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INTRODUCCION

Las enzimas han sido definidas como biocatalizadbres, catalizadords
producidos por c&lulaé vivas. Para su obtencién generalmente se prefie-
re la fuente microbiana sobre la fuente vegetal o animal porque los mi -
croorganismos pueden crecer répidamente sin limitaciones estacionales ade
mis de que pueden desarrollarse répidamente cepas modificadas para mé -

jorar los rendimientos de enzimas.

las enzimas ofrecen un gran nfimero de ventajas como catalizadores -
industriales, sobre los catalizadores inorgénicos, pues su alto grado de-
especificidad al sustrato elimina grandemente la formacidn de subproduc-
tos indeseaﬁles disminuyendo asi los costos de proceso x/b condiciones-
ambientales extremas requeridac en los procesos no biolbgicos alternati -
vos. La supresibn de condiciones severas de procesamientc disminuye la -
posibilidad de dafio a sustratos termosensibles, también reduce los reque-
bimiéhf&éudé energia del proceso 'y los efectos de corrosién. lLa implica-
cién de la comservacién de energia en las futuras economias que se lograh
 al aumentar la escala resultan obvias., Las altas velocidades de reacidn,
aunvbajoléstas suaves condiciones de opefaci&n, hacen el proceso més efi -
éiente y reducen ‘el costo de manufactura. En algunos casos Su uso es -

aun limitado debido a:

1) Sus altos costos de produccibn, si es que se requieren grandes cantida-

| des de biomasa para obtener un rendimiento razonable de ehzima de inte-
rés,

2) Sus altos costos de aislamiento y purificacién dado que, si se trata de
enzimas intracelulares,»se requieren métodos de separacibn delicados pa-
ra liberar a la enzima en forma intacta, de la célula y aislarla de los
restos de ella.

Ademfs de que la mayoria de las enzimas son inestables cuando se remueven-

&e la célﬁla viva y como la mayoria de ellas se emplean en forma soluble, -

dilufdas en medic acuosq, ec difiqil y econbmicamente prohibitive recupe -
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rarlas de los efluentes del reactor al finalizar el proceso catalitico.

Una alternativa que ha abierto mayores posibilidades de utilizar en-
~zimas a.gran escala, contranmesta éstos efectos.,’ Consiste en su inmovili-

zacibn en soportes sbélidos, insolubles en las condiciones de operacién.

Una enzima inmovilizada puede definirse como'un sistema o una prepara-
cibn en la cual la enzima estd confinada o localizada en una regifn del-
espacio relativamente definida, es decir, cuya movilidad por difusibn li-
bre estd restringida; es un complejo enzima-soporte activo pero insoluble,
Puede esfar realmente atada por uno 0 varios mecanismos a una superficie -
s6lida o simplemente confinada dentro de una barrera liquida o sbélida - -

circundante.

La dextransacarasa (32,33) es el términp dado:a la enzima o grupo de-
énzimas;'QiﬁCOsiltraﬁsférasas (enzimas que transfiéren grupos glucosilo )
0 mas=e§pec££icamente’heXOsiltransferasas + : responsables de la sinte -
sis §e:dextrapaS‘a partir de sacarosa (25) preshmiblemente también a par-

tir de lactulosacarosa (30) fluoruro de e D-glucopiranosil (19,20).

ﬁaﬁ dektranas son una gran clase de homopdliséc&ridos hidrocoloidales
de origen bacteriano producidos extracelularmente, constituidos por regi -
duosec D-glucopiranosil polimerizados predominantemente en enlaces o< 1,6 y
\#amificaciones con enlaces o€l, 3 6 o€1,4 dépépdiendé dgl microorganismo-

utilizadoQ

La dextransacarasa ha ganado importancia debido a que las dextranas -
se les hé encontrado muchos usos, por ejemplo en la indﬁstria alimentaria-
se les utiliza como acondicionador, estabilizanfe. agente texturizante y -
otros usos'relacionados en los cuales puéden sustituir a las gomas natura-
f;les_(96;87);‘éh;1a industria farmacéutica se les utiliza como expansor del
vvolumen‘dellplasmh; ehcépsplador y vector de medicamentos (T)Oen la inﬁus-

tria quimica en la purificacién del hidréxido de 50616(59) como material -
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de impermeabilizacibn, etc.(69)asi como en la industria petroqufmica.

Las principales bacterias sintetizadoras de dextranas a partir de
sacarosa pertenecen a la familia Lactobacteriaceas, tribu Streptococca-

ceae,género Leuconostoc, especies mesenteroides, y dextranicum (67,8,35).

Las dextranas pueden producirse de varias formas:
Por fermentacidn intermitente, en la cual parte del sustrato, sacaro

sa, es utilizado para el crecimiento bacteriano y parte para ser convers

tido en dextranas por la enzima excretada.

Por sintesis enzimAtica, proceso consistente en dos etapas; una de =
produccidn de la enzima por fermentacidn, minimizando la produccién de «
dextranas para posteriormente utilizar ésta en una sintesis agregando al

sobrenadante de fermentacidn una solucién de sacarosa.

El uso de la enzima inmovilizada permitirfa la produccién de dextra-
nas sin necesidad de una fermentacidn repetitiva, ademds de la posibili-

dad de regular el pesc molecular de las dextranas producidas.

Este trabajo consta de varias etapas siendo el objetivo fundamentél,

seleccionar un soporte sdlido adecuado para la inmovilizacién de la dex--

. transacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F.



GENERALIDADES.

La dextransacarasa (sacarosa: 1,6eD glucan 6-o¢-glucosil transferasa

E.C.2.4:1.5) de Leuconostoc mesentercides es secretada en cantidades relp

tivamente grandes denfro de la solucidn sobrenadante del cultivo con un -
minimo de enzimas contaminantes. Fue aislada por Hehre (25) y Van Tieghen
di6é la primera descripcibn adecuada del microorganismo describieéndolo como
similar al género Nostoc de las algas azul-verdes y le dib la designacién-

hasta hoy en dia usada ampliamente,de Leuconostoc _mesenteroides (g5,47).

Liesenberg y Zopf fueron los primeros en aislar cepas de Leuconostoc me -

senteroides en forma de cultivo purc {(85,51).

Mecanismo de accién.

la accibn de la enzima dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides

' sobre el sustrato sacar¢sa,ha sido estudiada por un gran nfimero de inves-

‘tigadores,

Reaccibn general:
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Eeta reaccibn procede irreversiblemente en direccibén de la pro - - -

duccibn del polimero’haéta que se agota el sustrato es decir,la sacarosa.

£sto también se apoya en la gran diferencia en el AF de hidrélisis de los-

enlaces glucosidicos de la sacarosa y las' dextranas.

* Isomaltosa, maltosa, D-glucasa.ubmetil'D-glucbsido 3-0 metil - -

Dvgluéosa y dextranas de bajo paso molecular (6).



Sintesis de dextranasa partir de sacarosa catalizada por la dextran-

sacarasa (49,27).
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El enlace de sacarosa que rowpe ‘la ?extiansacarisl s aquel entre el
‘carbono 1 de la glucosa y el oxigeno - interglucosidico. Lla dextransacara

Sa es realmente una glucosiltransferasa mas que una glucosidasa.

El crecimiento de las cadepas de dextranas catalizado por la dextran
sacarasa puede describirse como un tipo de reaccidn de propagacibn en-
etapas,”cada etapa consiste de la adicibn de un radical glucosilo de la
molécula de sacarosa al hidroxilo dei carbono 6 del extremo no reductoi -

de la unidad glucosa terminal de la cadena de dextranas en crecimiento(27).

La energfa requerida para la condensacibn de dos unidades glucosilo
es proporcionada por la hidrblisis de sacarosa lo cual constituye una di

ferencia esencial con el mecanismo comlin de sintesis de polisacéridos -
(60) .

Se ha propuesto (30) la existencia de una familia de dextransacara-
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sas que se diferencian en su afinidad por los grupos hidréxile de -los re-
siduos o€ D~ glucopiranosil de las cadenas de dextranas. En éste mecanis-
mo la etapa determinante de la velocidad de reaccidén serfa la ruptura -

del enlace glucosidico del sustrato.

Las diferentes clases de dextranc derivan de la existencia de enlaces
diferentes aoc 1,6, El mecanismo de formacién no establece las ramifica-
ciones y enlacesec1,3 y oc1,4 6c1,2 en las dextranas. Se ha sugerido(15)
que los enlaces de las ramificaciones son producidos cuando las dextra -

nas actuan como aceptor en la reaccibn.

Robyt y Taniguchi han confirmado ésta teoria y han mostrado que los
enlaces de ramificacibn se efectuan por reaccibn de transferencia en -
tre las dextranas y el complejo intermediario dextranasil-enzima, una -

sola enzima serfa la responsable de toda la sintesis (72).

- - BEn las dextranas formadas por la enzima de Leuconostoc mesenteroides
NRRL-B-512F las ramificaciones del tipoe<1,3 representan el 5X del nfimero
total de enlaces glucosidicos (49,77,52) y el 40% de éstas ramificacio-
nes.éstan constitufdas por una sola unidad glucosilo (92).Barker y colabo-
‘radores han determinado que el ntmero de éste tipo de enlaces varfan con -
el contenido de Mg‘H en el medioc de cultivo, pues se ha mostradc que en -
un medio deficiente en Mgt' inoculado gon Leuconostoc mesenteroides puede-

aislarse una molécula relativamente lineal (65,2,3).

Varios cientos de cepas de Leuconostoc mesenteroides han sido proba-

das para determinar : su habilidad pararproducir dextranas. El porcentaje
de enlacesec1,6 en las dextranas producidas varia de 100 a 60 % dependien-
do de la cepa usada y en menor grado de las condiciones del proceso. la
importancia de ésta;caracteristica radica en que &ste tipo de enlaces son

atacados por las-gnzimas.del cuerpo mucho mis lentamente que los enlaces - |

ec1,4 (4). .



Durante la accién de la dextransacarasa se forman pequeflas cantidades
de glucosa, &sto puede deberse a la presencia de enzimas contaminantes -
pero también puede ser un producto de la misma dextransacarasa,resultante-

de la hidr6lisis de un intermediario glucosil enzima en presencia de agua.

"(22).

Propiedades de la enzima,

La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-512F es una -

ﬁroteina de peso molecular de 280 000 (16,14). Parece razonable pensar -
que la enzima posee un cofactor cuyo peso molecular se encuentra ‘entre-
S000-30 000 (49), presenta un miximo de.actividad a pH 5-5.2 y auna --
temperatura de 30°C (45)+ Los valores de Ym publicados para la saca-
rosa estin dentro del intervalo de 0.02-0.03 M. La energia de activacibn
“de la reaccién en el intervalo de temperatura de 15 a 30°C ei de F,’!%%%'
“(11). Los datos sobre la neces1dad de iones metilicos son numerosos Y-
éﬁntradictorios;asi saquos que el EDTA;(49) y el actifdkilico la inac- .
'~£ivan y entre los iones Cz**, zn**, Hg‘*.'Cu’*, s8lo los iones Co't reé,
tauran la activihad de la enzima. ‘Sé ha sugerido que &sta enzima exis-

“'te Dbajo la forma de metaloenzima con Ca** (65),

Se ha inferido, basdndose en estudios de dependencia de la actividad
enzimatica del bH(ge,sa) y la pérdida-de actividad bajo la fotooxidacibn-
j(24 48,99,100, 10%4ue la enzima contxene un grupo carboxllo y un grupo =
ip1dgzol,en el sitio actlvo. tsto ests sostenido por el hecho de que la
‘mutarrotacién due sufre el res;duo de De glucosa se gxplxca por un ata -
que simulténeo de un grupo nuclecfilico y un grupo electrofilico; ésta-
situacién podria existir en la dextransacarasa donde los _grupos imidazol-
Y carbox;lo estén situados en la matriz de la proteina de tal manera que
1'podr£an efectuar un atagque concertado sobre el enlace glucosile para la
ireacc16n de pol1merizac16n. Podria asumxrse que aparte de la combinacién
de 1la enzima sustrato en el sitxo catalitico, el sustrata debe estar atado

aun s1tzo especif1co (63).



Los inhibidores comunes de enzimas:

-F, CN; 0.05M, compuestos diazo, iocdoacetato 0.025M, piridina, ani
1ina 0.01M,Cus0,, ZnS0,, Mnc:2'0.001m, AgNO, 0.00001 ¥ no afectan a la -
dextransacarasa (29,26). Parte de éste comportamiento puede ser debido a-

-la accibn protectora de las dextranas que la acompafian (27).

Se ha observado que una concentracién de sacarosa superior a 0.2M ~-

inhibe la accién de la enzima (27,26).

Se ha publicado que si se une una molécula de donador (sacarosa, lactu
losacarosa, fluoruro de o< D- glucopiranosil) en el sitio del aceptor se cau
sa inhibicién (67,62,83 ) ¥ que un exceso de aceptor (isomaltosa, maltosa,
D-glucosa, o¢c metil D-glucbsido, 3-O-metil D- gluchsido y dextranas de bajo
peso molecular) en presencia de una baja concentracién de sacarosa, causa
,iﬁhibicién (67) debido a una interaccibn'coﬁpetitiva del aceptor y la saca-

rosa por el sitio del'dohador,

Se ha demostrado que la enzima es inactivada por soluciones diluidas-
de urea 2M (64) vy que la adicién de iones Zn** (0.025M) a la enzima provg
ca 100% de inhibicién (74). Se ha determinado que la dextransacarosa de

Leuconostoc mesenteroides IAM 1046 es inhibida grandemente por Cutt , -

Hgtt, EDTA, y p-cloro-mercuribenzoatc (91)

La composicién de aminofcidos de la dextransacarasa (9,14,16)es:

_Glicina 13.38 %
‘ Acido aspértico 12.52 %
Acido glutémico  10.41 %
Lisina c 10.01 X
~Arginina ' ' 9.67 %
Alanina 8.81 %

Treonina’



Serina
Prolina
Valina
Leucina
Isoleucina
Fenilalanina

Histilina

Robyt y Walseth demostraron efectuando una hidr6lisis &cida seguida de
una cromatograffa en papel, que la enzima pura es una glucoproteina, donde 1la
fraccibn osidica est& constituida por D-manosa principalmente seguida de glu
cosa y galactosa. Estos resultados han sido confirmados con la precipitaciém
total de la actividad de la dextransacarasa por la adicién de concénavalina
A que acompleja espec{ficamente las glucoproteinas que contienen mfiltiples -
grupos D-manopiranosil insustituldos y no acompleja con dextranas de Leuco -

nostoc mesenteroides NRRL-B-512F (80,21),.

Produccién de la dextransacarasa.

Las condiciones Optimas para la produccién de dextranas son similares -
a las condiciones necesarias para la mxima produccién de la dextransacarasa

por la cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-512F,

‘La sacarosa es la finica fuente de carbono capaz de inducir la formacién

de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL;B-512F y se ha demos.

trado que la porcibn fructofuranosa de la molécula de sacarosa es la respon.
sable de la activacibn delysistema de induccién (65), Otras inveétigaciones
‘han demostrado que la conéentracibn de la fuent; de nitrégeno para la pro --
duccibn de enzima debe ser mis elevada que para la produccién de dextranas -
perc que la influenéia de &stos compuestos no se detecta s§ el K2HP04 se tie
' ne en exceso - dentro del medio de cultivo. También serha encontrado que los-

: A L . L :
iones 334 inhiben la produccién de la enzima y que los iones Mg*+ gon nece

sarios para su produccibn (98).
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Dado que Leuconostoc mesenteroides es un microorganismo microaerobio

5810 requiere la agitacifn justa para mantener la homogeneidad del medio.

La produccibn de enzima es muy sensible al pH; se sabe que es méxima -
a pH 6.7 pero a &ste pH se pierde el 35 X de la actividad en una hora - -
(45,88). Por el poder regulador que le confiere al medio de cultivo, el -
exceso de x2HPO 4 dentro de la zona de produccibn mAxima de enzima, aumenta
la secreciébn de ésta, Tsuchiya y colaboradores han informado que la pro-
duccibn de dextransacarasa es 6ptima cuando se tiene 3,.5%X de K2HP0 4 en el -
medio de cultivo (49,88).

También se ha publicado (67,97) que la adicién de cloruro de calcio -
(0.001-0.1) % p/v dentro del medio de cultivo aumenta la produccibn de de:i-

transacarasa.’

Se 1levé a cabo una investigacién (49) en donde se concluyd que 1a --
producc16n de dextransacarasa se efectﬁa cuando la ctmcentnczﬁn de saca-
rosa rebasa un valor critico y que por consxgulente no es pos:.ble cuando la

sacarosa es lmtante.

~La méxima actividad enzimitica de un cultivo continuo en un medio con-
teniendo sacarosa (Sr 1% sacarosa) fué alcanzada a una velocidad de dilu-

cién de 0.53 ! (-49).

La dextransacar-sa se produce hasta cerca del inicio de la fase -

estacionaria de crecm:.ento alcanzando un mﬁxmo después de tres horas (74)
Purificacién de la enzima.

Gracias al desarrollo de nuevas técnicas de purificacién se ha podido

resolver el problema que representa la pum.f:.cac:.én de 1a dextransacarasa.

Los primeros intentos se hicieron por fraccionamiento con etanol,Clo-
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roformo, sulfato de amonio (44,36,75,15) pero se observaba una gran cantidad
de dextranas remanente ya que la sacarosa debe estar presente en el medioc -
de cultivo. Por otro lado se observa una aglomeracién de la enzima, proce-

so que se ve acelerado durante la purificacién ( 26,90,88,22,5,42,43).
Se ha obtenido (14) una preparaciém de enzima libre de dextranas por --
fraccicnamiento con metancl y sulfato de amonic seguida de adsorcién sobre -

hidroxilapatita y ultrafiltracién.

También se obtuvo una preparacién enzimética libre de dextranas por

fraccicnamiento con alcohol seguida de adsorcibn sobre gel de fosfato de

calcio (7).

Recientemente (74) se ha llevado a cabo la purificacibn de la enzima
por diblisis y concentracibén en una unidad piloto de Bio- Fiber 80 seguida -
de un tratamiento con dextranasa, una cidmatbgrafia en columna de Bio-Gel-

ASnyuna concentracién final en una celda de ultrafi}tracibn.

La dextransacarasa ha sido aislada del sobrenadante de cultivo libre -
de células por precipitacién con sﬁlf&to de amonio al 75 X de saturacibn-
en pfesencia de 6.05 % de alblmina de huevo como coprecipitante seguida de
filtracién en gel con Sephadex G-25 y cromatografia de intercambio iénico-

en una columna de DEAE - celulosa (49).
También ha sido purificada concentrando el sobrenadante de fermenta -

cibn libre de células por ultrafiltracién . seguida de permeacién en gel.

Ambas etapas se llevan a cabo a 4% (41,53).

Parfmetros que afectan el peso molecular de las dextranas formadas du-

rante la reaccién enzimltica.
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Se ha publicado (90,61, que regulando la concentracidn del aceptor,
especi{ficamente de las dextranas de bajo peso molecular, se provoca una
disminucién del peso molecular y un aumento del rendimiento del dextraqo
"producido; qué un aumento en la concentracibn de sacarosa desde 50 a 200-
gJ."1 provoca una disminucibébn del peso y del rendimiento de las dextra -

nas producidas (90,31)

Con respecto a la temperatura también se ha observado /90) que‘a -
15°C el peso moleéular promedio de las dextranas de bajo peso molecular
-se incrementa ligeramente; que cuando la reaccién se 1lleva a cabo a 10-
y 4°C se incrementa el rendimiento del dextrano de bajo peso molecular -
sin eliminar la formacién de dextranas de alto peso molecular y que cuan
do:la temperatura de reaccibn se disminuye de 30 a 15°C, se reduce el ren
dimiente de.dextranas de alto pesc molecular e inérementa el rendimiento-

de las dextranas de bajo peso molecular asi como su peso molecular promedio.

En lo que concierne a la concentracién de la solucibn enzimitica se-
. ; 0 .
ha obsgrvado,v solamente a 30 C, que un aumento en la concentracién de en

.fzima favorece la formacibn de dextrano de bajo peso molecular (90).

La presencia de maltosa dentro del medio de reaccifn aumenta consi-
derablemente la velocidad de reaccibn y disminuye el rendimiento de dex -
tranas de alto peso molecular por lo que prueba ser una sustancia que - -

actua como aceptor excepcionalmente activo_(go).

También se ha observado que altas concentraciones de fructosa favore
cen la sintesis de dextranas de bajo peso molecular; ésto explica parcial
mente el efecto observado de una alta concentracibn inicial de sacarosa,

sin embargo el efecto de la fructosa es muy complejo (90},

Inmovilizacitn de enzimas.

-Las enzimas pueden ser unidas por uno o varios mecanismos a un soporte
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s6lido o simplemente confinados dentro de una barrera sélida o liquida,

Para la expresifn de la actividad de la enzima inmovilizada es ne-
cesario retener el mismo estado estructural de la protefna para nc alte-
rar el sitio activo ( el o los aminoAcidos de la protefna que interaccio

nan con el sustrato para dar lugar al producto).

Para ello es necesario llevar a cabo la reaccién de inmovilizacién-
en condiciones muy suaves, evitar altas temperaturas de reaccibn,trata -

mientos &cidos, alcalinos, altas concentraciones de sales, etc. (93).

Las ventajas de inmovilizacién de enzimas (35) puede resumirse co-
mo sigue:v
‘1) Incremento en su vida catalitica fitil,pues puede llevarse a cabo
- un uso mﬁltiﬁle o repetitivo de un solo lote de enzima.
2) Facilidad para detener ripidamente la reaccién.
3) En m@ltiples casos, estabilizacién de la enzima. '
‘4) Un proceso que'emplea una enzimé inmovilizada por enlace covalen
" te puede ofrecer la ventaja de proporcionar wun producto libie de eﬁzima{
5) Generalmente iresentan una adecuada estabilidad operacional;.
6) Pueden ser aplicadas en frocesos continuos. |
7) Existe la posibilidad de disefiar sistemas multienzim&ticos funcig
nando como reactores en serie,
8) En algunos casos, se presentan largos tiempos de vida media,
. 9) Velocidades de decaimiento 'predecibles.
10) Cuando se aplican en procesos analiticos eliminan la preparacién

de reactivos.

Cada uno de los puntos mencionados ha contribuido al desarrollo de

la teéndlogia de enzimas.
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Actualmente se emplean una variedad de técnicas y soportes para la
inmovilizacién de enzimas y la conclusibébn que puede ser deducida o infe-
rida es que no existe la técnica de inmovilizacién o el soporte ideal o-
universal, pues éstos'deben ser elegidos considerando la enczima y su a-

plicacibn,

Los métodos para inmovilizacién de enzimas pueden ser clasifica -
‘dos en:
1) Entrecruzamiento de las moléculas de enzimas.
'2) Entrecruzamiento de enzimas dentro del soporte ¢ sobre su super-
ficie,
3) Enlace covalente a soportes.
4) Adsorcibn en soportes.,

5) Atrapamiento en chpsulas o membranas.

Se debe aclarar que cuando se habla o describe una técnica particu-
lar de inmovilizacibn, implica simplemente que el enlace propuesto es -
el que predomina pues en algunos casos el método utilizado es una combi

nacibn de dos o més de éstos.

Ninguna de éstas técniéas tiene una clara ventaja sobre las otras, lo
mas importante es que tan fécilmente puede ser llevada mas alli de la eta
pa de laboratorio.

En lo que respecta a los soportes, su solubilidad debe ser nula, den-

tro-de las condiciones del medico ambiente en el que opera.

" .Los soportes wutilizados en la inmovilizacién de enzimas pueden ser -
. clasificados en forma general en dos grupos:
1) Soportes inorgénicos.

' 2) Soportes orgénicos.

1



fsta clasificacién no describe la morfologia de los materiales, que
es extremadamente importante con respecto al &rea superficial y la es -
tructura porosa, factores que afectan el comportamiento de una enzima in-
‘movilizada. Pueden entonces clasificarse en soportes porosos y no porosos.

Los soportes porosos se clasifican en:

a) Soportes de poro controlado.

b) Soportes de amplia distribucién de poro.

c) Soportes de estructura de gel, los cuales se subdividen en:

c1) Estructuras de gel preformadas

c2) gel de atrapamiento

c3) copolimeros

Los soportes no porosos tienen la desventaja de que el &rea de su ma-
terial es extremadamente baja y por lo tanto 1la superficie accesible pa-

ra la unién de la enzima es extremadamente limitada.

Es dificil predecir el comportamiento de un cierto soporte o técnica-
baséndocse en los resultadoé con otras enzimas, pues las caracteristi#is -
pueden variar considerablemente para la misma enzima unida a diferentes-
soportes pero por diferentes técnicas, pero es Gtil definir parémetros de-
sistemas de enzimas inmovilizadas los cuales pueden ser utilizados para su -

caracterizacién y evaluacibn.

Una de las caracteristicas m&s importantes de una preparacién de enzi
ma inmovilizada es su actividad_catalltiéé expieSada como velocidad ini -
cial én términos de unidades internacionales. ( )nmbles de sustrato.conver-
tidqs por minuto), por gramo de catalizador. Para aléunas enzimas una uni

"~ dad puede tener una definicién especial.

Las actividades exprésadas de las enzimas son extremadamente sensi -
bles a las condiciones ambientales, ejemplo: concentracién inicial de sus-
trato, concentracibn del cbfacfor, temperatura, pH, tiempo de reaccibn, --

fuerza ibnica, concentracién. ¢é?solu¢i6h reguladora, Para las enzimas -
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inmovilizadas influyen ademés: la agitacién, la velccidad de flugo, las
dimensiones fisicas del soporte, por lo tanto, éstas condiciones siempre-

deben presentarse con los datos de actividad.

Métodos de inmovilizacién.

Adsorcién,

La adsorcién es tal vez el método de mas simple aplicacién; se 115
va a cabo simplemente exponiendo bajo condiciones suaves, una solucién -
enzimitica arﬁna superficie sélida. Las fuerzas de enlace entre la enzi
$a y el soporte son débiles por lo que la enzima puede desorberse féci}
mente en presencia de sustrato o soluciones concentradas de electroli -
tos. Un sopoite es adecuado como adsorbente sblo cuando posea gran afi-
nidad por la enzima y al mismo tiempo le cause la minima desnaturaliza -
-:.ci6p. Para adsorcién de enzimas puede utilizarse -soportes neutrds o car
v'gados.A‘Se;haniutilizédo como soportes resinas de intercambio iénico, co-

mo p9rhejemp1o£

DEAE- celulosa, DEAE- Sephadex, carboximetil celulosa (CMC), cuarzo,

bentonita, particulas de carbdn,silica gel, etc.

Una manera de mejorar la retencién de enzimas adsorbidas es usando -
‘entrecruzamiento intermolecular por medio de agentes bifuncionales como-

glutaraldehido,

Atrapamiento en gel,
Los & las geles poliméricas proporcionan barreras fisicas al escape-
de enzimas, mientras que permiten el paso del sustrato y producto. Asi -

las enzimas puéden ser usadas oclufdas en una matriz entrecruzada.

Con algunas enzimas el atrapamiento en gel se hace generalmente poli
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merizando en solucién acuosa que contiene el soporte (en forma monomérica}
, .

y la enzima, en presencia del agente de entrecruzamiento. Esta técnica de -

inmovilizacién ofrece la desventaja de que en ocasiones las condiciones de-

reaccibn son drésticas y la enzima es significativamente alterada.

Las mayores desventajas de ésta técnica de inﬁovilizacibn son dos:

1) Pérdida continua de actividad debido a que la distribucién del --
tamafio de poro invariablemente oriﬁina algunas fugas que son lo suficiente-
mente grandes , que permiten la pérdida de enzimas.

2) Grandes barreras difusionales al transporte del sustrato y producto
originando retardos en la reaccidn, particuiarmente con sustratos y/o B2

ductos de alto peso molecular.

Una variacién al método de atrapamiento es formar microchpsulas que -

contienen la enzima.
- Enlace covalente.

Es el método mas estudiado para la‘inmovilizaqién de enzimas. El enlace
covalente de una enzima a un'soponte sblido se lleva a cabo a través;dézlos.
grupos funcionales de la enzima, evitando en lo posible que éstos-ségn’los- :
esenciales para su actividad catalitica;"por ejemplo:

1) grupos amino y carboxilo libres. _

2) grupos hidr6xilo, ejemplo el de serina y treonina.

3) grupos fenblicos, éjempln el de la tirosina,

~4) grupo imidazol, ejemplo el de la histidina.

5) grupo sulfhidrilo.

Durante el acoplamiento se deber&n emplear condiciones suaves para mini

mizar la desnaturalizacibnk&é la enzima.

Las reacciones para unir la enzima al soporte cazen dentro de tres cate

gorias: ,
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1) unién a través de la formacién de enlace peptidico.
2) unién a través de alquilacién.

3) unién diazo.

El enlace covalente puede alterar la estructura de la enzima cambian-
do su reactividad. En algunos casos puede ser afectado el sitio activo poi

la reaccién de acoplamiento, originando mAyor pérdida de actividad.

. Entrecruzamiento intermolecular.

Reactivos bifuncionales que inducen el entrecruzamientec intermolecu-
lar pueden unir enzimas a soportes sélidos, por ejemplo, glutaraldehido, -
bis diazobenzidina, Acido 2-2' disulfénico, tolueno, 2-isocianato, 4-iso -

tiocianato, tricloroc 5 triazina, etc.

Para adaptar un proces¢ de 1nmov1112ac16n ala prictxca industrial --
debe ser szlwle, barato y capaz de ser escalado ripzdamente. La satuac:én
1dea1 serfa tener una técnica que reunzera éstos requ1sztos y que pudie~

.se:gombinar las ventaJas de todas éstas técn:cas mientras que ‘minimizara -

_sus desventajas.

Pocas técnicas desarrolladas recienfgmehté han:enfocado‘su atencién -
en &sta direccibn, Algunos ejemplos son: la técmica que emplea agentes-
queléntes. tales como sales de metales de transicién, para acoplar enzimas
a una varzedad de’ soportes; encerrar una soluc16n acuosa de enzima dentro-
de una ‘membrana liqulda es otra técnica propuesta rec1entemente, la 1nmov1
'llzac16n de enzimas en fibras porosas Y- sobre la superf1c1e 1nterna de tu
bos pol1mér1cosvccmo nylon; también se han intentado procesos que emplean

cohplejacién molecular, electrodepositacién e impiegnacibn.-
‘(Débido a que la' mayoria de las técnicas de ihmpvilizacibn no son tan -
fSeleCtngsfque permitan seleccionar liipfotéina'ehiimAtica‘sobre las impure

zas que podrian ser‘cérbohidratos,;saies y pfofeinhs no enzimiticas, las -
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enzimas deben sufrir un proceso de purificacibén previo a su immovilizacién
pues las impurezas ocuparian algunos de los sitios de enlace sobre el sopor-

te que podrian ser mds econbmicamente  utilizados por la enzima,

La dextrangacarasa €5 una eniima extfaordinariémente dificil de inmo -
vilizar; parece ser que la méyor difiéultad es su desactivacibn durante. la
inmovilizacibn en vez de su exclusidn de los poros del soporte debido a su -
gran tamafio (41); as{ la dextransacarasa puede ser inmovilizada cuando los -
poros del soporte son lo suficientemente anchos para permitir, ademas de la-

fijacibn de la enzima, la difusién de las dextranas y de la sacarosa(Sd).

Han sido publicados por varios grupos (41 informes de inmovilizacibn- '
de dextransacarasa; asi sabemos que la enzima ha sidc inmovilizada iénica -.
mente a DEAE .Sephadex A 50 (68); covalentemente a Bio-Gel P p (71), gel de-
poliacrilamida, membranas de acetato de celulosa 1;'4fibra.s porosas polisulé
fénicas (17). También ha sido inmovilizada en papel filtre Vhatman No. 1 - '
con clorurc cianfirico por el método de Smith y Lenhoff (79), a arilamina -
poliacrilamida ( Enzacril M) por enlace dlazo ) A ac:.lhzdracma polncri
lamida { Enzacril AR) (12) después de la Pormacitn de una azida dcida; a un
-+ copolimerc entrecruzado de acrilamzda y N-acmloilc:.steina (. Enzacril po—,
litiol) con ferriciamurc de potasm d1rectamente a Enzacril pohtmlacto- .
“hayaun copolimero de N- acriloilaminoacetaldehido dimetil acetal y N,N .
metil-enediacrf{lamida (Enzacril poliacetal) después de ‘un tratamiento con- .
,tééido diluido segfin las recomendaciones del fabricante (18). En todos los
' casos desaparece la mayor parte de la a’cti.vidad"enz_irh&.ticav." de la soluciém -
‘sobrenadante pero 2X o menos de &sta se encuentra en el soporte. También ha
'sido unida ibnicamente a DEAE-celulosa, DEAE- Sephadex A 25, A50, Sp-Sepha
‘dex C-25 y C50 a pHs entre 3 y 7 (41) . o

Con los tres soportes DEAE desaparece, v'irtualme'nte toda la actividad -
dextransacarasa de la solucibn sobrenadante -a todov los pH’s pero menos -

gel 10 estd en forma activa en el soporte; con’ los dOs SOportes sp ocurre- :
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completa absorcién s6lo a pH3; s6lo con - SP-Sephadex C 50 a pH3 fue-.apre-

ciable la actividad inmovilizada obtenida.

También se ha'unidp-a un-soporte poroso alquilamina Spheron polihi -
drdxietilmetacrilatp de ' diferentes didmetros utilizando glutaréldehido -
(12) eon el.sbbrenadante de fermentacién 50% de la actividad original fue
adsorbida por lés pequéﬁas perlas,pero menos del 10% de la adsorbida per-
manece activa. Aproximadamente el 75X de la actividad de la enzima puri-
ficada es adsorbida por el soporte poroso de didmetro mayor pero sélo 5%

de ella muestra actividad en la forma immovilizada (41),
La enzima purificada tambiémn se ha inmovilizado en alquilamina sflica

activada con glutaraldehfdo variando las condiciones de enlace (41), Los-

resultados se encuentran en la tabla siguiente:

- Inmovilizacidn de dextransacarasa en silica porosa.

pH de ‘tiempo de 'Vol. de Act, inic. ‘Desapari- " Actividad - Actividad
enlace, exposi- - enz/pesq de la Sol. cibn de ac recuperada inmovili-

- cibn, . seco de enzimdtica tividad de en el sop. zada.

! - _soporte. la solucién
(n) (m/ g)  (u/m1) (%) (%) (%)
5.2 2 1.5 2,23 59.6 19.6 0.39
5.2 2 1.5 2.05 45.9 15.6 0.22
5.2 2 2 . 2,23 - 47.5 16.5 0.35
5.2 2.2 -1.5 2.44 67.5 16.9 0.42
5.2 3.5 1.5 2,13 46.9 14.9 0.22
5.2 24 2 2.33 77.9 14.1 .51
5.2 24 2 0.7¢€ 72.7 15.1 0.17
6.0 2 2 2,23 76.7 10.2 035
7.0 o2 2 2,23 88.8 6.0 0.24
7.0 2.2 2

2.44 90.6 4.2 ~0.19

a Lote de tubos 22-35 Todas lés otras soluciones son del lote de tubcs-
de 1€-21, ‘ o '



También se ha inmovilizado dextransacarasa purificada por dos métow

dos diferentes:

1) fraccionamiento con etanol.

2) ultrafiltracidn y cromatografia sobre gel.

en silice (Sphérosil Rh8ne Poulec) de area especifica variable,activa-

da con solucidn de glutaraldehido al 2% (53). Los resultados obtenidos

son:
Inmovilizacién de dextransacarasa sobre silice porosa
1) solucifn de enzima purificada por fraccionamiento con etanol.
Area especifica Actividad enzimitica
de la silice
(ng'1) (UDS/g de silice)
Experiencia 1~ Experiencia 2
6 480 : 124
24 o214 215
50 218 55
122 250 127
179 156 ' 120
445 - 114 114
2) Solucién de enzima purificada por ultrafiltracién y cromatografia
scbre gel. S% ‘
%E
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Se puede observar que una area especifica baja es éptima para la

inmovilizacibn de la enzima.

Se ha estudiedo la influencia en la inmovilizaciér de dextransaca
rasa de la cantidad de enzima puesta en contacto con el soporte (49).

Los resultados se encuentran en la siguiente tabla:

Influencia de la cantidad dc enzima puesta en contacto con el s0-
porte sobre la inmovilizacibn de la dextransacarasa

Area especféica Cantidad de Activigdad total Actividad
sfilica puesta en con - enzimitica
tacto con la s
lica. -
2 -1 :
(mg ) (mg) (ups) {ups/g sflica)
6 100 200 90
6 100 1950 - 605
;24 100, 200 170
24 - 100 T 1950 287

~Por otra par*e se ba d-mostrado que la presencia de maltosa duran-
te el acoplam1ento en21ma-soporte disminuye el efecto eastérico provocado
por las grandes cadenas de dextranas ligadas en los zitios activos de la
enzima y as{ aumenta la cantidad de enzima f1Jada (49} Los resultados-

se encuentran en la tabla siguiente:



Influencia de la maltosa sobre la inmovilizacién de dextransacarasa.

Area especifica de la Cantidad de sflica. Actividad enzimética.
sflica '
o2 -1 ' . .

(m"g ) (mg) (UDs/g de silica).

© 6 100 605

6 1002 830

24 100 287

24 1002 ‘ 634

6 200a 446

6 200 495

24 200 477

24 2002 486

-‘Conqxc;ones de inmovilizacibén: 15 ml. de solucién de enzima con una -
actividad de 130 UDS/ml, actividad especifica 1340 UDs/hg de proteina-
puesta en contacto con el soporte . :

Se afiadieren 200 mg. de maltosa a la soluc16n de dextransacarasa du -
rante la 1nmav111:ac16n.

La dextransacarasa también se ha inmovilizado sobre particulas de
olote molido con un di&metro promedio de 180 micrones, activadas con -
solﬁCibn de glutaraldehido al 2% (53}. Los resultados se encuentran -

en la siguiente tabla:

Inmovilizacidén de la dextransacarasa sobre particulas de olofe molido.

Cantidad de soporte Actividad total puesta Actividad enzimitica.
‘ en contacto con el sop.
(mg) (ups) "~ (uvS/g de soporte)
133 258 . 227.6
145 258 , 226.2

,232 ' 534 : 186.0
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MATERIALES Y METODOS.

Bacteria empleada

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F cepa perteneciente al Départa;

mento de Alimentos de la Divisibn de Estudios de Posgrado, mantenida en -

forma liofilizada en ampolletas de 5ml.
Medio de cultivo

Se cultiva al microorganismo en un medio con la siguiente composicién:
2% de K_HPOA |

2% de sacarcsa (grado reactivo)

1% de extracto de levadura

0.02% de MgSO

. 4
0.007% de Feso,
0.001X de NaCl
0.001% de MnS0,

al cual se le ajusta el pH a 7 empleando &cido 6rtdfps£6rico.
Obtencibén de la enzima

Para la obtencibn de la dextramsacarasa se utilizan 3.1 de medio de -
cultivo estéril en un fermentador de 5 1 de capacidéd,-una temperatura de -

°
26 C, una aereacibébm de 0.1 vvm y un pi inicial de 7 aproximadamente.

Se emplea como inéculo un voldmen de aproximadamente 8X, de un cultivo
del microorganismo de 18 horas, resultante de la reactivacién del cultivo -

liofilizado contenido en una ampolleta.

Dado que durante la fermentacién se producen:etanol, &cide acético, -

4cido 1&ctico, el pH es un buen criterio paba'"seguir"‘su §esarr611o.
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Debido a que la produccibn de dextransacarasa depende de la suplemén—
. tacién de sacarosajla competencia entre el microorganismo y la enzima extre
celular, por el sustrato comin sacaroﬁa, representa una ineficiencia en el-
 sistema de produccién, (49). Por ello también se llevé a cabo para la ob -
tencibn de enzima una fermentacién en la cual se mantuvo una adicién con ;

N
tinua de sacarosa ( 20 g1 h ) ya empleada antes (54) .
Aislamiento de la enzima

Puesto que la enzima es extracelular puede ser recuperada facilmente -
en forma libre de células por centrifugacidn o filtracibn., Asf{ al cultivo-
del microorganismo obtenido se le ajusta el pH a 5(pH de méxima estabilidad
de la enzima) y se centrifuga a 3200 rpm durante 45 minutos a una tempera-
tura promedio de 7°C.

Al sobrenadante obtenido de &sta manera se le agrega CaClQ(O.OS% Ca*+),
pues se ha comprobado que estabiliza la enzima scluble, se mantiene.en re -

frigeracién, ademés de que se le afiade 0,03% de azida de sodio.
Actividad enzimética

La determinacibn de la actividad enzimitica est& basada en la medida
de azGcares reductores libres. La mediéién de fructosa liberada bajo.-con-
~diciones que proporcicnan una reacéibn de orden cero,es la base para la es
timacién dé la actividad de la dextransacarasa. Ei método que se usa para
' la determinacibn de azficares reductores libres,producidos a diferentés. -
"intervalos de tiempo,es el de 4cido dinié;o salicilico (DNS) (84) que con-
siste en su reduccibén en solucibn alcalina y la medicibn espectrofotomé-
trica a 540 nm del producto de reaccién, probablemente &cido nitroamino sa

‘1licilico (56).
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. Para llevar a cabo ésta determinacibn de actividad se utiliza una mez-
¢la de 2 ml de solucibn de sacarosa al GO% y 10 ml del sobrenadante de fer-

mentacién pH 5 (solucién enzimatica).

En éste trabajo se informa en unidades de dextramsacarasa (UDS). Una-
UDS se define como la cantidad de enzima que puede convertir 1 mg de saca
rosa a dextranas en una hora liberando 0.52 mg de fructosa bajo condiciones

()
especificas (39) T= 30 C pH s.

La actividad de la dextransacarasa puede ser estimada también notando-
© 1a velocidad de aparicién de opalescencia, actividad serol6gica, material -
precipitaﬁle por alcohol y otras propiedades de las dextranas mismas(26).

Purificacibn de la enzima.

" La purificacidn de 1a enzima se lleva a cabo ffltréndo a través de -
“una columna de Pharmacia enchaquetada de 2. 6 x 100 am empacada con gel de-
agarosa (Bzo—Gel A-5m de Bio Rad Laboratorzes) la cual -ha sido. equzlzbra--
da prevzamente con. solucibn reguladora ‘de citratos pHS y eluyendo con la -
mxsma soluc16n Debido a que la enzima féc11mente forma agregados- se encuen
tra pr1nc1pa1mcnte cerca del volumen muerto; la temperatura que se mantlene
‘para llevar a cabo la purificaéibn es de 4°C. Las porciomes de solucién —-
enzimAtica pura se mezclan y se mantienen en refrigeracibn hasta su inmovi-. -

lizacibn,
\ Inmoviliiaci&m de la enzima.

Para la inmovilizacién de la enzima se investigd un soporte a base -

* de altmina. Los soportes utilizados fueron:

Alﬁmlna szn act1var A, con una area super£1c1a1 de 7. 5 m /b, alﬁmlna -
act:vada A 25 durante 30 mznutcs con una veloczdad de calentamlento de C -
.por minuto. a una temperatura de 250 C con una area superfzczal de 3?m‘/g y

alﬁmlna actzvada durante 30 minutos con una veloc1dad de calentamzento de
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5% ¢ por minuto a una temperatura de 4s50°Cc y ung grea suporficisl de
245m%/g.

Rctivacién del soporte.
El proceso ce activacién del soporte se llevs 2 nabo mediante un

método similar 21 reportade para vidrio y sflice (98). Consiste en -
une reaccibén de silanizacifin orgnica:

OF¥ OE+ .
AloH + EtO- s. (CH )Ny —> A - 5. (CHe),- ¥z ¢ EY
' OH \ OE+
A\mmo. 3 amino fvor-\ frietoxi Aldmina qc“t'vuéo; Etanal
Sl‘C\l'\O

para lo Cual el. soporte sfe trats con HND3 sl 5 % 8 una temperatura en
tre- (80-90) c durante une hore despues de la cusl se lave con ague des
tilads enseguide se trats con 3 amino propil trietoxisilano el 10% -
(v/v) en tolusno (50 ml por g de soporte), se deja en reflujo durante
toda -1a. noche, finalmente se hidrata con la minima cantidad de agua des
*tiladu (1 gota) y se lleva & cabu un acoplamiento con saluciﬁn de glu-
taraldehicdo al 5% en suluci6n reguladora de fosfatos a pH_a 6 durante -
4 horas a temperatura ambiante, mezclando continuamente, La reaceidn -

que se afectus es la aiguienta. | OEk “
bﬁ'c

Al-0- 5‘- (cHﬂ,- Nb\z + Gldnm\h\u&o — A-0- s.-(CH,.) Na(_—((_\-\z)s
Ot OFt | H -0

finalmente se decanta y se lava 3 veces empleando:
1) solucidn reguladore ce citratos pH 5
2) aolucién de NaCl 1
3) nuevamente solucidn raguladora de citratos pH 5
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Pera la reaccidn de inmovilizacién se utilizen: 100 mg. de so-
porte (no activade y activado), 15 ml, de solucién de enzima pura,-
100 mg. de maltosa, se colocan en tubos de ensaye da (16 X 150) mm,
con tepdn de rosca, los cueles se mantienen mezclando durante epro-
ximadamente 15 hores e una temperatura de WO, Después de transcu
rrido éste tiempo, se decantz y se retira 1s solucién enzimétice --
sobrenadante y se efectuzn nuevemente los tres lsvados con solucién
reguladora de citratos pH 5 vy solucifn de WaCl 1M en el orden mencio
nado, Une vez que se ha lavado se lleva a cabo le determinacién de

sctividad enzimbtice empleando el mismo método que pars la enzima -

soluble se utilizen 2 ml, de solucién de sacarosz sl 60%, 10ml, de

solucién reguladora de citratos pH 5, 100 mg. de soporte activado+.
enzima; se emples un mezclador giratorio de tubps y e decenta el -

soporte unos segundns sntes de la toms de muestra. Esta determina-

cién se lleve a csho a tampefatura ambiente,

- Se lleva a cabo también la_date:minaciﬁn da la cinética enzi -
‘mética variando la concentracién de sacarosa ce 0,25% a 10 %.

Los valcres de Ky Viax se obtienen por las ecuaciones de -- !
Michaelis- Menten, Lineweaver - Burk y Eadie - Hofstee, . . s

RESULTADDS

En la praduccidn de enzims se utilizé tanto el_métodb'tradicio-
nal (88) camo el .de la fermentacién aemicnntlnua'(Sh),:qbtenléhdoae- '

actividades enziméticas promedic de 40 y 120 UDS/ml, respectivamente.

Los rendimientos de purificaci6n fueron cercanos.al 100 % y con

una dilucién minimévde la enzima,

e



Se realizd une caracterizacidn de la enzima libre determinéndose:

++

-£] efecto de) 14n Ca’ " en la vide de almacen de una solucién de

enzimd mentenida s W°c y a BDUC, en presencia y en ausencla de - -
CaCl, (0.5 g1™") (Fig. 1y Fig. 2)

-El efacto en la velocidad de reaccién de la temperaturs en al in

tervalo de 5 a 36° C (Fig. 3)

~-E1 efscto en la velocidad de reaccién de la concentrecifin de -
sustrato, sacarocea, empleando concentracianes comprendidas en el inter

velo de 0,25 a 10% ( Teble II y Fig. &)

El efecto en 1la velocided de reaccifn de la concentracién de mel-
tosa, en un intervalo de concentraciones comprendido entre O y 0% --

( Tabla I y Fig. %).

Pare 1a 1nmovilizacitn de la enzime se utillzd tanto la enzima -
contenide en 8] wobrenadante de férmenta¢16n 11bte de células asf --

cemo 1z enzims purificads por permeacidn en gel,

Iniclelmente se utilizeron como soporte pare laz inmovilizacién -
de 18 enzima, resines de intercambio i6nice ( Amberlitaa,XAD2 XAD“, -

XAD7) paro los resultados obtenidos no fueron sceptables,

Los primeros resﬁltadas qus permitieron 1a seleccidn del soporte
mée adecuedo, 2 brse de elimina silenizada y activada, se ercuentran-

en la Tabla IV,

El efecto de le varlecidn en la relacgén certidad de soporte -
concentracién de enzima, en lavefipiencia de inhﬁviiizaciﬁh, se mues-

treen le Tabla V., = 29



£1 efecto provocado por uns hicratscién del soportg previa a su
activacién con solucién de glutaraldeh{do se puede ochssrvar en la Ta
bls VI,

Los rosultsdos obténidos: an 1a determinacibnde le cintice enz) -
'métlca‘dd la hnzima,iﬁmovi;lzada se encuentran en la Tablae VII, En

la figUré 6 se encuentran graficados -estos datos y se comparén'cnn -
el comportemianto de laAanzlma‘libre deaéritotpqr chhaelig-ﬂeqtan.
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Tebla I

_EFECTO DE LA TEMPERATURA EN LA VELOCIDAD DE REACCION

Temparatura v
°cy (g ‘Sacerosa/ml h)
5 6.25
10 ' 11.65
18 ' 22,89

30 41,0

- . - n . .
epH5 y T 30°¢€.,

-



TABLA 11

EFECTO DE LA CUNCCWTRACICN DE SUSTRATG

EN LA RCTIVIDAD DE LA EWZIMA S50LUBLE

{sarannSg) - v v 1/5 v/8
M (mg de Sac/ ml h;
0.292 41,36 0.0242 3.42 1.5
0.234 41.0 0.02ub4 4.275 175,3
0175 39.28 0.0255 5.7 223,9
0. 146 - 42,44 0.0236 6.84 290,3
0.117 Lo.e7 C.D265 8.55 3L9,4
0.088 37.87 0,0264 1.4 431,7
0.058 36.87 0.0271 17.1 630.5
0.029 29,26 0.0342 34.2 1000.0
0.015 20.58 0.0686 68.4 07,7 -
0.007 .5 0.0630 136.8 1983.6 -

a pHS5 y T 3d°cC.



TABLA III

EFECTQ-DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MALTOSA EN LA
VELOCIDAD DE REACCION OBSERVADA DE LA DEXTRANSACARASA.

K

v -~ MALTOSA

(mg de Sac/ ml b &)
35,28 ¢+ 0
43,8 *° 0.1
. 457 * 0.5
50.64 - 53,07 1.0
86.85 -107.11 5.04
116,51 7.5
.6 - 80,09 10.0

*Se utilizaron 10 mi de solucién enzimética con 33,29
y 37.3 UDS/ ml de ectividad respectivamente,

** promadio.
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TABLA 1V

INFLUENCIA DEL AREA E£SPECIFICA DEL ALUMINA ACTIVADA

EN LA INMOVILIZACION DE LA ELZIMA UEXTRANSRCHRASA,

Saporte Arse esp. Sgporte Act, ofrecide’
misg)  © (mp) (1108)
] b
Alimina 7.5 200 285.8 487.7
alimina 33.0 200 285.8 487,7
Rlimine 245,0 R 200 285.8 487.7
sqiice . 6,0 200 1950

*se utilizaron 10 y 15 nl de solucifn enzimética con

respect ivamenta,
..Lﬁpez Mcngufa C. R, y Monsan P, (52)

34

#ct. observeda/g soporte Rendimiento

(LIDS) (%)

e b s B
88.1 141,76 6.29 6.61
93,32 156,3 6,66 7,29
8&.35' 158.37 6.02 7.38,

L15 4,25

28,58 UDS/ml de actividad



THELA V

INFLUEACIA UE L~ HELACION CANTIDAD DE SDPURTE/CUMNCERTRACION DE ENZIMA
Elv LA EFICIENCIA DE INMDVILIZACION DE LA ENZIMA DEXTRANSACARASA,

Soporte Act. ofrecida ' Act. pbservada Rendimisnto.
g saporte
(mg) (uDs) (1DS) (%)
100 232.3 56.41 2.43
200 232,3 148.0 12.7
500 2323 86.13 ‘ 8.0
4000 232,3 11.78 ‘ 5.07

*Se utilizaron 10 ml de solucién enzimftica con 23,23 UDS/m] de act.
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INFLUERNCIA DE LA HILRATACIGHK PREVIA GEL SOPORTE EN
LA iGtOVILIZACION OE LA ENZIMA DEXTRANSACHRASA,

Carscter{sticas

Aldmina (200mg) sin hidratar
Allmine (200mg) hidratada 10h
alomina (200mg) hidratada 5&h

* ge utilizaron 10 m} de soluclifin enzimbtica

[

TABLA V1

(U0S)

152
152

. 152

36

Act, pfrecida. hct. observada/g

(UDS)

17.4
59.5
149,7

Rendimiento

(%)

2.28
7.8
19.6

con 15,24 UDS/ml de actividad,



TABLA VII

ESTUDID CINETICO DE LA ENZIMA DEXTRANSE
CARASA INMOVILIZADA EN ALULNINA ACTIVADA,

(Sacarose] v 1/8 1/v ‘1/S
(M) (mg Sac/h g)
soporte,
0.292 127.42 3,425 n.0078 434,93
0.2046 93.98 4 ,B87 0.010 459,33
0.146 114,50 6.849 0.0087 784,24
0.0877 82,15 11,402 0.012 936.7
0.029 65,23 34,48 0.015 2249,3

0,007 30,90 12,85 0.032 4614,28

compleio enzimé~soporte resultante de pomer en contacto: 10 ml de
saluclién enzimética con 52.9 UDS/ml y 200 mg de alimina silanizada
y activada,
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ANALISIS DE RESULTADNOS

Caracterizacidn de ls enzima libre.

Efecto del 16n Ca't

El efecto estabilizedor de los iones Ca'" no resulta evidenie en
la solucién enzimdtica almacenada a 4° pero sl la solucifn enzimbtica-.
se almacens @ 30° 0 1a pérdide de actividad es dréstics y el czlcio re
tarda la pérdida total de actividad.

Efectns en l1a velncidad de reesccifin

a) Efectn de la temperaturs

De la representacidén gréfica de la ecuacidén de Arrhenius (Fig.3)
se desprende un valor de 12.4 Keal pera lz energie de sctivacifn de -
13 enzima libre; éste rasultadam§§ superior al publicado por Keball -

(44) de B,6 Kcal sungue se trahajd un intervalo de temperaturas mEs-
no}

‘reducidadas.

b) Efecto de la concentracién de suatrata.

En las representaciones de Lineweaver-Burk y Eadie Hofstes -
(Fig. 4) se ohserve un valor de km=0.015 M que concuerda con lo infor -

medo en las diferentes publicacianes.

¢) Efecta de 1s concentracifn de maltosa.

Se ohserva que el efecto es méximo eproximedemante 7.5% de ma}
tosa hasta el cual el aumentoc en le velocidad de reacclén es directa
mente proporcionsl @ la concentracidn de maltosa,

Inmovilizecitn de la enzima

Los resultedos nbténidns con los sgportes s bese.de aldmina sila-
nizada y activada ( Tabla JV) pueden comperarse con los obtenidos para
sflice aminada (53)., Los rendimientos son ligeramente superiores y -
ac pbserve que la sctividad eapecifica del soporte puede Ancramentaras

b ‘



sumentando le concentracidn de enzima de la solucidn que se pone en con
tacto; sin embarna, el porcentaie de enzima inmovilizada y active nop -~
mejora sino por el contrario el rendimiento disminuye.

Puede observarze ¢ Tebla V) que el hechog de contar con una alta -
ectividad por gramp de soporte, no da una idea ctlara sobre la eficlencia
dzl proceso de inmovilizacién, La eficiencia mas alta (18%) no correspon
de a la actividad par gramo de soparte was alta (148 UDS/g).

Se nbserva (Tabla VI) que la hidrstacién previa del soparte tiene
un efecto positivo en la eficiencia del proceso de su activacitn.

A} comparar los resultados de la cinética ernzimftica de lo enzima
inmovilizada .(Fig,6) con los de le cinética de la enzima libre, se ob
gerva que el K practicamente permanece constante y la veriecién con -
regpecto sl compartemiento de la enzima libre es pequefia. Esto permite .
afirmar que para las condicionss de reeccidén utilizedas, los cfectos-
difusionalea son despreciables y la cinética enzimética controla 8l -

procesoe
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CONCLUSIUNES

Se dasarrolld un soporte a base de aldmina silanizada y sctivada

con gluteraldeh{do.

E1 acoplamiento de la dextransacarasa con la aldmina silanizade vy
activado con glutaraldeh{do da un derivado altamente activo cuando ee-
utiliza un soporte de area eepecifica baja. Esto puede ser atribufdo a:

1) La ausencia de cualquier efectn estérico 2 nivel de la enzime,

L) La menor limitacién de difusidn interna,

La eficiencia de inmovilizacidn se incrementd en un 250% por la -
adicifn de maltosa durante la reaccifn de acoplamiento enzime-soporte -
debido a la liberacidn de las dextranas de lcs complejos enzima-dextra-

nase.

La eplicacidn de la dextransacaresa unida por enlace covalenta B -
aldmins silanizada y activeds pare lz sintesis cuntinua de dextranas -
parece 8er mas adescuada para la produccién de dextranas de bajo.peso ma
lacular, si consideramos la alta‘v130nsidéd'de las soluciones de dextfg
nas de alto peso molecular.

La baja estabilidad de la enzima no parece mejoraree con los treta

mientos de inmovilizacién siendo hasta ahora una de las limitacinnea -
mas importantea para el uso de le enzima en sistemas continuos,
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RECGMENDAL 1 ONES

Determinar la estabilided de la enzima inmovilizads en aldmina sila-
nizada y activada con glutaraldeh{do pare conocer la posibllidad de ser -

utilizada en un process contfnuo de produccién de dextranas,

Hacer las consideraclones econfmicas necesarias para evaluar le adep

tabilidad de la reaccién a proceso de gran aescala,

Investigar le posibilidad de utilizar las dextranas producidas por-

1a enzima inmpovillzada como estabilizante an alimentos diéteticos.

Emplear otros soportes para tratar de inmovilizar con mayor eficien

cia la dextransacarasa de Leuconostoc messnteroides NRRL B=512F.
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