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no afecta la estabilidad de SacB ni altera su capacidad de transferencia a otros 

aceptores. Es de llamar la atención que una evaluación del comportamiento cinético 

lleva a la conclusión de que al adicionar ,las regiones de transición a SacB, se 

aumenta la velocidad específica de transferencia, lo que sugiere que el efecto de este 

dominio es por un ajuste estructural que favorece la afinidad hacia la molécula de 

polímero y con ello un aumento en la tasa de transferencia. Por otro lado, no se logró 

el mismo efecto con la fusión del e-terminal de la GTF, a pesar de la homología 

estructural que comparten con los dominios e-terminal de las FTF multidominio, 

demostrando que el efecto sobre la actividad transferasa va más allá de la 

estructura, aunque hasta el momento se desconoce la explicación. Se obtuvieron 

quimeras de SacB que con la fusión de un fragmento del e-terminal de FTF' s 

multidominio son capaces de utilizar de forma eficiente la sacarosa para la síntesis 

de polímero y fructósidos sin perder su alta estabilidad y su capacidad de 

transferencia a otros aceptores. 
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2. INTRODUCCION 

Los productos fructosilados como las fructanas, fructooligosacáridos y 

fructósidos son productos de un alto valor agregado y tienen un gran interés en la 

industria farmacéutica y alimenticia, así como en el área médica y nutricional. 

Las enzimas bacterianas que sintetizan estos productos son llamadas 

fructosiltransferasas y catalizan la transferencia de residuos fructosilo de una 

molécula de sacarosa o rafinosa a una molécula aceptora. Sin embargo la actividad 

transferasa está limitada por la reacción de hidrólisis de sustrato, que es otra de las 

actividades que llevan a cabo las FTF' s, cuando el agua compite como aceptor con 

otras sustancias del medio, disminuyen los rendimientos de la síntesis de fructósidos. 

Dentro de las FTF' s se distinguen dos tipos de enzimas: las levansacarasas y las 

inulosacarasas. Las levansacarasas catalizan la síntesis de fructanas en las que cada 

monómero de fructosa está unido mediante enlaces 13-2,6 y llegan a contener 

ramificaciones por medio de enlaces 13-2,1. El polímero derivado es conocido como 

levana y tiene diversas aplicaciones en la industria alimenticia, farmacéutica y 

cosmética. 

La inulosacarasa, el otro tipo de FTF' s cataliza la síntesis del polímero inulina, que a 

diferencia de la levana tiene enlaces 13-2,1 en la cadena principal y ramificaciones 13­

2,6. Este polímero y sus fructooligosacáridos se utilizan principalmente como 

nutracéuticos. 

La estructura general de las FTF' s consiste en un dominio catalítico en forma de 13­

propela de cinco hojas que en algunas enzimas de bacterias gram positivas contiene 

una región C-terminal de anclaje a pared celular denominado LPXTG (Rathsam y 

Jaques 1998). Una subfamilia de FTF' s del género Leuconostoc sp, reportada por 

nuestro grupo de trabajo, posee regiones que flanquean al dominio catalítico con 

identidad a dominios N- y C-terminal de GTF' s (enzimas que transfieren el residuo 
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glucosilo de la sacarosa). Cuatro miembros conforman esta subfamilia de quimeras 

naturales: la inulosacarasa IslA de L. citreum CW28 (Olivares et al. 2003), la 

levansacarasa LevS de L. mesenteroides B512F (Morales et al. 2006) y las 

levansacarasas Leve y LevL de L. mesenteroides ssp mesenteroides ATCC 8293 

(Olvera-Carranza et al. 2007). A diferencia de las FTF' s convencionales, éstas 

quimeras resultan más específicas para la síntesis de polímero y la transferencia al 

agua (hidrólisis) se ve reducida. Estudios realizados sobre versiones truncadas de la 

inulosacarasa IslA (del Moral et al. 2008) revelaron que estos dominios le confieren 

estabilidad y mayor capacidad de transfructosilación ya que estas dos propiedades 

se vieron afectadas al eliminar el C-terminal, particularmente la región de transición. 

Se ha propuesto, que la región de transición podría interactuar con el dominio 

catalítico favoreciendo la formación de una vía larga que dificulta la accesibilidad de 

la molécula de agua al sitio activo donde se ubica el residuo fructosilo, lo que 

disminuye su transferencia al agua y favorece la transferencia hacia el polímero (del 

Moral et al. 2008). 

Si bien, las FTF' s multidominio de Leuconostoc sp son menos hidrolíticas y por tanto 

más eficientes en la reacción de transfructosilación, existen FTF' s unidomio que son 

capaces de transferir la fructosa con mayor facilidad a otros aceptores y son más 

robustas que las FTF's multidominio. Un claro ejemplo es la levansacarasa SacB de 

B. subtilis que es considerada una enzima versátil dadas sus características de alta 

estabilidad, solubilidad y moléculas aceptoras a las que es capaz de fructosilar. Sin 

embargo, al igual que el resto de las FTF' s unidominio, los rendimientos en la 

síntesis de sus productos se afectan por la alta actividad hidrolítica. Por tanto, 

resu 'ltainteresante explorarla hipótesis de aprovechar la estructura robusta de SacB 

y la especificidad que confieren los dominios de las FTF ' s de Leuconostoc sp y 

combinar ambos en una sola estructura. 
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3.5 FRUCTOSILTRANSFERASAS DE Leuconostoc sp. 

El grupo de biocatálisis del Instituto de Biotecnología de la UNAM reportó la 

existencia de una nueva subfamilia de FrF' s provenientes del género Leuconostoc 

(Figura 9). Su dominio catalítico está flanqueado por regiones con identidad a 

dominios N-terminal y C-terminal de GTF ' s, que son enzimas que transfieren los 

residuos glucosilo de la sacarosa. La conclusión es que se trata de quimeras 

naturales que combinan característ icas estructurales de FrF' s y GTF' s. 

DOMINIO C-TERMINAL 

IslA 

80% de identidad con ASR 

734 940 

LevS 

32 211 	 Reg ión del 1011 
transiciónI

642 770 

LevC 

24 178 	 633 761 1015 

LevL 
32 174 620 787 1002 

Figura 9. Esquema de la estructura primaria de las FTF' s de Leuconostoc sp. 

3.5.1 Inulosacarasa de Leuconostoc citreum CW28 (IslA) 

En 2003, fue aislada del pozol (una bebida fermentada maya) una inulosacarasa de 

165KDa asociada a pared celular de Leuconostoc citreum CW28 (IslA) (figura 9), el 

peso molecular más alto reportado hasta esa fecha para FrF ' s (Olivares et al. 2003). 

De forma interesante su dominio N-terminal presenta una homología del 40% con la 

región variable de una GTF, la alternansacarsa (ASR) de L. mesenteroides NRRL B­

1355. Además, el dominio N-terminal cuenta con 10 secuencias repetidas de 12aa 
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