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INTRODUCCION

Los canbohidratos se encuentran difundidos amp€iamente en La natu
raleza y se pueden clasificar en monosacdrldos y pelisacdnides.

Los vegetales poseen una cantidad {mportante de Estos y as£ pade-
mos encontran azdeares sencillos (monosacdndidos) como La glucosa y La-
fructosa, Lot cuales a menudo forman disacdnidos de Los que £a sacaro-
sa consiituye el ejemplo mds representativo. Oinos carbohidratos mds-
complicados s0n £05 polisacdiidos, Los cuakes son polimeros de azdes~-
nes sencillos que pueden Ssenvin de maternial estwetural (come La celu-
Rosa, hemicelulosa y pectinas); de sustancia de reserva [como ¢f almi-
doin) y de maternial de deseche (aquelfos que se detdivan de bacterias y-
mohod) como es ef caso de unerosas gomas.

En La mayorka de Los casos dentrno de La compesiclén natural de -~
Los jugos de grutfas se encucntran polisacinides que dan Lugar a una -
suspensidn coloidal y que Lo confiene fa viscosidad caractertstica de
cada wno de ellos, pon efemplo: juge de pdia, funa, caia de azicar, -
uva, mango, efc. Esta carcierfstica pucde sen modiflcada pen La pre-
sencla de microoagandsmes paoductores de polimeros como son Los casos-
de Los xantanos, dextrancs, gos 50:@1&%4, polisacdriidos. B-1973 y el -
polisachnido Y-1401.

Dentro del complejo grupo de pefisacdridos se encuentran Los dex-
tanos, Los cuakes son derdvados de La glucesa y que pueden sern sinie-
Lizados por miciwotganismos capaces de producin La dextran-sacarasa
entre Ertos se encuentran paincipalmente, fos génerws: Leuconosioe, -
Stheptococcus y Lactobaclllus.

Estos michoongandismos pueden contaminar Las furtas o Losd fugos ob
tenddos de értas, ast como Los jugos concentrados con un aldo contendi-

[RCTEPPP

do de sacarvsa por medio def polvo o del agua.

En el caso de que se forme el dextranc €ste hace que se phesenien
defleultades durante Los procesos de (ndustulalizacidn de algunas gru-
tas como consecuencia de una refativamente alta viscosdidad, que difi--



wlita el transporte de fluldos, La Lransgerencia de calor, problemas-
de fltnacidn, taponamiente de tuberlas, fomacidn de espumas y que -~
agectan dinecta o inddectanente La calidad de Los dendvados.

Por esta nazén se considend cstudiar £as perspectivas de produc~
Wln de una enzima £a cual muestre wia capacdidad de degradar esie po-
Limero como una posible sofueion para £os problemas consecuentes de -
Al phesencid. o

Con el proplsizo de edectuar La degradacddn enzdimdtica se esd =
blecil utilizax £a endo-dextranasa extracefular [E.C. 3.0.1.11) fa -
aual ha side heporfada que puede teducis el tamaio mofecular de Los -
dexthidnos . | | '

La seleccidn de La cepa phoductora de fa enzima fué efectuada -
en base a datos bibliogrdficos, donde se reponta £a produccidn de dex
thanosa pon varios mohos y algunas bacterias.

La femmentacidn para £a produceifn de £a enzima se realizl prime
ramente a nivel Laboratonio para de esta fomma, establecen £as condi-
clones de produccidn de fa magor actividad enzimdlica y posferiormen-
te con edta Lnformacidn efeetusr La peamentacibn de un valumen mayor-
(5 L), y obtenen fa enzima sugdiciente para realizar Lo ensayos en ju
gos de uva, tuna y caia de azdcar, detesmdinando £os camblos de visco-
sidad, azdeanes reductores y asl cuantificarn fa efectividad de La en-
zima, evafuando La factibilidad de su aplicacidn.
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OBJETIVOS GENERALES

A} Obtener pon via germentativa £a enzima "DEXTRANASA" con poder luw ‘
drolizante hacia el dextrano, poﬁ&no)w de La gﬁuwéa '

B} Aplican La enzima en fugos de 5fuLtcus y determinan su eéec/tcwcdad -
para £a )Leducudn de La viscosdidad en Los mwmo‘s

ESPECIFICOS

1) Seleceionan una cepa de microorganismos, capaz: de. pfwduw dexim
nasa. : : '

2) Estabfecer Las condiclones a £as cuales se produce La mayon activi
dad enzémética. |

3) Esealan a un volumen mayor {5 L), La fermentacidn para Lo produc--
clon de dextranasa, en base a £os datos y condiclones Gptimas.

4) Ensayan La enzima en fugos de fruias y establecer pon medio del -
cambLo de viscosidad y el contenido de azdeares feducionres, su po-
s4ble aplicacidn.
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1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
1.1 DEXTRANOS

1.1.1 'rom;éu'

ﬂ Lms poLwacdmdoa mw)wbmnoa pueden Aok ch,cd&do e}n‘ ga/um gene
ral dentho de dos grupos:

a) .- Homopolisacdridos
b}.~ Hetéropolisacinidos

Los homopodisacdnidos Lncluyen 'Zlqde&@o&p()&ldacdmidob que poi il
dnblisis sofo onigdna un monfmeno. Los polisacdridos que por hidnded
545 dan dos o mds mondmeros heciben ef nombae de heteropolisacdhidos .

De Los primenos ob podisacdrido mds conceldo son 2oy dexirancs .-
(&),

Estos polisacdriidos forman gomas, Las cuales han sddo causantes -
de serdos probfomas en el vine y La {ndustnia del azdean, en La cual-

La masa gelatinosa ofoquea Los (LLtros ¢ intenfienc en Los procescs -
de. nefinamiento, retarndando La cristallzacdén.,

La. primesa atenciOn hacla estas gomas Aud ditdigida cerca de fa -
mitad ded siglo pasado. €n 1867 Pastewr demuesfia ef onigen michobds
no de esta thansfoamacidn y Van Tleghem en 187§ alsfa uno de estos mi
croongandismos o Lo nombaa Lewconos foc mesendenoddes.

En 1874 Shediben separia Los poliscednidos y Loy Llama dexiranos -
{20).

Este Lémmino ha s4ido usado pora detenmdinas una clese de polisacd
nidos formado princdpalmente de wiidades de D-glucosa unddas por enka



1

ced a-(]-+6), . qu@c’,éda; por bacterias a pardin de sacahose (22, 26}.

1.1.2 FUENTE : S

Se conoce que Los dextranos son producides por £a accidn sobre -
sacanosa, de ciertos michoonganismod que forman cadenas de cocos.

Dl ghan nimero de bactirias que sintetizan dextranos, se han en
cernado en fa familia Lactobacillaceae y mds especiflcamente al géne-

no Lactobaciflus, Leuconostoc 4 Streptococcus, especies de esios géne
noé que elaboran dextranos se muesinan en £a fabfa 1. {26},

TABLA 1 ESPECIES DE BACTERIAS QUE SINTETIZAN DEXTRANOS

Lactobacillus  Leuconostoc. StAepiocacous
L. acidopnilus L. dextrnanicum S. bovis

L. brevis L. mesenteroddes S, chalbis

L. cased | .S, faccatis
L. musieus C S mitds

L. pastonrianus S mutams

L. virdidescens . 'S, sanguis

8, vinddans var.

 Fuente: Sidebotham R. L. (1974,

Adiclonalmente Los géneros St/ceptobaatmum,' Aaé,tc;Baone_)i;‘yr Beta-
bacterium posecen capacidad para producin dextranos. {23). T .

De Las bactenrias productonras devdewtana,a, Las copas del Leuco--
nosfoe mesenteroddes Sson pantioeufammente eficdlentes para La produc-
elln de dextranos a partin de sacarosa (14, 16, 17). Estas cepas po-
seen La habilidad de producksi dextranos en donde ef porcentaje de en-




ces a-{1+6) en el dextrnane varia, de cenca del 100% al 40% dependien-

do de £a cepa utilizada ¢ en un grado menon de £as condicicres del -

procese (3). '

Jeanes et. al. (14,16) delinvaron Las condiciones apropiadas pa-
ha Lo produceibn de dextranos de Leuconostoe a partir de cultivos bac
dendales o de extractos enzimdticos y desarvrollan un procedimiento pa
o aislan el polisacdnide de La mezela de fermentacidn.

Del gran nidmero de cepas de Leuconostoc mesenteroides que han 64
do aisladas y canacterizadas, una de £as mds usadas es Lo NRRL-B-51%-

de fa Nonthenn Regional Reseanch laboratony {Departamento de Agnicul-

funa de Los E.ULA.) (3).

Hucken y Pedenson observanon que esia cepa de Leuconostoc produ-

ce en adicibn al dextrano otrnas suslancias Lales como deldo €detico -

(Levol, dedido acltico, etanol y manitod (6).

1.1.3 ESTRUCTURA

Fn La hidnbLisds de Lok .dextranos Scheibler, Duwrnin y Daumichen,~
encontraon que sofamente s¢ obtenin D-gluccsa y establecen La §6rmu-~
£a empinica Cy Hyo Os patt ehte po.f,c’mé/w 7 Mlunuﬁa mofeculat eb aho
ra conocdda, (Ce Hyg Osln. (22).

En Los estudios de Hebbert et. al, Lwestlgaron La estwelura
quimica de Los dextranos y detectmion diferencias en propiedades {54
cas y quimicas de Los .dexifranos de Leuconostoc mes enternoddes, estas -
‘diferencias se conflrmanon con £os es{udios de Sugg y Hekie. (6}

Pe esda fonma La fina estruetura de un dextrano es relacionada a
ta cepa pariiculan que Lo produce y no por Lo especie o glheto a fa -
cual el miowoorganismo pertenece (6, 16, 22, 26). Es pon esio que ca
44 todo el trabajo con dextrancs ha s4do efectuado con cepas de Leuco
noslec mesentewdides como £a B-512 y B-512-F. (26]).

Parna poder establecen Ra estructura quinica de Los diferentes -~

-
Lo



TABLA 2 TIPOS v PORCENTAJES DE RESTOUOS D-GLUCOPIRANOSIL DIFEREN.
- TEMENTE ENLAZADOS EN ALGUNOS DEXTRANOS. |

%ﬁ@@&;

'73‘3 .%_de}§e5£dqu D-Glucopinanosdl, enfazados

| ea e3 (-2

L. mesenteroddes .

NRRL B-5172
B-5238
B-742S

@

. o e ey
B-744L 95 S traea
B-1064 95 g e 3o
B- 12991 49 SRR gl g
B-13558 53 G g T
B-13751 §4.5 T 145
B-1415 §7 12,5 0.5
B-1416 g3 - g g

R T

IFO 12370 94 e
- CEPA SF4 Lo95 v 5
CEPA 44 ORI A B N 29
S, mutans , R T SR :
OMZ 176 16 84
Ingbritt A 3750 62.5

S. sanguls \ S s :
cepa 04 s

Compleso Tibi? ;' "‘907;”:T 15 .i1 8.5‘l‘ ",fg .f7

7.~Tambiéﬁfaepohtada qoma‘Lifdgx;aqg¢gwg; e
o 2.-L, 'b/t.?,\}i,é/s; ceﬂe\r,(,,s(_a_e '

Fuente: SIDEBOTHAM (1974), =



dextranos Jeanes et. al. (16) wiilizan vandos proceddmientes, basados
en Lo medicitn de fa rotacidn dptica, espectros de infrarrofo, reac--
cdones de oxddacddn con peuyfodate, metdlacddn y deghradacidn enzimdii-~
ea, peaa poden examdinei Los Lipos y proporelones de €08 ddferentes en
faces D-gluco Ldicos de Los dextranos .

Los £ipos y configunaciones de Los enlaces en un gran nwinero de-
dextranos han sddo delerminados, canactendizando Los gragmentes disacd
nidos cbienddos por una hidndlisis deida parcial v acetflisis de Los-
dextnanos. Se encontnd que Los hidnelizados contenlan Lnvariablemen-
te ek disacdnido Lsomaliosa en adicddn de trazas de Los disacdndidos -
enlazados en (1+2); (1+3] y (1+4) en dextranos altamente hamigicados-
(26). | |

Por medio de Lo ox{dacidn con peryodato e ha podido es tabLecer~

ed porcentafe y tipo de enface de Los nesdduos D-glucopiranosll en a,(i»'

gunos dextranos como se muestha en 4c tabfa 2.

Por medéo de todos Los estudios nenconados anﬁ@uomen& Ae &e '

gé a estadlecer Lo 84 Jubente
1), -Estructuna ded e,équule/to de £La cadena pfu,nupati

La cadena principak ded dextuano e,bt«i compue/.s«ta de una secuencia
de nesdiduos o-D-glucopiranesid unidos en (1+6) y algunos de estos ne-
s4duos Llevan ramifleaciones en sus carbones Cyy Cy ¢ Cy..

. 2) . -Endaces secundarios
Todos Los dextranos que han s<do examinados @ La fecha contienen
enbaces secundarnios a-D-glucopirancsidices, aunque extsten difesen~--

clas conbidernables en Los tipos y proporciones de Los enfaces secunda

nios phesentes en Los dextrancs elaborados por diferentes michookga-
nismos {undlones que hacen a cado dextrang caracterfstico ded microoi-
qanismo porticulan que £o sintedldzan) .,

v



3. -Ramd fleacion.

Meddante el an@lisdis de Metilackdn en preparacicnes de dextrancs

se ha cbservado que condienen propesciones varniables de resdduos - -
D-glucepinanosit de ramiflcacidn. Tatos nesdiducs poseen una distribu

ccon ak azan a bo Largo de La molécula deld dextrane v cand fodos (44-
ne ¢4 que odos) Llevan solo una s{mple wildn ramificada en C;, Cy y-

n
Ll

Casd Zodas Las nwnéé&cacéone& en £os dextnanos que han sdde exa-
minades conscsten en wt sodo grupo o-D-glucopiranvsilf, aungue e han-
presentado evddencias que (ndican La presencia de ram{ficaciones com-
pu,ef.si:a/.s de entre dos y cincuentfa tesdducs unidos en {1=6). [26). o

A manera de ejemplo se puede mostrax £a figuaa 1.

Aunque La estructura del dextrane ne ha side estudiada con Sugd-
clente detable, come para peamiiin una asdgnactdn ne equivecada de -

un Lipo de estructura de La melécula, Lo estructura paredial que ha 54

do Ldentigicada en dextranos puede pon ejemplo hepresentar segmentos-
de molécuba, fenlendo tipe de estrwctuna como pedine, Laminada o rand-

gleada, flgura 2.

Como se menciond antenfommente, el dextrano wtilizado con mayor -

frecuencia en Los estudios estructurales, es el NRRL-B-512, of cual -
de acuendo con Los resultados presentados pon Cleve ex. al. (35), en-
base a estudics de metifacidn propenen que £a estructure de este dex-

thanc, consiate en promedio, de 25 aesiducs de ankidroglucosa. De e

te wdmero 21 son nesdducs enfazados en {16); T es wun hesddue enfaza-
do en (?, 3, 6], y 1 es un gwpe sinal no reducton, fhgura 3.

En La gdigura 4 se muestra fa estructura pcmc,ca,c de dext‘ww de .~

L(,ucowoatoc mesenteroddes NRRL-B-517.

1.1.4 PROPTEDADES

Como se ha mencionado, Las CafLac/tefaf’/st('caA y propledades de £os-
dextrancs se deben en gran parfe a La cepa p noductera y al método de-



FIGURA | ESTRUCTURA GENERAL DE LOS DEXTRANGS 1.~ Cadena Principal
- 2.~ Enlace Seoundurio
3.~ Ramifleacibn
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(Fuente Sidebothan 1974).



» 6D“G‘I 61?_6\_1 [ TR PRV P AT
. 21-x 3
1
, g =t
0.6

FIGURA 3 FORMULA ESTRUCTURAL PROPUESTA PARA EL DEXTRANO DE Leucomos-
Loc mesentenoides NRRL-B-517 POR ESTUDIOS DE METTLACION.

En estudios addcelonales de ha comprobade La exisiencia de s6L0~

un esiduo de D-glucosa en La cadena {x= 0] {35].

(Fuenter Van Cleve, 1956).
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produceddn, (3, 6, 16, 22, 26, 33).

EC dextrano es un poldsacdrnido neutro, fdeilmente soluble en - -

agua. frla o caliente, fonmando soluciones viscosas claras. Es LnadlpL
de, quimlcamente compatible con La mayonla de Los Lngredientes nommal

menie wsados en aldmentos.

Tienen caracteristicas nidrocoloddades Lipdeas, tales como emul-

sdgicante y estabilizante en sébtemas agua-aceite. Son conocidas Lam

bidn sus cuabidades humectantes e fmparte cuerpo o £os alimentos Li--
quidos.

La estructuns quimica cuando es de un bajo grade de ramificscddn
phroporetona un alio ghade de esfabllidad a Lo despolimerizacibn hidro
Eltica, Lo cuak Lo hace QAL como un sustituto sdntético deld plasma -
sangutneo.

Fisdotdgicamente ef dextrano cuando Ae ingéere es hidrolizado --
Lentamente a carbohidiatos absonbibfes, Lok cuales son wtilizados, -
Produciende wn modesto pero suslapcial inchemento en fas sustancias -
reductonas en La sanghe y el gucofqeno del hdgado. La evidencda su--

glere que ef nompimlento intesitintak del dexirano no es atadcbuible so
Lo a La acceddn bacteniana, s4ne mds probabLemente @ una enzima 0 enzi

mas presentes en £a mucosa Lniestinal.

Baker neporda que pauekas blolbgicas demuestran que cuando ed -

dextrano contendendo una abin proposcidn de enfaces o-(1+6) es Lnclul

da en una dieta normal, Lo ganancia en peso del cuenpo es Lnhibida, -
AL plede sugerirse su use en alimentos de bajas calonfas o en dietas
neductonas (&),

7.1.5 USOS 0 APLICACTONES DE LOS DEXTRANOS

A pum de que el dextrana es primeramente un problema, se hcm -

propuesto una senie de aplicaciones anmaie,b para el dexﬂaano._



1.1.5.1 SIGNTFICACION CLINTCA

Los dextranos resultan interesantes, debide a su uso come Substi-
futo del plasma sangulnec. AsL Los dextranes natwiales o nativos se-
pueden moddficar porn hidnélisds pancial y 4raccionamiento pana obte--
nex dextrancs clinicos (?’T\i = 75000 x 25000) aproplades para su wtdli-
zaeddn come componente escencial de productos para La meposicddn def -
volumen sanguinec. Han sddo muches Lo substitutos que han sido es-
tudiados en aiios pasados, entre eflos se ncluyen: Abgina, pectina,--
casefna, gelating, goma a»‘u.ib/gga pohmm,ﬁpuuw&duna (PUP) y (LC dex~
Thanc.

De Los ma,ta,fu.aﬂe/s Q,Atudx.ado/s a,ﬂ P.v. P q ddaxmano/son ,re'a.:s‘,mdzsi-f |

p,wm(,tedo&e/s

Cﬂinicwhmte el dextrano posee algunas ventajas; es termoihesis-
tente, be puede conservat sin refrdgeracidn ¢ no actila come Thanspor-
tadon de viaus cavsante de La hepatitds infecclosa; wo £nlerngiene en-

Las detemminaciones de clasigicacidn ded tpe sanguineo, pudiende ad--

mints anse a Lndividucs con sangre de cualquier Lipe, su viscosddad-
Y presdin osméiica son satdsfactorias y ne phoduce sedimentacddn de -
cblulas sangulneas. (23)

Les dextrancs (‘,E/LHAC,G& son 5aoucado¢ actm('memte en Estados Und

dos pOIL un me’,todo pa,tentado po;'n wamwe,ﬁﬂ e Inge}lrnaﬂ en 1948, {3)

1.1,5;éi,UEXTRANQS}ENfigft&bastRIA OF ALTHENTOS

1.1.5.2.1 PRODUCTOS HORNEADOS

-Bol?mob.w.wd que La Lncorporacddn de pequedias cantidades de dex-
Lthanes en pwstaA pasa pan, Las cuales sofo contienen gluten y Levadu-
na producen panes mds suaves, con mafor vofumen y vida de anaguel que
Los panes ondinanies. Los dextrancs wtilizados fueron obfenidos a -
patin de Leucanostoc mesentercides, Lendendo un peso molecular de -
20-49x10%,  La cantidad de dextnancs usades 4ud de 0.01%-10% en po/\o—




de La hordna contenida en €a pasta. Lla addedidn de dextrane a La pas-
Lo aumentd Las propiedades de absorcddn de agua de fa pasta resulian
Ze y haclendo a fa masa nds cxlensibie.

Toulmiin prepand envases comesicbles fales como Los Conos para he
Lado, a partin de dexiraros, el cual fue mezclado con aztican, Leche y
dgua o plastificante oLzoso para dar una masa que pudierd ser moldea-
de y hornedda de forma usunl. (8),

1.1.5.2,2 BEBIUAS

Ho,mbmg usd dextronos para heemplazen ded 10-20% de. fa ma&ta um 7
da en £ produceidn de cewera Pilsenen. Las cevezas de dexthanos -
fueron reportadas poi tener buen aromd y es puna estable, cmwmuaban—

el color de La cenveza de malta pura.

Tambi&n han side wtilizadas por Martens como componenie de una -
bebida preparada pekr wne feamentacisn £detica nac,tmam de ehocolate
con Zeche actuando como estabilizadon. ‘

Mokoney encontrd oue son egectivos en fa estabilizacidn de bebi-
das sunves y extractos de aroma., AsL mésmo Wadsworth y Hughes, encon
Eranin gue son wtibes en Lo produccidn de farabes de azdear no crisia
izables, donde La ettobliidad y viscosidad son cualidades impokian-
Les. Tambifn se he sugerlds el empleo de Los dextranos como agentes -
que. Lo condlenen cuenpo a bebldes bajas en calorlas, y Libres de azd-

(8)

1.1.5.2.% " CONFITERIA

'Mahomiy desenibe a Lob dextranos como constituyentes despables -
pare. wsanse en todos Lod pfwddfctob akimenticics en Los cuales hay azi
aan como componente. Su valor 4e basa en su capacidad para prevenit-
Lo rdstallzacidn, mejona Lo reiencddn de fumeded, mejora of cuerpo, -

mantiene Lo apardencia y el aroma, y fue usado efectivamente en dud--,

cesd, foundants, faleas v fautas cnbatadas. (&),

[akeY

i



1.1.5.2. 4 REVESTIMIENT(S PRESCRVATIVOS

EL dextrany ha s<do empleade pare presesvait gran varndedad de ald
mentos, evifando el secado del atimento dwrante ef abmacehafe y prote
gilndolo contra Los ejectos deterdlonantes de La exposdcidn al aixe.

Toubmin usd una solucidn acucsa poara dispersar ed dextrano nati-
vo ¢ hidrelizado, pata preservar camatones g otacs p/mduci’o&. De ma-
nera sAmilan othos productos tales como catnes, frutas secas y quesos
podilan sen hevestides con una peliewla de dextrano el cual pfm.tegé -
al atimento contra ol secado en el almacenaniento.

Novak us6 soluciones acuosas de dextranc, que conten{an antib.(d-
Llcos como un revestimiento preserwativo para alimentos congelades rd
pldamente, tafes come pescade o espinacas, La pelicula de dextrano -
w@mg& La vida de anaguel y retondd La pudideidn durante ed descenge
Lamiento. De manera similar Woodmansee y Abbett recubrdierdn pollo
sub-escaldade y partes asadas con dextrano para protegerlo de £La des-
hidratacidn iy oseuwrecimiento de La piel en el almacenamiento. (§)

17525 OTROS

Owen ug the ‘ol uso de,(’_ dexﬂnano como un acond/ c,wnadofc en chc--.
a!lefs como estabilizadon en helados. Poduia Lambidn usanse zn 5abfz,c*
caudn de gahaps fiados g Cchemas A&nle’,&ccw. '

En gencmﬁ el de\f,t/zano podua /Leempﬂazwr pok compze.to o en pwz,te '
a Las gomas tales. como goma auuiiuga rza/wga £ocuxsx, bean, Magan/ta o
alginatos. (8).. et : S e

1.1.6 LOS DEXTRANOS EN LA INDUSTRIA DEL AZUCAR

La contaninacifn de £a caiia de aziear con méc&oo)igmmkmyc)s’ Lacto-
bacdllli i Leuconostoc es ahora generalmente acepfado come el factcon -
palnedpal que contaibuge a Las deterioraciones posicosecha de este -
cultivo. A parte de causar bafas signifdicativas de sacarosa y de -
aparecesr sabores extraios por La presencia de deddos orgdnicos, esas-



bacterias son capaces de convertin sacarcsa en 'dex‘t{nanoa, Los cuates-
pueden disminuwin grandemente La eglclencla del proceso de obtencidn -
ded azicar. Los egectos adversos que &stos producen en comb.dnacibn -
de ofros factones, comtribuyen a reducin La efdedencda y capacdidad de
re flnacddn (26)

La presencia de dextranos en jorabes de azdcan hetarda grandemen
te la fhthacidn, charnifloacibn, clstalizacion ¢ eleva grandemente -
La viscosddud de Las soluciones de sacarosa, por efemplo 1% de dstos-
aumenta al doble La viscosidad y el 63 La Lncrementa 37 veces. (6,22)

AsL misme Los dextrancs conbulbuyen af taponamiento de giltros y

cafenias, de L{guak goima este polilmero fomenta £a formacidn de cos--~

tras en Los equipos y tuberlas, Lo que resulla ser un obstdeulo para-
La trapsmisién de calon en of procese de jugo de cana de azear.

Adiclonalmente Los dextranos x;ntcnﬂ.iefce.n en Los m&todos polanimé
thiicos usados en el control del phoceso del azdean, para deteaminan -
sacanosa y La pureza de 6sta, ya que son altamente dextrorotatorios i
a mencs que se Aemuevan andes del andlisds, La pureza de Las muesfras
es sobreestimada por el aumento en el valon de La polarnizacidn direc-
ta, (26)

Por esatas nazones algunes {nvestigadonres han wsado algunas sus--
tancias bactericidas, come Jonas, ef cual Lndica el uso de didxido de
azugre en Las sofuclones de sacarosa para controlan ed checimiento -
bacteniano, al fguak que el wso de cal (dxido de calelo} para femover
dextranos de soluciones de azdean. Sin embargo thazas de dexthanos -
pueden existin en casd Zodas Las preparaciones de sacatrosa, adi en -
reactivos de sacancsa Q.P. {6}

Ultimamente se na estudiado £a pos.ibilidad de tratar fugos cur--
dos de cafia de ardear con preparaclones de enzima dextran-deghadante.
Una dextranasa sintetizada pon Pendicillium funicufosum ha side nepon-

tada que disminuge Los niveles de dextrancs en jugos de cana, {26) -
Sin embargo, La enzima sufre de algunas desventajas, come son su Ler-



maezsmbd’,cdad y que no o capa,s de. degnadcm dextranca altamente nami-
fLcados. | 4)

1.1.7 METODOS DE PRODUCCTON DE DEXTRANOS

Los dextranos don producides nomnalmente pon. 4Mme;1,tac,é(in 0 dLn-

tesis enzimdtica y ak pobimerc asd obtenido y el cual no ha sugrido -

alteracdibn porn hi{drn6lis4s © Macuoncunx_en/to se denonunan dexbzanozs -
natwales o nativos. ' S : -

EL peso moleculan ded pof,une)‘w va/ua de. unos- md’_eé a mdloneé, —;"
el peso moleculan pfwmadw do,ﬁ dex,tmna p)wduudu )90/‘1. Leucanabt@c me—’

sentenoddes NRRL B- 512 e da 30 -50 mdi«‘ioneé

LcA daxﬂzanoa nmuozs se modcé&can po’L Iudndl;wm pmuaf_ o Mac
conamiento para obienen dextranos clinicos. (23) '

Los dextranos se pueden producin por medic de un procedimiento -
de fermentacidn o por un métede Lndirecte que {nplica £a cbfencidn de
La dextran-sacorasa y segudida de una sintesdis enzdmdtica del dextrano
(23) actuadmente se na wtilizado La inmovidizacidn de La enzima, Lo -

cuak hace que el proceso sea continuo. (20).

1.1.7.1 PRODUCCION POR FERMENTACION

En este procedimiento ef dextrano es proedueido directamente poi-
mc'cfwongarw.:moé a pantin de una aoﬁacx;o’n; Que?i'c'cj)’men'e sacarosd.

la. A,Cn:te/sw en forma gene/w/c /so_ Lﬁev a_ cabo de acue/cdo a fa 54
gu,tewta neacuun e

arasa. N
baca/zozsa _'9‘”‘”“” Sac » Dextaang ¥ ch.tom

Pana su fsepa,macén de,z &qmdo de 5ejunemtaudn eﬁ. cob_mc?_/w @5 -
plnecqu,tado con zbOf_LLC/(_GﬂQA de mei’ancﬁ atanaﬂ o a.cutana (26)

75



1.1.7.2 ,PRODUCCION POR SINTESIS ENZIMATICA

Para este proceso, Los estudios reallzados ponr Hehne en 1941, -
1946, 1951, Hehne y Sugg en 1942 sobne La dextnan-sacanasa, consiitu-
yen La base para Las Lnvestigaciones sobre La sintesds enzindiica del
dexthano. (23) ' ' |

la enzima dextran-sacawasa ha Al.(.do clasdficada como un miembro -
de £a clase genenal de Las transglucosidasas y es Lhamada en La Rite-
raiura como a-{1+6)-D- glucan—D 5mctcv5a 2 ~D»g£ueoé£&&amgmaxsa {E.C.
2.4.1.5.). - -

Estas o/speu.ﬁ&cauonaé unp&acm que Ka enuma exc(iméwammte ca-

taliza La sntesis de cadenas de muduo/s a-D-glucopiranos il unidos -

en (1+6} en sacarcsa (26). AsL Los dextranos s6fo pueden sen produet

dos a pantin de sacarosa y no de glucosa, nd de mezelas de glucosa y
fructosa {3)

Como se menciond anterlonmente Las cepas Leuconosifoe mesenterod-
des resultan de gran wtifdidad en La sintesis de Los dexthanos. En

gorma genenal Las preparaciones enzimdticas de Leuconosfoc mesenterod

des exhiben une actividad Gpiima cun pH de 5.0-5.5 y u una temperatu-
na de 29°-34°C, estus preparaciones sintetizan dextranos de altfo peso
mokecubar (P 3-5x107) foimado de 5% a 35% de undones raméflcadas,

EL procedimiento pana La Alntesdis enzimdtica de Los dextranes -
Lleva implicadas Las sigulentes fases

a).- Produceifn de La dexiran-sacarasa s

b) .~ Eldminacidn de células bacteianas del med{d- da pnoducc,f,dn |

elo- Sintes(s ded dextranc con una mezeda de fneacc/u?n v'r'que. conaene Aa]:‘ .
carosa y La dexiran-sacanasa. (Figura 5) _ .
Precipltacidn del dextrnano con Aaﬂventu y Aepa/zau,ﬁn da(’, madw~ - »

2
. "

de produccidn. (23]
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1.2 DEXTRANASA

1.2.1 DESCRIPCION

Enzima cugo nombhe sistemditico es el de a-D-{1 + 6| glucan-6-0-
glucanohid wlasa, (£.C,3.2,1,11). Es dapctz de hidrolizan Ros enfaces -
glucosidices «-{1+6) de Los polisacdrides bacteriabes denominados "Dex
thanos" . | |

Dicha enzima es producida pok una gran variedad de hongos y afgu
nas bacterias y on.algunos casos pon tefidos de mamifenos. (7,26)'

Aungue el teluninc Dextranasa es usado en singubar se héconoee La
posibilidad de sen mds de una enzdima fa que degrada Los dexiranos - -
pues wn michocrganismo puede producin mds de un Eipo de enzdms dex -
trandes polamerizante., (34)

1.2.7 ORIGEN | |

Pon Zos problemas que fa presencia de Lod dextranos causan en el
procesamiento de soluciones con alio contenido en azucat, como es el -
caso de fos iuges, se ha tratado de realizar una deg/nadam;dn de €508,
para heduein of tamado de dicho polisacdriido.

EL dextrano se puede despolimerizar poi ivdzu;o,s métodos como sont
Lo hidn6Lisis deida, enzimatica: (23], calon (37}, vibraciones ulthass-
nicas y Luz ultrnavioleta, {36) ‘

. Los prdnetos Latentos por hompest £a cadena punedpad del polisa-
cdnddo, fuercr enfocados hacia el concedmiento de La estructura del --
polisacdnide. Es asf como en combinacdion con otnos métodos La hidnd --
Lisis enziniiica peunditid importantes contribucdiones al hespecto de La
estructwnr del dextrano.

Asl en Eos pimenos Lntentos por degradan a Los dextranos se utd
Lizaron vatins amilasas, fosfornilasas [32) y jugo digestivo de un cara
col y Los cuales no presentaron aceidn hidrolitica afguna, sobre Los -
dexthanos. (9]

Ingelman {11] reporta La incldencia de wna enzima que rompe al -
dextrano y fa cual eb producida por La baeteria Celluibriv fufva.




Dutante fa bdsqueda de michootganismos capaces de producit dexdra
nasa HWltdn y Noadstrom (91 baje el phincdpdo de crecdmiento pen dndic
idn, wtildizanon una sclucddn de nutrientes a £a cual come dindca guen-
te de carbohddratos se Le addeionaion Los dextrancs . Suponiende que 40
Lo Los mlcrcorganismos que se desarrcllaran en ese med Lo de cultivo po

dian producin £a dextranasa,

As.L examinanon cenca de 30 hongos, de Los cuaﬁezs de acuerdo con -
2os reswliados obtenides seleceionanon algunas especies, Las cuales -
pueden wiilizan al dextranc para foruman La enzima hidrofizadora. Los -
microchgandines que preseniaion un mayoh desarrollo y con elle La pro-
ducclén de enzima fueron: Pendeillium fundculosun; Pendcllliun Lila---

cinun; Berdiolddum coccorum, de Los cuales se prepararon extractos en

zondticos en donde se probd La exd{stencda de Lfa dextranasa.

Addcionatmente se hace notar La influencia de Los Lones mf/ta,to y
amonio, en £os camb.ios de pH en ef medio de cultive y con elle en el -
hendinlento de La dextranasa; dichas alteracicnes son Impedidas o res-
ringidas, 54 el porciento mel del Lon anvndo ¢ del Lfon nitiato en La-
safucdbn de nutrientes es cercanc al 45% y 55% nespectivamente.

Tsuchiya (34} nepesta La produccddn y actividad de clentas enzd -
mas de hengos para degradan dextrancs de Leuconostoc mesenteroides a -

somalitosa y oligosacdridos. Este dextrano es de un tipo €ineal el - -

cual contiene aproxdmadamente el 95% de uniones a-{1+6). (14)

Los trnabajos nelativos a Ra busqueda de microoaganismos producto-

hes de enzima hidrolizante de Los dextranosd pon Tiuchlya dan comienbe-
en 1945 y hasta La gecha de fa publicacidn de su Trabajo en 1952 tenda
cerea de 200 cepas de honges, bacterias y algunas Levadwias con capact
dad para producdn dextranasa extracelular. Aungue al Laual que Van Tie
ghem; Celun y Berval y otros fué (ncapaz de encontran organldmos pro -
ductones de La enzdma en grandes cantidades entrne fLas Levaduras y bac-

Lernias.

Tndependientemente de Lo realdzado por Huliin y Neadstrom, Téuéh_é ;

ya encuentra que clentas espectes de Pendcilliwn producen dextra ---

try



nasa extracelular en pequeias cantddades, pero al probar fas especedes-
reportadas por Gstos observd que poseen una gran actividad de dextra -
nasa extracelularn en contraste con Les repertes de enzima ntracelulax.

Come conseeuencia exanina varias especies de Pendcillium de Las

cwltles se habia obtenido enzima nthacelulan, funte con cepas de As --

perglllus, Verntledltlum, Cefafosporium y Spleania.

Los nesultades indican que 20 cepas de Peniecdium Lilacinum ;
Pendcetllium vervucrlosun 3 Penieldhium juniculosum iy Splearda vdolacea
producen cantidades consdiderables de dextiranasa extracefular y de estn

maneaa selecedona varlos mdercorngandismes para estudios pesteriones, --
dichas especies son:

Pendlcllbium Lilacinum cepa NRRL 896

Pendlolllium veiviuculoswn cepa NRRL 2135

Penleillium funiculosum cepas NRRL 1132 y NRRL 1766

Serny et. al. (25) reporta La produceidn de un sdlstema enzimdiico
conteniendo dos diferentes dextranasas en donde ef efecto de una de --
ellas es el de disminuin La viselsidad ¢ el do,' La otna Liberan glucosa,
este sistema es producido en el Lntestino humanc por una bacteria.

Baifey (2} reponrta que dos especies de Lactobaciflus bLfidus --
det numen de bouines y una especie del {ntestine humano, son capaces -
de producin una dextranasa extracelular, '

Fishen y Stedn (7) al {guak que,-TALi,‘é.;{nga neportan un s<stema en
zimdtico nesponsable de La rnuptura del bob&ne}w y el cudl consiste de-
wia mezeda desende y exodextranasa, pues La pa‘epafnauldn de enzima par-
cialmente puidfleada rompe Lambidn enfaces glucosidicos en a-(1+4), --
awngue La ruptura de enlaces o-{1-+6] es nucho mds rdpdda. '

Mencien [21) en ol afio de 1972 desavrofla un método simple y /Lé
pido para poner en evidencia Los mieacorgandismos productones de dextra
nasa, Y el cudt a diferiencia de Los descrnitos pos Hultin; Charles; Se-
venhuwizen y Broven, Los cuafes son latgos y requicren de una gran can-



tdad de materdal, Lo cudl no ocwere con el método propeesto pos Men-
chen. EL metodo se dasa en La wltilizacddn del dexfuans azul 2000.

Yamaguchd e, al. (39} gy Sugduwra (219) aeportan £a produccibn y- -
propledades de una dexirznase alealina proveniente de una dbactendia -

ded génete Brevdbacicidwn a Lo cudf LLaman BrevcbacXetdon 4us cum vak.

dextrantyticwn, La cudl produce una enzima cuga méxime actividad Gptd

me es a wr pH de 7.0-7.5; sdiendo estable en un ampido range de pf, de
5.0-11.0 ia 37°C durante 12 trs.},
mayor parie de fas dextranasas repordedes Lienen un pH optimo de acty

vidad de 4.0-6.0 .

esto es Lmportante debido a que £a

Kosarie et. al. {19) nepontan La produccddn de una dextranasa -
de Pendedifiium funicuboswn SH-5, selecoionada entie 29 culiivos de Pe

wledlblium pana estudins pestenicnes sobre Ras propledades de £a dex -
tranasa, cinetica de reaccldn de 2a produccidn de £a enzina asl come-
el efecto de dones meldlicos y EDTA en La actividad de £a dextranasa.

Janser (12, 13) nepornta el aislamiento de una dextranasa produ-
cida a pantin de una cepa de Ra bacteria Cytophaga johnsonil.

1.2.3. PROPIEDADES DE LA DEXTRANASA

Pon su gran wtllidad en La producei6n de dextranasa Las cepas -
de Penledliium gunioulosum , han sido wiilizadas en ung gran seide de

trabafos para estabfecer Las caractenisticas de la dextranasa.

La dextranasa posee un pH Opddmo para su mdxdmar actividad en wh
nango de pH d2 4.0-6.G; asl como el hango de pH pera su estabilidad -
28 de 4.0-8.0 . Figwa 6. .

En cuanto a fo temperatura Opidima para el méximo de actividad, -~
os de alrededon de 45-50°C, y el nange de Lemperatura para su estabd-
Lidad es de 45°C o menos. (Figuwia 7); un resumen de Los datos hepenta
dos por varnies autenes para La dextrnanasa de Penlcillfdium funiculosun-
se muestra en fa tabfa 3.
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TABLA 3 PROPIEDADES OE LA DEXTRANASA PRODUCIDA POR Penicifliun funiculosum .

. Kosanie ,SLtg,L'V(,‘é,‘de;,j g

(19 : (278}'

Tsdchiya”

Hutson
o oter

Fischer . Bow

pH Optire pata

maxime actfud-

dad.

ptl de wmayon -~

estab il idad.

Temp. Gptima -
Pard maxdme -~
actividad,

Temp. de mayon.
eatabilidad,

5,0-55 6.0

o 5.0-7.5

55°C

45°C

L4050

s

4.0-8.0

0-40°0

45-50°C

[ VPP ——



1.2.4 MECANISMO DE ACCTION

EL conochniento del mecanisime de accddn de fa dextranasa wos -~
pernite predecis ef tipo de producto de La hidnélisis enzimatica. E€-
mecandisimo depende en fouma dinecta del tipo de enz.dna (exo— ¢ endohd-
drolitico); asd como del £ipo de poldmenc a degradan (Lineal ¢ aani--
fAeade. |,

La dextravasa se ha obienido de guente animal, obieniende gene-
hafmente exodextranasa y como fuente de endodexiranasa se encucitran-
Los wohos o bacterndias, {7}

De estas fuentes Los mohos son Los padnedpabes productones de -
La endodextranasa y del gran nimere de mohos reportados como pfwduc,f:g '
hes de sta sobresale ef Ponicifiium qundiculosun, porn Bo que £o5 eaiu
dios def mecanisme de accidn do Za dextrancsa se engocan sobre fa en-

zina producida pon este mehe.

1.2.4.1 MECANISNO DE ACCION DE LA DEXTRANASA PRODUCIDA POR Penfellls-

wn 5unécw€g/sum .

Durante Lob primesos trabafos realizades en fa bdsqueda de mi--
crocrganismos capaces de producir fa dextranasa, se heporia gue al ac
tuan Lo enzdéma el poden reducten de Las soluciones que contienen dex-
tranos aumenta, pero sin Llegan a esclarecer fa causa de este auwnento.

En trnabajos posteriohes y wia vez gue Ae conﬁtba con wr buen wnd
mero de microorganismos productones de dexManaAa se trato de cLot’_uu
dwn el Lpe de productos de La Mdfadww anw@tcca y de eﬂsta forma-
establecer el mecanismo de acedén.

AsL es como Tsuchiya (34} /Lepomta £a acaMn de una enzdima !ud/
Uzante de Los dextrancs, La cuﬂ pfcoduce ch y qfwde/‘ of,cgwsaczzfudw\

Posteriommente Jeancs {15) /‘L'epomta'm aceidn de 2 cepas de f_@_ -
néieilliwn funiculosun, en dextrancs de Leuconostoe mesentero.ides B-512
¢ Ldentifica a £a isomaliosa e Lsomaltotniosa como productes de La --
hidndbisis. '




Boune et, al, . (4} repontan fn qeoddn de 4 dextramesas funglcas -

(e Las cuales 2 son de P“uuuuwx ,3wu_uu£’0\wm en dextruanpd ne a-

— ey 4

midicados de Stheptococeus i)OV-LéJ uonciu, £os pruinedlpales producios sons

glucosa, Lsomafiosa e Liomaliotdosa, Lo cudf (ndica que fa (sonmalio -
tetravsa es fa gracedidn mas pegueiia hidrolizable con facclidad, posn Lo
que La hidndbisdis ocwie prinedpalmente en el enface gqluccsfdice cen ~
al de La (semaltofetravsa. Figura §.

-G -—R

EP3 P

FIGURA E PRINCIPALES PUN? 08 DE. HIDROLISIS EN DE‘(T"AMOS MO

RAMZFICADQS ';“

Fuente : Bowtne et. ab. (1962).

Adielonalmenite Bounre fraico dextranosd con diferente grado de ha-
migleacidn v de acuerde con sus resuwliades £lege a £a sigudente conclu

s4i6n ¢ Las dextranasas son {ncapaces de hidndlisan ramificaciones puesd

estas ondginan una regién cercana a €sta , que fa enzdma no puede ata-
car.

Despucs de esta conclusibn Bouwne (5) nepoata Los resubtodes cb-

,temidoa al hidnolizan dextranos de Leuconosioc mesenteroides (Bomdn -
gham) con un 12-15% de entaces o-{1-+6) , Llegando a Las siguientes con
clusiones

al.- La enzime extracelulan endodextranasa de. Pepic iflium qund -

cubosum, hidioliza Los dextranod a wur mezela compleja de -
cligosaedrides . '

b).- La dextrnanasa produjo: glucosa, (somaltosa, Lsemaltotrniosa-

y tetua— , penta— , hexa~ , hepfa- y colasacdridos nami{gd -

cados y materiad no Ldan u5 feado, de un grado de polimend -
zacilln mayon de §.



al.~ Loa oligosacdndides ramiflcades fuercn (dentdficados y sus-
Cesthuetuies se muisthan en £a glguna 9,

G oo G~ Gh T G G — 6 Gn
I - o o o

6 (1 o 6 )

G G G Gn G —— G G G Gr

FTGURA 9 OLTGOSACART?)OS RAh IFICADOS PRODUCIDOb POR LA ACCION
,',-DE 1A DEXT RANASA DE Peniciflium guniculosum, EN DEX
 TRANOS DE Leuconostoc mesenteroides (Bluninham)
e enface a-i1+6) ; | enlace a-(1+3) ; Gr unidad -

de glucosa xeductora ; G widdad glucosdl.

Hutson y lidegel (10) tomando como base £os trabajos nealizados ~

por Baitey (4) y Bowwe (5) £levan a cabe una seidie de tratamientos —-
con dextranasa intrhacelular ¢ extracelifar de Penlc(llium fundculodum

en dexthancs de Leuconostoc mesenteroddes.

Hutson et., ab. (10} repostan fa producedln de tetro— . pendu— , -
hexa— , hepta— y ccta.z'saaafu.ma.-g conteniendo una witdad de gﬂuaoba and~
da a traves de un enlace a-{1+3] a una wildad de gluctsa def com%;ﬁog
déente oligosacdrnido de La sexde de La isomabiosa, esto suglene que £a



hidnGLa£s

hegorzendo

det dextrane e (nhibida por La pfuweram de enlaced a-(1+3)
Lo yo reponiado. '

Con Los nesuliados oblenidos sc Zlegaron a Los siguientes con ~-

clusLonesd

¢}, -

+
-

Lo enzdma no puede hidnofizar enfaces a-{1+3).

"Pofl.i £o menos 2 ewfiaae,a a-{1+3) en el Lado neducton del pun-

to de ramificaci6n de La cadena principal del dextnano son-
neslstentes a Lo hidrdliais.

La dextranasa extracelubon hid/wb'?a Le cadena princdpal -~

del dextrnano cenca del £ado no heducton del punto de Aamé =

gicacibn.

Un entace adicional en el Lado no neductorn def odigosacdni-

Cdo ramifleado es resdstente a Ba Ridadlisis.

Los oligosacdridos namificados producides pon £a accidn de-

fa dextranasa exinaceluban {figura ¢), ienen sofe una wnd-

- dad glucos{disca en fa ramidicacidn, condiuwmade L0 repornta-
Pt } s g

Las concludiones se pueden neswnih en La §iguwie 10 donde se mu - '
estna L segmento de f£a molécula def dextrano, mostrando Los enmlaces -~
glucosidicos en La veedndac del punio de ramificacitn Loz cuales son -

do por Bovey pata ef dextrane de Leuconostoe medenderodides

el cudl coniiene el §0% de ramificaciones, consdistentes de-
4680 una wiidad glucosldica.

nesistentes a la hidndlisds.

Con nespecto a Los rnesultados obtenidos por Lo aceldn de La_en -

zima {ntracelular en Los oligosachnidos producidos por La dam‘nana&a‘ -

extracelularn , se encontraion pum.o.s numwn,tu a £z iudao‘ﬁuu Los -
cuales se nuestran en La figura 1.
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FIGURA 10 ENLACES GLUCOSTDICOS RESTISTENTES A LA HIDROLISIS.

G unidad glucosidica; —— entace a-{1-6); | 'enéq‘-;
ce a-{1+3) nesistente; —e— entace gluccaddico. /ze»,‘;" '
sistente en dextrancs y oligosacdnidos; —— mﬁa—

- ce addclonal resistente en oldigosacdridos.
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- FIGURA 11 ACCION VE LA ENZIMA INTRALELULAR 'DE PWCALELwﬂ {,umcw&’_o/sum
EN OLTGOSACARIDS.

— endace o- (7~\6), l en,bacz a- (1+3), G urudad gl’_uco,sd ;-
61 wiidad de glucosa reductona; ---» punto de hidn6lisis ;--
—— entace a-{1+6) resistente a La Widn6lisis debido a £

presencia del punto de ramificacibn en Ra unidad isomaltosil.



Cn aios postericres Sugéiwra oL, al, (30, negontan b modedo -
de aceddn de Lo dextranass de Peniocllivm funicubosum, pero en este -

cate de utdlizaba enzdime purd fleada y no dmpura como en Lo plimeros-

Frabajos.

Aal probd fa acedfn de La dextranasa 11 (30) en dextranos de -
Lewconestoe mesenteroldes N-4 que produce un dextrano Linead y al ca-
bo de 120 minutos, b grado de hidndlisis aleanzado fué de cerca del-
40% ¢ de acuerde con Los caomatoguunas, Los principales preductos son:
csomadiosa, Lsomaliotiliesa, —Letnqosd, — perﬁ‘.aorsa, —hexeosa y clras ~-
Lsomllodextainas Largas .

A su vez Las cAom’thodexﬂLmM 5(1%0;1 Lnoubadas con La d@x&a L3
nasa 1T j Los )w,su,(’,tadoas obtenidos se muestran en £a ,tabﬂa, 4,

TABLA 4 PROUUCTOS DE LA HIDROLISIS UE TSOMALTODEXTRINAS POR LA
ACCION O LA UEXTRA‘\JA\A 11.

Susirato | O Producte

Tsomaltoinicsa Gluccsa e Taomattosa®.

ftethaosa Tsomaltosa,
e NENEAOA R Isomaliosa ¢ Taomaltotrniosa.
N xacsa Lsomaliosa, -trniosa, -Letravsa.

~heptaosa Tsomaltosa, -taiosa, -teiraosa, ~puutaoaa. :
———-getaosa Tsomaltosa, -THlosa, -tetraosa, -pentacéa,‘ -haxa~ :

osa. : X _

*Solo cuande ¢é usada una gran cantidad de enzima,

Fuente : Sugiuna ot al. (1973). .



Ve acuerdo con Los nesultades cbienddes se -,(’./Cego’a. La siguierte
conclusién : '

Los puntos de atague de La enzima en .somaltodexininas son e -
prdmer Lugan en el segunde g tercern endace gluccsidice del extramo ne
reducton ded sustrato y de acuerde al fncremento en el grade de pofi-
mesizacdiin ded sustrato, fa enzina aifaca tambien al cuarte o quinto -
entace gluceosdidico y de esta foma se comprueba que fa enzima es ded-
Lipo endo., Figura 12. '

 9~¢;&
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FIGURA 12 MODELO DE ACCION DE LA DEXTRANASA II DE PQMCAZLW)H 5um cu-

_ Losum EN TSOMALTODEXTRINAS LINEALES.

G g/éuc%a ; Gn extrneme aeductor ; — endace giiuco!sfd,{col —
a-(1+6) ; => hidroliza muy rdpido ; = hidroliza /Ldpcdo,.
= .Iud&oﬂva Lentamenie.,

Fuente ¢ Sug&u/ule/tafﬁ (1973) .-
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CAPITULD 2

METODOLOGIA EXPERTMENTAL

Para La realizacitn daz presente tuabajo se elabon ek diagrama
general de trahajo (fLgura 13, po;);.hié;d@"de,ﬂ, cual se estableci6 Ra -
metodologla a Seguin: T :

e Seleccidn
S dek

o Mieroorganismo
S| Determinacion
1 Cualitativa de
 fa Dexthanasa

+
1-Carnaeterizaciin
© de La
Fermentaoibn .
4,
Produceién
o de Lo
Enzdna

¥

- Separadidn
de fa
Enz.ma

¥

1 ApLicacidn de La
t Enzdma en fugos
tdes Cada, Tuna,
' Uva

FIGURA 13 DIAGRAMA GENERAL DE TRABAJO.



2.1 SELECCION DEL MICROORGANISMO PRODUCTOR DE DEXTRANASA

La aeleceidn def micnoonganismo preducivi, de dextranasa se hizo
en base a La Litenatura comsulinda {1,7,18,23,32,38) y en La cual se - |
neporta £a produceidn de dextranase pon una serde de hongos y bacte -- |

s, (2,12,16,19,21,32,34)

Pawra La selecedidn del nmnomgarwsmo 42 tama/wn en aumta uma/s
prametnes, como san: ‘ L '
a).- Tipe de microorganismo (hongaz, y baatvm)
bl.- Tipo de enzima {intra o extracelulan).
).~ TLpo de aceifn hidroblitica lexo o endo).

De acue/tdo a Lo antenion se de,te/mu.no que e,E mx.c/wokgammo con-
el cual se nealizanin ef estudio deberia de cump&/z con Lo sAgulente :
Ser de origen 4ingico, extracelular y tener tipo de acu_dn endohidno -~
Litice. | A

Bajo Los oniterios anteniones se seleceiond el micioorganismo ~-
productor de La dextranase y se procedid’ a obtemen una cepa de ¢ste --
- por Lo que se recunidd a La American Type Cullure Collection (1) {ATCC)
dende se cbtuvo fa cepa con La cudd se reabizd ek trabajo.

la cepa se mantuvo en un Zubo de ensaye, con un medio de cultivo
semefante af wtilizade por Moyer y Coghill (%), cuya composicibn se ~-
muesiéna en Lo tabla 5.

TABLA 5 MEDIO DE CULTIVO DE MOYER V COGHILL

Agua destitada 1000

Agan ' 20 - g .
Dexirano , 10 g,
Glicerol B : 8 g.
Peptona s g,
NaCe 4 g.
Kt ,P0,, 0.06 g.
MgSO, - 746 0 0,05 g,
ZnSOu= 7 Hat) I s - 0.02 g.
MaSCy « 4 H0 - 0.01 g.
KNa fastnato ‘ 0.005 g.
Fe(NHu) = (SO b * 6H20 0.005 g
CuSOy *5 a0 0.004 g




2.7 DETERMINACLON CUALITATTVA DE LA PRODUCCION DE DEXTRANASA

Para d(&f%nténafz’caﬁmaétxlvmﬁente fa p'wduccuin 'dilta'dex;mmm .

extracelular se procedid a neabizar una phucha sencilla y répida.

La determinacidn de La phoduccidn de enzdima se hizo de acuendo -

al método desarrollado por Mencier (21) y el cual se basa en fa utili

zacdldn dekl dextrane azul 2000.

La #6endica utilizada para esta detesminacién §ué ngU.CLE a ﬂa b0~

gulda por Menciern como a continuacidn se Aenaﬁa.

Se toma una muestra del microorganismo contenido en un tubo de -

ensaye con medio de cultive {nelinade de Moller Coghill y es sembrado
en un medio de cultivo con La composieiln que Ae muestra en fa fabfa-
6.

TABLA 6 MEDIO DE CULT_IVOI UTILIZADO POR MENCIER

Dextrano azul 2000 0.5%
“Dextrano (P.H. §¢,000) L 0.5%
Extracto de Levaduia 0.5%
Ko HPO, 0.1
GelLosa | 1.5%
-Agua destilada 100 me

EL medéo de cultivo es esterilizado a 121°C (15 Lébaia,s"de phe---

AL0%) dwwante 15 minutos. Posteriommente se d(}si‘)u’buye en éa*jkm pe---
i en donde se inocula el mic wohgammo a probar, se mmba a 25"(3-

28°C durante 4 dias.

EL fundamento de eesie méLtadc [ qu.e el ma/wongam,smo aLE de/scuvw o

Lhanse sobnre ef medio de cuLtwo provoca 44 es . .capaz de degnadaﬂ dex.
tanos, una hidrhblisis de. fa moﬁefcu,?.a de,{i dewtano azuﬂ Yen conse--

44



cuencia una Liberacidn del complejo coforante, Lo cual se maniéé%td«
abrededon de La colonia en donde ¢f medio se aclara y en esta zona Ae
cbserva una awreola azul obscwro debddo a La acumulrcidn del coforan-
te Libenado.

2.3 CARACTERIZACION DE LA FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE DEXTRA-
NASA

La 5mmmcwn para {a produceidn de £a enzima dextranasa fué -
caractenizada, para obfener £a informacidn correspondiente af tiempo-
en el cual el microonganisme produce Ea mayon actividad enzimdtica.

La caracterizacibn se U’,eud a caba en dozs 6a/tmws ' éri_mai’)ndz" y =,

en 4ermentadon discontinuo,

En ambos procesos se tomf como base para Las condiciones Gptimas
de feumentacibn Lo ‘LQPO/LtGdO por Kosaric et al (1 9) para La produc---
cibn de dextranasa de Penicifeiun qunienlosum. Las condiciones se -
presentan en La tabla 7. |

Tabla 7 CONDICIONES DE FERMENTACTON

WATRAZ  FERMENTADOR
Volimen del necipiente (me) S 50 1000
Voldmen def medio de cultivo (mb) - 100 800
Agitadon L Vibnadon Agitadon
, | “Rotatorio Magnético
Agltacddn {npm) R 200 200
Temperatura (°C) B it 75°-9§°

Fufo de aine [wum) : _‘ o coimetiiie ot o 008

EL medio de cu,&two autd,{ zado‘ ue Lgual ‘al: usad KoAaMc ef-

cuak estd compuesto de acue}ndo a £o/s daf.ozs pfuaé entados en La tabla s.
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TABLA § MEDIO DE CULTTVO

Extracte de £évadura I o Tage

*Dextranos de alio peso moﬂewﬁm 10 g,
Ca CLa *2 Hz0 ‘ " rﬁF; o 04,
Mg CRy 6 Ha0 B O e | 0.2 g.
Solucibn reguladona de §osgatos (0. M; pH-S §) 1000 me."

*Dextrnanos obtenidos por La accidn da Leuconostoc mesenteroides NRRL
B-512-F, en un medio de cultivo contesiendo sacarosa, samejante ab-
utilizado porn L6pez (20). [

2.3.7 FERMENTACION EN MATRAZ

La femmentacidn se reallzd en 17 mathaces erbewneyer de 250 ml. ~
cofocando en cada uno de &stos 100 ml. def medio de cultivo (fabla &)y
estonilizandolo a 121°C durante 15 minutos, una vez esténil y fnie el-
medio de cultivo se {nocuif con T ml. de una sofucidn de esporas de -~
Penicl@liun fundieulosum, " con un mOtino de £ semanas de esporulaciin’
(19}, cata sofucidn contenin en promedio 54.4 x 10° esporas/ml. de s0-
Luciin.

Postenionmente of Lote de wotraces se coloca en una-frnoubadora --
con agitucibn a temperatuia constante {25°%- 28°C).

De este Lote de matiaces se Lomb una wuestra {1 matrazes 1. muestral |
cada 24 honas, posterionmente se procede a separar Los micelios ded me
déo de cultivo, para este se wiihizg una membrana miflipore de 0.45 y-
de didmetrno de pone, obsgavdndose que of Liempo de {iltracilfn ena mugy~
Largo por Lo que se optd por cenfriifugan el medio de cultivo y poste -
nionmente §LLtuan en papel whatman 471, Una ver §{Ltrado ef medic de -
culilvo se preceddd a su andlisis .

3~



2.3.2 FERMENTACTON .EN FERMENTADOR DISCONTINUO

Para healizan La germentacdidn discontlnua se wWtildz6 un minifer
mentador modefo M-1000 Fermentation Design, Inc. (figura 14) de 1000-
ml de capacidad donde se cofocaron 800 m€ de medio de cultive (tabfa-
&) posteriommente se esteniizd el medio de awltivo a 121°C durante -
15 ménutos. Una vez est@uld y galo el medio de culiivo se {nyectaron
§ mlL de una solucidn de esponas (54.4 x 10° esponas/mb) de Penici---
Llum funicwlosum La fermentacibn se Llevd a cabo de acuerdo a Las -
condicioned establocidas ¢ tomdndose 25 mé de muestrn cada 12 honas y
Separando £0s micelios del medio de cultivo para realizar el andlis.ih
corspondiente de ésie.

£.3.3 ANALISIS DE LA- FERMENTACION

EL medio de cubtivo separado de Los micelios §uéd analizado rea-
Lizando Las sigulentes defermincciones: blomasa, pH, azdeanes Lotales,
azdeares heductores y actividad enzimdtica. )

Las té€cnicas willizadas para Los andlisis fueron Las sigudientes:

2.3.3.1 BIOMASA:

La muestra es separada de Los micelios por medio de una centri-
guga DYNAC a una velocdidad de 2300 :npm postenicumente ef sobrenadante
8¢ filtna en papel whatman #41 el cual ha sido previomente pesado, -
después de ser centadfugado y 4<lthado un volumen conveddo, el hecd-
duo que queda en el Aubo de £a centrilfuga y en el papel §iLinc son e
cados en una estufa de aire callente marca PARTLOW Med. 550-P a 60°C,
cuddando que el papel no se queme una vez gue afeanza un peso consian
te de anole este peso y porn digelencia con el pebo Lndcial se obtiene
el peso de La bilomasa.

2.3.3.2 pH:
. EL pH se deteamind directamente en el Lhquido filtrnado por me--
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FIGURA 14
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16.~ Empaque del -5426&0 |
17, Intercambiador de calon
1&.- Bomba de aine

Base del ferumentadon



deo de un potencldmetro Corsing Mod. 7.

2.3.3.5 AZUCARES TOTALES

La deteaminacibn de azdcares totales se rneakizd }o(m med{o def -
métuds colonimltnico de La antsona {24) wtilizando un espectrefotdme-
tzo PYE UNTCAM S7 1500. ' ‘

La téenica wtilizada §ué€ La slguiente:

A wn mLLLLtno de La soluciin problema se Le adicionan 2 mf de-
sctucidn de antrona se calienta Lnmediatamenide a baido marnfa o cual -
s cnewentra @ ebublicidn por un tempo de 10 minutos medides con cro
ndweidw, posdeniommente se pasa a un badio de hielo y se defja reposak-
dukande 15 minwdos o ve mide Za dens.idad Gptiea a 650 nm en un espec-
Lrobotonetny. .

La cantidad de azdeares. totales es estimada interpolando La Zec
fura de densidad Gptica en una cwiva estdndar. |

Solucitn de antrona:

400 mg. de antrona + 200 mé de H,SO. conc. |

2.3.3.4 AZUCARES REDUCTORES

Los azdeares reductories se determinancn por medio del método cg
Lowdmétrico del dedde 3,5 dinitrosalicllico {31}, uiilizando un espec
10 fotbmedno PYE UNICAM SP 1500, .

La teendea wtilizada fué Lo siguiente:

AT mb de £a soluciln problema se Lo adiciona 1 mé de fa sofu--
elbn de dedide 3,5 dindtroselicllico y se caliente a baido marla el -
awl se eicuentra a ebullicidn, durante 5 miwdos medidos con cronbine
tho, posterionnente sc pasa a un bado de hiclo y Ae a.g,‘z:egan, 10 md de-
agua, se aelira ded badio de hieko y s espesan 30 MARALD S para. medin-



fa densidad Gptica a 540 nm.,

La cantidad. de azdeatres neductones es estimada intenpolando La -
Lectuna de densidad dptica en una curva estandar.

Solucidn de deido 3, 5 dénitres alicllico:

Se disuelven 16 g de hididxido de sodiv 2n agua destifada en un-
mathaz aforado de T L1 una vez disuelic se agregan lendamente 300 g -
de tartrate doble de so0dio y potasic (sal de Rochelle] y ginalmente -
se agregan 10 g de deddo 3, 5 dindtwsalicllice, aforar y guardan en-
war botella dmbar cubdenta con papel alumindo. '

2.3.3.5 ACTIVIDAD ENZIMATICA:

La actividad de fa dextranasa fud estimada midiendo Ra Liberacidn
de azileares reductones de dextrancs de Leuconostoc mesenterodldes .,

Los azdeares neductores fueron deteaminados coforniméiicamente -
por el método def deido 3, 5 dinitrosalictilico {31} asd La actividad-
enzimddica fué defeminada por La sd{gulente técenicas:

A 7 me de una sofucidn de dextrancs (2.5% de dextranos de Leuco-
nostoc mesentercddes en scluciin aeguladora de acetatos 0.1 M pH= 5.3)
se Lo adicdonan 4 ml de sofucidn de enzima y son Lneubados a 40°C du-

hante 30 minutos, tomendo muesdnas de 1 mé a diferentes Liempos, a es

Ao muesina se Le determint La cantidad de azdeanes reductores Libera-

dos. (En caso de sen necesario fa nuestra de diluye con solucidn re-
gufadona de acetofos parn que df una densddad dofica de 0.2-0.8).

De esdn forma se pudo determinan Las unidades de dextranasa (0.~
U.} La cual es simifar a La desorndia por Tsuchiya ot al (34).

La wnidad de dextranasa (D.U.) es definida como fa caniidad de -

enzima que produce 1 mg equivalente de {somaltesa monohidratada en 1-
hona a 40°C.

W



2.4 PRODUCCION DE LA DEXTRANASA

Una vez neakizada fa caracterdizacddn de Za {eamentacidn de Lo -
produccion de Lo dextranasa se procedid « La produceddn de La enzima~
en un velitmen magen (5 £2) pana Lo cual se wtilizd un fesmentadon New

Brunswicr Mod.

£8 medio de cubtive utilizado fué igual al que se wtilizd en La-
caracterizaciin (tabla &), el infeulo on cste case se aealizd com mi-
celios y esponas de un cultivo de propagacidn el cual se prepard de -
La sigulente maneras

En un mathaz de 1 26 contendendo 250 mé de medio de cultdvo esi€
il se Lwewlaron 5 ml de soluci@n de esporas de Penicdllium fundiculo

Asuam, posteniommente ed matraz fu€ cofocads en una incubadons ¢on agd-~
tecdidn dunante 4 dias lagdtaciln= 200 xpm; Lemperaiura= 26°-78°C) de~
esta fomma se obtuve ef cultuvo de micelios para fa Lnocubacidn.

Una vez que se obtuve el cubliive de propagacidum, se {nocufd el -
reedpiente del fermentadon y se indedd asl fa fermentacidn bajo Las -
condiciones descnitas en La fabla 9. ‘ '

TABLA 9 CONDICIONES DE FERMENTACTON PARA LA PRODUCCTON DE DEXTRANASA

Voldmen def recipiente (£) 8 ,
Voldmen del medio de cultive (£) 5

Agitadon o | , 2 helices
Agltaciln ( om) S - B 400 -
Tempenatuna (°C) - 26
Fujo de atre {wm) 0

oH inicial. T 5.8

Bajo dstas condiciones se realiz6 La fenmentacibn durante fa - -
cuck se realizanon Los andlisis de biomasa, pH y actividad enzimdidea
tomandose una muesina de 25 mé cada 12 hoxas.



2.5 EPA]U\( ON TR LA '»L{IF\;\W\J

Ua vee que se dedeeds Easmagon cantidad deo actividad enzomilica

el proceso do fermenitdcdidn se defuve, precediendese {nmedigianente a-
La separacion def Liguide que contienc Lo ehndna extraceudan de Los

R

(el

meelios def honge v afuatande el i a

EL procese de fa separacidn de fa enzime {mpliea vaiics procedi-

mientos comy son:

a) . -Centrlfugacddn en ' fnigeracddn:

EL medio de culiive fewmentads que contiene. ﬁa demamva exz:
celulan fué centrdfugads dwrante 30 mumtn.s a 4°C 1 j 5005 Api eR UNa -

u.;ufu,éugu o »uZ.pfl- Jg(%’ulp{«(}’t. ’

~Filthacion:
EL Liquide separado pok centrdfugacion no resulta sen complefa--
mente enistalino por Lo que se efectda wa flinaciin bafo rcfrigera~
cdfn en un fLene mellinoie.

-

¢} -Precipitacidn de La enzimar

AL Liguide ondslaling que ¢ ¢bidene de fa §{8vnacién ¢ que con-
riene La enzime extracelulan, Lo fué adicdonade saliato de amonio - -
(Nife) 2 SOy al 70% de satuntacidn con of cbieto de preciniian La enziny,

chbteniendo de esta mancie wr precipitado blarco.

d) . -FLethaciln ak vacio:

EL precipitado blanco resubltante nesultante 24 separado ded £{--
quido, pon medio de una gilianceidn al vacfe con papel filtre Whatman-
def #4171, el sbfide chiendido de esta founa es entonces disuctifo enm 109
ml. de una seluciéan xequladena de acetados (0,7 H; )’"{" 5.4} conservan-
it asd a Lo enzima en solucidn para su postondion aplieaciin.  Adicio

e A

nafimente s determind fa aclividad enzimiticn de eata solucidi.



.6 APLICACTON WE LA DEXTRANASA®
Lo enzdma dextaanasa send probade on 3 fuges digerentes df‘. Arut--
tass  fugo de uve, fuge de funa y fuge de caia de azdeat
6.7 CARACTERTIACION UE LOS IiCOS“ B FRUTAS

!’wm poder dederminan Ba egectivedad de fa enzdno se idlene que -
conceer Loy cunaclenisiicas indciales de €stos jugos por Lo que se -~
paocedid a conaciendzanios, detesminando su wiscosidad, °Baix, azdea-

neh Rotales y azficwies neductonss .

2.6.1.1 VISCOSIDAD

La viscosidad de cada wio de Los fugos se midi6 en un viscosime-
tho Ostwald « 40°C, asd como Fa def agua a fgual Femperatunda pard e~

ML Una Kefenencda.
2.6.1.72 °BRIX

Los “Buix do cada uno de Los fuges se midid en wi refractlmetrio-
masea Zedss Opton a 20°C. '
2.6.1.% AZIUCARES TOTALES

e detfownind de acuerdo fu’, mitode de Ea antrona (24}

7.6.1.4 AIUCARES REDUCTORES

Se defewminaron de acuekde ab méfode del delds 3.5 dindtno sald-
ellice (27).

Una vez camcf@:ztzado Los fuges se proced(d o meallzah La hidrg

o

Libis enzimitica ka cual se teakizd de fa sigulente masnesa:

Se toma | muestiaa de fuge g se cefoca e vr basio mania para que-

aleance wna femperatuna de 40°C + 170y Pa caniidad de enzdma gque s -~



va & adicionan se-cabenba con Lus dates de La caractendizacidn del fu-

ge y Las D.U, de enzimas disponibles.

Una vez que ef jugo aleanza La tempcaatusa, se Lo adiclona Lo en
aima. iy éade mezela se mantienc en bajio marfa, Zemando de aquf Las - -
meeddaas paan Las deferminaedones (viscosddad iy azdeares reductones) -
@ difenentes tianpos 10, 10, 20, 30, 40 ¢ 45 minutos) para de dsta -

forma seguis fa WidnGLL8AA.,

A maneta de comparactiion se wbilizl una dextrancsa comeacial de -
Pesdecliium funioulosum (sigma chemical company) £a cual contenda 55-
DU /mg de sGidde con La cual se neallzanon Las mismas piuebas de ie-
ducelln do viscosd{dad y aumento de azdeanes neductores en £as mues-- -
tras de jugos de grutas de acuendo con Las condicdones preestablecd--

das parna Za dexinanasa obiendda expeinentalmente.,

°



| CAPITULO 3

RESULTADOS. -



5.1 SELECCION DEL HICROORGANTSIM) PROTUCTOR DE  DEXTRANASA

1,,

Para La sefecocdn del mociocigouine s¢ Lomanon e cuenda fos -
Afgulentes pardmelszos:

ot

al .~ Tipo de micieotganiame (hongot |
bl.~ Tipe do enzima {exiracefulan)
el o~ Tipo de qecddn {endohidrelstice!

D acuends con Lo citado en fo Literadwia se pude obseavan Lo -

siguiente: Sow 8os hongos Los que presenfar ua magon nbnere de o espe-
edes para efegdi; producen uat magen centidad de sz cxih zmm@ L8
fo gue geedllifa Lo seporacddn de Lo enzima del medde de cultive y
presenia un Tlpo de accién endencdiclitice QE aual javorece fa désms
nieiln de Lo viseosidad L((.) Las sofuciones quc cmu,u et m’x.ma; W04
AL de acwendo con Lo antestion, s¢ cacogld al honge Pendoll&ium

quniculosum el cuel por sus gumc,( wisticas ¥ poroset-ed honge gue ~

prpserta un magon winee de mua‘u s {7, 16, 19, 21, 23, 34] xesulia
o - 5 a - o : -y
sen el nds adeouado, aungue 1o ef dindco para fa realizacidn de dite-

estudic como fo wuesine Ea Zablfoy 10,

Pe esfa fomma s¢ s0L40L30 wne cep @ £a Ametdean Type Cu»f:’,:{,u&e -

ML

Colbection en donde 5& ohbifuve La cent de Pesdodlidwn sunleubasum ~ -

ATCC F11797 1) copa con fa cuak veal.izd ef Eaabafo.

5,7 VETERMINACION CUALITATIVA DE LA PRODUCCION DE DEXTRANASA

La delemninacidn cualilativa para La produceddn de dextrancsa
se realizd segin Lo Adonded wtllizade porn Mencler (1) con Los resuf

fados mosirades e fa Lfabia 1.



TABLA 8§

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE DEXTRANASA

HTCROORGANTSHOS HI KA EXTRA T Reg
Celbuibnie Aéu.(’,va * + {(11)
FA-IA + . (25)
Lactobaodllus b44ldus e 4 o (2]
Cyfophaga Johwnsondd + + (13)
Brevibacterium fus e’um + CF , [26)
Baedlfus Aubtibifis + " + (40)
BoedeLus megathenrium o _ i (40)
Pendcilliwm LLacinum P Hh+ + - {34)
Pestelblium fundeulosum A =3 [34)
Penlodlliwn verrnuculosum + o 444 + [34)
Vealict £Lium coccoium . S As + (9)
Spleaiia SR B + (34)
Penieidlium aeuleatun A * (19)
Fusaifum monoliforme +. + ' ::,(VZ'“/) 5 g
Pondod £0lum funioudosum sende {weade) o + ( 79) el
Pexdcf@lium piceun o ot {19y
Peniofflium pwgauogenun ' ot {19)
Pedod 4. um aubion ++ + {19)
Penicill ium variable +4 ot (19)-




HOnEY ﬁf‘zll’\i’\f"”f\f CUALTTATIVA DE LA FRODUCCION BE DEXTRANASA

HORAS APARTCION | AUMENTO DEL¥
IN("‘bAf‘ION DE HALO HALO [nen)

& : ' - - -

A - -
24 + k’ 2

48 - S
7z - 1§
& e Lo
EE 78

9

T
kS

¢,

Fhumente promedio de 5 muesians

Como se puede observar en La fabba 17 ab cabo de. 48 @ T2 horas-

2.

N

de dncubacldn, 4 p‘u,s wia un hafo pergectamente visible donde 52 -

I

p(.c:'{a'e, chrgrvan una poreldn blanca y enseguida una poreddn de cofen ~

azuf intenso, dstas difexrcntes colorceiones son come nesuliade de fe

hidigiisis del dextrane azub 2000, por Lo que s puede afiaman que -

el micspehganisno uiilizade (Pendodlfium funiculosun) produce £a en-

wine exsaacefulan dextranasa,

3.3 CARACTERIZACION DE LA FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE f)i:f(Tk/i

‘\;rﬁ »-.(\,‘A

Lad resultados obtenddos en o cauncterizacion de £a Leamenta--

cidn {matwaz o minifemmentador) de acuerndo con fos andlisdis estable~

cidos en Pa metodologin, se rebumen en Las fablas 12 ¢ 13 y en Las

dguias Ih ¢ 16,

W



TABLA 12 CARACTERIZACICN DE LA FERMENTACION DE Pendicdlllium funiculosum {MATRACES)*

MUESTRA.  HORAS UE BTOMASA PH - UNTDADES DE
S INCUBACTON g/l oo DEXT/md
1 24 R - L 5.8 0.8
2 48 4.3 5.5 1.5
3 o b5 59 2.5
4 9% b2 6.0 4.4

5 120 11 6.0 6.8
6 144 8.5 6.1 £.5
7 16§ Rae 6396

5 192 53 6.4 10,3
9 716 4.9 6.5 9.5
10 240 4.1 6.6 9.3

1 264 4.7 6.8 8.7
45 , 8.5

268

‘N

6.8

*Promédic de 3 muestras
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TABLA 13 CARACTERIZACION DE LA FERMENTACION DE Peniedlllium funicwlo

sum. (MINIICRMENTAUOP)*'

‘ HORAS DE BIOMASA o UNTDADES
MUESTRA — 7youBACTON g/t PH . DE DEX/mE .

et saa e Y s st e

12 1.4 5.8 . 045
e 23 585 0.6
86 - 3.8 . B9 .99
48 52 . 5.9 1.2
60 4.5 5,95 1.5
72 1.6 b6.00 2,1
4 53 6.05 2.85
9% g2 6.1 3.9
SU08 TG 62 B
120 - 7.6 6.5 1.5
2. 75 63 9.9
44 7.2 6.5 q1,58
156 o 7.0 645 18.2
168 67 65144
80 b4 66 1485
192 6.3 67 1485
04 o606 14,55
I S 14.4
8 BB .85 14,25
240 5.3 6.9 141

0D oa w1 O UT e ) DY -

— wed . med wed o wmed ed Wl
e W1 e 0 M O

B A e

*Pm:’nedxco de 3 jeunentaciones
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5.3, 1 FERMENTAUION EN MATRACCS

En Lo feamentacidn de matraces se puede obscrvan que of punte -
en el cual la blomara eb magor ocurie o fas 120 heras de dncubacidn,
Lo ol hace que La femmentacddn se consddere Langa,  Er ocuanto af
pH se cbserva que £3te va aumentando padalinamente confoame avanzao-
La femmendacion. La activddad enzimdtica {DAL) se observa que Lnd-
clalmente aumenta peee a poce ALK amhbaigo, af Llegar al punio en den
de La biomasa deckece se noda un inchemento mayok en ef ndwerc DU -
y de que @ pesar de désminudn £a biomasa Las 00U, siguen aumendando-
hasto LLegan a un mdxdime despuds del cual comlenza a disminuit La ac

Livddad,

5.3.7 FERMENTACION EN MINTFERMENTADOR DISCONTINUO

Durante La conaclerizaciin en of mindfementador se pudo ELegan
@ vanias conclusiones, pues al cbservan £os datos obtenidos se nota-
que £a biomasa teene su punte mdxime @ Las $4 hosas con fo que s¢ -
tiene una disminueidn de alrededot de 40 horas, esto se chee es debd
dv @ un mefon contiol de Za jesmentacidn en cuanto a fLa agllaciin y-
el aine swanisliado pasa e jewmentacidn aunque el Liempe se sdigue-
considesande Largo., EL pif 42 obiervd nuevamenZe que aumenta pauwlatl
namente conjosme avanza La feaumentacién, Lo acli{uddad enzindtica -
companada con £a phimend CactLilzacsdn sugie wi aumeﬁ-}“o esito tam-
bién se cree es debido al mejor coninal de fa feuroniacidn aunque Ao
replle wr fendmenc ¢ es que despuds de Elegern ad mdximo de produc~--
oidn de blomasa se cbsonva que of incremendc en Lo actividad eonti--
nla 1 re disminuge hasta Llegan al mdeimo afrededen de Las 197 hosas
de gerwneindacddn, Lo cual concuende con la prnimeia caractenizacddn. -~
Lu dismiacdon en £a actividad se atiibuye al aumente del pH en ol -
meddo de Aesmentacidn, Lo cual hace que Za actividad enzimdtica dismi
HULfCL,

<
Con £as observaciones nealizadas dwrante £as cwucteli{zaciones-

se pudo LEevar a cabe Lo fermeniaciin en- un velumen magor (5 £L} pa-



na producin £a enzima necesaria para LLevar a cabo Los ensayos de -
aplicaciln de €sta en jugos de gauias, '

3.4 PRODUCCION DE LA DEXTRANASA

EL cunso de La feumentacidn para La produceidn de de.x,mc’magsa' i
fu€ seguido como en fa caracterizacibn y Los resultados obtenidos se

muestran en La tabla 14 y en La §igurn 17,

Con Los datos obienidos duwrante La femmentacidn y.comparudndolos
con Lo de fas caracterizaciones se puede decin Lo siguiente:,

6

La fermentacibn para La producceidn de dextranasa se puede consi

derar como Latrga.

EL pH no sugre cambios bruscos durante el desarrollo de La fer-
mentac Lbn &ino que peulatinamenie va aumentando, &fecfando £a activi
dad enzimdtica pon Lo que se iene que separax el medio de cultivo -
de La biomasa y ajusian el p para no sufrin modificaciones en La ac
Lvddad enzimdiica. |

—

‘ Las unidades de dextranasa se observd que aumentaban poco a po-
co hasta ef momentc en que £a béomasa disminuia, pues posierlomnenie
La actividad enzimdtica se ue,c'.ci incrementada hasta £Legan a un maxi-
mo, el cual se presente alrededor de fa hora 180 de feqmentacidn y -
de que positerionmente se veln afectada por el pH @l medio de culti-
Vo,

AsL tambich se presentan Lob datos de unidades de dextranasa ob |

tenidas, una vez separada Lo enzima del medio de cultive como Lo - -
mued tra £a tabla 15,

Donde. se observa una concentracddn de Las undidades de dextrana-
sa después de sen sepaxada, precipitada y redisuelia £a encima. - Don
de de obliene una pérdida de actividad pon. causa def. mancfo de £a en
zime. durante ¢stos procesos. Perno comsiderandose que ef ndmero de -
actividades obfenidas son suficientes para reallzar Los ensayos .

(¥



TABLA 14 FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE DEXTRANASA POR Penicillium funiculosum

UNTDADES

.. MUESTRA . INONBRCION srg%s A p DE-DEXT /..
1 12 2.2 . 5.6 0.4
2 1 3.0 5.85 0.7
3 24 4.6 5.85 1.0
4 36 7.0 5.9 2.3
5 u 8.1 5.9 2.6
6 7 10,2 5,95 6.9
7 84 9.8 5.95 5.0
8 104 9.3 5.0 9.8
9 SVEIN .4 6.1 15.2
0 156 7.6 6.2 20.7
- 182 7.0 6.4 21,8
12 204 6.7 6.65 21.6
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FIGURA 17 FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE DEXTRANASA POR Pe,mo,g‘~
L8ium funicalosum ‘ G




TABLA 15 RENDIMIENTOS DE LA'FERMENTACION PARA*LA,PRODUCCION'DE DEXTRANASA

VO LUMEN ACTIVIDAD ) ACTTVIDAD RENDIMIENTC
| ok : U/mé TOTAL DU, %
Sebrenadante de
La feamentacidn 2200 2.6 47529 100%

Enzima nedisueli 100 364.76 : 36476 : 75.07%




5.6 CARACTERTZACTON DE LOS JUGOS DL FRUTAS

Les es sultades ub tenides ae Le cara ateri{zacidn de : Cos fugos de -

et de azdear, tuna o wwa por £as tdc.uu s establecddas proviamdintes

sen preseatados en La Ltabla 1é.

TAGLA T4 /»\n/\L?FRIéACIdN DE LOS (7UQ e le(ﬂ/\“

[SCOSTDAD® ~ SOLTDOS -~  AZUCARES — AZUCARES

SOLUBLES “Bx  REDUCTORES  TOTALES

‘ /100 mi g/ 100 mé.
VA 3 s 3,47 BERRIRT:
TUNA 5 14 w3 14,173
CANA | . o B -
DE § a5 o 1575

AZUCAR - | ' T

*Uiscosidad relakiva con respecto al agua

Las can c/u{fvwbum s dncelades de Los fjuges son dmpordantes pera-

. . 4 : o .

peden esitablocen fa cantidad de enzima a wtilizar, esito es con £a can
tidad de azdemnes Lotafes mencs £os aztcares aeductones o esia canti-

dad se swpone que Zoda es polimene aunque en ‘wealddad no Lo es, pero-

con ehto Ao asegurd ed addcionar la gnzdma necesaria.

Lo vdscesddad meddda es diferente en cada wne de Los fuges, pues-

s ) . o . ~ . . :
fo que cada une de ellos flene una compeadoldn cét;.\{@fa.en'ta y por este -
Lambien La vaiiacddn en Los *Briv y en Pos azdowes Lotales g re-=-

Ao et o s
GUEALONPS



3.6 APLICACION UC LA DEXTRANASA EN JUGOS DE FRUTAS

En base a Los datos obienddos en fa caracterizacddn en Los fugos-

de frutas se calculd fa cantidad de cnzdma necesenda poug reallzan -

Las purebas de efectividad de Lo oncdima, £o cual se deteuminand con -

"~
A,

Los cambios en La viscosciad y aziacres reductones de £o0é jugos.

ASE se utdlizanon fas siguientes unidades de dextranasa (D.U,] pa
na cada caso: ‘ gt

DU /e
Jugo de cafa de azdear 755 B
Jugo de tuna 182
Juge de uva 146

Los nesuttados obtenddos en cuanio al seguimiznio de fa hidndli--
8.0 enzimdtica son mosirnados en Las tablas 17 y 18 y en fas figuras 18
y 19. '

Do Los datos obtenidos en Los cambios de viscosidad con La enzime
experdmential se observa que en el juge de cafa hay una disminucidn ma-
yor que cn Los jugos de Auna i wwa. Comparando Los resudtndos con £a-
enzima control se observa una disminucddn en igual sentido, es decin -
magok en jugo @ caia, funl y uva susces{vamente auague en esie caso -

La disminucidn de La viscosidad {ué mas noforia.

De Los datos de azicares reduclores con fa enzima experanendal se
obseava un aumento de Gsites en Los 3 casos, sdiendo magon:en el caso de
fugo de cafia que -en el de funa g en el de wa donde Las variaeiones -
son mindmas. En fa enzima contnod se observa un aumento mds notokdo -
de Los azdeares reduciores en cada uno e Los fugos.

Estos cambios pueden sen debddo a que cada une de Los jugos Liene
una composledbn digerente, aungue ef aumento de Los azdcares reducoies
y La disminucion on La viscosidad del jugo de caiia fue mds signifdcati
va que en Los casos de fa fuva gy uva, pues estod cambios aunque preszn

tes fuernon menotes.

-



TABLA 17

CAMBIO EN LA VISCOSTIDAD DURANTE LA A

‘LICACION DE LA DEXTRANASA EN JUGOS DE FRUTAS

ENZTHA
EXPERTHENTAL

VTSCOSTDAD™

0 mUz 10 HLOH, 20 wmin 30 min 7 40 min 45 min
JUGD PE CANA § 5.9 4.7 4,1 3.7 3.6
JUGo DE TUNA 5 4,65 43 4.4 4.4 4.4
JUCC DE (WA 3 2.9 .8 2.75 2.75 2.75
ENZLA VISCOSTOAD? |
CONTROL
0 min 10 MR 20 min 30 min 40 min 45 min
JUGO DE CARA 5 5.4 4.3 3. 54 5.0 7.5
0G0 DE TUNA 5 1.6 4.35 1 5.9 5.8
JUGO BE (VA R, 2.9 2.8 2.7 2.6 2.5




TABLA 18 CAMBIO TN LOS AZUCARES REDUCTORES DURANTE LA APLICACION DE 1A DEXTRANASA EN JUGAS DE FRUTAS

ENZTUA
EXPERTMENTAL

AZUCARES REDUCTORES g/ 100 m{

iy

JUCO TE CANA
JUGO 1E TUNA

GO UE WA

0771 3.

0 win 10 min

—
o
o

S
&
[ei N

s 2,

5.67 4,183

4§75 5.459

55 4699

70 mdn
5.63
3024

[aSaY

864 3,039

4,783

g0 mdn

—r

4G

3,409

4.858

ENZTMA . ‘ . , v
CONTROL AZUCARES REDUCTORES g/?OG mé
0 mdn 10 min 20 40 mdn 45 min

UG DE CARA
JUGO DE TL!NA’ B

JUGO TE WA

0771 : 3.849 .

1.5 S R

3,67 4,696

50 min

5.901 . 6.585 o 6.920

3.894 . 4.236 4,407

5,039 5.200 5.3

7,098



ATTIVA

e
| N W

Iy
!

SIDAD R

VISCO

. : CONTROL ol EXPERIMENTAL

VISCOSIDAD RELATIVA

2 <

1 11

0 i ¥ A L ( Y e 0 v L) r ¥ 7 - ‘
10 20 30 40 45 timin) 0. 20 30040

FIGURA 15 CAMBIO EN LA VISCOSTDAD DURANTE LA APLICACTON DE LA DEXTRANASA EN JUGOS DE FRUTAS
_ JUGO DECAWA |

TGO OE TUNA
760 T UA

415 min)



CONTROL _ 4 EXPERTMENTAL

g - e

§ A L &4
- .
@ i o7
R I S — ) , P
a4 ey S o vy s e 57 T ‘4:..] . e ‘ .
?:"S’ ’ % // umﬂ;-ulﬂ;'Mim
- : -V ‘G ..‘..---—'—"”'"""'.m"“ )
= - S
& B
e &z
7 s . "
t N AR
8% Ck(.: -
-1 <
<
e )
T =T

) I N - \J - L7 . )

10 20 30 4045 0 z0 30 4045

FIGURA 19 CAMBIO EN LOS AZUCARES REDUCTORES DURANTE LA APLICACION DE LA DEXTRANASA EN JUGOS DE FRUTAS

CJUGO DE CANA

JUGO DE TUNA

JUCE BT LA



CAPITULO 4

-
)

USTONE

¢

Prodg

.

¢



CAPITULO 4

CONCLUSTONES

. -fxdste un gran ndnero de wilonoorganismos Los cuales pueden producdn
dextranasa entie Lot hongos y algunas bacterdas por Lo que para de-
adddn que mdcnoorgandsme se sedecclonardn se tomaron en cuenta Los-
slguientes pardmetnos:

al Tdpo de michocrgasusnio, -Hongos
b] Tipo de enzdmas.-Extracelular
el Tdpo de aceddn. -Endohidrolitico

Ue acuerdo con esto g en base a La revisidn bibliogndfica se deci-- -
did utilizan ot Penicillivwn funiculoswn para La nealizacitn def Me

t

sente estuwdio por Los sdgulentes nazones:

Dentro de £04 hongos se encentnd que e La espeede con fa cual se -
ha neelizado wn mayor ndnero de trabajos para La produccddn de dex- -
anasa ¢ por Lo Fanto ob el michookganismo del cual e cuenta con-
wna mayorn cantidad de {afokmecddn en cuendo a condlcioned para La -

producceddn de La enzina,

EL Pendeilfdun funioulosum produce en mayor caniddad enzima extrace
Lular que intracelular, caracteristica que peunite separar La enzd-
ma con mayern facdlidad del medio de cultivo.

EL tipo de aceddn hidrolitica que presenta La dextranada preducdida-
por edte hongo es del tipo endoh{drofitico, Lo cual penmife heducin
Lo Viscosidad, al romper La cadena en Eas ponciones intennas.

EL Pendedfliun fundeulosum resulitd sen el micnoongandidmo mis adecua
do, aungue no 28 (nico que presenta Las carnacternisiicas solicitadas.

2.-8¢ mostnd que Lo téonica deserndita por Mencden (27) para ponen en -~
evidencia La produceddn de dextranasa es ndpdlde, pues despuds de 36
horas se puede detectar Lo producceidn de fa enzdma, ademds de sen -

my sencdlla cungue no s cusndiiafiva,



5.-Se enconthd que el Ldlempe en el cual se wresenta La mayen actividad
de £a dextranasa es de qpexinadumneiie 200 heras fo cual comparade -
con el Llempo de ensayo pang prodacin othe Lipo de gnzdnas se puede
consdderan Large y Lo cual no sonda benéfieo pues 54 4e plensa en -
Les costos, estarse elevarian pon of Llempe que s¢ usa of femmenta-

dor asd como ol coste de La mane de chbia para of awidede del misme.

.-De acuerde con Los reswltados obfenidos en cuanto al winero de und-
dades de dextrnanasa producidas, s¢ wncentnd que éste va a depender-
de £a cepa particskats de michoohganisme utilizado pana el fin come

se nuestraen o s{guivnte cuadne:

MICROORGANTSMO . D.ufme

Panieilbium funieulosun OM 78b° 50

’ " QU1 540

U mo M Tses 706

" me oM 7565 80

o L SH-5 1740

Penlelllium aculeatun oM 3074 2070

B L 04 7308 75
Pendicilbium veuculosum OM 3696 50 .
Pendleddliwnm puspurogenum QM 6760 180

Pendelfdium rubaum OM 124a-1 24

Fuente: Kosaric. ef. al, 1973 s

5.-Fn cuanto a fa faciibilidad 'dauté&ézdnﬂa en fugos-de g{fw,tazs” se en-
contad que no se obfendan aesuliados favoiables, estfe eb debido a -
que Fa viscosdded puede elevarse poi Lo presencda de algunocs polime
nos difenentes de Los dextrangs cene son ef case de pecitinas, abmi-
doned ete., por Lo gue en ese case Lo enzdne ne nesubdo Sen fa ade-
cuada para Lo neduccddn de La wiscesddad ¢y senia necesando nealizar

wit examen pralimines pata dedemminak ol Aipv de poldncio gue Causé-



La cbieracidn de €a viscosdidad g asd poden delerndnar el tipo de en
zaima dedporallzante mds aclecuada para La hidnébisds ded polimero -
pesente; pues en el case de tenen La segurddad de fa presencin del

dextrane se demostnd que &sta 4.0 reduce £a viscosidad como en el ca

40 ded fugo de cana de azlean.

Pero hay que foman en cenda tanbifn que esta enzima sufre La des--

ventafa de su termoestabilidad y de su dificultad en h{d/wu_zm dex
tnanos aliamente ranificacos ¢ de que su activided baja un 20% debi
do al pH de £as solucicnes de Los jugos de gfrutas.

En cuanto a fa comparacidn de Los heaultados de La aplicaciin de La
enzdima obtenida con £a enzima contnol se nota una diferencia debido

ak grado de purndifleacidn de esta dbtina, pues La prinera se utifizd

en foama casd cruda y de ahi La digerencia en Los aesultados,

6.-Se necomienda un estudio pesterlon en ebf cual se analice La posibi-
Lidad de La aplicacdidn de Los dextranos, ya sea como paite de La -
formulacibn de algunes productos o bien sustituyendo parcialmente -
algin componente de £a fonmubacion, para La elaboracicn de clentos-

productos como: panes, bebidas, jarabes de azidcar no cristalizables,

‘an alimentos bajos en calondas y dulees o bien como un revesidmien-
1o preservativo de algunos productos alimenticdios.
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