hasta la fecha sujeto de 

polémica. La hipótesis propuesta por Robyt y col. 1974 es la más difundida ya que 

explica diversos fenómenos que ocurren durante la reacción. Dicha propuesta 

supone un mecanismo en el que existen dos grupos nucleófilos (Xl y X2), grupos 

que atacarían a la sacarosa para producir un complejo con dos residuos glucosilo 

covalentemente unidos a los nucleófilos a través del Cl. En pasos subsecuentes, el 

oxígeno del C6-0H de una de las moléculas de glucosa del complejo realizaría un 

ataque nucleofílico al Cl 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 

la glucosa. El grupo C6-0H de la nueva glucosa incorporada, atacaría al Cl del 

grupo isomaltosil, formando un enlace a 1-6 adicional y dando lugar a un 

trisacárido {Figura 1.9). 
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<> <> 
<> Fructosa O Glucosa ~ Sacarosa 

Figura 1.9 Mecanismo de reacción propuesto por Robyt en 1974 para describir la síntesis 

de polímero. 

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 

inserción de glucosa entre el grupo catalítico y el extremo reductor del 

polisacárido. 

El proceso de crecimiento continúa hasta que la concentración de fructosa en el 

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

dextrana y/o del residuo glucosilo unido al sitio activo a la fructosa, deteniendo el 

crecimiento del polisacárido y liberándolo del sitio activo o formando leucrosa 

respectivamente. 

En 1978, Robyt y Walseth proponen también un mecanismo para explicar las 

reacciones de aceptor. Para estas reacciones se postuló que un grupo hidroxilo del 

aceptor actúa como nucleófilo y desplaza tan.to al grupo glucosilo como al grupo 

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

TESlS cm~ 
FALLA DE ORIGEN 
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Tanriseven y Robyt en 1992, además de dilucidar el mecanismo de formación de 

dextrana, propusieron un modelo estructural para explicar los fenómenos 

observados con la dextransacarasa (DS). Su modelo contempla la presencia de dos 

sitios de unión a la sacarosa y otro de unión para aceptares, como se muestra en 

la figura 1.10. Esta conclusión fue derivada de observar que aceptares eficientes 

no inhiben 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 la 

sacarosa. 

Sitio de unión a sacarosa 

Sitio de unión a aceptares 

Sitio de unión a sacarosa 

Figura 1.10 Modelo propuesto por Tanriseven y Robyt en 1992 para el sitio activo de la 

dextransacarasa de L. mesenteroides B-512. 

De acuerdo con Tanriseven y Robyt, (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 síntesis del polisacárido y desviando las unidades de glucosa hacia la 

síntesis de productos de aceptor. Los aceptares pueden también reaccionar con los 

grupos dextranosilo unidos al sitio activo deteniendo así la síntesis del polisacárido. 
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1.5. Similitudes v diferencias entre FTFs v GTFs 

Las Fffs bacterianas así como las GTFs son glicosiltransferasas que comparten 

características que las hacen muy parecidas. Sin embargo, al analizar 

detalladamente cada una de ellas encontramos también diferencias muy profundas 

que nos llevan a preguntarnos por qué estos dos tipos de enzimas tan distintas 

catalizan reacciones tan similares utilizando mecanismos diferentes. 

Como se observa en las figuras 1.3 y 1. 7 tanto las Frfs como las GTFs realizan 

reacciones similares además de utilizar el mismo sustrato. Producen un polímero 

transfiriendo uno de los monómeros de la sacarosa a la cadena de polisacárido en 

crecimiento y liberando el otro al medio de reacción; ambas son capaces también 

de transferir el monómero de sacarosa para el cual son específicas al agua y en 

presencia de otros azúcares como maltosa de utilizarlo como aceptar catalizando la 

síntesis de oligosacáridos. 

Las Fffs bacterianas han sido ampliamente estudiadas y muchos son los 

microorganismos productores (Tabla 3.3). Sin embargo, solo en algunos géneros 

se ha observado la presencia de las dos enzimas. Leuconostoc es un género que 

se caracteriza por la producción de GTFs, sin embargo existen reportes de 

presencia de Frfs en este género aunque en muy bajas proporciones en 

comparación con las GTFs (Miller y col, 1986). Por esta razón han sido muy poco 

estudiadas hasta la fecha. Streptococcus es otro género bacteriano en el cual se 

han descrito ambas actividades (Jacques, 1995). Además se han reportado tanto 

inulosacarasas como levansacarasas (Heyer y col, 1998). En Lactobacillus reuteri 

cepa 121 se observó la producción de expopolisacáridos tipo fructanas y dextranas 

(van Geel-Schutten y col., 1999; Sacha A. col, 2001), y se han descrito ya los 

genes que codifican para GTFs y Frfs de este microorganismo (Kralj y col., 2002, 

van Hijum y col., 2002). En conclusión, ambas enzimas se ~ ·---···· .. ~~··-----··-- uentran en los 

Ti!;t>IS C1.)N 
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mismos microorganismos produciendo polímeros similares, pero guardando cada 

una características muy diferentes. Sin embargo, mientras que un amplio número 

de géneros producen FTFs, aquellos que producen GTFs producen ambas enzimas. 

En cuanto a la estructura, y a pesar de que no se ha cristalizado ninguna de las 

dos, existen estudios sobre predicción de la estructura donde se concluye que el 

dominio catalítico de las GTFs es un barril (13/a)s, mientras que el de las FTFs es 

una 13- propela. Esta es una diferencia profunda entre las dos que evidencia un 

origen diferente, aunque resulta curioso el hecho de que las dos coincidan en un 

solo microorganismo. En este mismo sentido es interesante haber encontrado una 

enzima que comparte características tanto estructurales como funcionales de 

ambos tipos de actividades. 
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Objetivos 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

•Caracterizar a la inulosacarasa de la cepa CW28 de Leuconostoc citreum y 

el gen que la codifica para ubicarla en el contexto de las glicosiltransferasas 

Objetivos particulares 

•Estudiar a la inulosacarasa asociada a células y en solución. 

•Aislar el gen que codifica para la inulosacarasa de la cepa CW28 de L. 

citreum. 

•Secuenciar el gen de esta enzima. 

•Analizar la secuencia obtenida 

•Expresar la proteína en E coli. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1. Cepas, condiciones de crecimiento y medios de cultivo 

La cepa de L. citreum CW28 fue oblnida de la colección de cepas aisladas del 

pozal por la Dra. Carmen Wacher Rociarte de la Facultad de Química, UNAM. Las 

condiciones de crecimiento de Leuconostoc son: 30°C y 200 rpm en el medio de 

cultivo cuya composición se muestra en la tabla 2.1, con 20 g/I de sacarosa como 

fuente de carbono la que se sustituyó por glucosa para prevenir la síntesis de 

polímero cuando las células se utilizaron para extracción de DNA. El pH del medio 

es ajustado a 6.9 al inicio de la fermentación. 

Tabla 2.1 Composición del medio de cultivo para L. citreum CW28. 

Componente 

sacarosa/glucosa 

Extracto de levadura 

K2HP04 

MgS04·7H20 

CaCli·2H20 

FeSQ4·7H20 

MnSQ4•7H20 

NaCI 

Concentración {g/I) 

20 

20 

20 

0.2 

o.os 
0.01 

0.01 

0.01 
TESIS CON 
LA DF -. ~EN 

La cepa E. coli DHSu. fue utilizada· como huésped para las clonaciones realizadas 

en este estudio. El genotipo de esta cepa es: D.(mcr A)183, D.(mcr CB-hsd SMR

mn]173, end Al, sup E44, thl-1, rec Al, gyr A96, re/ Al, lac, [F' pro AB, /acl 

qZ~M15,TnlO(tetr)]. La cepa creció a 37ºC y 250 rpm en medio Luria-Bertani (LB) 
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(Ausubel y col. 2001). El medio se adicionó con 200 µg/ml de ampicilina o 50 

µg/ml kanamicina cuando así se requirió para mantener los plásmidos, 1.5 % de 

agar fue adicionado al medio para la preparación de placas. 

2.2. Producción de la inulosacarasa en L. citreum CW28 

Se realizaron fermentaciones en matraces de 250 mi con 50 mi de medio de cultivo 

estéril a 30 ºC y 200 rpm para producción del inóculo a partir de células 

almacenadas en glicerol. Posteriormente se inoculó una fermentación de 500 mi en 

un matraz Fernbach (2.8 L) a 30 °c y 200 rpm. Durante la fermentación se realizó 

un seguimiento del crecimiento celular midiendo la densidad óptica del cultivo a 

650 nm en un espectrofotómetro Beckman DU 650. Al final de la fermentación se 

recuperaron las células por centrifugación a 5000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. 

Las células se lavaron dos veces con buffer de fosfato de potasio pH 6.5 y se 

resuspendieron en el mismo buffer. La concentración de insolubles se determinó 

por peso seco tomando una alícuota de 5 mi. 

2.3. Síntesis de inulina 

El polímero se sintetizó en un volumen de reacción de 100 mi a una concentración 

de sacarosa de 100 g/I a 30 ºC y pH 6.5 con una actividad enzimática de 1 U/mi 

utilizando células completas. 

Al término de la reacción el polímero se precipitó con 2 volúmenes de etanol 

absoluto. Posteriormente se centrifugó a 10000 rpm durante 10 minutos en una 

centrífuga Beckman J2-HS. El polímero se resuspendió en el mismo volumen y se 

repitió el procedimiento, esta vez el polímero se resuspendió en 5 mi de agua y se 

dializó contr<:¡ agua destilada durante 24 horas, posteriormente se liofilizó. El 

análisis de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se realizó en el Instituto de 

Química de la UNAM. 
------------. 
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2.4. Extracción de la inulosacarasa de L. citreum CW28 

Para extraer la inulosacarasa de la células de L. citreum se probaron tres 

estrategias que a continuación se detallan: 

a) Sonicación de las células de L. citreum. Una vez que las células 

fueron cultivadas en un volumen de 500 mi y lavadas en buffer de 

fosfato de potasio, se resuspendieron en 5 mi del mismo buffer. Las 

células se sonicaron manteniendolas en frío en un sonicador Bradson 

Sonifier 250 con 4 pulsos de 10 segundo cada uno e intervalos de 3 

minutos. Posteriormente se centrifugaron y se recuperó el sobrenadante 

(SN). La determinación de actividad se realizó tanto en restos celulares 

como en el SN. 

b) Tratamiento con lisozima. Una vez que las células fueron cultivadas 

en un volumen de 500 mi y lavadas en buffer de fosfato de potasio, se 

resuspendieron en 10 mi del mismo buffer y se adicionó lisozima a una 

concentración de 2 mg/ml durante 8 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente se centrifugaron y se recuperó el SN. La determinación 

de actividad se realizó tanto en restos celulares como en el SN. 

c) Tratamiento con urea 8M. Una vez que las células fueron cultivadas 

en un volumen de 500 mi, lavadas en buffer de fosfato de potasio, y 

resuspendidas en 12.5 mi de una solución 8 M de urea, se incubaron a 

25 °c durante 1 hora (Hamada y col., 1989). Posteriormente se 

centrifugaron a 15000 rpm 10 minutos a 4 °c y se recuperó el SN que se 

dializó contra buffer de fosfatos 10 mM pH 6.5 a 4 ºC durante 24 horas. 

La determinación de actividad se realizó tanto en restos celulares como 

en el SN dializado. 
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2.5. Determinación de la actividad enzimática 

La determinación de la actividad inulosacarasa se realizó cuantificando los azúcares 

reductores liberados durante la reacción en presencia de 100 g/I de sacarosa a 30 

ºC en buffer de fosfato de potasio pH 6.S. El poder reductor se determinó por el 

método del ácido 3,S-dinitrosalicílico (DNS) reportado por Summer y Howell, en 

193S. 

La reacción enzimática se realizó utilizando las células completas, la enzima 

solubilizada por medio del tratamiento con urea 8 M, o los extractos enzimáticos 

obtenidos a partir de E coliDHSa. 

2.6. Electroforesis de proteínas 

Las proteínas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo con el método de Laemmli 

(1970). Se utilizó una cámara Mighty small 11, con geles de lmm de espesor. Un 

gel concentrador al 4 % precede al gel de separación al 6%. Las muestras a 

analizar se incubaron durante 5 minutos a 9S 0c en presencia de una solución de 

desnaturalización que contiene Tris-HCI 0.12S M pH 6.8, SOS 4 %, glicerol 20 %, 

~-mercaptoetanol 10 % y azul de bromofenol O.OS %. La migración se efectuó a 

amperaje constante de entre 30 y SO mA. Después de la migración el gel puede 

seguir alguno de los dos tratamientos siguientes: 

a) Coloración de proteínas con azul de Coomassie. El gel se incubó 

en una solución de ácido acético (10% v/v), metano! (30% v/v) y azul 

de Coomassie (0.2% v/v). Posteriormente se realizaron lavados del gel 

en una solución de ácido acético ( 10% v/v), metano! (30% v/v) para 

quitar el exceso de colorante. 

b) Coloración con reactivo de Schiff. El gel se lavó tres veces 30 

minutos en buffer de fosfatos pH 6.5 con tween 80 (1 % v/v) a 
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temperatura ambiente. En seguida se incubó en la misma solución 

adicionada con sacarosa o rafinosa (100 g/I) toda la noche a 

temperatura ambiente. La aparición de bandas blancas corresponde a la 

síntesis de polímero producido por la enzima. El polímero se fijó 

incubando el gel 30 minutos en una solución de etanol 75% v/v, 

después se incubó durante 1 hora en una solución de ácido periódico 

0.7% p/v y ácido acético 5% v/v. Posteriormente se realizaron tres 

lavados de 20 minutos cada uno con una solución de metabisulfito de 

sodio 0.2% p/v y ácido acético 5% v/v. Al final, el gel se puso en 

contacto con el reactivo de Schiff hasta la aparición del color. El exceso 

de colorante se eliminó por un lavado en una solución metabisulfito de 

sodio 0.5% p/v y ácido acético 5% v/v. 

2.7. Cuantificación de proteína. 

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

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

(fracción V, SIGMA), como estándar. 

2.8. Determinación del pH y temperatura óptimos y constantes 

cinéticas. 

Se realizó una serie de reacciones enzimáticas a diferentes valores de pH y a 

temperatura de 30°C, utilizando buffers de acetatos y de fosfatos 50mM. Se 

realizaron también ensayos a diferentes temperaturas utilizando buffer de fosfatos 

50mM y pH 6.5. En ambos casos se utilizó una concentración de sacarosa de 

1009/I y una actividad enzimática de 1U/ml. Los ensayos se realizaron por 

duplicado y se monitorearon siguiendo la liberación de azúcares reductores por el 

método DNS. --:-------
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Para conocer la estabilidad de la enzima, ésta se incubó a diferentes temperaturas 

por un tiempo que va desde los 30 a los 150 minutos. Cada 30 minutos se 

determinó la actividad enzimática a 30 °c y pH 6.5 con una concentración de 

sustrato de 100 g/I. 

Para la determinación de las constantes cinéticas se realizaron reacciones a 

diferentes concentraciones de sustrato, midiendo las velocidades iniciales de 

reacción. 

2.9. Reacciones de aceptar 

La síntesis de los oligosacáridos se realizó a una temperatura de 30ºC y pH de 6.5 

conteniendo 100 g/I de sacarosa empleando maltosa o lactosa como aceptar en 

una relación sacarosa/aceptar de 2. La reacción se mantuvo hasta el consumo 

total de la sacarosa. Posteriormente se separaron las células por centrifugación, los 

productos de la reacción fueron analizados por cromatografía líquida de alta 

presión (HPLC) utilizando una columna de sílica aminada para análisis de 

carbohidratos NOVA-PACK Waters-Millipore, bajo las siguientes condiciones: fase 

móvil: acetonitrilo:agua 80:20, flujo: 1 ml/min, detector de índice de refracción (IR 

410) a 35°C. 

2.10. 

a) 

Secuenciación de péptidos de la IS 

El amino terminal. La inulosacarasa de L. citreum fue purificada 

por SDS-PAGE; y transferida a una membrana de difloruro de 

polivinilideno (PVDF) (Ausubel y col., 2001). Posteriormente se tiñó 

con solución S Ponceau (0.5% Ponceau S y 1 % ácido acético) y la 

banda correspondiente a la inulosacarasa fue cortada y sujeta a un 

análisis de secuencia.ción en la Universidad de Harvard . 

....----------
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b) Péptidos internos. La inulosacarasa de L. citreum fue purificada 

por SDS-PAGE; una parte fue teñida con azul de Coomassie y la 

otra tratada para ver actividad in situ. La banda correspondiente a 

la IS fue cortada del gel teñido con azul de Coomassie y se 

sometió a una digestión por endoproteasas. Los péptidos 

obtenidos fueron separados por HPLC, el análisis de secuenciación 

se realizó en el laboratorio de micro-secuenciación de proteínas del 

Instituto Pasteur. 

2.11. Purificación de DNA genómico de L. citreum 

La extracción del DNA genómico de L. citreum CW28 se realizó a partir de un 

cultivo de 50 mi que creció durante toda la noche en el medio descrito en la tabla 

2.1 usando glucosa como fuente de carbono. Las células se colectaron por 

centrifugación 10 minutos a 5000 rpm y se resuspendieron en 10 mi de buffer TE 

50/20 para lavarlas. Se centrifugaron y resuspendieron en 4.5 mi del mismo buffer 

adicionado con 50 µI de RNAsa (10mg/ml), se mezcló bien y se agregaron 500 µI 

de lisozima (10mg/ml en TE), se incubó 30 minutos a 37°C. Posteriormente se 

adicionaron 50 µI de Proteinasa K (20mg/ml de agua), se incubó 15 minutos a 

37ºC y se adicionaron 500 ~ti SDS (10%) y se volvió a incubar a la misma 

temperatura por 30 minutos más. Se agregó NaCI (5 M) 1 mi, se agitó por 

inversión y se incubó 5 minutos a 65°C, finalmente se adicionó bromuro de 

hexadeciltrlmetil amonio (CTAB)/NaCI 800 ~ti, se mezcló muy bien por inversión y 

se incubó por 10 minutos a 65ºC. Posteriormente se extrajo con un volumen de 

cloroformo/alcohol isoamíllco (24: 1), agitando por inversión. Se centrifugó 10 

minutos a 12000 rpm. Se extrajo dos veces más con fenol/cloroformo/alcohoi 

isoamílico (24:24:1), se extrajo una vez más sólo con cloroformo/alcohol isoamílico 

(24: 1) pará:ré'lr10ver los restos de fenal. Se precipitó adicionando 0.6 volúmenes 

de isopropanol e Incubando 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó por 

TESIS CON 
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lS minutos a 12000 rpm. Se lavó la pastilla tres veces con 1 mi de etanol al 70% 

sin vortexear, la pastilla finalmente se resuspendió en 30-70 µI de TE o EB. 

El CTAB se preparó disolviendo 4.1 g de NaCI en 80 mi de agua. Lentamente se 

agregaron 10 g de CTAB con calentamiento y agitación. Cuando se disolvió se 

ajustó el volumen a 100 mi con agua miliQ. El buffer TE se preparó adicionando 8 

mi de TRIS 1 M pH 8.0 y 2 mi de EDTA 0.2S M aforando a 100 mi con agua miliQ. 

2.12. Purificación de DNA plasmídico 

El DNA plasmídico de L. citreum se extrajo a partir de un cultivo de S mi que creció 

durante toda la noche en el medio descrito en la tabla 2.1 usando glucosa como 

fuente de carbono. Las células se colectaron por centrifugación 10 minutos a SOOO 

rpm y se resuspendieron en 1 mi de buffer SET (sacarosa 20%, SO mM de Tris-HCI 

pH 7.6 y SO mM de EDTA) para lavar. Se centrifugaron y resuspendieron en lSO µI 

mi del mismo buffer adicionado lisozima a una concentración de lmg/ml. Se 

incubaron por 1 hora a 37°C. Posteriormente se adicionaron S µI de RNAsa (10 

mg/ml) agitando y 3SO µI de SDS (2 %)/NaOH (0.4 M) SO:SO, se mezcló e incubó 

en un baño de hielo por 10 minutos. Se agregaron 2SO ~d de 3 M de acetato de 

sodio pH 4.8 y se mezcló antes de incubar en hielo por 30 minutos. Se centrifugó S 

minutos a 4 ºC y el SN se transfirió a un tubo limpio, para precipitar se agregó un 

volumen de isopropanol, se mezcló muy bien por inversión y se centrifugó por S 

minutos a 14000 rpm. La pastilla se lavó con etanol al 70 % y se resuspendió en 

30 ~d de buffer TE o agua. 

El DNA de plásmido de E. coli se extrajo con el Kit de QIAGEN siguiendo las 

indicaciones del proveedor a partir de cultivos de S mi crecidos en medio LB 

adicionados con el antibiótico requerido para cada plásmido. 
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2.13. ·Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) 

Para obtener las amplificaciones de los fragmentos de PCR durante el aislamiento 

del gen y para la preparación de las sondas se utilizó la enzima Deep Vent DNA 

polymerase (New England BioLabs). Las amplificaciones realizadas que fueron 

clonadas en los vectores TOPO fueron amplificadas con Elongase Enzyme Mix 

(Invitrogen) que deja una A necesaria para la reacción de topoisomerización 

De manera general, las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de 

reacción de 20 µI con 100 µM de dNTP 's, 20 pM de oligonucleótidos y 1.5 mM de 

Mg2+ en el caso de las reacciones realizadas con la enzima Elongase, para el caso 

de las realizadas con Deep Vent se utilizó una concentración de 2 mM de Mg2
+, lX 

del buffer indicado por el proveedor de la enzima y agua hasta el volumen 

deseado. Las reacciones se realizaron en un Termociclador RoboCycler Gradient 96 

Stratagene. 

Los ciclos de amplificación del DNA fueron diferentes de acuerdo con la enzima 

que se utilizó, las Tm de los oligonucleótidos adecuados en cada caso y el tamaño 

de los fragmentos a amplificar (tabla 2.2). 

Tabla 2.2 Pasos para la amplificación de los fragmentos de DNA. 

No de ciclos Etapa Tiempo Temperatura 

1 desnaturalización 30 s 94ºC 

desnaturalización 15 s 94ºC 

30-35 alineamiento 1 min variableª 

extensión variableb 68 ó 72 

1 extensión final 7 min 68 ó 72 

a: La temperatura de alineamiento depende de la Tm de los oligos utilizados. Las 

Tm de alineamiento variaron entre los 58 y los 68ºC. 

b: Los tiempos de extensión variaron según el tamaño del fragmento a amplificar. 

En general se conside!JLlJllio.Lkp 
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Para analizar los productos obtenidos en las PCRs, se corrieron 5 µI de cada uno 

en geles de agarosa al 0.8%. Los oligonucleótidos utilizados en el presente estudio 

fueron sintetizados en la Unidad de Síntesis de Oligonucleotidos del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM y se listan en la tabla 2.3. 

Tabla 2.3 Oligonucleótidos utilizados durante el desarrollo de este estudio. Donde 

K= G o T; R= A o G; M= A o e y Y= e o T. 

O ligo Secuencia (5' a 3 ') Longitud 

Para el aislamiento del gen is/ 

2815 GATGTKTGGGATAGYTGGGCKTTRCAAGAT 30mero 

2915 ATCRACAAAYTGMGCMCCMGCTTCACCATATGG 33amero 

53915 CCATATGGTGAAGCGGGGGCGCAGTJTGTCGAT 33amero 

86815 CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTTATCAATCCA 33amero 

128rl5 ATCTTGTAACGCCCAACTATCCCACACATC 30mero 

42rI5 GCAAGTGGTCTTTGCTTTAATGGGAGC 27amero 

96315 CCATCCCCTTCAAATAAAATATGATCA 27amero 

Para la clonación del gen is/y las versiones truncadas en el vector pCR 4-TOPO 

11PI5 GCTATGGCGTCATGCAGGAACCACTTTATC 30mero 

38515 CTAATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC 30mero 

38415 CCTAAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC 30mero 

· Para la clonación del gen is/y las versiones truncadas en el vector pBAD/TOPO 

15directo AAGCAACAAGAAAGCATGGCTCGAAAAAAAC 31amero 

ISreverso CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTAATGAATCCA 33amero 

E2reverso 

E3reverso 

AGCATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC 

CTATAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC 

TESIS CON 
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30mero 

30mero 
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Los oligonucleótidos degenerados 2815 y 2915 se diseñaron en base a los dos 

péptidos secuenciados a partir de la proteína purificada, tomando en cuenta el uso 

preferencial de codones de L. citreum y buscando que en las posiciones de los 

extremos de los oligonucleótidos no hubiera degeneraciones. 

2.14. PCR inversa 

La diferencia entre una PCR clásica y una PCR inversa reside principalmente en los 

oligonucleótidos y el templado. Los oligonucleótidos empleados son divergentes 

con respecto a la secuencia de DNA que se va a amplificar. Por otro lado el 

templado consiste en fragmentos circularizados de DNA genómico de L. citreum 

CW28. La reacción da como resultado la síntesis de un fragmento linearizado 

(Argüello-Morales, 2000b). En la figura 2.1 se ejemplifica la estrategia de PCR 

inversa utilizada en este estudio. Primero se realizó un mapa de restricción del 

fragmento ya conocido del gen is!, posteriormente se digirió el DNA genómico de 

L. citreum con las enzimas que lo cortan cerca del 5 'del fragmento conocido, con 

estas digestiones se corrió un gel de electroforesis que posteriormente se transfirió 

para realizar un 5outhern blot. 

Con la enzima Hind.11 se esperaba, según el mapa de restricción, un fragmento de 

lSOpb, otro de 1480pb y uno de tamaño desconocido que sería el de interés. Una 

vez hecho lo anterior se realizó una ligación sobre esa misma digestión a fin de 

que se circularizaran los fragmentos, y utilizando oligonucleótidos específicos a la 

región conocida del gen se realizó la PCR con la que obtuvimos el fragmento 

esperado que posteriormente se mandó secuenciar (Medigenomix GmbH, 

Lochhamer). 
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Gen is/ 

Región a amplificar con 
Secuencia conocida 

la PCR inversa 
Hindll ATG HinalllHtnalll Htnalll 

~~::;:: ~480pb :::::J 
sonda 

Hind.11 Hind.11 
,__ _ _,rind11 Hlndn 

Hindll1-I --H,-jiill 
1 Hindll l Hinalll 

Digestión total con HindUI 

1 1 
DNA genómico de L. 

citreum. 

lligación de los 
fragmentos 
HintAll 

421rIS ... 
1600pb 

128rIS .. 
PCR inversa 

Hindll ... 
1600pb 

Figura 2.1. Estrategia utilizada en la PCR inversa para obtener el 5 'del gen is/ de L. 

citreum así como la región promotora del mismo. 
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2.15. Hibridación del DNA 

Cuando se realizaron experimentos de hibridación en membranas de nylon 

Hybond-N para los experimentos tipo Southern se utilizó la siguiente solución de 

hibridación: 

ssc sx 
Denhardt SX 

SDS 0.5% (p/v) 

Las membranas. se prehibridaron durante 1 hora a 6SºC. Posteriormente se 

Incubaron toda la noche a 65ºC después de añadir la sonda correspondiente 

marcada radioactivamente. A la mañana siguiente las sondas se lavaron con una 

solución de SDS 0.1% y SSC 2X. 

La sonda utilizada se marcó radioactivamente utilizando el Kit para marcage de 

sondas Random Prime Labelling System Rediprime 11 (Amersham Pharmacia 

Biotech, UK.) 

La detección de las señales de hibridación se realizó exponiendo las membranas 

(sin permitir su deshidratación) a una placa de detección "Phosphor screen" 

(Molecular Dynamics) para su análisis en un aparato Phosphorlmager (Molecular 

Dynamics). 

2.16. Secuenciación 

Las secuencias obtenidas en este trabajo se realizaron en un secuenciador 

automático Applied Biosystem 3100 en la Unidad de Secuenciación Automática de 

DNA del Instituto de Biotecnología de la UNAM (Cuernavaca, Morelos, México) o en 

Medigenomix GmbH (Lochhamer, Alemania). 

TESIS coÑ ____ l 
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2.17. Transformación de E. coli 

La cepa de E. co/i DH5a fue transformada por electroporación en un aparato 

Micropulser Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) en las siguientes 

condiciones: 2.5 kV, 25 µF y 200 n. 

De 2 a 5 µI de ligación se pusieron en contacto con 100 µI de las células 

electrocompetentes en una cubeta de 0.2 mm, después de la electroporación la 

cubeta fue puesta en hielo y se le agregó 1 mi de medio SOC, las células se 

transfirieron a un tubo eppendorf y fueron incubadas por 1 hora a 37°C y 250 rpm 

para que se recuperaran. Posteriormente se plaquearon en cajas de LB con el 

antibiótico adecuado. 

2.18. Expresión del gen is/ y las versiones truncadas en el C-

terminal en E. co/i. 

Para la expresión del gen is/ se diseñaron los oligonucleótidos 11Pl5 localizado en 

el nucleótido 56 y el 86815 localizado al final del gen (Tabla 2.3). Con estos 

oligonucleótidos se amplificó un fragmento de 5007 pb en cual se clonó en el 

vector pCR 4-TOPO (lnvitrogen, Calsbad, CA), resultando el plásmido 

recombinante pCRl5 . La construcción del plásmido fue confirmada por análisis de 

secuencia de una sola hebra de DNA del inserto. 

Para las deleciones del carboxilo terminal de la proteína se diseñaron los 

oligonucleótidos 38515 y 38415 (Tabla 2.3), con el primero y el llpl5 se amplificó 

un fragmento de 3333 pb. Este fragmento carece de la región de alta identidad 

con la alternansacarasa y fue clonado en el vector pCR 4-TOPO, el plásmido 

resultante se denominó pCRl52. Con los oligonucleótidos 38415 y 11pl5 se 

amplificó un fragmento de 2731 pb, en este caso se eliminó, además de la región 
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de alta identidad con la ASR, un fragmento extra de 602 pb que es una región con 

muy baja identidad con la ASR y que denominamos "región de transición". Este 

producto fue clonado en el vector pCR 4-TOPO resultando el plásmido pCRIS3 y 

los tres plásmidos obtenidos fueron transformados por electroporación en la cepa 

de E. co/i DH5a. 

Las tres cepas de E. coli DH5a que contienen los plásmidos pCRIS, pCRIS2 y 

pCRIS3 se crecieron durante toda la noche en 50 mi de medio líquido LB 

conteniendo 50 µg/ml de kanamicina. Las células cultivadas fueron separadas por 

centrifugación 10 minutos a 4ºC y 5000 rpm. La pastilla se lavó con buffer de 

fosfatos 50 mM pH 6.5 y se resuspendió en el mismo buffer, las células se 

rompieron por sonicación manteniéndolas en frío en un sonicador Bradson Sonifier 

250 con 4 pulsos de 10 segundo cada uno e intervalos de 3 minutos. 

Posteriormente se centrifugaron y se recuperó el SN. La determinación de 

actividad se realizó en el SN. 

Posteriormente se diseñaron los oligonucleótidos ISdirecto, ISreverso, E2reverso y 

E3reverso con los que se amplificaron las dos versiones truncadas del gen y el gen 

completo, pero sin la región promotora. Estos fragmentos se clonaron en el vector 

pBAD/TOPO el cual es un vector de expresión que tiene un promotor inducido por 

arabinosa y deja colas de histidina para facilitar la purificación de la proteína. Los 

plásmidos resultantes se denominaron pBIS, en el caso del gen completo; pBE2, 

para el fragmento con la deleción de la región de alta identidad con la AS y pBE3 

para el fragmento con esa deleción mas la región de transición. E. coli DH5a fue 

transformada con estos plásmidos y las células fueron crecidas en medio líquido LB 

con 200 ~tg/ml de ampicilina y 0.02 % de arabinosa como inductor. Posteriormente 

se trataron por sonicación para la determinación de actividad enzimática como ya 

se describió 
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2.19. Análisis de las secuencias obtenidas 

Los alineamientos entre secuencias de aminoácidos se realizaron con el programa 

Clustal W. Las comparaciones de las secuencias tanto nucleotídicas como de 

aminoácidos con las bases de datos se realizaron utilizando las distintas versiones 

Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 

El uso preferencial de codones de L. citreum se obtuvo en la base de datos Codon 

Usage Database del Kazuka DNA Researche Institue, Chiba, Japón 

(www.Kazusa.or.jp/codon/). 

La región promotora putativa fue predicha por el programa Neural Network 

Promoter Prediction, (http://www.fruitfly.org/seq tools/promoter.html). 

El péptido señal fue predicho por el programa diseñado por Nielsen y col. en 1997 

El dominio conservado de la familia 68 de las glicosilhidrolasas fue identificado en 

la inulosacarasa de L. citreum utilizando la base de datos pfam 7.8. 

(http://pfam.wustl.edu/) 
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3. RESULTADOS 

Como antecedente a este trabajo se realizó un "screening" de actividades 

glicosiltransferasas de una colección de 14 cepas identificadas como Leuconostoc 

mesenteroides (Olivares-Illana, 1998). Estas cepas fueron aisladas del "pozol" por 

el grupo de la Dr. Carmen Wacher Rociarte en la Facultad de Química (Wacher

Rodarte, 1995). Sorprendentemente en una de ellas, denominada CW28 se 

encontró actividad fructosiltransferasa asociada a células, es decir unida en la 

parte exterior de la pared celular. Leuconostoc es un género en el que se han 

estudiado extensivamente glucosiltransferasas y sus productos de reacción, las 

dextranas. Existen reportes de actividades fructosiltransferasa en este género, sin 

embargo, no han sido estudiadas debido a que se encuentran en cantidades muy 

bajas con respecto a las GTF y se consideraban como actividades contaminantes 

de éstas Miller y col, 1986). La cepa CW28 únicamente produce una actividad FTF 

asociada a células, específicamente inulosacarasa. 

En la primera parte de este trabajo se presenta la caracterización de la IS de la 

cepa CW28 identificada posteriormente mediante secuenciación del RNA ribosomal 

como Leuconostoc citreum. 

En la segunda parte de este trabajo se detallan las características del gen is/ de L. 

citreum así como de la estructura primaria de la proteína. La secuencia obtenida 

en este trabajo se depositó en la base de datos GenBank con el número de acceso 

AY191311. 
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3.1. Caracterización bioquímica. 

3.1.1. Identificación de la cepa CW28 como L. citreum. 

En trabajos anteriores la cepa CW28 fue caracterizada bioquímicamente por 

pruebas Api 50 CH, siendo identificada como L. mesenteroides con un 96% de 

probabilidad (Olivares-Illana, 1998). Sin embargo, durante la realización del 

presente estudio, se observaron algunas características que la diferencian de otras 

cepas trabajadas en el laboratorio e identificadas como L. mesenteroides, como su 

color amarillo. Se decidió entonces realizar un análisis de secuencia de rRNA 165. 

En la figura 3.1 se muestran los resultados obtenidos del análisis filogenético de la 

cepa CW28, de donde se desprende que existe una mayor cercanía con L. citreum, 

la cual produce un pigmento amarillo (Farrow y col. 1989) que coincide con el 

fenotipo encontrado para esta cepa. Es interesante mencionar que cepas 

reportadas con anterioridad como L. mesenteroides han sido reclasificadas como L. 

citreum entre las que se encuentran cepas de la colección NRRL como la B-742, la 

B-1501 y la B-1355, las dos últimas reportadas como productoras de 

alternansacarasas. L. citreum fue descrito por primera vez por Farrow y col. en 

1989, casi al mismo tiempo Schillinger y col. (1989), reportaron por primera vez a 

Leuconostoc amelibiosum y no es sino hasta 1992, donde Takahashi y col. 

concluyen que L. amelibiosum es sinónimo de L. citreum, y propusieron que el 

nombre de Leuconostoc citreum debe ser retenido. 
1 
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Figura 3.1 Análisis filogenético del rRNA 16s de la cepa CW28 de Leuconostoc. 
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3.1.2. Producción de la inulosacarasa de la cepa CW28 de L. citreum 

En el medio de cultivo descrito en la sección de materiales y métodos se creció la 

cepa de L. citreum CW28. En la figura 3.2 se muestra una curva típica de 

crecimiento, donde también se observa que la actividad IS esta asociada al 

crecimiento celular mostrando un valor máximo O. 7 U/mi alrededor de las 5 horas 

de fermentación. Al final de la fermentación la actividad decae resultado de una 

acidificación del medio de cultivo debida a la producción de ácidos orgánicos, 

principalmente de ácido láctico. Es importante mencionar que la IS esta asociada a 

las células y que no se encontró actividad en el sobrenadante de la fermentación. 

Cuando al medio de cuitivo se le agrega como fuente de carbono glucosa en lugar 

de sacarosa, la actividad IS no se detecta por el método utilizado (DNS). Se ha 

reportado que las FTF de microorganismos Gram negativos son constitutivas, 

mientras que las de Gram positivos son por lo general inducidas por la sacarosa 

(su sustrato). Una excepción es la FTF de Actinomyces naeslundii reportada por 

Bergeron y col (2000). 
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Figura 3.2 Curva de crecimiento típica de L. citreum CW28. Producción de IS y cambio en 

el pH del medio de cultivo. 

3.1.3. Síntesis de inulina 

El polímero producido por la IS asociada a las células fue analizado por Resonancia 

Magnética Nuclear (13C-RMN). El espectro corresponde a un polímero de fructosa 

con enlaces 13 2-1 y ramificaciones en 13 2-6, que es la estructura usualmente 

encontrada en la inulina (figura 3.3). 

Seis principales picos de resonancia en 103.6, 81.8, 77.5, 74.9, 62.7 y 61.4 ppm 

fueron encontrados, los cuales son similares a los reportados por Shimamura y col. 

en 1987 para la inulina (tabla 3.1). En el polímero de la cepa CW28, el carbono 

anomérico C2 y los carbonos primarios Cl y C6 son muy cercanos a los 

presentados por la inulina, al igual que los carbonos del anillo C3 y es, solo el C4 

se acerca mas al mostrado por la levana (tabla 3.1). Este resultado genera 

evidencia de que el polímero producido por la cepa CW28 es inulina. Sin embargo, 

para confirmar este resultado el polímero fue digerido con inulinasa una enzima 

comercial de Fluka producida por Aspergil/us niger, que hidroliza específicamente 

los enlaces 13 2-1 presentes en la inulina usando como control levana, la cual no 
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fue digerida, por lo que podemos concluir que, el polímero producido por L. 

citreum.CW28 es lnulina. 

c-s C-6 · 

C-2 C-4 ! 
'C-3 C-1 

a 

Figura 3.3 Espectros de 13C-RMN de fructanas. a) polímero producido por la cepa CW28 

de L. citreum, b) inulina Shimamura 1987 e) levana Shimamura 1987. 
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Tabla 3.1 Desplazamientos químicos del espectro de 13C-RMN de inulina, levana y 

el polímero producido por L. citreum CW28. 

Desplazamientos químicos (ppm) 

átomo de carbono Inulina L. citreum Leva naª 

CW28 

C-1 61.4 60.7 

C-2 103.6 104.2 

C-3 77.5 76.3 

C-4 74.9 75.2 

C-5 81.8 80.3 

C-6 62.7 63.4 

ª Shimamura,1987. 

3.1.4. So/ubilización de la IS 

Inulinaª 

60.9 

103.3 

77.0 

74.3 

81.1 

62.2 

Para extraer la inulosacarasa de las células de L. citreum CW28 y solubilizarla se 

probaron varios protocolos como son: la sonicación de las células, tratamientos 

con lisozima y tratamientos con urea. En el primer caso se pierde por completo la 

actividad IS, ya que posterior al tratamiento no se detectó la actividad IS ni en 

sobrenadante ni en los restos celulares, esto se podría deber a la liberación de las 

proteasas de L. citreum que entonces podrían actuar sobre la enzima. En el I 
segundo caso, después del tratamiento con lisozima, no se detectó tampoco 

actividad ni en el sobrenadante ni en restos celulares, lo que probablemente se 

deba a que al romper las células y liberar el contenido citoplasmático las proteasas 

presentes se liberen actuando sobre la enzima. Para verificar lo anterior se realizó 

una medición de actividad proteolítica en el sobrenadante de este tratamiento 

utilizando el reactivo Hide Powder Azure obteniéndose 187 Utripsina/ml. Una Utripsina 

equivale al cambio de absorbancia producida por lng de tripsina en 16 horas a 
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37ºC y pH 8. El tercer protocolo consistió en un tratamiento con urea 8 M 

(Hamada y col. 1989), que resultó exitoso, ya que a pesar de obtener el mayor 

porcentaje de actividad en los restos celulares (60%) y que el 30% se pierde, 

probablemente debido a que parte de la enzima no se renaturaliza, el 10% de la 

actividad fue recuperada en sobrenadante y fue suficiente para realizar las 

determinaciones posteriores. 

3.1.5. Propiedades de la IS soluble vasociada a células 

Una vez que se obtuvo la enzima en solución se investigaron las condiciones 

óptimas de reacción para las dos formas de la enzima. En la tabla 3.2 se muestra 

una comparación de las características de la IS de L. citreum unida a células y 

solubilizada por medio del tratamiento con urea BM. 

Tabla 3.2 Comparación de las características mostradas de la IS asociada a 

células y de la solubilizada con urea 8M. 

Características Asociada a células En solución 

PH 6.5 6.5 

T óptima (ºC) 45 35 

Kmap (Mm) 66 38 

TESíS CON 
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Reacciones de aceptor No Sí 

Producción de inulina Sí Sí 

El valor de pH óptimo resultó ser de 6.5 tanto para la enzima en solución como 

para la asociada a células. La temperatura óptima para la enzima asociada a 

células fue 10ºC mayor que la óptima encontrada para enzima la libre. Es probable 

que este resultado se deba a que la enzima en solución resultó menos estable que 

la enzima asociada a células. La Kmap de la enzima libre es 38 mM, mientras que 

pa·ra la enzima asociada a células, la Kmap resultó de 66 mM, diferencia 
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probablemente debida a resistencias difusionales que controlan la reacción ya que 

al estar unida a las células, el polímero producido se concentre al rededor de la 

célula-enzima lo que dificulta el acceso de la sacarosa al sitio activo. 

Una propiedad común para las FTFs es la capacidad de transferir el residuo 

fructosilo a ciertas moléculas aceptoras, como lo reporta Ohtsuka y col., 1992. Se 

encontró que la IS de L. citreum al estar en solución tiene una muy baja eficiencia 

para transferir el residuo fructosilo hacia la maltosa y la lactosa. Sin embargo, al 

estar asociada a células es incapaz de realizar esta transferencia ya que, la 

fructosa de la sacarosa es transferida hacia el polímero aunque en el medio de 

reacción se encuentren presentes otras moléculas que podrían actuar como 

aceptaras. Esto puede tener su origen en impedimentos estéricos en la enzima 

asociada a células, debido entre otras causas a la posibilidad de que existan sitios 

potenciales de reconocimiento a aceptores que puedan volverse accesibles solo 

cuando la IS es solubilizada. Sin embargo, en ambos casos la enzima es capaz de 

producir lnulina. 

Si bien las FTFs bacterianas tienen características similares, al realizar una 

comparación entre éstas y la FTF de L. citreum encontramos diferencias 

significativas (Tabla 3.3). Un ejemplo de ello se refiere a la localización de la 

enzima: las FTFs son extracelulares con excepción de las producidas por 

Streptococcus las cuales sólo son extracelulares en presencia de sacarosa. En 

cuanto el peso molecular, el reportado para estas enzimas se encuentra en el 

rango de los 40-80 kDa con excepción de la FTF de 5. salivarius que presenta un 

peso molecular de 140 kDa. Sin embargo, la FTF de L. citreum tiene un peso 

molecular de 165 kDa calculado por SDS-PAGE, el mas grande reportado a la fecha 

para estas enzimas. 

Otra diferencia sobresaliente es la capacidad de síntesis de oligofructósidos (FOS) 

en reacciones de aceptar: como ya se mencionó, la FTF de L. citreum es incapaz 
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de producir FOS a menos que la enzima sea solubilizada, mientras que se trata de 

una propiedad común de las FTFs. 

Observando estas diferencias surgieron algunas preguntas como lCuáles son las 

diferencias estructurales que dan lugar al tamaño tan grande de la IS de L. 

citreum?, lPor qué esta enzima no es capaz de producir FOS en reacciones de 

aceptar? lA que se debe que algunas FfFs produzcan levana y otras inulina?. Para 

tratar de responder a estas preguntas se requiere profundizar en el estudio de la 

relación estructura/función, por lo que se decidió aislar el gen que codifica para 

esta enzima y realiza.r un análisis comparativo con las secuencias FTFs reportadas. 
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Tabla 3.3 Comparación de las propiedades de las FTF producidas por algunas bacterias. 

Microorganismo Localización Masa molecular pH T óptima Kmap Reacciones Referencias 

enzima celular (kDa) óptimo (ºC) (mM) Producción de aceptar 

B. subtilis LS extra celular so 6.5 4S 18 . inducida sí Chambert, 1992 

B. circulans LS extracelular S2 6.5 40 20 sí Perez, 1996 

Acetobacter LS extracelular S8, 6S s.o 11.8± 1.4 constitutiva sí Arrieta, 1996; 

diazotropicus Betancourt, 1999 

Rahnella aquatilis LS extracelular 64 6.0 SS-60 so - - Ohtsuka, 1992 

Zymomonas mobilis LS extra celular 47 5.0 50 122 - - Kyono, 1995 

Erwinia herbico/a LS extra celular - - constitutiva - Cote, 1988 

Pseudomonas. syringae LS Hettwer, 1995; 

pv. phaseolicola extracelular 45 6.2 18 160 constitutiva Hettwer, 1998 

Lactobacillus reuteri IS extracellular" 87 - - - constitutiva - van Hijum, 2002 

S. mutans IS extra celular 74, 80, 87, 90 - - 12±1 constitutiva - Jacques, 1995; 

Shimamura, 1987 

Sato, 1986 

S. salivarius LS extracelular a 140 - - - constitutiva - Jacques, 1993 

Leuconostoc citreum IS asociada a 165 6.5 45 66 inducida no Olivares-Illana, 

CW28 células 2002 

ª Extracelular en presencia de sacarosa. 

- No reportado 
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3.2. Caracterización molecular. 

3.2.1. Librer/as genómicas 

Para la obtención de la secuencia nucleotídica de la inulosacarasa de L. citreum 

(is/), se siguieron varias estrategias. La primera de ellas fue la construcción de 

librerías genómicas de L. citreum. Al realizar las digestiones parciales del DNA 

genómico con Sau3AI que reconoce el sitio de restricción GATC se observó que si 

bien la enzima digiere el DNA de L. mesenteroides B-512, no es capaz de digerir el 

DNA de L. citreum. Se realizaron digestiones con diferentes enzimas, 

encontrándose que ninguna de las que reconocen el sitio GATC fue capaz de 

digerir el DNA de L. citreum, lo que indica la presencia de una posible modificación 

del DNA de la cepa CW28 de L. citreum en este sitio. Es sabido que en una gran 

variedad de microorganismos tanto procariotes como eucariotes, el DNA está 

modificado por metilaciones. En procariotes estas metilaciones están identificadas 

como elementos de sistemas de modificación/restricción y su función es la de 

proteger al DNA del hospedero de digestión por sus mismas enzimas de 

restricción. Las modificaciones más conocidas son: metilación tipo Dam en la A de 

la secuencia GATC; metilación tipo Dcm en la segunda e de las secuencias CCAGG 

y CCTGG. Sau3AI es capaz de digerir aún en secuencias metiladas Dam, por lo que 

la modificación que impide la digestión por esta enzima no es de este tipo. Aunque 

el trabajo no continuó en esta dirección, sería interesante conocer el tipo de 

modificación presente en el DNA de L. citreum. 

Durante la realización de las librerías genómicas, las cuales se realizaron utilizando 

el cósmido pCP13 en E. coli DHSa, el DNA de L. citreum CW28 se digirió con la 

enzima de restricción EccRI y se recuperaron los fragmentos de 9 a 23 kpb a partir 

de geles de agarosa. No se obtuvieron resultados favorables, esto se debió quizás 

al método de selección que se utilizó el cual consistió en crecer las librerías en LB 

adicionado con sacarosa para ver la síntesis de polímero, y un fenotipo de colonias 
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mucoides, pero no se encontró por este método ninguna clona positiva. El gen 

codificante para la enzima es muy grande, aproximadamente 4500 pb, para 

observar actividad por este método de selección se requería que el gen estuviera 

completo y además era necesario clonarlo con su propia región promotora lo que 

implicaba un grado de dificultad mayor. Posteriormente en el laboratorio se 

realizaron experimentos con la dextransacarsas de la cepa B-512 de L. 

mesenteroides, utilizando este mismo método de "screening" comprobándose 

entonces que el fenotipo de colonias mucoides esperadas por la producción de 

polímero por la presencia de sacarosa en el medio no es claro por lo que se 

descartó esta estrategia. 

3.2.2. Purificación de la proteína v secuenciación de dos péptidos. 

Con el fin de aislar el gen a través del diseño de oligonucleótidos basados en 

regiones conocidas de la proteína, se purificó la IS mediante electroforesis en gel 

de acrilamida. Una parte de este gel se tiñó con azul de coomassie y la otra se 

trató con tween 80 y sacarosa 5% para observar actividad in sítu y así asegurarnos 

que la enzima teñida con Coomassie era la misma que presentaba la actividad 

productora de polímero (figura 3.4). 

Esta banda de proteína se cortó y se mandaron secuenciar dos péptidos a partir de 

fragmentos obtenidos por hidrólisis con una endoproteasa. 
1 2 3 

200 

.-115 

.-97.4 

.-e.e., 

Figura 3.4 Purificación de la IS de L. citreum por PAGE-SDS. Carril l. Células completas 

donde se observa una banda de producción de polímero. Carril 2. Células completas 

teñidas con azul de coomassie. Carril 3. Marcadores de peso molecular. 
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Los péptidos secuenciados fueron comparados con la base de datos BLASTp, el 

primero de 13aa (MDVWDSWALQDKS), mostró identidad con el inicio de diferentes 

genes de levansacarasas mientras que el segundo, de 15 aa (TAPYGEAGAQFVDYV) 

es idéntico con el carboxilo terminal de la alternansacarasa de L. mesenteroides 

NRRL B-1355 (Argüello-Morales, 2000b). 

3.2.3. Aislamiento del gen is/ 

A partir de la secuencia de estos péptidos se diseñaron dos oligonucleótidos 

degenerados tomando en cuenta el uso de codones de L. citreum: el 2815 y 2915 

respectivamente (Tabla 2.3) con los que se amplificó una banda de 

aproximadamente 3000 pb (Figura 3.5A). 

Al obtener la secuencia nucleotídica de este fragmento se encontró que la región 

e-terminal es 80% idéntica al gen de la A5R en la región del carboxilo terminal del 

gen codificante para esta enzima. Debido a esta gran similitud se decidió diseñar 

los oligonucleótidos 86815 a partir del final del gen de la alternansacarasa y el 

53915 (Tabla 2.3), con los que se amplificó un fragmento de 450 pb (Figura 3.58) 

donde se encuentra el extremo 3 ·del gen is!. Al mismo tiempo se realizó una PCR 

utilizando los oligonucleótidos 2815 y 868I5 con los que se amplificó un fragmento 

de aproximadamente 3445 pb. Lo anterior se realizó para comprobar que 

efectivamente este fragmento de 445 pb corresponde al gen de la IS. Es 

importante hacer notar que en el oligonucleótido 868I5 se introdujo el codón de 

término de acuerdo a la secuencia de la A5R, asumiendo, de acuerdo a la alta 

identidad que en esta región presenta la IS con la ASR, que corresponde al codón 

de término en la IS. 

Para obtener la secuencia 5 ·de este gen se decidió realizar una PCR inversa, por lo 

que se diseñó la sonda 350IS (Figura 3.5) utilizando los oligonucleótidos 28IS y 
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96315 (Tabla 2.3), se digirió el DNA genómico de L. citreum con las enzimas 

Hi!XiIII y Ecc:P..V, que de acuerdo a un mapa de restricción realizado al fragmento 

ya conocido lo cortan. 

HinaJ.II 

1 
HinaJ.II 5063 

1 
1 

A 2815 e=> PCR 
P96315 <:==i 2915 

Sonda 350l.S B 5391s e=> PCR - <:==i8681S 

e PCR Inversa e=> 421r1s 

128rlS <:==i 

D 11plS e=> PCR 
P8681S 

Figura 3.5 Estrategia usada para el aislamiento del gen isla partir del DNA genómico de 

L. citreum 

Como se observa en la figura 3.6. En el caso de la digestión total con Ecc:P..V, una 

banda de 8 kpb hibridizó con la sonda utilizada, para Hin::IIII se esperaba un 

fragmento de 150 pb otro de 1480 pb y uno mas de tamaño desconocido que sería 

el de interés. El tamaño de este fragmento resultó de 1600 pb aproximadamente, 

en el que se ubica la secuencia faltante para completar el gen y muy 

probablemente la región reguladora del mismo. Se decidió utilizar la digestión total 

Hi!Xilll ya que el tamaño del fragmento deseado es menor y por lo tanto mas fácil 

de manejar. ---·-·- .. --· ---
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1 2 3 

.. 4_;::---t---8kb 

4~r-----i----1650kb 
•'.:: ... 1480kb 

~-..;:1---
~ ~·- 350kb 

.• ~ ........ ~l-----'~---150kb 

Figura 3.6. Análisis de Southern blott realizado con fragmentos de DNA genómico de la 

cepa CW28 de Leuconostoc citreum digerido con: 1) Hirxllll; 2) EcdlV. La hibridación se 

realizó utilizando la sonda 35015 mostrada en el carril 3. 

Se realizó una ligación de los fragmentos obtenidos a partir de la digestión total 

Hin:llll y ésta se uso como templado para la reacción de PCR inversa con los oligos 

128rIS y 42rIS (Tabla 3.3.). La reacción amplificó un fragmento del tamaño 

esperado (1600 pb) como se observa en la figura 3.5C. Posteriormente se diseño 

el oligonucleótido 11pIS (Tabla 3.3) y junto con el 86815 se amplificó un producto 

de PCR de 5007 pb que incluye el gen completo y su región promotora (Figura 

3.5D). Este fragmento se clonó en el vector pCR-4TOPO dando origen al plásmido 

pCRIS. A partir del pCRIS se secuenció una hebra del fragmento de 5063 pb. 

3.2. 4. Localización del qen is! en el genoma de L. citreum 

Con el fin de determinar si el gen de la IS se encuentra localizado en plásmidos o 

en cromosoma, se purificó DNA genómico de L. citreum y por otro lado se realizó 

un aislamiento de plásmidos confirmando que la cepa CW28 posee DNA 

extracromosomal. Para ubicar el gen is/ dentro del genoma de L. citreum se realizó 

el análisis de Southern blot mostrado en la figura 3.7 donde se observa que la 

sonda 35015 no híbrida con los plásmidos, lo que sugiere que el gen is/ se 

encuentra en el cromosoma, aunque no se puede descartar la posible existencia de 

megaplásmidos en esta bacteria y la presencia del gen is/ en estos cuerpos 

extracromosomales. --------
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-

Figura 3.7 Análisis de Southern blot en el que se muestra que la sonda hibrida con el 

DNA genómico de la cepa CW28 de Leuconostoc citreum. 1) DNA genómico; 2)DNA 

plasmídico; 3) sonda 35015. 

3.2.5. Análisis de la secuencia nuc!eotídica 

La secuencia nucleotídica del gen is/ contiene 37.25% de G+C lo que es 

consistente con el valor reportado por Kim y col (2000) para el género 

Leuconostoc.. El análisis de la secuencia muestra un marco abierto de lectura de 

4473 pb, comenzando en el nucleótido 591. Se encontró una secuencia consenso 

del sitio de unión a ribosoma (RBS) AGGGAG 8 pb arriba del codon de inicio ATG. 

Esta secuencia de unión a ribosoma se encontró también a la misma distancia del 

ATG en la alternansacarasa de L. mesenteroides NRRL B-1355. 

Según lo predicho por el programa Neura/ Network Promoter Perdiction, una 

región promotora putativa puede ser identificada 34 pb arriba del codon de inicio, 

con las secuencia -10 TATAGT y -35 TTGTAAC las cuales están a 19 nucleótidos 

de distancia entre ellas. La secuencia del gen is! así como de la proteína se 

presentan a continuación: 
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TTGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTGAATTTAGCGGCCGCGAATTC W 

G c c c T T. G c T A T G G c G T c A T G c A G G A A c c A c J T TA T C. A G G T T A T G c A G G c c 100 
11plS 

G T A c G T TT A c c ATA T A A T TT·AA A TA c c .T .A T c A A A TC A c. A G G T G c A G T A G c 150 

T G c c c T T A'. G T G A T c A A e T T TA T c TG i: A A T c A G TT G TT G c T.A A G G T G A A G T 200 

e T G A A e Gú.A A.A A AT T rí:l AA c A ALrrhLG AcAA·A:cÁcGAGTTTAA G T·AT 250 

TA T c A AT c. A.C.AA A c CA ~e c TlCT~· •. T.~G~'T /i A:A G'rr'GG ~.G;iT·G\·~·~A\ c G 300 
.«; 

T G T T G GTirA G G c TC i~~ c"T G'T e~~~. G'·~-A'.·~'.~ ~ TA.TCA AA T T A.1Ú0 G A ce.:~"~¿~ ¡\;A 350 
- ·~· 

ATG CCGAATGGA:Trccrc~TTG,c'A~T.TAGGAACTG TGTCT GATAAT.GAGGG_G LIOO 

A T G c A G e G e Ar T l T ~ T ~i A;G ~ ·Á;c T A A A A T e A A A G A A T G c T A G A ;A A A l T T A q 50 

e 1 A G e 1 r 1 r 1 r .Á i. c G r Te A 'r A r 1 A e A A 1 A 1 r G 1 1 r A 1 G c r A 1 A c A A A c G 1 500 
-35 

T G A Ge AT T T TA T G T TA AT A T T T TA [ir~~}HL A TA e T G A c A T T A c c ATA G 
-10 . 

550 

~M~':r:"~"GH~A A T A T G c G c T T T A T A c A T A A T t G G G A G AIA T A T e A f~1~~--1A A G c A A c 
.,., •• ~ K O 

RBS L__ 

600 

A A G A A A G c A T G G e T e G A A A A A A A c T A T A e A A A G e A G G T A A A A T T T G G G T A 650 
O ES MAR K K L Y KA G K 1 W V 

G e A G e G G e A A c T G T T T c T G c A G T A A T e G G G G T A T c T G c A A T T A e A A A e G T 700 
A A A T V S A V 1 G V S A 1 T N V 

TAGTGCGGACGTGAATCAACCACTTTTAGCGCAAGAAAATTTTAGTGGTA 7W 

S _ ~ +~-.. -~;~~~a ~-;;-:~~-p -~--L ___ A __ . O E N F S G 

A T A A A A c G G A A c e G G T T e e T G A T A A A A G T A A T A A G A A T G A A T c A G T c A A A 800 
N K TE P V PO K S N K NE S V K 

G A T T e G A A A G T A G e A A e A A G T G A T G A A T T A G c A A A A G A T T e G A A A G T A G e 850 
D S KV A T S DEL A K D S KV A 

A A e A A G T G A T G A A T T A G e A A A A G A T T e G A A A G T A G e A A e A A G T G A T G A A T 900 
T S DEL A K D S KV A T S DE 

T A G e A A A A G A T T e G A A A G T A G e A A e A A G T G A T G A A T T A G T A A A A G A T T e G 950 
LA K D S KV A T S DEL V K D S 

A A A G T A G e A A e A A G T G A T G A A T T A G c A A A A G A T T e G A A A G T A G e A A e A A G 1 000 
KV A T S DEL A K D S KV A T S 
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T G A T G A A T T A G e A A A ,A G A T T e G A A A G T A G e A A e A A G T G A T G A A T T A G e A A 1050 
D E L A K D S K V A· T S D E L A 

A A G A T Te G A A A G TA Ge A A e A A G T G A T G A ATTA Ge A A A A G A T Te G A A A G TA 1100 
D S KV A T S DEL A K D S KV 

G e A A e A A G T G A T G A A T T G G e A A A A G A T T. e G A A G G e A e e G A e A A A T G A T G T 1150 
A T S DEL A K D S KA P T N D V 

A T e A G T G A G A G e G G A G A A A A A A T e T T e A T T A A T T G A e T e A e e A G A G T T A A 1200 
S V RAE K K SS L 1 D S PE L 

A e G T e A A A A T G T e G G A A A T G A e T A G T G T G e e A A A T e T T A T A T e T G A e G A A 1250 
N V KM SE M T S V P N L 1 S DE 

A A T T e T A A A A A T T T A G T e A A T T e T A A T G A A e T A A T A A A e G G A T T A T e A A A 1300 
NS K N LV NS NE L 1 N G L S K 

A A G A T e T T T A G A A A T A G e T e A T e A A G e T G G A A T A G A T G T T T e T A G G T T A A 1350 
R S LE 1 AH O A G 1 D V SR L 

A T G A e A T A e A A A A A G e A G e T T T A A A T A A A A T A A A A T T A G T e A A T G A A G A T 11100 
N D 1 O KA AL N K 1 K LV NE D 

-----------------------

G G G A A T A A G T A T G T A e T A G A T A A T A e A G G T T e T G A T T A e A e T A A A A A T A e 11150 
G N K Y V LO N T G S D Y T K N 

--------- ---------··· ------

e A T A T T G A T A A A A A T A A T e e T G A T G A T A e A A e T A A A A e A A e A e A e A T T A 1500 
1 D K N N P D D T T K T H 

e A T T T G e e A A T T T A G A T G 'A T G C· T A T T A A G e T A G e G e A A A A A e e A G A e e e A 1550 
T FA N L D DA 1 K LA O K P D P 

A A A A e T A e T A T T e e T G T A T T e A A T G e T T e T e A A A T T A A e A A T T T G e e T G e 1600 
T 1 P V F NAS O 1 N N L P A 

A T e G A T A T T T A A A G A T G e A e A A A e T A A e A A A G T T G A A A A G A T G G A T G T T T 1650 
S 1 F K DA O T N KV E M D V 

G G G A T A G T G G G e G T T A e A G G A T T e A A A G A e A G G T G A A G T A T A e A A T T A T 1700 
'.'/ D S W A L O D S K T G E V Y N Y 

e A T G G A A A G e A A G T G G T e T T T G e T T T A A T G G G A G e A e e T T T A G T A e A A G G 1750 
11 G K O V V FA L M GAP LV O G 

T G A T A e T e A e A T A T A T A T G T T A T A T A A T A A T T A T A A T A A T G e A A A G e T T G 1800 
D H 1 M L Y N N N NA L 
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A e G G A T G G G T T A A T G e T G G T e e T G T G T T T G G T T A T A A T G e A A A A e e e G A G 1850 
O G W V NA G P V F G Y NA K PE 

A G T e A A G A A T G G T e A G G A T e A Ge A G T e G T TA A e A G T G A T G A e A G TATA e A 1900 
SO E W S G S A V V NS O OS 1 O 

A T T A T T T T A T A e T A G G G T A G e A G A T G A T T G G A A G e A A G e T T T G G e e A e T G 1950 
L F Y T R V A O O W K O AL A T 

T e A A e A T A A A A A T e A e T A A e T e T G A A A A T T e A e T T G G A A T T e A A A G T T T G 2000 
V N 1 K 1 T NS EN S L G JOS L 

e A A A A T G A T e A T A T T T T A T T T G A A G G G G A T G G T T A T T T T T A T T e T e G A A A 2050 
O NO H 1 L FE G O G Y F Y SR K 

- ---------- ------------- ---------------------------------

A G A Te A G T TA A A Ge e Te A A Ge e GATA T G T T TA e ATTA A G G G A Te e A A A A T 2100 
O O L K PO A O M F T L RO P K 

T A A T A G A A e T T G A T G A T G G T G A G A G A T A T e T T A e G T T T G A A G e A A A T A e T 2150 
l 1 El D D GE R Y l T FE A N T 

G G A A T A T A T G A T G A A G e A A G T G A e e A A e A A A e T G T e A A T T T A A A T A A T T A 2200 
G 1 Y O E AS O O O T V N L N N Y 

e G G T G G T G G A T T A A e G T A T G A T G T A G e e A G A A T G T T G G G A G T T G T A A A T A 2250 
G G G L T Y O V AR M L G V V N 

---------- --- ---------------------- --- ------------------------

A T T e A A A e A G A G e G e T A T A e T e A T e A A e A G e G A A T G G T G e G A T T G G A T T A 2300 
NS N R Al Y SS TANGA 1 G l 

e T A A A G T T A A A G G G A G A T T A T T T T A A T e e G A T T T T A G A e A G G e T A T A T A A 2350 
L K l K G O Y F N P 1 l O R L Y K 

A e e G T T A A T e A e A G e A G T A G G G G T T A e T G A T G A G A T T G A A e G T G e A A A T A 2Lj00 
P l 1 TA V G V TO E 1 ERAN 

T G T G e e A T T A A T G G T A A A T A e T A T T T G T T T A e T G A e T e T e G T T T T A A T 2Lj50 
V P F N G K Y Y L F TOS R F N 

A G A A G T G e A G e T G A T A A T T e T e e A A T G A G e A T G G e T e e T G A T G G A G e T A T 2500 
R S A AD NS P M S M A PO G A M 

G A T G A T G G G A T T T G T e T e A G A T e T T T A T T T G G A G A T T A T A A G e e A T T A A 2550 
11 M G F V SOS L F G D K p L 
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A T G G G A A T G G e A T T G T T T T G G T G A e e A A T A A T T e A T T T A e G T e A A G A A e A 2600 
N G N G 1 V LV T N NS F T SR T 

A A e A e e T A T T e A T G G T A T A e T G T T e e T G T A A A A G G A e G T e e A G A T T T G A T 2650 
N T Y S W Y T V P V K GR PO L M 

G T T A G T A A e T T e A T A T A T G A e A A A T A G A G G T T T A G e G T e A G G A A e A G A e e 2700 
LV T S Y M T N R GLAS G TO 

A A T A e T e A A e G T T T G e T e e G T e A T T T e T A e T G A A A A T T G A T G G e G A e e A G 2750 
O Y S T FA P S F L L K 1 O G O O 

-----------
38415 

A e e e A T G T A e T T A A e A e A G T T A e T G A G e A A G G e G A T T ~ G G T T T G G G G A G A 2800 
T H V L N T V T E O G O W V W G O 

---------------------·-------------------

T G A T G A T e A e T e T A T A G T T G A G T T A T T A G e A T T G A A T A e T G A G G A T G e T T 2850 
O OH S 1 V ELLA L N TE O A 

A T T T A A e T A A T A A T e A A A A G A A T A T e A A e T A T T e T e e A G A e T G G A G T A A T 2900 
Y L T N NO K N 1 N Y S PO W S N 

A T T G A T G G A T A T G G e T A T e e T A T e G T A A e A A A T A T T A A A G A T G T T G A T T T 2950 
O G Y G Y P V T N K O V O L 

·--·-----------

G A e G T T T T A T A T T A G T G G T A T A T T G T e e e e e G A T A G T e T G T T T A A A A A e G 3000 
T F Y 1 S G 1 L S POS L F K N 

e e e e T G G T A G A e A T e A A G G A G e T e G A A T T A T T G G T T e A A e G T e T e A A T A T 3050 
A P GR HOGAR 1 1 G S T SO Y 

A A T A e T G A A A A A G Te Te A Ge TA Te A A A G A ATA TA e A G A T G A T T TA A A e A e 3100 
N T E K V S A 1 K E Y T O O L N T 

T A T A T G G T A T T T A G T T A A e e T A G e A G G A A A e A A T T T T T G G A T T A A A G G T T 3 1 50 
1 W Y LV N LAG N N F W 1 K G 

e G T e A T T A G T T A e A G T A e e e A T G A e A G A T T e T A e T T T T A G A A A T G e e T A e 3200 
SS LV T V P M TOS T F R NA Y 

A T T G T T A A G G A T A G e G A e A T G T A T e T A G A T G e T e e T e A A G G G G A A A e T A A 3250 
1 V K O S O M Y L O A P O G E N 

T G e T A A A T A e T A e e A G T e T T e A A A T A G T T A T A A T G A T G e T T A T G T A A T T G 3300 
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T T G G T G G A G A A T A T A A A G A T G e A e A T G G T A T A A e T T G G A A. T T T G A T A A A A 3350 
V G GE Y K DA H G 1 T W N L 1 K 

38515 ... 
T T G A A T G A e A A A A T A T T A T G G A T T A A T A A A A A T T e A e T T G e e A T T A G e T T 3LIOO 

L N D K 1 L W 1 N K NS LA 1 S F 

T T e A e G e G A T T T A A A T G e T A A A G e T T T T G T A A A T G e A A e G A G T e G A A A T G 3Ll50 
SR D L NA KA F V NA T SR N 

A T G G G T T G T T T T T A A A T G e e e e T T A e e G A e A A G T e G G G T e T G A G T T A G T e 3500 
D G L F L NA P Y RO V G SEL V 

G G A T T T A e A A A A A A A T A T A A T G G A e A A A T A G T A G e T A T e G A T A A A e A G T T 3550 
G F T .K K Y N G O 1 V A 1 D K O F 

T T T T G A T G A T A A A G G A A T T A T T T G G A G T e A A G T G A T A A T A G A e G G T e A A A 3600 
F D D K G 1 W SO V 1 1 D G O 

A A T T T T G G G T A G A T A A T e G A G G A e T A A A T e A A G T T e A A A e A e A A G A T G T G 3650 
K F W VD N R G L NO VOTO D V 

A A e A A A A A G T T G T A T G T G A A T A G T G e A A G T e A A T e A G A T G G e T T A T T T e T 3700 
N K K L Y V N S A S O. S D G L F L 

A A A T G e A e e A T A T e G T G G G A T A A A T G e A A A A e T G G T A G e A A T G G e e A A A A 3750 
N A p y R G N A K L V A M A K 

.. ·-· -·-----. --------·-·- ... -·--------·---·---·-·-·-----------

e e T A T A A T G G T A G A T A T G T T A A T G T e e T e A A A e A A G G A A A A G A e G e A T A e 3800 
T Y N GR Y V N V L K O G K DA Y 

A A T G T T A A T T G G A G e e T T A T A G A A T T G G A T G G T e A G T e e e T G T G G A T T G A 3850 
N V N W S L 1 EL D G OS L W 1 D 

T A G T e A G G e A T T G A A T A e e A A T T T e A e A e A T G A e A T G A A T e A A A A A G T e T 3900 
SO AL N T N F T H D M NO KV 

T T G T e A A T A e A A e T A G T A A T e T T G A T G G G T T A T T e T T A A A T G e G e ·e A T A e 3950 
F V N T T S N L D G L F L NA P Y 

e G T e A A e e A G G T T A T A A G T T A G e e G G T T T G G e T A A A A A T T A e A A e A A e e A LIOOO 
RO P G Y K LAG LA K N Y N NO 
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A A e G G T T A e e G T T A G T e A A e A G T A e T T T G A T G A T e A A G G e A e G G G e T G G A l!OSO 
T V T V s a a y F D Da G T G w 

G T G A G G T T G T Te T T G G G G G Te A G A e G G T e T G G G T T G A T A A e e A T Ge A T T G ll100 
SE V V L G G O T V W V O N HA L 

G e A e A G A T G e A A G T e A G T G A T A e A A G e e A A e A G e T e T A T G T G A A T A G e A A q 1 50 
A a M a V so T s a a L y V Ns N 

T G G T e G T A A T G A T G G G T T A T T e T T G A A T G e G e e A T A T e G T G G T e A A G G G T ll200 
GR NO G L F L NA P Y R G O G 

e A e A A e T e A T A G G e A T G A e G G e A G A T T A T A A T G G G e A A e A T G T A e A A G T G ll250 
s a L 1 .G M T A o y N G a H V a V 

--~----· ---------------------------------------

A e e A A G e A A G G G e A A G A T G e e T A e G G T G e A e A A T G G e G T e T T A T T A e G e T ll300 
T Ka G a o A y G A a w R L 1 T L 

A A A T A A T e A A e A G G T e T G G G T T G A T A G T e G e G e T T T G A G e A e A A e A A T e A ll350 
N Na a V w VD s R AL s T T 1 

T G e A A G e e A T G A A T G A T G A T A T G T A T G T G A A T A G e A A e e A A e G G A e A G A T llLIOO 
M a A M No o M y V Ns Na R To 

G G T T T G T G G T T A A A e G e A e e T T A T A e G A T G A G T G G G G e T A A A T G G G e T G G llll50 
G L W L NA P Y T M S G A K W A G 

T G A T A e G e G T T T G G e T A A T G G G e G e T A T G T e e A T A T T T e A A A A G e T T A T T l!SOO 
O T R LA N GR Y V H 1 S KA Y 

e A A A e G A A G T e G G e A A e A e A T A T T A e T T G A e G A A T T T G A A T G G T e A A A G e ll550 
S NE V G N T Y Y L T N L N G OS 

A e A T G G A T T G A e A A G e G G G e A T T T A e T G e G A e e T T T G A T e A G G T G G T G G e ll600 
T W 1 O K R AFTA T FO O V V A 

A T T A A A T G e A A e G A T T G T G G e A e G e e A A e G A e e A G A T G G G A T G T T T A A G A ll650 
L NA T 1 V AR O R PO G M F K 

e A G e A e e e A T A T G G G A A G e G G G G G e G e A G T T T G T e G A T T A T G T G A e A A A e ll700 
TA P 1 W E A G A O F V O Y V T N 
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T A T A A e e A G e A A A e e G T G e e A G T A A e A A A G e A A e A T T e A G A T G e T e A G G G Ll750 
Y NO O T V P V T K OH S DA O G 

T A A T e A A T G G T A e T T A G e G A e A G T G A A T G G G A e A e A A T A e T G G A T T G A T e LIBOO 
NO W Y LA T V N G TO Y W J D 

A A e G G T e A T T T T e A e e A G T A G T A A e G A A G G T G G T T G A T T A T e A A G e T A A G Ll850 
O R S F S P V V T KV VD Y O A K 

A T T G T G e e A e G G A e A A e A e G T G A T G G T G T G T T T A G T G G e G e A e e e T A T G G Ll900 
1 V P R T T R D G V F S GAP Y G 

G G A A G T G A A T G e T A A G e T A G T T A A e A T G G e A A e T G e G T A T e A A A A T e A A G Ll950 
E V NA K LV N MATA Y O NO 

T T G T e e A T G e G A e A G G A G A A T A T A e G A A T G e T T e A G G G A T e A e A T G G A G T 5000 
V V HA T GE Y T NAS G 1 T W S 

e A G T T e G e G T T A A G e G G G e A A G A A G A e A A G e T A T G G A T T G A T A A G e G T G e 5050 
O FA L S G O E D K L W 1 D K R A 

T T T G e A A G e T T A A 5063 
L O A 

3.2. 6. Análisis de la secuencia de aminoácidos 

TESlS CON 
FALLA DE omGEN 

La inulosacarasa de L. citreum CW28 ·consiste de una secuencia de 1490 

aminoácidos con un punto isoeléctrico de 5.09 y un peso molecular deducido de 

165,137 Da, el mas alto reportado a la fecha para las FTFs. El análisis de la 

secuencia revela una alta identidad con las fructosiltransferasas de diferentes 

microorganismos en la región comprendida entre los aminoácidos 209 y 700 

(figura 3.8). La región amino, que comprende de los amino ácido 1 al 138, al igual 

que la región carboxilo que va del aminoácido 940 al 1490 son homólogas a la 

alternansacarasa de L. mesenteroides NRRL B-1355 (Argüello-Morales, 2000b). De 

esta manera, se concluye que la estructura primaria de la IS de L. citreum esta 
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dividida en tres dominios (Figura 3.8): un dominio catalítico que abarca la 

secuencia completa de algunas FfF, y dos dominios homólogos a los dominios 

variable y de unión a polímero de la ASR, lo que da respuesta a una de las 

preguntas formuladas durante la caracterización bioquímica con respecto al 

elevado peso molecular de esta enzima. 

péptido Dominio 
señal variable Dominio catalítico Dominio e-terminal 

I~ 1111 1111 1111 1111 1111 1111 1111 
1 39 209 734 

Figura 3.8 Estructura primaria de la IS de L. citreum 0/1128. 

3.2.6.1. El péptido señal 

El análisis de la secuencia deducida de aminoácidos revela la presencia de un 

péptido señal típico de bacterias Gram positivas, se compone de tres dominios: 

una región con residuos cargados positivamente seguida de una región hidrofóbica 

y una región polar. Un sitio de división que sigue del amino ácido 39 fue predicho 

utilizando el programa diseñado por Nielsen y col. en 1997. Para confirmar este 

sitio de división se determinó la secuencia del N-terminal de la proteína madura 

después de una purificación mediante electroforesis en gel de acrilamida. Los 

primeros 10 aminoácidos de la proteína madura fueron identificados resultando la 

secuencia DVNQPLLAQK; con excepción del 10º residuo la secuencia es idéntica a 

la deducida para el sitio de corte predicho (Figura 3.9). 
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Sitio de corte 

1 
MKQQESMARKKL YKAGKIWV AAAlVSAVIGVSAITNVSA 

Proteína madura 

Residuos+ Región hidrofóbica Región 
polar 

Figura 3.9 Organización del péptido señal de la inulosacarasa de L. citreum CW28. 

3.2.6.2. Dominio catalítico 

Mediante alineamientos de la secuencia obtenida con la base de datos Blast se 

encontró similitud entre la región del dominio catalítico de la IS y las 

levansacarasas bacterianas. Como se esperaba, la similitud fue mayor con las 

enzimas de géneros Gram positivos, como la LS de Bacil/us subtilis (02730; 39% 

identidad y 56% positivas en 433 aminoácidos), la FrF de S. salivarius (Q55242; 

36% identidad y 52% positivas en 714 aminoácidos) y la FTF de S. mutans 

(Pll 701; 31 % identidad y 45% positivas en 784 aminoácidos). Menores 

porcentajes de identidad fueron encontrados con enzimas de bacterias Gram 

negativas como la LS de Ewinia amy/ovora (Q46656; 28% identidad y 44% 

positivas en 438 aminoácidos) y la LS de Rahnel/a aquatilis (054435; 28% 

identidad y 43% positivas en 435 aminoácidos). Se encontró un motivo de 441 

aminoácidos que es identificado con la familia 68 de las glicosilhidrolasas, que 

incluyen levansacarasas e invertasas en la región que comprende del aminoácido 

293 al 734 (pfam02435; http//pfam.wustl.edu/). 

Alineamientos con FTF bacterianas muestran 8 cajas de identidad de secuencias 

conservadas (Pons y col., 2000). En la figura 3.10 se observan las cajas marcadas 
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con los números 2 y 3 que están incluidas en la región conservada llamada ··caja 

de sacarosa·· que consiste de 20 aminoácidos (Sato y Kuramitsu 1988). En la caja 

4 se encuentra el motivo RDP, el que en Acetobacter diazotrophicus (Batista y col, 

1999) y S. sa/ivarius (Song and Jacques, 1999) se encontró que está involucrado 

en la unión e hidrólisis de la sacarosa y está presente, además de en las FfFs de 

bacterias, en las FrFs de plantas y hongos. 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

s.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S. salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreurnIS 

DLKVSEN--SAANANLSKLNGRIKSIVEEN------------------------------ 201 

SAAKNDDQQSSKKNTTAKLNKDAENVVKK------------------------------- 189 

G-----------------LTEQARKIATE------------------------------- 165 

ATSDELAKDSKAPTNDVSVRAEKKSSLIDSPELNVKMSEMTSVPNLISDENSKNLVNSNE 230 

--------------MTSDQIVALTEEEIKALNKVDFS----------------------- 224 

---------------AGIDPNSLTDDQIKALNKMNFS----------------------- 211 

---------------AGINLSSLTQKQVEALNKVKLT----------------------- 187 

LINGLSKRSLEIAllQAGIDVSRLNDIQKAALNKIKLVNEDGNKYVLDNTGSDYTKNTIID 290 

:. : •.:: ****:.: 

--DDAIKGTGTSLTYRNLKDIVASFLKQDSKLAVPYFKADTIINMPAFNTVDAQTMKKEE 282 

--KAAKS--GTQMTYNDFQKIADTLIKQDGRYTVPFFKASEIKNMPAATTKDAQTNTIEP 267 

--SDAQT--GHQMTYQEFDKIAQTLIAQDERYAIPYFNAKAIKNMKAATTRDAQTGQIAD 243 

KNNPDDTTKTTHITFANLDDAIKLAQKPDPKTTIPVFNASQINNLPASIFKDAQTNKVEK 350 

: *: : : .. •:::••:•.••:• 
1 

IDVWDSWPVQDAKSGVVSNWNGYQLVISMAGAPNKN-SNHIYLLYRKYGDNDFTHWKNAG 341 

LDVWDSWPVQDVRTGQVANWNGYQLVIAMMGIPNQN-DNHIYLLYNKYGDNELSHWKNVG 326 

LDVWDSWPVQDAKTGEVINWNGYQLVVAMMGIPNTN-DNHIYLLYNKYGDNNFDHWKNAG 302 

MDVWDSWALQDSKTGEVYNYHGKQVVFALMGAPLVQGDTHIYMLYNNYNNAKLDGWVNAG 410 

.••••••.••..• * •..••.•.. ***:**.:*.: .: • •.• . . . 
2 3 

PIFGYNALEDDQQWSGSATVNSDGSIQLYYTKNDTSGGKLNWQQLASATLNLAVENDEVV 401 

PIFGYNSTAVSQEWSGSAVLNSONSIQLFYTRVDTSDNNTNHQKIASATLYLTDNNGNVS 386 

SIFGYNETPLTQEWSGSATVNEDGSLQLFYTKVDTSDKNSNNQRLATATVNLGFDDQDVR 362 

PVFGYtll\KPESQEWSGSAVVNSDDSIQLFYTRVADDWK- - - -QALATVNIKITNSENSLG 466 . : .. : .. : : . : . : 
4 

IKSVENDllILFGG- -DNYllYQSYPKFMSTfDDDIHlllDGNPDRTDNYCLRDPHIIED-NGS 4 56 

LAQVANDHIVFEG--DGYYYQTYOQWKl\TNKG----------1\DNillMRDAHVIEDDNGD 434 

ILSVENOKVLTPEGVMAYHYQSYQQWRSTFTG- - - - - - - - - -ADNillMRDPHVIEDENGD 412 

IQSLQNDHILFEG--DGYFYSRKDQLKP-------------QADMFTLRDPKLIELDDGE 511 
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s.salFTF 

Lb.reutrs 

s.mutFTF 

L.citreumIS 

s. salFTF 

Lb.reutIS 

s.mutFTF 

L.citreumIS 

s. salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

s.mutFTF 

L.citreumIS 

S.salFTF 

Lb.reutIS 

S.mutFTF 

L.citreumIS 

5 

RYL¡fJliSNTGDENYQGEKQIYKWSNYGGDDAFNLKSFLNIVNNKHLYNLASWANGSIGIL 516 

RYLVf)!:ASTGLENYQGEDQIYNWLNYGGDDAFNIKSLFRILSNDDIKSRATWANAAIGIL 494 

RYLVfÉASTGTENYQGEDQIYNFTNYGGSSAYNVKSLFRFLDDQDMYNRASWANAAIGIL 472 

RYLif,ÉANTGIYDEASDQQTVNLNNYGGGLTYDVARMLGVVNNSNRALYSSTANGAIGLL 571 

••• ••: ·** . : . * ..... : : : : :: . : .: .. :: ••.:••:* 
7 

KLDDNEKNPSVAELYT~~VTSHMVTDEVERPSVVKMGG~Xt.tiE:TASRINKSTDAEGTVAA 576 

KLNKDEKNPKVAELYS~~ISAPMVSDEIERPNVVKLGNKX~LFAATRLNRGSNDDAWMNA 554 

KLKGDKKTPEVDQFYT?PLSSTMVSDELERPNVVKLGD~YYLFTASRLNHGSNNDAWNKA 532 

KLKGDYFNPILDRLYK?.~ITAVGVTDEIERANIVPFNGKYYLFTDSRFNRSAAD---NSP 626 

. : * : . : * .•• : : : *:**:•• •• :• . ··*****: : *: *: . : 

6 

REAVGDDVVMLGFVSDSLRGKYRPLNGSGVVLTASVPADWRTSTYSYYAVPVEGSSDTLL 636 

NYAVGDNVAMVGYVADSLTGSYKPLNDSGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVAGKDDQVL 614 

NEVVGDNVVMLGYVSDQLTNGYKPLNNSGVVLTASVPADWRTATYSYYAVPVAGSSDTLL 592 

MSMAPDGAMMMGFVSDSLFGDYKPLNGNGIVLVTNNSFTSRTNTYSWYTVPVKGRPDLML 666 

*:***· .•:••.: .. •••·•·••• • * :* 

VTSYMTNRGGIAGAENKSTWAPSFLIKMNADDTTEVLPKMTNQGDWIWDKSSESLVHVGD 696 

VTSYMTNRNGVAGKGMDSTWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENLDMIGD 674 

MTAYMTNRNEVAGKGKNSTWAPSFLIQVLPDGTTKVLAEMTQQGDWIWDEPSRTTDTVGT 652 

VTSYMTNRGLASGTDQYSTFAPSFLLKIDGD-QTHVLNTVTEQGDWVWGDDDHSIVELLA 747 

:*:***** : . **:*****::: :*:****:* ••.•. 

Q--NSAKLPNEDFNV---DYYAVSG-YGLKPHTYPTVDGSTGVSE---AHGVLTVTVKDG 749 

L--DSAALPGERDKP---VDWDLIG-YGLKPHDPATPN---------------------- 706 

L--DTAYLPGENDGY---IDWNVIGGYGLKPHTPGQYQ---------------------- 665 

LNTEDAYLTNNQKNINYSPDWSNIDGYGYPIVTNIKDVDLTFYISGILSPDSLFKNAPGR 607 

.. : 

KDKKADKPETPVSPTEGNHSVDDKTNKP-------------------------------- 777 

---DPETPTTPETPETPNTPKTPKTPEN-------------------------------- 731 

----PTVPSTPIH-TDDIISFEVSFDGH-------------------------------- 706 

HQGARIIGSTSQYNTEKVSAIKEYTDDLNTIWYLVNLAGNNFWIKGSSLVTVPMTDSTFR 667 

Figura 3.10 Alineamientos de Frfs bacterianas con el dominio catalítico de la IS de L. 

citreum donde se muestran las regiones conservadas entre ellas. Las ocho cajas marcadas 

en gris fueron descritas por Pons y col. (2000) haciendo alineamientos entre 13 FrFs de 

bacterias tanto Gram positivas como negativas. En el presente alineamiento se tomaron 

solo FrFs de bacterias Gram positivas, tres de ellas (5. mutans, Lb. reuteriy L. citreum) 

producen inulina y las regiones conservadas son mayores. S.salFrF es la LS de S. 

sa!ivarius 

1 
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3.2.6.3. Dominio variable v Carboxilo terminal 

Como se mencionó con anterioridad las regiones del dominio variable y el carboxilo 

terminal presentan homología con la ASR de L. mesenteroides NRRL B-1355 en los 

mismos dominios (Figuras 3.lla y 3.llb). Para el caso de la región variable se 

encontró un porcentaje de identidad del 36% (AJ250173: 36% identidad y 54% 

positivas en 140 aminoácidos), mientras que para el caso del e-terminal se 

encontró un porcentaje de identidad del 80% (AJ250173: 80% identidad y 86% 

positivas en 564 aminoácidos) 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

MKQQETVTRKKLYKSGKVWVAAATAFAVLGVSTVTTVHADTNSNVAVKQINNTGTNDSGE 60 

MKQQESMARKKLYKAGKIWVAAATVSAVIGVSAITNVSADVNQPLLAQEN------FSGN 54 

•••••:: :******:**:******· ••:•••::•.• **·*· : .1: **: 

KKVPVPSTNNDSLKQGTDGFWYDSDGNRVDQKTNQILLTAEQLKKNNEKNLSVISDDTSK 120 

KTEPVPDKSN-----------------KNESVKDSKVATSDELAKDSK---VATSDELAK 94 ... : : . • : . : *::: *: *:.: **: : • 

KDDENISKQTKIANQQTVDTAKGLTTSNLSDPITGGHYENHNGYFVYIDASGKQVTGLQN 180 

--DSKVATSDELAKDSKVATSDELVKD--SKVATSDELAKDS----KVATSDELAK---- 142 

*. : : : . . : : • : : .. * • : . : : .. : .. 

Figura 3.lla. Alineamiento entre el dominio variable de la ASR de L. mesenteroides B-

1355 (aslm) y la región N-terminal de la IS de L. citreum CW28 (L. citreumIS). 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

ITSSLREDGLFANAPYGVVTKDQNGNDLKWQYINHTKQYEGQQVQVTRQYTDSKGVSWNL 1560 

VNATSRNDGLFLNAPYRQVGSELVG---------FTKKYNGQIVAIDKQFFDDKGIIWSQ 997 

:.:: *:**** •••• **:*:** * : :•: •.••: • 

ITFAGGDLQGQRLWVDSRALTMTPFKTMNQISFISYANRNDGLFLNAPYQVKGYQLAGMS 1620 

VIIDG-----QKFWVDNRGLNQVQTQDVNKKLYVNSASQSDGLFLNAPYRGINAKLVAMA 1052 

: : * "': : * *. * * : : *: *.:.•••••••••: . : .... : 
NQYKGQQVTIAGVAN-VSGKDWSLISFNGTQYWIDSQALNTNFTHDMNQKVFVNTTSNLD 1679 

KTYNGRYVNVLKQGKDAYNVNWSLIELDGQSLWIDSQALNTNFTHDMNQKVFVNTTSNLD 1112 

*:.: • . .: .. :****.::* 

GLFLNAPYRQPGYKLAGLAKNYNNQTVTVSQQYFDDQGTVWSQVVLGGQTVWVDNHALAQ 1739 

GLFLNAPYRQPGYKLAGLAKNYNNQTVTVSQQYFDDQGTGWSEVVLGGQTVWVDNHALAQ 1172 

••••••••••••••• •• ••••• •** ............... ... 
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aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aslm 

L.citreumIS 

aalm 

L,citreumÍs 

aslm 

L.citreumIS 

MQVSDTDQQLYVNSNGRNDGLFLNAPYRGQGSQLIGMTJ\DYNGQHVQVTKQGQDAYGAQW 1799 

MQVSOTSQQLYVNSNGRNDGLFLNAPYRGQGSQLIGMTJ\DYNGQHVQVTKQGQDAYGAQW 1232 

~!****·~~·~················································· 

RLITLNNQQVWVDSRALSTTIMQAMNDNMYVNSSQRTDGLWLNAPYTMSGAKWAGOTRSA 1859 

RLITLNNQQVWVDSRALSTTIMQAMNOOMYVNSNQRTDGLWLNAPYTMSGAKWAGOTRLA 1292 

·······················••••:*****·************************ • 

NGRYVHISKAYSNEVGNTYYLTNLNGQSTWIDKRAFTVTFDQVVALNATIVARQRPDGMF 1919 

NGRYVHI.SKAYSNEVGNTYYLTNLNGQSTWIDKRAFTATFOQVVALNATIVARQRPDGMF 1352 

*************************************·********************** 

KTAPYGEAGAQFVDYVTNYNQQTVPVTKQHSOAQGNQWYLATVNGTQYWIDQRSFSPVVT 1979 

KTAPIWEAGA,QFVDYVTNYNQQTVPVTKQHSDAQGNQWYLATVNGTQYWIDQRSFSPVVT 1412 

**** •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

KVvoYQAKIVPRTTRDGVFSGAPYGEVNAKLVNMATAYQNQVVHATGEYTNASGITWSQF 2039 

KVVDYQAKIVPRTTRDGVFSGAPYGEVNAKLVNMATAYQNQVVHATGEYTNASGITWSQF 1472 

.......................................•.................... 

ALSGQEDKLWIOKRALQA 2057 

ALSGQEDKLWIOKRALQA 1490 
..•.•.....•••••..• 

Figura 3.llb. Alineamiento entre el dominio de unión a polímero de la ASR de L. 

mesenteroides B- 1355 (aslm) y la región e-terminal de la IS de L. citreum CW28 

(L.citreumIS) 

La región carboxilo terminal en la ASR corresponde al dominio de unión a polímero 

que comienza en el amino ácido 1348. En general, en las glucosiltransferasas del 

género Streptococcus y Leuconosto<:¡ este dominio corresponde a una tercera 

parte de la proteína y se ha reportado que consiste de una serie de elementos 

repetidos, relacionados pero no idénticos. Estos elementos repetidos en algunas 

glucosiltransferasas están relacionados con la retención de la actividad de síntesis 

de polímero y el efecto estimulador de la dextrana (Monchois y col, 1999). En 

glucosiltransferasas de algunas especies de Streptococcus que se encuentran tanto 

asociadas a células como extracelulares, la deleción de todo el dominio e-terminal 
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resulta en un incremento en la secreción de la enzima (Vickerman y col, 1997). 

Estos elementos de repetición fueron identificados primero en S. sobrinus (Ferretti 

y col, 1987). En Streptoccocus se han descrito cuatro elementos de repetición A, B, 

C y D en diferentes formas de organización. Solo el elemento A se ha encontrado 

en todas las GTF. En la ASR de L mesenteroides estos elementos se encuentran 

organizados de la siguiente manera: A-C-A-A-A-A-A (Argüello-Morales 2000b). En 

la IS CW28 de L. citreum se encontraron tres unidades de repetición del tipo A en 

la región de homología con la ASR (Figura 3.12). 

IS 1142 

IS 1309 

IS 1399 

QQYFDDQGTGWSEWL-GGQlVWVD-NHALAQMQV 

1YYLTNLNGQS1WIDKRAFTAT-FDQV-VALNATIV 

YVTNYNQQ1VPVTKQHSDAQGNQWYLA1VNGTQYWID 

elemento A WYYFDNNGYA VTGLQTINGQHL YFDANGVQVKG 

Figura 3.12 Elementos de repetición tipo A encontrados en la IS de L. citreum CW28 

Además de estas secuencias ya conocidas, en la IS de L. citreum CW28 también se 

encuentra un set de siete elementos de repetición que se han identificado 

anteriormente solo en la ASR (Argüello-Morales, 2000b y JaneceK y col, 2000). 

Aunque no se tiene una función conocida para ellos (Figura 3.13). 
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953 DGLFLNAPY 

1032 DGLFLNAPY 

1111 DGLFLNAPY 

1190 DGLFLNAPY 

1269 DGLWLNAPY 

1348 DGMFKTAPY 

1428 DGVFSGAPY 

Figura 3.13 Set de siete elementos de repetición encontrados en la IS de l. citreum 

CW28. 

3.2. 7. Expresión heteró!oga de la proteína 

Un fragmento de 5007 pb que incluye al gen completo y su región promotora fue 

clonado en el vector pCR 4-TOPO resultando el plásmido pCRIS con el que fue 

transformada la cepa E. coli DHSa. En los extractos obtenidos a partir de la 

sonicación de las células cultivadas de E. co/i DHSa[pCRIS] se encontró actividad 

FíF con sacarosa mediante ensayos en los que se siguió la evolución del poder 

reductor por el método DNS descrito anteriormente. Se realizaron electroforesis en 

gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes comprobándose la presencia 

de una banda del tamaño esperado en el extracto de E. coli DHSa[pCRIS] como se 

observa en la figura 3.14. 

Por otro lado, un segundo fragmento, de 3450 pb fue obtenido por PCR con los 

oligonucleótidos 2815 y 86815. Este fragmento carece del dominio variable y de un 

fragmento del dominio catalítico que tiene la primer caja de identidad mostrada en 

la figura 3.9 y se clonó en el vector pCR 4-TOPO y se obtuvo el plásmido pCR3450 

con el que se transformó la cepa E. coli DHSa. Extractos de E. coli 
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DHSa[pCR3450] no presentaron actividad y fueron utilizados como control 

negativo. 

1 2 3 

IS 

Figura 3.14 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

donde se observa la inulosacarasa expresada heterólogamente. 1) E. co/iDHSa[pCR3450]; 

2) E. co/iDHSa[pCRIS]; 3) IS de L. citreum. 

3.2. 8. Expresión de dos versiones truncadas en el e-terminal de la IS en E. 

co/i. 

Para tratar de responder la pregunta sobre cual es la función del e-terminal en la 

IS se realizaron dos construcciones eliminando este dominio (Figura 3.15). En la 

primera construcción del nucleótido 56 al 3389, la región de alta identidad con la 

ASR fue eliminada. Un fragmento de 3333pb se clonó en el vector pCR 4-TOPO 

resultando el plásmido pCRIS2 con el cual se transformó E. co/i DHSa. En una 

segunda construcción, una región de 2731pb con esa misma eliminación mas la 

región de transición (Figura 3.15) fue clonada en el vector pCR 4-TOPO resultando 

el plásmido pCRIS3 con el que fue transformada E. co/i DHSa. Con los extractos 

obtenidos a partir de la sonicación de las células de E. coli DH5a[pCRIS2] y E. coli 

DH5a[pCRIS3] se realizaron ensayos para determinar actividad midiendo azúcares 

reductores por el método DNS, encontrando que ambos extractos presentaron 
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actividad. En conclusión, las tres versiones de la enzima muestran actividad a 30°C 

y pH 6.5. 

Región variable, 

identidad con AS 

138 209 

Dominio catalítico, 

identidad con FrF 's 

Zona de 

transición 

734 940 

Dominio e-terminal, 

identidad con AS 

1490 

165kDa EIS 

-----~ _ _ _ __ . _ '-SSS~ 102kDa EIS2 

-----~--------- ----- --
80kDa EIS3 

Figura 3.15 Diagrama donde se representan las tres versiones de la IS que fueron 

expresadas en E. coli. EIS es la enzima completo; EIS2 es la enzima a la que se le eliminó 

la región del e-terminal con alta identidad con ASR y EIS3 es la enzima a la que se le 

eliminó la misma región que a EIS2 además de la región de transición. 

3.2. 9. Caracterización de las proteínas heterólogas 

Para conocer el tipo de polímero producido por cada una de las proteínas 

heterólogas se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes que posteriormente fueron tratados con tween 80 y rafinosa 

para detectar síntesis de polímero in situ. Como se observa en la figura 3 .16a las 

tres versiones de la enzima sintetizan un polímero de fructosa. Para determinar si 

el polímero producido por las enzimas recombinantes es de tipo inulina, estos 

geles se trataron con inulinasa y como se observa en la figura 3.16b, el polímero 

fue digerido por la enzima lo que confirma que las tres versiones de la proteína 
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presentan actividad inulosacarasa. En este experimento se uso levana como 

control, misma que no fue degradada por la enzima. 

a 1 2 3 4 5 b 1 2 3 4 5 

• 
~ 

.. -·· ·.'.. . . 

Figura 3.16 Zimograma de las enzimas EIS, EIS2, EIS3. En 1) LS de B. subtilis, 2)EIS3; 

3) EIS2; 4) EIS; 5) IS de L. citreum. En a) se muestra el gel teñido con reactivo de Schiff 

después de incubarlos con rafinosa. En b) se muestra el gel teñido con reactivo de Schiff 

después de incubación con rafinosa y posterior tratamiento con inulinasa. 

Además se encontró que la actividad específica de la proteína EIS es de 

0.015U/mg de proteína, mientras que la EIS2 presentó 0.016U/mg de proteína y 

EIS3 0.031U/mg de proteína. El peso molecular de la proteína EIS2 es 102,630Da, 

mientras que el de EIS3 es de 80,556 Da. 

Para determinar si el dominio e-terminal tiene alguna influencia sobre la 

estabilidad de la proteína se realizaron estudios para determinar la vida media de 

las tres proteínas obtenidas y se encontró que a 40ºC la vida media de EIS3 es 

reducida a 12 minutos, mientras que la EIS tiene 70 minutos de vida media y la 

EIS2 20 minutos, lo que revela que realmente el dominio e-terminal influye en la 

estabilidad de la proteína. 

Como se mencionó con anterioridad, en las GTFs el dominio e-terminal influye en 

la relación hidrólisis/transferencia de estas enzimas, así que se determinó esta 
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relación para las enzimas EIS1 y EIS3, resultando un incremento de 47% en el 

primer caso hasta 70% en ESI3, lo que evidencia que este dominio modula la 

relación hidrolisis/transferencia en la IS al igual que lo hace en las GTFs, es 

importante mencionar que en las FTFs al carecer de este dominio esta modulación 

no existe. 

Con el objetivo de caracterizar a fondo las tres versiones de la proteína se 

diseñaron los oligonucleótidos ISdirecto, ISreverso, E2reverso y E3reverso con los 

que se amplificaron las dos versiones truncadas del gen y el gen completo, en los 

tres casos sin la región promotora. Estos fragmentos se clonaron en el vector 

pBAD{TOPO el cual es un vector de expresión que tiene un promotor inducido por 

arabinosa y deja colas de histidina para facilitar la purificación de la proteína. Los 

plásmidos resultantes se denominaron pBADEl, en el caso del gen completo; 

pBADE2, para el fragmento con la deleción de la región de alta identidad con la 

ASR y pBADE3 para el fragmento con esa deleción mas la región de transición, se 

determinó actividad, sin embargo esta parte del trabajo no se concluyó en el 

presente estudio, pero actualmente se encuentra proceso. 
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4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

La fructosiltransferasa de L. citreum es, en particular, una inulosacarasa ya que 

produce un polímero de fructosa con enlaces 13 2-1 denominado inulina. 

Actualmente se sabe que la IS en L. citreum produce inulina de alto peso 

molecular. Existen reportes que sustentan la característica de prebiótico de la 

inulina, sin embargo, todos ellos se refieren a inulina de bajo peso molecular 

extraída de plantas. Sería interesante determinar los pesos moleculares de la 

inulina producida por las diferentes versiones de la proteína expresada en E. 

col~ así como determinar si la inulina de alto peso molecular también tiene la 

característica de estimular selectivamente la flora benéfica del colon. 

La inulina de alto peso molecular producida por L. citreum puede ser hidrolizada 

por endoinulinasas y así obtener tanto FOS como inulina de bajo peso 

molecular por lo que sería interesante obtener un método para la producción de 

inulina utilizando células completas de L. citreum inmovilizadas como 

biocatalizador. Este trabajo ya está siendo realizado en el laboratorio de 

Tecnología Enzimática del IBt por María Elena Soto, estudiante de Maestría bajo 

la dirección del Dr. Agustín López Munguía. 

Se aisló y caracterizó el gen que codifica para la inulosacarasa de la cepa CW28 

de L. citreum y de acuerdo con la estructura primaria de la IS obtenida a partir 

de la secuencia del gen, observamos que se trata de la primera FíF descrita 

que combina características de GTFs y Fífs. La IS presenta tres dominios 

estructurales El primero de ellos homólogo a las fructosiltransferasas 

bacterianas, los otros dos con identidad a la alternansacarasa de L. 

mesenteroides NRRL B-1355, lo que explica su alto peso molecular, 165 kDa. 
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La expresión el gen de la inulosacarasa en E. coli DHSa resultó exitosa. La 

proteína recombinante produce al igual que la silvestre un polímero de fructosa 

tipo inulina a partir de sacarosa. 

Las dos construcciones realizadas, en las que se eliminó secuencialmente el C

terminal, fueron expresadas en E. coli DHSa exitosamente. Ambas al ser 

puestas en contacto con sacarosa producen inulina. Sin embargo, es importante 

notar que su estabilidad se vio afectada por los cortes realizados, además, la 

enzima EIS3 mostró una disminución de la actividad polimerasa y un aumento 

en la capacidad hidrolítica, este mismo fenómeno ha sido reportado para las 

glucosiltransferasas. Es necesario concluir la caracterización de las proteína 

expresadas en E. coli(pCRIS, pCRIS2 y pCRIS3). 

Al intentar localizar el gen de la IS en el genoma de L. citreum, primero se 

determinó la presencia de plásmidos en la cepa CW28 de L. citreum. Sin 

embargo, el gen de la inulosacarasa no se encontró en este material genético, 

al parecer está en cromosoma, aunque se ha documentado la presencia de 

megaplásmidos en bacterias ácido-lácticas y la posibilidad de se encuentre en 

estos cuerpos extracromosomales no se ha descartado, por lo que sería 

interesante verificar la presencia de megaplásmidos y explorar la posibilidad 

que el gen is/este presente en este material genético. 

Durante la realización del presente trabajo se comenzó el estudio por 

mutagénesis sitio dirigida de algunos residuos Asp y Glu localizados en 

secuencias conservadas entre FfF 's bacterias tanto Gram positivas como Gram 

negativas. Este estudio pretenden dar luz sobre los aminoácidos implicados en 

la catálisis y esta basado en un reporte previo donde se aisló el intermediario 

fructosil-enzima y se determinó que existe un Asp involucrado (Chambert y 

Gonzy-Treboul, 1976). 
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El estudio de mutagénisis sitio dirigida continúan en proceso, y quizá sean el 

comienzo de experimentos que contribuyan a responder a la pregunta 

planteada con anterioridad sobre el por qué algunas de estas enzimas producen 

inulina y algunas levana y cuales son los aminoácidos implicados en la síntesis 

de heterooligosacáridos por lo que se propone también concluir con la 

construcción de dichas mutantes y caracterizarlas. 

El hecho de que el DNA de la cepa CW28 de L. citreum no sea digerido en el 

sitio GATC por enzimas que lo cortan estando o no modificado por metilación 

tipo DAM, despierta el interés por explorar el tipo de modificación existente en 

el DNA de este microorganismo. 
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ANEXO 1 
Molecular characterization of inulosucrase from Leuconostoc citreum: A 

fructosyltransferase within a glucosyltransferase. 

Olivares-Illana V., López-Munguía A. & Olvera C. 

(Artículo en revisión) 
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ABSTRACT 

Inulosucrases are fructosyltransferases, enzymes that produce fructose polymers (fructans) 

· from · sucrose. The gene encoding for inulosucrase from Leuconostoc citreum CW28 was 

cloned, sequenced and expressed into Esc/1erichia coli. The recombinant enzyme catalysed 

inulin synthesis from s ucrose as the w ild t ype e nzyme. From s equence comparison i t w as 

found that this FTF is the result of an inclusion inside altemansucrase, a glucosyltransferase 

from Le11co11ostoc mesenteroides 1355. IS possesses three domains: the N-terminal region, 

whieh has homology with the variable region of glucosyltransferases, the catalytic domain, 

homologous with the fructosyltransferases from various microorganisms, and the e-terminal 

domaill; which present homology with the glucan binding domain (GBD) from AS. Two 

different C-terminally (GBD) truncated forros of the is/ gene were successfully expressed in 

E. coli, retaining the ability to synthesize inulin, but Joosing thermal stability. 

Th.is is the first report of an inulosucrase bearing structural features of both 

glúcosyltransferases and fructosyltransferases. 

Keywords": Inulin, inulosucrase, fructosyltransferase, glucosyltransferase, altemansucrase, 

Le11co11ostoc citreum. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

105 



Anexos 

INTRODUCTION 

In general, glycosyltransferases are enzymes that catalyse the transfer of a glycosyl residue 

· from a donór molecule to a particul~r acceptor ( 19). In particular, there is a certain group of 

glucosyl ((JTF) and fructosyl (FTF) transferases that are able to transfer glucose or fructose 

. mciieties froin sucrose to a growing polysaccharide cha in without the need of cofactors (8, 

23). 

Amon1rfTF, ºinulosucrases · (ISY produce inulin, a fructan polymer wifü 13 2-1 linkages 

po~iti~~; /hile leyan~ucr~~e. l::aÚllyse a similar reaction resulting in a 13 2-6 linked fructose 

polymer kn~~n aslevan:Jn bot~ ~ases branching can occur in 13 2-6 and 132-1 respectively. 

LiUle is krlClwnab~ut the biochemistry and molecular biology ofthese enzymes (3), in spite of 

the growinghrÍportanc;e of inulin and fructooligosaccharides in the food industry. Up to now, 

more than 19 FTFs have been sequenced but no crystal structure is available. 

On the other hand, GTFs have been the subject of intensive research, particularly those 

involved in dextran production such a dextransucrase (DS) or altemansucrase (ASR) 

produced by Leuconostoc sp. and GTF from Streptococcus sp. due to their role in dental 

plaque formation. In this case the enzyme transfers glucose from sucrose, building polymers 

linked. by a l -6, a 1-3 or. a 1-4 linkages d epending on t he s pecificity of t he e nzyme ( 6). 

However, no crystal structure is neither available for GTF, with the excmption of 

amylosucrase (25), a GTF resulting in an amylose-type polysaccharide. 

An interesting feature of FTF and GTF is their ability to synthesize oligosaccharides of 

different polymerisation degrees from sucrose when efficient acceptor molecules like maltose 

or lactose are added to the reaction medium (7, 21, 14). 

Although both group of enzymes, GTFs and FTFs build a polysaccharide from sucrose by 

transfe1Ting the glucose or fructose residue, and have been found in the same microorganism, 

thcir reaction mechanism, their sequences and their structural organization are quite different. 

GTFs Ílave a h igh molecular w eight, b etween 155 to 2 00 kDa, and are organized in three 

domains, starting in the N-terminal by the signa! peptide and a variable region followed by the 

catalytic domain where the amino acids implicated in the catalysis ha ve bcen identified, anda 

e-terminal domain, involved with binding to the synthesized glucan. It has becn proposed by 

sequence analysis and analogy with a-amylases thal GTFs prcsent a circular permutation of a 

(¡3/a)s barre! for the catalytic domain (4). This contrasts with FTFs which in average ha ve one 
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third t he molecular mass o f G TF a nd a re n ot o rganised in d omains. M oreover, Pons et al 

(2000), predicted a J3-propeller model for FTFs, 

While severa! microorganisms have been reported as FTFs producers (10), only few genera 

produce GTFs: Streptomyces (17), which has not been studied in detail, Leuconostoc (18)., 

Streptococcus (11), and Lactobacillus (15, 27). It is interesting to note that GTFs are produced 

by microorganisms that have also been reported as FTFs producers while the reverse is not 

true. In this paper we report the isolation of an enzyme bearing structural and modular 

featUres ofboth FTF and GTF. 

The inulosucrase of L. citreum is a cell-associated enzyme. It was characterized both in its 

cell-associated insoluble form and after solubilisation by urea treatment. Unexpectedly, this 

fructosyltransferase has a molecular mass of around 165 kDa, the highest reported for FTFs 

and, in its cell-associated form, is highly specific for polymer synthesis, with Jow fructose 

transferred to maltose and lactase added to the reaction medium. The synthesized polymer has 

an inulin-like structure with J32-1 glycosidic linkages, as demonstrated by 13C NMR (22). 

In tite present study, we report the identification and functional characterization of is/, a gene 

encoding for inulosucrase from Leuco11ostoc citreum CW28, an enzyme rcsponsible for the 

synthesis ofinulin. From the analysis ofthe nucleotide and the predicted amino acid sequence 

it was found that this enzyme has three domains, the fist and third with high identity with 

alternansucrase, a glucosyltransferase from L. 111ese11teroides 1355, producing alternan, a 

dextran type polymer consisting in alternated a 1-3, a 1-6 linkage (!). Tite second domain 

which is the catalytic ~ne, has hoinology with the Jevansucrases and inulosucrases of severa! 

microorgal1isms. N() sirriiJantY has beén reported between GTF and FTF before, inspide the 

already.mentionedanalogies; 

MATERIALSAND METHODS 

- .. - . 

Bacteria/ sirail;s; !(1~dia ai1d growth co11ditio11s. 

The bacteria) strainL. citreum CW28 (Facultad de Química collection, UNAM, México) was 

grown at :fo0 <; a~cV:ioor)Jm as previously reported (22), with 20g of sucrose per liter as 

carbon SOUfCC OT, \VÍ!h gJucose in order to preven! tite synthesis of poJymer which Ínterferes 

with DNA extractíon. 
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E. co/i strain DHSa was used as host for cloning. The strain of E. coli was grown at 37ºC and 

250 rpm in Luria-Bertani.(LB) medium and when appropriate, supplemented with SOµg of 

kanamicin.per mi in order to maintain the plasmid constructions. Agar (1.5% w/v) was added 

ro-r giowth c>ii. soHCi meaium. -

,,·,.··.----.·--.-,·.;_º" --· -

General 1/1Óleculdr tec/111iques. 

Plasmid ~nd' genom'iC DNA of L. citreum CW28 were extracted from cells according to 
.. · '. ' . ·-. 

AusubeCei ~i.,· :2()() 1: ·E. cÓ/i p lasmid D NA was isolated using a QiaPrep spin plasmid kit 
·- - ;-~- --- .. :· ·,- ' -

(Qiagen,Jnc., Chátsworth, CA) as recommended by the manufacturer. Restriction and DNA-

modifying enzymes were from N ew England Biolabs, Bevcrly Mass.; Roche Biochemical, 

Base! Switzerland. DNA was amplified with PCR techniques in a Robocycler Gradient 96 

(Stratagene, La Jolla, CA). E. coli transformations were performed by electroporation in 0.2 

mm cuvettes with the Bio-Rad Micropulser apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA.) 

at 2.5kV, 25µF a nd 2 OO!l. D NA fragments w ere i solated from a garose gel with a Q iagen 

extraction Kit (Qiagen, Inc.; Chatsworth, CA). In ali cases the biological reagents were 

applied following the instructions ofthe supplier. . . . 

For Sotithérn hybridisation, DNA was restricted with endonucleases, separated by agarosc gel 

el.ectrophoresis, and transferred to a Hybond-N+ membranc (Amersham Phammcia Biolcch, 

Buckingh~rilshire, England.). The probes, which were labelled with P32 by using a Rediprime 

Kit (Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, England). 

PCR amplificatio11 

The protein was purified as already described. Activity gels were performed in order to 

identify !he active proteins. The band with the correct protein was excised from the gel and 

subjected to amino acid sequence determination (Institut Pasteur, France). Two peptides were 

sequenced from IS (28-MDVWDSWALQDSK and 29-TAPYGEAGAQFVDYV) and 

degenerated primers 2818 and 2918 were designed from these peptides (Table l}. The 

chromosomal DNA of L. citreum CW28 was used as template. Using Vent-pol a PCR 

fragmenl of 3000 pb was amplified (Figure 2a). Analysis ofits nucleotide sequence confirmed 

its FTF ide11tity but also A8R ide11tity. Based 011 this sequence and 011 the AS homology we 

designed two primers 53918 and 86818 (Table !). From L. citreum CW28 genomic DNA an 

amplification product with the expected size of about 44Spb w as o btai11ed and sequenced 
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(Figure 2b). On the other hand, and based on the same sequence of 3000pb we designed the 

primers 128r1Sand 42lrIS (Table 1) for inverse PCR. L. cilreum CW28 genomic DNA was 

digested wi!h l:(í11dIII and ligated, yielding circular DNA molecules. PCR with the diverging 

prirrierscº~128tIS' and 421rIS and the circular ligation products as template yielded an 

amplifica¡i¿n product of about 1600 pb which was sequenced (Figure 2c). Analysing the 

seqllen~eofallthese fragments we obtain the complete sequence oftheis/gene withits 

promoterregion in a sequence of 5132 pb that was amplified using the primers 1 lpIS and 

868IS (FigU:l'e 2d). 

Co11structio11 of the plasmids for expressio11 of the is/ gene a11d the trimcated versio11s in E. 

coli. 

For the con~tn1ction of a plasmid for expression of the complete is/ gene we designed the 

primer 1 IPIS located on the nucleotide 56 and with the primer 868IS at the end of the gene. 

APCR pi:oduct of 5007 pb was amplified and cloned in E. coli strain DHScx. using the vector 

pCR 4~TO~O (Invitrogen, Calsbad, CA). The correct construction of the plasmid was 

confirmed by sequence analysis ofboth DNA strands ofthe insert. 

For the construction of the truncated version of the protein ISE2 a primer 385IS (Table 1) was 

design and used with the primer 11 PIS (Table 1). A product of amplification of 3333 pb was 

obtained which has no longer the AS identity region. This product was cloned in E. coli strain 

DHScx. using the vector pCR 4-TOPO. Another version ofthe protein was constructed lacking 

the very high AS identity region including 602 pb which are part of a transition region 

between the AS identity r egion and the F TF h omologous r egion. F or t his c onstruction w e 

design the primer 384IS (Table 1) and we used that with l IPIS. This product was cloned in E. 

coli strain DH5cx. using the vector pCR 4-TOPO. 

N-tenninal amino acid sequencing 

The complete cells of L. citreum were separated in a SDS-PAGE gel (16) and transfered to a 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane by western blotting (Ausubel et al, 2001 ). After 

stained, the PDVF membrane with Ponceau S solution, the corresponding band was cut and 

subject to amino acid sequence analysis. 

Prcparation of E. coli cell extracts and enzyme activity assay 
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Ce lis of E. coli DH5a harboring the constructions were grown over night and h arvest by 

centrifugation (10 min at 4ºC 5000 X g). The pellet was washed twice with 50mM sodium 

phosphate buffer, pH 6.5. Subsequently, the cells were resuspended in the same buffer and 

broken by s onication w ith f our-1 O seconds pulses of 1 O m icrons w ith 3 minutes intervals. 

Cells debris and intact cells werc removed by centrifugation for 40 min at 4ºC and 10000 X g. 

The supematant was used in the enzyme assays, which were carried out at 30ºC in 50 mM pH 

6.5potassium phosphate buffer, containing 292 mM sucrose. The IS activity was measured by 

determination of the glucose release from sucrose by the 3,5-dinitrosalicylic acid method 

(DNS) (26). 

SDS-PAGE activity stai11i11g 

Electrophoresis was performed as reported by Laemmli. Samples were mixed with an equal 

vol u me of 2X sample buffer (0.125 M Tris-HCI pH 6 .8, 1 % S DS, 2 0% glycerol, 1 0% 2-

mercaptoethanol) and incubated at 90ºC for 5 min. The samples were electrophoretically 

separated on 6% polyacrylamide gels and stained with Coomassie Brilliant Blue. In order to 

observe the activity of the recombinant proteins in SDS-PAGE gels, periodic acid-Schiff 

·reagent staining (PAS) was performed. The cellular extracts were run on SDS-PAGE gels, 

followed by washing in a preincubation buffer (50mM potassium phosphate buffer and 1 % of 

Tween 80). Subsequently, ovemight incubation in the preincubation buffer including 5% 

raffinose was carried out. The gels were washed 30 min with a solution of ethanol (75% v/v) 

and acetic acid (5% v/v) followed by 3 X 20 min sodium metabisufite (0.2% w/v) and acetic 

acid (5%v/v). Afterwards, the gels were stained with Schiff reagent (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, Mo.), yielding purple spots where fructan polymer was produced. The reaction is 

stopped by incubation with a solution of sodium metabisufite (0.2% w/v) and acetic acid 

(5%v/v). In order to determine the type of polymer produced by the IS2 and IS3 forms, two 

SDS-PAGE activity gel were carried out in parallel. After incubation with raffinose, the 

buffer was change 50mM pl-1 4.5 acetate buffer and one of these gels was add with inulinase 

at 37"C and 48 hours. After this treatment pcriodic acid-Schiff reagent staining (PAS) was 

pcrfotmed. 

Nucleotide sequence accessio11 1111111ber 
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The sequence of the entire isl gene has· been . submitted to the GenBank under accession 

number AY19131 I. 

RESULTS AND·DISCUS,~HON 
';:'.,' ·' 

Puriflcatio;I ~f ih/p~Ó(~j,:¡ ~11d Ísolatio11 of the ge11e. 

Two peptides ~er~: s~~ue~ced from a purified inulosucrase after extraction from L. citreum 

cell cultiJre by 8Murea treatments (9) and purified by SDS-PAGE electrophoresis (Figure 1). 

Using genomic DNA from L. citreum a 3 kpb fragment was amplified by PCR techniques 

using primers that were designed from the two peptides (Figure 2a). Sequence analysis ofthe 

3 kpb fragment indicates identity both, with fructosyltransferases genes ((tf) in the amino 

terminal but also with the altemansucrase gene (asr) particularly in the C-terminal. Based in 

the homology with asr, two additional primers were designed in arder to isolate the 3 · (Figure 

2b ); With inverse PCR techniques the 5 · of the is/ ORF and the promoter regían of the gene 

were obtained (Figure 2c). 

Nucleotide sequence analysis 

In.total, a DNA fragment of5063 bp was sequenced. The analysis ofthis sequence shows onc 

open reading frame of 4473 pb (ORFI), starting at 591. The consensus Shine-Dalgamo 

sequence is AGGAGG, at 8 pb upstream of the ATG initiation codon, a putative ribosomal 

binding site (RBS) was found "AGGGAG". the same RBS has been reported 8pb upstream of 

the initiation codon for the ASR in L. 111ese11teroides 1355 (1). A putative promoter sequenced 

can be identified 34 pb upstream of the ATG, with -35 (TIGTAAC) and -10 (TATAGT) 

with a spacing of 19 nucleotides. The gene of inulosucrase (isl) encades a protein of 1490 

amino acids starting in the position 591, and has a deduced molecular weight of 165,137 Da 

anda pi of 5.09. This is the largest FTF described until now. 

Thc percentage G+C content of the is/ gene is 37.25%, which is consistent with the value 

rep011ed by K im et a 1 ( 13 ). The codon usage in the is/ gene is consistent with thé typical 

codon preferences found in Le11co11ostoc genes. 

Using the complete is/ gene as a probe, we made a Southem blot analysis in arder to locate 

the is/ gene in the L. citreum CW28 genome. Thc plasmid and the gcnomic DNA o f L. 

cilre11111 were run in separeted Janes. After transferring and hybridisation, only the Jane with 
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the genomic DNA and the control hybridised with the is! probe (data not show), indicating 

that the is/ gene is located in the chromosomal DNA of L. citreum. 

A.ri1i11Ó aCid,sequence a11a/ysis 

Blast searches with the deduced amino acid sequence revealed similarities with Bacillus 

subti/is; LS ; (02730; 39% identity and 56% positives in 433 amino acids), C/ostridium 

acetob~i~licum LS (AAK79737.1; 39% identity and 55% positives in 456 amino acids), S. 

sálivariüs FTF (Q55242; 36% identity and 52% positives in 714 amino acids) and S. muta11s 
.. - - .-- - ,í .. ~ ~ .. 

FTF (Pfi701; 31% identity and 45% positives in 784 amino acids). Lower similarities were 

founded with Ewi11ia amylovora LS (Q46656; 28% identity and 44% positives in 438 amino 

acids) and R a/mella a quatilis LS ( 054435; 28% identity and 43% p ositives in 4 35 a mino 

acids). As expected the identity with FTFs from Gram-positives is higher than with Gram

negatives. 

When an identity sequence analysis is carried out, high similarity was found with FTFs in the 

209-700 amino acid region. In the deduced sequence, the amino acid residues 293 to 734, a 

core o f 441 a mino acids c ould be identified with the glycosyl hydrolase 68 family, which 

include severa! bacteria! levansucrases and invertase from Zymo111011as (pfam02435; website: 

http//pfam.wustl.edu/). Alignments with FTF's from Gram-positive bacteria show 8 blocks of 

conserved sequences that can be easily identified in IS (Figure 3). 

Surprisingly, the amino and carboxy terminal regions 1-138 amino acid and of 940-1490 

amino acid regions, are similar to alternansucrase domains: the variable region and the 

carboxy terminal domain. However the ASR catalytic domain is substituted by a complete 

FTF. This explains the high molecular weight ofIS as two additional domains are found when 

compared with most FTF. In this context, IS is an ASR where the catalytic domain has been 

substitutcd by a complete FTF or, it is a FTF where the ASR N-terminal and e-terminal have 

been added. 

As already mentioned, the e-terminal of the deduced amino acid sequence showed very high 

similarities with ASR from L. mesenteroides (AJ250173: 80% identity and 86% positives in 

564 amino acids). This domain has been considered as capable ofbinding polymer (glucan for 

ASR) and consists of a series of related but not identical tandem repeats, each of20-30 amino 

acids and defined as A, B, e and D. In general the GBD from glucosyltransferases present 

different repeats motifs (5). In IS as well as in ASR only motif A is found (Figure 4a). 
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Furthermore, a seven repeat elements set only found for ASR (12) but not for another 

glucosyltra11sf~rase is present in IS (Figure 4b). The C-terminal repeats domain of 

streptococcal (JTF's binds glucans and probably contributes to sucrose-dependent adherence. 

In sorne .GTF' s'l>Ut not ali, it is also essential for the retention of glucan synthesis activity. The 

function of this domain in the GTF remains to be determined. 

Signa] peptide 

Analysis of the IS amino acid deduced sequence revealed the presence of a putative Gram

positive signa) peptide, and a cleavage site following amino acid 39 was predicted using the 

program designed by Nielsen et al .. 1997. To confirm the cleavage site, the L. citreum strain 

CW28 enzyme was purified by SDS-PAGE and subject to N-terminal sequence analysis. The 

fist JO amino acids were identified as DVNQPLLAQK; except for the 101
h residue this 

sequence is identical to that of the deduced amino acid sequence after the predicted signa) 

peptide cleavage site. 

Expression ofthe isl gene in E. coli and characterisation ofthe protein 

A fragment of 5007 pb included the complete is/ gene and its promoter region was cloned in 

the vector pCR 4-TOPO resulting the plasmid pCRIS, which was transformed into E. coli 

DH5a.. The full-length construction of IS yield many transformants. Extract of E. coli DH5a. 

cells containing the plasmid pCRIS showed sucrose transforming activity as measured by the 

release of reducing power from sucrose. SDS-PAGE of cell extracts showed that the IS 

protein is present as a band in the same molecular weight as the wild type enzyme. An activity 

gel with raffinose as substrate was made observing polymer production activity in both the 

wild and the recombinant enzyme forms after staining with the Shiffreactive (Figure 5). 

Express ion of two C-ter111i11ally (GBD) trzmcated versio11 of the is/ gene i11 E. coli 

In order to investigate the functio~ of the· C-terminal region in the enzyme two deletions of 

the carboxy-terminal region were desigried. In the first deletion (56 to 3333. pb), the AS 

identity region w as eliminated. A fragmento f 3 475 pb was cloned in pCR-4TOPO vector 

resulting in the plasmid pCRIS2 used to transfom1 E. coli DH5.a.. In the second deletion a 

fragment of 2731 pb was constructed deleting the same region a~ before plus thetransition 

region the fragment was cloned in the sume vector resulting the p lasmid pCRIS3 used to 
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transfonn E. coli DH5a (Figure 6). Transfonnants were obtained with both plasmids. Extracts 

of E. co/i DH5a cells showed sucrose consumption and polymer synthesis activities. 

According to SDS-PAGE activity gel, a molecular weight of 105000 and 83000 was 

estimated for the two deletions (Figure 5a). The three enzyme fom1s showed activity at 30ºe 

pH 6.5. The presence of the additional e-terminal domain in EIS activity and stability was 

studied, concluding that while the complete enzyme expressed in E. coli has a specific activity 

of 0.015 U/mg of protein, 0.016U/mg and 0.031U/mg was measure for EIS2 and EIS3 

respectively (Table 2). It may be concluded that the deletion of the 750 amino acid has an 

impact in the enzyme activity increasing the reaction rate, probably due to less steric hidrance 

effect in the reactants transport, usually controlling the reaction rate. Interestingly, the halflife 

ofthe EIS3 at 40ºe, is reduced to 12 minutes, while the EIS is relatively more stable (70 min), 

EIS2 has a half life of 20 min (Table2). The carboxy terminal contribute to the stability of the 

enzyme. Moreover, when the e-terminal is deleted the enzyme EIS3 is more hydrolytic that 

the complete enzyme (Table 2). 

In order to determine the type of polymer produced by the EIS2 and EIS3 forms, two SDS

P AGE activity gels were carried out in parallel. After incubation with raffinose, the buffer 

was changed to 50 mM acetate buffer pH 4.5 and one of the gels subjected to inulinase 

treatment at 37 °e for 48 h, followed by periodic acid-Schiffreagent staining (PAS). In Figure 

5a it may be observed that the product of the recombinan! enzymes EIS, EIS2, EIS3 is 

digested by inulinase, while the control (levan) remains in the gel, allowing the conclusion 

that they are al! capa ble of inulin synthesis (Figure 5b ). 

It may concluded that this inulosucrase is th~ first glycosyltransferase that has been found 

with structural and module characteristics of glucosyltransferase but still bearing 

fructosyltransferase activity. 

When the e-terminal domain was deleted, the resulting enzyme was more hydrolytic than the 

wild type enzyme, this result is interesting because this is the first FTF that present this 

modular structurerepoH~cl o~ly for glucosyltransferase. 

This feature coJld be particular of Le11co11ostoc genera since we have idcntified two 

hypothctical proieiri of Leuco11ostoc mesenteroides A TCC 8293 (NeBI Microbial Genomes 

Annotation Project) with homology with levansucrases, bearing C-terminals regions with 

identity with glucosyltransferase. Actually, the FTFs reported in L e11co11ostoc genera ha ve 

molecular weights of more than 100 kDa, the average of bacteria! FTFs molecular weight. It 
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is important still to verify if the presence of the additional domains has also an impact on the 

reaction mechanism or if it wasonly an adaptive form to increase the enzyme stability and 

avoid sucrose hydrolysis by avoiding water access to the catalytic domain. 

How we mentioned in the-introduction the propase mechanisms for the synthesis of fructans 

and glucans by FTFs and GTFs are very different and its possible that this inulosucrase of L. 

citreum follow a mechanism ofglucosyltransferase because ofthe presence ofthis C-terminal 

glucan binding domain. Nowadays, we are investigate about the mechanism that follow the 

inulosucrase of L. cilreum and even we are studied another fructosyltransferases of another 

strains of Le11co11ostoc in order to know if present similar characteristics of this enzyme. 
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LEGENDS TO FIGURES. 

Table 1. Primersdesignedforthe isolation ()finulosucrase gene from L.· citreum. Wbere K= G 

or,T; R=ÁorG;~=;or<;~11dY=C orT. . . 
".'·': 

Table 2. Char~cteriz~tioriófIS ~rid iwo C~terminal trunéated recombinant enzymes . 

.. ,,, ... 

Figure 1 ~ SDS~¡>AGE ~Wajx~i~ of"f·' citl:eÜm proteins: Whole L. citreum cells where a polymer 

productión Ú1 ;itujs obs~rV~d:x1ahe 1 ): Wbole L. citreum cells stained with coomassie blue 

(Jane 2). Standard ilic,1~cúÍ~~+~.i~ht (Jane 3). 
!;·'~/" '\.:.:~--·< '~ ( 
~¡,'.( ....... . . ·>\ ·· .. ~--~ 

Figure 2 .. Stratégy'.~~édfci{the isolation of the is/ gene from L. citreum CW28 chromosomal 

DNA. 

Figure J. Álignment of the IS w.ith fructosyltráiisferases from other microorganisms. 

Alignments were made with CLUSTALW. An ast~ri~k: indicátes a position with a fully 

conserved amino acid. Colon indicates a. ~ositionwith a'f"ully conserved strong groups and a 
. . . . - . 

dot indica tes a position with a fully weaker · gro~t¡:i. In boxes are conserved regions in 

fructosyltransferases. 

Figure 4. Alignments of a) the three repeat elements from C-tem1inal of IS of L. citreum, the 

A ciernen! present in streptococcal GTF. b) seven repeat sequences from the C-tem1inal 

doma in of IS of L. citreum. 
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Figure S. a) SDS-PAGE activity analysis of L. citreum proteins cloned in E. coli staining with 

Schiffreactive. The wild IS fromL.cilreum (lane 1). The recombinant IS from E. coli (lane 2). 

The truncate IS2 from .E. co/i.(lane 3). The truncate IS3 from E. co/i (lane 4). The 

levansucrase ofB.-subtilis~;control (lari~ 5). b) a) SDS-PAGE activity analysis and staining 

with Schiff reactive ~fte{inuli~ase treatment. The wild IS from L.citreum (lane 1). The 

recombin~ritEIS frnn1E.co/i (Jane 2). The truncate EIS2 from E. co/i (lane 3). The truncate 

EIS3 from E. coli (lane 4). The levansucrase of B. subtilis as control (lane 5). 

Figura 6. Representation of the three versions ofthe IS proteins that were expressed in E. co/i 

DHSa. EIS, is the complete enzyme; EIS2 js t~e ~n~e ~ith a deletion of the e-terminal 

that prese~t high identity with AS and EIS3 is the ~nzyIDe with a deletion of the same region 

of EIS2 plus a·transition region. 
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Table l. 

Primer Sequence (5' to 3 ') Use 

28lS GATGTKTGGGATAGYTGGGCKTTRCAAGAT PCR 

2918 ATCRACAAAYTGMGCMCCMGCTTCACCATATGG PCR 

53918 CCATATGGTGAAGCGGGGGCGCAGTTTGTCGAT PCR 

86818 CCCTTAAGCTTGCAAAGCACGCTTATCAATCCA PCR 

128rl8 ATCTTGTAACGCCCAACTATCCCACACATC lnverse PCR 

42rl8 GCAAGTGGTCTTTGCTTTAATGGGAGC lnverse PCR 

11Pl8 GCTATGGCGTCATGCAGGAACCACTTTATC PCR 

38518 CTAATTTAAATCGCGTGAAAAGCTAATGGC PCR 

38418 CCTAAGAGTGATCATCATCTCCCCAAACCC PCR 

--·-------, 
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Table 2 

Enzymatic Molecular Activity 
form Weight (kDa) (U/mg) 

EIS 165,137 0.015 

EIS2 102,630 0.016 

EIS3 80,556 0.031 

nd means no detenninated 
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Half lifc Hydrolysis/transfer 
at 40ºC (min) % 

70 47 

20 nd 

12 70 
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Figure 2 

HinaJ.11 
q Hinc/I.II 5063 
t~~~~~~'~~~~~~~~~~~I 

A 2815 e:::> PCR 
-------------------------------

C reverse PCR e:::> 421rl5 

128rIS <= 

<= 2915 

PCR 
B e:::> <= 86815 

D 11pl5c::::> __________ .....;.P..;C-.R.;..... ________ _ 
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Figure 3 
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L.citreumIS 

__ L 
I~:l'Ji.PJl.ijPVQDAKSGVVSNWNGYQLVISMAGAPNKN-SNHIYLLYRKYGDNDFTHWKNAG 341 

LP.Yiü?i~PVQDVRTGQVANWNGYQLVIAMMGIPNQN-DNHIYLLYNKYGDNELSHWKNVG 326 

LD_YM~ª~PVQDAKTGEVINWNGYQLVVAMMGIPNTN-DNHIYLLYNKYGDNNFDHWKNAG 302 

MOV!(p-;9.\!ALQDSKTGEVYNYHGKQVVFALMGAPLVQGDTHIYMLYNNYNNAKLDGWVNAG 410 

:******.:** ..•••..••.•.. . .• •••:••.:•.: .: •• * 

2 3 
PIFGYNALEDDQQ!fji.@SATVNSDGSIQl:¡'ffTKNDTSGGKLNWQQLASATLNLAVENDEVV 401 

PIFGYNSTAVSQEW$GSAVLNSDNSIQLF~TRVDTSDNNTNHQKIASATLYLTDNNGNVS 386 

SIFGYNETPLTQEW~GSATVNEDGSLQLFYTKVDTSDKNSNNQRLATATVNLGFDDQDVR 362 

PVFGYNAKPESQEltª';iSA VVNSDDS I QLFYTRVADDWK----QALATVNIKITNSENSLG 4 6 6 

*:*****.:*.*.*:**:**: .: .: 

4 
IKSVENDHILFGG--DNYHYQSYPKFMSTFDDDHNHDGNPDRTDNYCL~QPHIIED-NGS 458 

LAQVANDHIVFEG--DGYYYQTYDQWKATNKG----------ADNIAMf_'p]\HVIEDDNGD 434 

ILSVENDKVLTPEGVMAYHYQSYQQWRSTFTG----------ADNIAM[Qj:!HVIEDENGD 412 

IQSLQNDHILFEG--DGYFYSRKDQLKP-------------QADMFTLBº~KLIELDDGE 5ll 
: ... : : .. . . 

5 
RYLI.F..l:fSNTGDENYQGEKQIYKWSNYGGDDAFNLKSFLNIVNNKHLYNLASWANGSIGIL 518 

RYL~ASTGLENYQGEDQIYNWLNYGGDDAFNIKSLFRILSNDDIKSRATWANAAIGIL 494 

RYL\Í.Ji:ÉASTGTENYQGEDQIYNFTNYGGSSAYNVKSLFRFLDDQDMYNRASWANAAIGIL 472 

RYLTFEANTGIYDEASDQQTVNLNNYGGGLTYDVARMLGVVNNSNRALYSSTANGAIGLL 571 

6 .7 '' 
KLDDNEKNPSVAELYTPLVTSHMVTDEVERPSVVKMGGKyYLFTASRINKSTDAEGTVAA 578 

KLNKDEKNPKVAELYSPLISAPMVSDEIERPNVVKLGNKYYLFAATRLNRGSNDDAWMNA 554 

KLKGDKKTPEVDQFYT~LLSSTMVSDELERPNVVKLGDKYYLFTASRLNHGSNNDAWNKA 532 

KLKGDYFNPILDRLYKPLITAVGVTDEIERANIVPFNGKYYLFTDSRFNRSAAD---NSP 628 
• . . • * * ... *. * * *. . • . .. . . ....... ... . ..... 

8 
REAVGDDVVMLGFVSDSLRGKYRPLNGSGVVLTASVPADWRTSTYSYYAVPVEGSSDTLL 638 

NYAVGDNVAMVGYVADSLTGSYKPLNDSGVVLTASVPANWRTATYSYYAVPVAGKDDQVL 614 

NEVVGDNVVMLGYVSDQLTNGYKPLNNSGVVLTASVPADWRTATYSYYAVPVAGSSDTLL 592 

MSMAPDGAMMMGFVSDSLFGDYKPLNGNGIVLVTNNSFTSRTNTYSWYTVPVKGRPDLML 688 
•.• *. • . • • . ....... 

VTSYMTNRGGIAGAENKSTWAPSFLI KMNADDTTEVLPKMTNQGDWIWDKSSESLVHVGD 698 

VTSYMTNRNGVAGKGMDSTWAPSFLLQINPDNTTTVLAKMTNQGDWIWDDSSENLDMIGD 674 

MTAYMTNRNEVAGKGKNSTWAPSFLIQVLPDGTTKVLAEMTQQGDWIWDEPSRTTDTVGT 652 

VTSYMTNRGLASGTDQY ST FAPS FLLK I DGD-QTIWLN'l'VTEQGDWVWGDDDHS IV ELLA 7 4 7 ............. . . . . . ....... . . . . ..... 

Q- -NSAKLPNEDFNV· - - DY YAVSG-YGLKPHTY PTVDGSTGVSE:---AHGVLTVTVKOG 7 4 9 

L- -DSAAj..PGERDKP- - -V DWDLI G- YGLKPflDPATPN- - - - - - - - - -- -- - - - ---- -- 70 6 

L--DTAYLPGENDGY--- I DWNV JGGYGLKPH'J'PGQYQ---------------------- 685 

LNTEDA YLTNNQKNI NYS PDWSNI DGYGY PI VTN I KDVDLTFY I SGILSPDSLFKNAPGR 807 
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Figure 4a 

IS 1142 
IS 1309 
IS 1399 

element A 

Figure 4b 

QQYFDDQGTGWSEVVL-GGQTVWVD-NHALAQMQV 
TYYLTNLNGQSTWIDKRAFTAT-FDQV-VALNATIV 
YVTNYNQQTVPVTKQHSDAQGNQWYLATVNGTQYWID 

WYYFDNNGYAVTGLQTINGQHLYFDANGVQVKG 

953 DGLFLNAP 
1032 DGLFLNAPY 
1111 DGLFLNAPY 
1190 DGLFLNAPY 
1269 DGLWLNAPY 
1348 DGMFKTAPY 
1428 DGVFSGAPY 
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Characterization of a cell-associated inulosucrase from a novel 
source: A Leuconostoc citreum strain isolated from Pozo/, a 
fermented corn beverage of Mayan origin 
V Olivares-lllana 1

, C Wacher-Rodarte2
, S Le Borgne1 and A López-Munguía 1 

1 /nstituto de Biotecnología, Universidad Nacional Autónoma de México, Apdo. Postal 510-3, Cuerna vaca, More/os, CP 62271, 
Mexico; 2 Facultad de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, Cd. Universitaria, CP 0451 O, México, D.F., Mexico 

A cell-assoc(ated fructosyltransferase was extracted from a novel source, a straln of Leuconostoc cltreum lsolated 
from Pozo/, a Mexlcan tradltlonal fermented corn beverage, where lactlc mlcroflora are partially responslble far the 
transformatlon process. The enzyme is associated with the cell wall. lt was characterized both in its cell-assoclated 
insoluble form and after separatlon by urea treatment. The fructosyitransferase has a molecular mass of 170 kDa, the 
hlghest reported far thls type of enzyme, and In lts insoluble form is hlghly specific far polymer synthesls, with low 
fructose transferred to mallase and lactase added to the reactlon medium (acceptor reactlons). The synthesized 
polymer has an lnulln-llke structure with ,82-1 glycosidic linkages, as demonstrated by 13C nuclear magnetic 
resonance ( NMR ). Bacteria! inuiosucrases ha ve only been reported in Streptococcus mutans. 
Journal of/ndustrial Microbiology & Biotechnology ( 2002) 28, 112-117 001: 10.1038/ sj/jim/7000224 

Keywords: Leuconostoc citreum; inulosucrase; suerosa; levansucrase; dex1ransucrase 

lntroduction 

Fructosyltransfcrascs such as levansucrase ( LS ), as well as 
glucosyltransferascs like dextransucrase ( DS ), are examples of 
glycosyltransferases that catalyze the transfer of a fructose or a 
glucose residue from sucrose to a growing polysaccharide chain, 
resulting in the synthesis of high molecular weight polymers of 
fructose (fructans) or glucosc (glucans), respectively. The 
polymers produccd by these enzymes have different sizes and 
structurcs, dcpending on thc enzymc-producing strain. Dextrans 
are glucans containing a main linear chain with a 1 -6 glucosidic 
linkagcs [ 23 ], while mutans are distinguished by the a 1 -3 bonds 
in the main chain "altemate" al -6 and al -3 linkages in their 
structure. Branching may occur in differcnt positions such as a 1 -
2, al -3, al -4 and al -6, depending on the source ofthe enzyme 
[ 5 ]. On the other hand, levans are fructans containing /32-6 
linkages in the main linear chain with /32- 1 branch points, while 
thc reverse is the case for inulin (/12 - 1 in the main chain and /32 -6 
branch points) [ 24 ]. The corresponding glycosyltransferases do 
not require any cofactors or high- energy phosphorylated inter
mediates, as they use the free energy liberated by the cleavage of 
sucrose for the synthesis [ 19 ]. All thcse polymers have found a 
varicty of applications in the ficlds of cosmctics, foods, scparation 
technology and medicine. 

An interesting fcature of these enzymcs is their ability to 
catalyzc the synthesis of low molecular weight oligosaccharidcs 
from sucrose when efficient acceptor molccules likc maltose are 
added to the reaction mcdium [ 13 ]. Sorne of these oligosacchar
idcs are used as prebiotics in both cosmetic and food applications 

Corrcspondcncc: Dr A Lópcz • Munguia. Instituto de Biotecnología, Universidad 
Nacional Au1ónomn de México, Apdo. Postal 510·3, Cucmavacn, Marcios, CP 
62271, México 
Rcccivcd 25 Scplembcr 2000; ncccptcd 30 Octobcr 2001 

as they are highly resistan! to attack by digestive enzymes, being 
substrates only for beneficia! native probiotic flora (30 ]. 

The main producers of fiuctosyltransferases are Gram-positive 
bacteria such as severa! Bacillus species ( including Bacillus subtilis 
[ 4 ], Bacillus circ11la11s [ 19 ], Bacillus polymyxa [ 3 ], Bacillus 
amyloliquefaciens [ 29 ]), Rahnel/a aquati/is [ 18 J, and lactoba
cillus reuteri [32]. Thcy are also found in sorne Gram-negative 
bacteria such as Zymomonas mobilis [ 14 ], Erwinia herbicola [ 5 ], 
Pseudomonas syringae pv. g/yci11ea and P. syringae pv. phaseo
licola [ 9] and Acetobacter diazotrophicus [ 1,2 ]. Ali the fructosyl
transferascs from these microorganisms are levansucrases ( LSs ), 
with levan as the main enzymic product. Inulosucrases have been 
isolated only from plants and fungi, with thc exception of a similar 
activity rcported in Streptocaccus 11111ta11s by Shiroza et al [ 26 ]. 
Both leuconostoc mese11teroides as well Streptococci from oral 
flora ha ve becn rcported as dcxtran and levan producers [ 7,8 ]. 
Differences among bacterial fructosyltransfcrases are illustratcd in 
Table l. 

Dextransucrases ( DSs) are extracellular cnzymes, cell -
associated or both, depending on the producing strain whilc 
LSs are gencrally cxtracellular with the exception of LS from 
Actinomyces viscosus, which produces cxtraccllular and ccll -
associatcd fom1s [31] and that from Streptococcus salivarius, 
which is cell- associated in thc abscncc of sucrose, but releascd 
from the ccll and sccreted into the culture medium in its 
presence [ 12 ]. DSs are large enzymes, with a reported molecular 
mass from 64 to 184 kDa [ 21 ], while LSs are smaller with a 
molecular mass between 45 and 64 kDa, with the exception of 
the S. salivarius and S. m111a11s enzymes, which have molecular 
masses of 140 (fructosyltransfcrase) and 87 kDa (fructo
syltransferasc with inulin- like activity ), respectively, as repor
ted in Table 1 [ 11,26 ]. There are few reports documcnting LS 
activity in l. mese11teroides. Actually, due to very low expres
sion Jevels, LS activity in this source had previously been con
sidered as a minor contaminan! of DS [ 17,20,33 ]. Up to now 
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Table 1 Comparison of thc propertics of fructosyltransfcrascs produced by severa! bacteria 113 

Microorganisms Cellular Molecular mass Optima! pH 
localization (kDa) 

B. subtllis extracellular 50 6.5 
B. circulans eAtracellular 52 6.5 
A. diazotrophicus cxfraccllular 58, 65 5.0 
R. aquatilis cxtracellular 64 6.0 
Z. mobilis cxtraccllular 47 5.0 
E. herbicola cxtracellular 
P. syringae extraccllular 45 6.2 

pv. phaseolico/a 
S. mmans extracellular 74, 80, 87, 90 
S. salivarius extracellular' 140 
L citreum CW28 cell- assoclatcd 170 6.5 

'Extracellular in the presence of sucrose. 
- None reported. 

the fructosyltransferase from S. mutans is the only inulosucrase 
reported in bacteria. 

In this work, we report on a novel Leuconostoc citreum strain 
(CW28) identified by RNA 16S analysis performed by Midi 
Lubs ( Newark, DE), and previously identified as L. mesen ter
o/des by API 50-CH, a strain that produces large amounts of a 
cell - associated fructosyltransferase in the presence of sucrose. 
This organism was detected in a collection of L. mesenteroides 
strains isolated from Pozo/, a nonalcoholic fennented beverage 
produced by lactic acid fennentation of Iime-treated com, whieh 
is consumed in the southeast of México, in the Maya region 
Iocated in the states of Chiapas, Tabasco, Campeche and 
Yucatán. This beverage dates back to the Maya culture and its 
production has been transferred by tradition and confined mainly 
to the rural regions. L citre11111 was first described by Farrow et al 
in 1989 [ 6 ], followed by Leuconostoc ome/ibioswn by Schillingcr 
et al in 1989 [ 22 ]. In 1992 Takahashi et al [ 28] concludcd that L. 
amelibiosum is a later subjective synonym of L. citreum, and 
proposed that the name Le11conostoc citre11111 should be 
retained. This is the first report conceming thc isolation of 
fructosyltransferase from L. citre11111 with inulin - synthesizing 
capability. 

Materlals and methods 

Materials 
Sucrnsc. glucosc, lactose, raffinosc and 3,5-dinitrosalicyiic acid 
\\WC purchased from Sigma Chemical (St. Louis, MO). The 
elcctrophorcsis rc:1gcnts werc from Bio-Rad Laboratories (CA). 
Urca and Twccn 80 wcre from Merck ( Dannstadt, Gcnnnny). Yeast 
extrae!. was from Di feo Laboratories ( Detroit, MI). K,111'04, 
t\lgS04. CaCl 2• NaCI, l'vlnS04 and FcS04 werc from J.T. Baker 
1 S.A. de C. V. falo. De México. México). Two cnzymcs capable of 
polymcr digcstion wcrc used for idcntification purposcs: dextranasc 
1 Amano Chcmical. Yokohama, Ja pan) and inulinase from 
Kluy\·ero111.1·ccs mar.rianus, a gin from Dr. M. García-Guribny 
from l 'AM -1. ~frxico. 

Bacteria/ strains and culture conditions 
Thc !.e11co11osroc strains used in this work were isolnted from 
l'o:ol by Dr. Cairncn \\'achcr (Facultad de Química of thc 
llNA:'-f. i\·léxico ). Thcsc strains wcre culturcd in 250-ml Erlen· 

Optima! Km(mM) Production Acc'eptor Rcferenccs 
tcmperaturc (ºC) rea cu o ns 

45 18 induced yes [4] 
40 20 ' yes [19] 

11.8±1.4 constitutive yes [1,2] 
55-60 50 [18] 
50 122 [14] 

constitutivo [5] 
18 160 ·constitutivo [9,10] 

12±1 constitutive [ 11,12,25] 
· constitutive [ 11,26] 

45 66 lnduced no thls work 

meyer flasks containing 50 mi of culture medium. The cultures 
were incubated in a New Brunswick incubator shaker Series 25 
(Edison, NJ) at 30ºC, pH 6.9 for 12 h; aeration was provided by 
agitation nt 200 rpm. The culture medium wns composed of 
(in gil): sucrose 20, yenst extrae! 20, K2HP04 20, MgS04 0.2, 
CaCl2 0.05, NaCI O.O!, MnS04 O.O! and FeS04 0.01. After 8 h, 
when the culture reached an optical density of 7- 1 O, the culture 
was centrifuged for 10 min at 10,000xg. Both supematant and 
cell pelle! were assayed for fructosyltransfcrasc activity. Thc 
same medium and culture conditions were used latcr to produce 
the enzyme in 500 mi Erlenmeyer flasks with 200 mi of culture 
medium. 

The selected strain wns identified as Leuconostoc mesenteroides 
by the API 50-CH test ( Biomerieux, Marcy l'Etoiie, Francc ), a 
classification kit bascd on thc strain fcnnentation profile for 50 
di fferent carbohydratcs. However, thc strain was la ter sent for 
classificntion to Midi Labs (Newark, DE) who identified it ns 
L. citreum by 16S rRNA analysis. 

Enzyme assays 
Enzyme assays were carried out al 30ºC in 12 mi of 50 mM 
phosphate buffer, pH 6.5, containing 27 mM sucrose and using 
complete cells oran appropriate dilution of the culture supcmntnnt 
as the enzyme sourcc. Total glycosyltransfcrasc activity was 
measured by following thc initial rclease of rcducing sugars by 
thc 3,5-dinitrosalicylic acid mcthod (DNS) [27). Onc activity unit 
(U) for ali glycosyltransferases is defined as thc amount of enzyml"·----., 
that produces 1 ¡111101 of eithcr frnctose or glucosc per minute. In th~ 
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Figure 2 Time course of l. citreum CW28 growth, LS production and 
pH change in culture. ( • ) OD 650 nm; ( .á.) IS activity; ( •) pH. 

case of IS the activity was also detennined by measuring !he initial 
rate of glucose release from sucrose with a glucose/fructose kit 
(Roche Biochemicals, Mannheim, Gennany). The release of 
fructose in the reaction medium indicated DS activity while the 
release of glucose indicated LS or IS activity. Both sugars could 
also be fonned by sucrose hydrolysis due to the transfer of glycosyl 
residues to water moleculcs. The relative amount of each activity 
could be detem1ined by a sugar balance (HLPC), while in order to 
discriminnte between LS and IS JJc nuclear magnetic resonance 
( NMR) analysis of the product was required. 

Enzyme solubi/ization 
l. citrcum CW28 cells grown in 200 mi culture for 4-6 h were 
ccntrifuged for JO min at 10,000xg and extcnsively washed with 
50 mM phosphate buffer, pi 1 6.5. Afterwards, severa! methods were 
applied to extract thc cell-associated enzyme. Best rcsults were 
obtained when the washed pelle! was suspended in 5 mi 8 M urea nt 
25ºC for 1 h with occasional gcntle shaking [8]. Thc extrae! was 
then dialyzcd ovcmight against 1 O mM phosphate buffer, pH 6.5, 
centrifuged for JO min at 10,000xg and thc supernatant was 
assaycd for IS activity. 

Electrophoresis 
SOS· PAGE was pcrfonncd as rcported by Lacmmli [ 15 ]. Samplcs 
wcrc mixcd with an cqual volumc of2x sample buffer (0.125 M 
Tris-IJCI pH 6.8, 1% SDS, 20% glycero), 10% 2-mercnptoetha· 
nnl) and incubated at 90'C for 5 min. Thc samples wcre 
clcctrophorctically scparntcd on 6% polyacrylamidc gcls and 
stained with Coomassic Brilliant Bluc. 

Glycosyltransferase activity gels 
DS. IS anu LS activilies wcrc dctectcd on gcls after SDS ·PAGE by 
i11 siru prod111.:tion of dcxtran inulin or levan fro1n sucrosc. For 
ai.:tivity in situ, thc samplcs wcrc mixc<l with an cqual volume of2 x 
samplc buffer (\\·i1huu1 2-mercaploethanol ). but wcre 1101 incu
baicd al 90' C. A licr elcctruphoresis thc gel \\'as washed twicc far 
.10 min with 50 mM phosphale buffer pH 6.5 contnining 1% Twccn 
80. followed by incubation with 5'~ O sucrusc or 51'lí1 raftinosc in thc 
samc buffer. ZonL'S nfenzymc activity wcre cvidcnt to thc cyc duc 
tu thc formution of pulymer bands. \\'hile sucrosc was a substratc of 
DS. LS anu IS, rartinuse was specific for LS ami IS. In sorne cases, 
th~ gels wen: trt!atcd with dcxtrnnast! ( Arnuno Chc1nical) aftcr 
polymcr synthcsis in order to pro,·idc ti111hcr evidcncc for thc 
natttrc or thc polymcrs. 

Table 2 Chemical shills for C NMR spectra of inulin, levan and the 
L. cltreum CW28 polymer 

Carbon atom 

C-1 
C-2 
C-3 
C-4 
C-5 
C-6 

'Shimamura et al [25 ]. 

mer production 

Chcmical shift ( ppm) 

l. cltreum 
CW2tl polymcr 

61.4 
!03.6 
77.5 
74.9 
81.8 
62.7 

60.7 
104.2 
76.3 
75.2 
80.3 
63.4 

Jnulin' 

60.9 
103.3 
77.0 
74.3 
81.1 
62.2 

Po/y-

Polymer production was perfonned with whole l. citreum cells at 
30ºC in 50 mM phosphate buffer pH 6.5 containing 10% sucrose 
for a reaction period of 5 h. Cells wcre removed by centrifugation 
and the polymer was precipitated with two volumes of ethanol, 
dialyzed against JO mM phosphnte buffer pH 6.5, lyophilized and 
analyzed by 13C NMR. 

Results and dlscusslon 

ldentiflcation of the isolated strains 
Fourtccn strains isolated from Pozo/ in the collection of C. Wacher 
were identificd on the basis of thcir rnorphological and bio
chemical propertics. The strains wcre aerobic, nonmotile, non
spore· fonning Gram-positivc bacteria. The cells were rod shapcd 
nnd orgnnizcd in chains of thrce to four cocci. Ali 14 strains grew 
as viscous colonies in sucrose salid media and wcrc primarily 
identificd as l. mesenteroides strains. Aftcrwards, a l 6S rRNA 
nnalysis revealcd that strain CW28 was closer to l. citrcum as 
illustrated in Figure 1. 

Glycosyttransferase activity 
The 14 strains isolatcd from Pozo/ were assayed far glycosyl
transferase activity by measuring total rcducing sugnrs, glucose and 
fructosc liberated in thc rcaction medium. Six of the 14 strains 
cxhibited cxtracellular DS activity, two cell -associated DS nctivity 
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whnlc l'.clb 111 l~IH.' solution; Jane 2. X f\.1 urca soluhilizcd l. citrewn IS. (b) Activity gel. /11 situ polymcr production aftt:r incuba1ion with rafiinosc. Lane 1, 
l. 111t'\Cllft·101de., B - 5 J 2F: Jane 2. H .. rnbtilis LS: Irme 3, L. citreum C\\'28 IS. (e) Activity gel. /11.'iilll digcstion of dcxtrnn by dcxtrunasc aftcr incubation with 
~111.:Tu~c La ni..' 1. l. llll'.\Cllh'ro;dt•s B · 5 l 2F; !:me 2, B .. rnhtilis LS: Jane 3, L. citn.•um C\\128 IS. 

a11d 011c strain had ccll • associatcd fructosyltrunsfcruse nctivity and 
11 '" rcgistcrcd as C\V28. Thc rcst of the strnins prcsentcd vcry low 
gly~l1syltransti:ras~ activity. 

Fructosyltransferase production 
l. citrc•11111 C\V28 wns culturcd as dcscribcd carlicr. A typical 
growth curve is shown in Figure 2, where it muy be obscrvcd thnl 
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enzyme production is cell associated. The enzyme was induced by 
sucrose and no fructosyltransferase activity was detected in cells 
grown in the presence of 125 mM glucose. 

Production, identification and.purification of the fruc
tose polymer produced by the CW28 strain 
Both enzymes, LS and IS produce fructose polymers in the 
presence of sucrose or raffinose, liberating glucose in the reaction 
medium. Therefore, in order to difTerentiate between both activities 
the structure of the polymer must be determined. Polymer was 
peñormed with whole L. citreum cells as described earlier. The 13C 
NMR spectrum of the polymer corresponded to a fructose polymer 
with /32-1 and /32. 6 linkages, which is the usual structure found in 
inulin as shown in Figure 3. Six main resonances at 103.6, 81.8, 
77.5, 74.9, 62.7 and 61.4 ppm were found, which are similar to the 
peak positions reported for inulin [ 25]. In our sample, the 
anomeric carbon C2, and the primary carbons C 1 and C6 are 
closely grouped as in inulin, while ofthe ring carbons C3, C4 and 
C5, only C4 is closer to the levan group (Table 2). Furthermore, 
the polymer was digested with inulinase providing additional proof 
that the polymer produced by L. citre11m CW28 is an inulin-like 
polysaccharide. 

IS solubi/ization 
L. citreum CW28 cclls wcrc trcated with urea as already described 
in order to solubilize the cell-associated activity. After the 
treatment most of the IS was lost; only 10% of the initial activity 
in whole cells was recovered in the supematant, with the remaining 
activity found in the cellular debris (30% ofthe original activity). 
Whole cells and the supematant proteins obtained after this 
treatment were analyzed by SDS PAGE. Surprisingly, in whole 
cells only one protein, IS, was solubilized by the lytic solution in 
the sample buffer used for SDS-PAGE, as shown in Figure 4n and 
demonstrated by electrophoresis ( size) and the zymogram analysis 
(in sit11 gel activity ). 

Properties of soluble and ce/1-associated IS 
Molecular weight detennination by SDS-PAGE was carried out 
with wholc cells dircctly applied to thc gel and with the solubilizcd 
IS. Allcr SDS trcatmcnt, the gcls were cxtcnsively washed to 
remove residual SDS and incubated in thc prcsence of sucrose to 
observe the bands of activity as a result of polymer synthesis. LS 
from B .. rnhtilis and DS from L. mesentemides B · 512F were u sed 
as controls. The single· band activity observcd in the CW28 whole 
CCl!S gel Jane COITCSJ10lldS to a protein of a lllOJccuJar lllaSS Uf 

approximatcly 170 kDa. In additinn. an activity gel was perfonned 
using rnflinosc as 1hc f111ctosyl residue donor (Figure 4b ). In this 
figure, acti\'ity bands wcre obscrvcd far B. subrilis and L citreum 
C\\'28, suppor1ing thc conclusion that both strnins prescnt 
fructosyltransfcrasc activity. An activity band of low molecular 
mass (apprnximatcly 90 kDa) was alsn observcd in Figure .Jb for 
L. lllL'.1·c11t<!mides B -5 l 2F con·esponding to LS produced by this 
strain. as alrcady rcpurted l 16 ]. The molecular wcight of the 
L. citre11111 IS \\'as much highcr than valucs repm1cd for other 
lh1ctosyltransfcrascs ( 45 ami 64 kDa) ami for almost al! LSs, 
cxcept for the enzymc from S . .rnlil'l1ri11s, which produces a 140-
kDa LS: a valuc nf 87 kDa has bcen documcntcd for IS from 
S. 111111a11s as indicatcd in Table 1. f'unhcr cvidcnce for IS activity 
is pn.~scntcd in Figure 4c, where thc polymer band frmn DS 
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Figure 5 Effect oftemperature on IS activity. The effect wus detennined in 
the presence of phosphnte buffer pH 6.5. ( - ) solubili•d IS; ( •) cell · 
associated IS. 

is compietely digested by dextranase, while activity bands 
obtained with enzymes from B. s11btilis and L. citreum, containing 
levan and the inulin - like polymers, respectively, are not degraded 
( differences betwecn the two gels shown in Figure 4c are also due 
to the treatment of the right-hand gel with dextranasc for 2 h at 
50ºC). 

Thc optimum reaction conditions for CW28 IS were invcs· 
tigated. Optimum pH values for cell-ussociated and free IS were 
6.5 in both cases (data not shown ). The optimum temperature for 
cell-associated IS was higher than thc optimum found for the 
soluble form, as shown in Figure 5. However, the enzymatic 
activity in both preparations dccreased rapidly at temperntures 
above 45ºC, with complete deactivation after 30 min at 50ºC. A 
stability study was carried out at threc difTcrcnt temperatures. Both 
cell-associated and soluble IS were stable at 30ºC in a 1-h 
experiment. However, at 50ºC the enzyme in both forms was 
deactivated in 30 min ( rcsults not shown ). At 30ºC thc enzyme 
followed Michaclis-Mentcn kinetics, with K,,, valucs of66 and 38 
mM for the cell- associated and the .solubilized IS, respectively, as 
calculated by linear regrcssion analysis from Lincweaver-Burk 
type plots in a sucrose conccntration rangc of 0-550 mM. The 
specific activity ofthc IS was 0.25 U/mg ofcclls and 5.6 U/mg of 
urca· solubilized protcin. 

A common prope11y of fructosyltransfcrascs is their specificity 
to transfer the lh1ctosyl moicty of sucrose to sevcrnl acccptors, with 
sugars such as maltose and lactosc rcportcd among the most 
cllicicnt [ 18 ]. \Ve obsc1vcd that both fonns of IS from L. citre11111 
lrnd vcry low efficiency towards maltose and lactosc. No acceptor 
products wcre obtaincd with the ccll · associatcd IS. as most of the 
f111ctosc in the substratc was directcd towards polymer synthcsis. 
This rcsult, as well as thc incrcasc in the K,,, to twicc its original 
value, may be due to the el'ICct ol' stcric hindrnnccs on the cell · 
associatcd cnzymc. Thcreforc. sitcs potcntially implicatcd in 
acccptor rcactions, might becomc acccssible whcn IS is re!eased 
from the ccll wall. 

lnulin is a polysaccharidc of growing industriul interest 
obtained solely frum vegetal sourccs. Enzymatic synthcsis from 
sucrosc muy becomc an attraclivc altcm:uivc sourcc if succcssful 
scalc-up and proccss cconomics with inulosucrnse.s show 
fcasibility. 



Acknowledgements 
Tbe authors express their gratitude to Ma. Elena Rodriguez, 
Fernando González and Mario Treja for technical support as well as 
to Dr. Manuel Jimenez Estrada for 13C NMR spectra. 

References 
Arrieta J, L Hemandez, A Coego and V Suarez. 1996. Molecular 
characterization of the levansucrase gene from the endophytic 
sugarcane bacterium Acetobacter diazotrophicus SRT4. MicrobiofoK>' 
142: 1077-1085. 

2 Betancourt L, T Takao, L Hemandez, G Padron and Yasutsugu. 1999. 
Structural characterization of Acetobacter diazotrophicus levansucrase 
by matrix - assisted Jascr desorption I ionization mass spectromcuy: 
identification of an N -tenninal blocking group and free- thiol cysteine 
residuo. J Mass Spectrom 34: 169-174. 

3 Bezzate S, M Steinmetz and S Aymerich. 1994. Cloning, sequencing, 
and disruplion of a levanase gene of Bacil/us po/ymyxa CF43. J 
Bacteriol 176: 2177-2183. 

4 Chambert R, MC Rain-Guion arid MF Petit-Glatron. 1992. Read
through of the Bacil/us subtilis stop codon produces an extended 
enzyme displaying a higher polymerase activity. Biochim Biophys Acta 
1132: 145-153. 

5 Cote GL. 1988. Production of a constitutive, extracellular levansucrase 
from Erwinia herbicola NRRL B- 1678. Biotechnol Lett 10: 879-882. 

6 Farrow J, R Richard, R Flackman and M Collins. 1989. Nucleic acid 
homologies of sorne vancomycin - rcsistant Lcuconostocs and descrip
tion of Leuconostoc citreum sp. nov. and Leuconostoc pseudomesenter
oides sp. nov. lnt J Syst Bacteria/ 39: 279-283. 

7 Funane K. T Ookura and M Kobayashi. 1998. Glucan binding regions 
of dextransucrase from leuconostoc mesenteroide.s NRRL B-5l2F. 
Biosci Biotech110/ Biochem 62: 123-127. 

8 Hamada S, T Horikoshi, T Minami. N Okahashi and T Koga. 1989. 
Purification and charncterization of ccll - associatcd glucosyltransferase 
synthesizing water- insoluble glucan from serotype e S1reptococcus 
mutans. J Gen Microbiol 135: 335-344. 

9 Heuwer U, FR Jaeckel, J Boch. M Mcycr, K Rudolph and MS Ullrich. 
1998. Cloning, nucleotide scquencc, nnd exprcssion in Escherichia coli 
of levansucrnse genes from thc plant pathogens Pseudomonas syringac 
pv. glycinea and P. syringae pv. phaseolicola. Appl Environ Microbio/ 
64: 3180-3187. 

10 Heuwer U, G Michael and R Klaus. 1995. Purification and 
charncterizntion of an cxtracellular levansucrnsc from Pseudomonas 
syringae pv. pilaseo/icola. J Bacteria/ 64: 2834-2839. 

11 Jacques NA. 1993. The fructosyltransfernsc of Streptoccccm salivarius. 
New Pilytol 123: 429-435. 

12 Jacques NA. 1995. Extracellular sucrosc metabolism by Streptacoccus 
.rnfi,'Dl·ius. Dev Biol Sta11d 85: 315-322. 

13 Koepsell H, H Tsuchiya, N Hcllman, A Kazenko, C Hoffman, E Sharpc 
and R Jackson. 1953. Enzymatic synthcsis of dextran. J Biol Clicm 200: 
793-801. 

14 Kyono K. H Yanase, K Tonomura, H Kawasaki and T Sakai. 1995. 
Cloning and characterizution of Zymomonas mobilis genes cncoding 
cx1raccllular lcvansucrasc and in\'crtasc. Biosci Biotcc/1110/ Bioc/1em 59: 
289-293. 

15 Laemmli UK. 1970. Cleavage of structural proteins during the 
assembly of the head ofbacteriophage T4. Naturr! 227: 680-685. 

I 

A noval call·aHoclated lnuloaucraaa from L. c/treum 
V Olivares-mana et al 

16 Miller A, SH Eklund and J Robyt. 1986. Milligram to gram scalc 
purification and cbaracterization of dextransucrase from Leuconostoc 
mesenteroldes NRRL B-512F. Carbohydr Res 147: 119-133. 

17 Monsan P and A Lópcz-Muoguía. 1981. On thc production ofdextran 
by free and immobilizcd dextransUcrase. Blotechnol Bioeng 23: 2027-
2037. 

18 Obtsuka K, S Hino, T Fukushima, O Osawa, T Kanematsu and T 
Ushida. 1992. Cbaracterizatioo oflevansucrase from Rahnella aquall'is 
JCM-1683. Biosci Biotech Biochem 56, 9: 1373-1377. 

19 Perez M, L Guercca and A López-Munguía. 1996. Properties of 
levansucrasc from Bacil/us circulans. Appl Microbio/ Biotechno/ 45: 
465-471. 

20 Robyt J and F Walseth. 1979. Production, purification, and properties of 
dextransucrase from leuconostoc mesenteroides NRRL B -512F. 
Carbohydr Res 68: 95- 111. 

21 Sánchez-González M, A Alagon, R Rodriquez-Sotrés and A López
Munguia. 1999. Proteolytic processing of dextransucrase of Leucanos
toc mesenteroides. FEMS Microbio/ Lett 181: 25 -30. 

22 Schillinger U, W Holzapfel and O Kandler. 1989. Nuclcic acid 
hybridization studies on Leuconostoc and heterofennentative lactoba
cilli and description of Leuconostac ame/ibiosum sp. nov. Syst Appl 
Microbio/ 12: 48-55. 

23 Seymour F, R Knapp and S Bishop. 1976. Determination of the 
structure of dextmn by 13C-nuclear magnetic resonance spectroscopy. 
CarbohydrRes 51: 179-194. 

24 Seymour F, R Knapp and A Jeanes. 1979. Structural analysis of lcvans 
by use of 13C - nuclear magnetic resonance spectroscopy. Carbohydr 
Res 72: 222-228. 

25 Shimamura A, K Tsuboi, NT Nagase, M !to, H Tsumori and H Mukasa. 
1987. Structural detcrmination of D- fructans from Streptocaccus 
mutans, serotype d, e, e, and f strnins, by 13C-NMR spectroscopy. 
Carbohydr Res 165: 150-154. 

26 Shiroza T and HK Kuramitsu. 1988. Sequence analysis of the 
Strr!ptococcus mutans fiuctosyltransferase gene and flanking rcgions. 
J Bacteriol 110: 810-816. 

27 Summer JB Bí!d SF Howell. 193S. A melhod for detennination of 
invennse activity. J Bio/ Chem 108: 51-54. 

28 Takahashi M, S Okada, T Uchimura and M Kozaki. 1992. Leuconostoc 
amclibiosum Schillinger, Holzapfel, and Kandler 1989 is a later 
subjcctive synonym of Leuconostoc citreum Farrow, Flackman, and 
Collins 1989. lnt J Syst Bacteriol 649-651. 

29 Tang L. R Lenstra, TV Borchert and V Nagarajan. 1990. lsolation and 
characterization of lcvansucrase- cncoding gene from Bacillus amylo
liquefacie11s. Gene 96: 89-93. 

30 Vallete P, V Pelcnc, Z Djouzi, C Andrieux, F Paul, P Monsan and O 
Sylit. 1993. Bioavailability of new synthesized glucooligosaccharides 
in the intestinal trae! of gnobiotic rats. J Sci Food Agri 62: 121 -
127. 

31 Van Der Hoercn JS, GD Vogels and MF Bekkers. 1976. A levansucrase 
from Actinomyces viscosus. Caries Res l O: 33 -48. 

32 Van Geel-Schullen GH, EJ Faber, E Smit, K Bonting, MR Smith, B 
Ten Brink, JP Kamcrling, JF Vliegcnthart and L Dijkhuizcn. 1999. 
Biochcmical and structural characterization of thc glucan and fructan 
exopolysaccharides synthesized by tite lactabacil/us reuteri wild
type strain and by mutan! strain. Appl E11viro11 Microbio/ 65: 3008-
3014. 

33 Wilke. Douglas M and J Perchorowicz. Methods of compositions for 
altering physical charactcristics of fruit and fruit products. U.S. Patcnt 
wo 89112386. 

TESIS CON 
FALJJ f"P .. EN 

• 
117 

l3Y. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Summary
	Introducción
	Estudio Bibliográfico
	Objetivos
	Materiales y Métodos
	Resultados y Discusión
	Conclusiones y Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



