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RESUttEH 

Se estudio el efecto de los Ion•• borato, en la reacclOn de 

slntesl• enzlm•tlca de dextrana. 

La dei<tl"ansacat"asa de Wtw;.QQQ!lt.m;. 11e.~i.d.ll NRRL. B :512 F 

fue obtenida por fermentaclOn l"etl"oallmentada, logr•ndo•• buenas 

pl"oducclones. La put"lflcaclOn de la enzima, del medio libre de 

c•lulas, se llevo a cabo poi" un m•todo de extt"acciOn llquido

llquldo con polletllengllcol C1:500l, obtenl•ndo•• t"endlmlentos de 

actividad de 90%. 

Al efectuar el estudio cln•tlco, •• confirmo que la enzima 

obedece el mecanismo de Hlchaells-Henten. En pt"esencla de iones 

borato, •• observb que la enzima presentaba un comportamiento de 

lnhlblclOn mixto, a concentraciones menor•• de 0.04 H de 

tett"aborato de sodio. 

Se estableclO que la fructoaa liberada dul"ante la reacc16n 

enzlm•tlca, •• acomplejada por los Iones borato, evitando el 

efecto aceptar de este monoaac•rldo con el complejo enzlma

glucosl l. Se logt"O un dect"emento significativo en la producclOn 

de los dlsacArldos leucrosa e lsomaltulosa, subpt"oductos fol"mados 

poi" la t"eacclOn de aceptar, cuando se trabajo a 0.11:5 H de 

tetrabot"ato de sodio, bajo las condiciones de slnt••i• de 

dextl"ana de alto peso molecular. 



ABSTRACT 

Th• •ffect of borate lons on th• reactlon of enzymatlc 

•Ynth••I• of dextran was studled. 

Dextransucras• was obtalned from LR~QllQatiu;. m~tl.CQi4e~ 

NRRL B 512 F through a feedback fermentatlon, obtalnlng 

rea1onabl• ylelds. Enzyme purlflcation from th• fermentatlon 

medlum fr•• of cells, was achleved by a llquld-llquld extractlon 

method uslng polyethyleneglycol 11500>1 actlvlty ylelds were 

abaut 90%. 

Enzyme studles conflrmed that th• enzyme follows Mlchaells

Henten kln•tlcs. In th• presenc• of borate lona the enzyme 

showed mlxed-type lnhlbltlon at concentratlons below 0.04 M 

barate. 

It was d•monstraled that the fructose llberated durlng th• 

enzymattc reactlon Is complexed by borat• lona, avoldlng the 

acceptor effect of thls manosaccharide wlth th• glucosyl-enzyme 

complex. A ••nslbÍ• decrea•• In the productlon of the 

dlsaccharld•• leucro•• and lsamaltulose, by-products of the 

acceptor reactlon, was oba•rved wtth a 0.11S M scdlum tetrabcrate 

under the condltlona far synth••l• of hlgh molecular welght 

dextran. 
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1, INTRODUCCION 

El u•a d• enzl•a• •• ha •xt•ndlda gradualmente a una gran 

variedad d• ca111pa•, tal•• cama la praducclOn de alimentos, la 

lndu•trla farsac•utlca y la lndu•trla textil, Adicionalmente, el 

d•••rrollo reciente d• la bioqulaica ha dado caaa resultado la 

compr•n•i6n d• lo• mecani•mo• de reaccione• enzimltica• y el 

de•arrolla de nueva• fuentes de enzisa• 1 que aunado a los 

progre•a• •n la mlcrablologla aplicada, ha provocada la exten•ibn 

d• las apllcacian•• •nzislticas. 

En el &rea faraactutica y de aliaentos las dextranas han 

sido de particular inter••· Par •u naturaleza, las d•xtrana• 

pr•••ntan propiedades funcional•• suy interesantes, lo que 

persite usarla• en una gran variedad d• producto•. Esta• 

propiedad•• ••tln e•trechasente relacionadas con su p••a 

mol•cular. De acuerda al p••o sol•cular las dextrana• •• 

clasifican caso dextrana• nativas y dextrana• fraccionadas. 

Las d•xtranas nativa• son la• qu• •• abti•n•n dir•ctaa•nl• 

d•l media de feraentaciOn, sin •ufrir ningbn pracedi•l•nta de 

hidrOllsi• o fracclanacibn. E•ta• pueden pr••entar pesos 

molecular•• de 30-~0 sillane• 1 dependi•ndo de lo• microargani•mos 

que la• producen, 
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La• dextrana• fraccionada• aon obtenida• a partir de la• 

dextrana• nativa• por hldrOll•I• Acida o por alnl••I• directa a 

trav•• del uao de •ol•cula• que actdan c11110 aceptar••· 

La• dextran•• en la actualidad ••usan para un gran nd•ero 

de propO•llo• Industrial••· Por sus caracterlsticas de 

vlscaatdad 1 las dextranas •• usan en la Industria del petrbleo 

co•o c1111ponent• bAalco de loa fluidos de perforaclbn de pozos, en 

la far•ulaciOn de dentrltlcas, ca•o flaculanl•• en producto• de 

papel, en la preparaciOn de fll .. ento• especiales, entre otras. 

En el Area d• all••ntas •• uaa ca•o agente estabilizador y 

espesante, en la pr•••rvaciOn de ali••ntos a trav•• de pellcula• 

protectoras, en la for•ulaciOn de heladas, en la producclOn d• 

concentradas de jugos cltricas, entre otras. 

Por ,otro lada, la• dextranas fraccionada• de pesa •alecular 

40,000-,0,000 encuentran usas i•portantes ca.a sustitutos a 

expansore• del valu••n pl•••Atlca, pro•atar•• del f luja sangulnea 

y CClllO agent•• antitra•bOticaa. 

La dextrana ••un paliaacArida de D-glucoaa producida a 

partir de sacara•• par dlf•r•nt•• bact•riaa. EstA ca•pu•ata 

prtncip•l•ent• de enlac•• a 1•6 glucaaldica• y au ••tructura •• 

variada dependl•nda d•l organla•o a c•pa qu• la produce. 

Jnduatrial••nt• •• ha trabajada can varia• cepas d• Leucono•toG 
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me1•ntecgidta y en.particular con la NRRL-B512F, ya que t•l• 

produce dextrana con 95~ de enl•c•• al•6 y s&lo S~ de al•3. 

La dextrana •• sintetizada par la enzi•a dextransacarasa a 

partir de unidad•• de glucosa, que son transferid•• de la 

sacarosa . al sitia activa • insertadas entre la enzl•a y •1 

extr••o reductor del pall•ero de d«xtrana, liberando as! unidades 

d• fructasa. 

Cabe seftalar sin embarga, que si en la mezcla de reaccl&n •• 

adicionan o •• encuentran pr•••nt•• otras azdcares, estas pueden 

actuar co•a aceptar•• desviando •I residuo glucosll de la 

slntesis de dextrana para far•ar diversas productos. 

La intervenci&n d• los ac•ptar•• durante la slntcsl• pravaca 

qu• la pali••rizaci&n de la cadena de dextrana sea t«rminada y 

por la tanto, la cantidad y •1 P•&o •alecular •• vean 

significativ .. ent• di••inuidos. 

Cuando la D-fructasa liberada durante la slnt••i• de 

dextrana act~a ca•a aceptar •• obtienen las disac•ridas leucrasa 

1 O-a-D-glucapiranasll-ll•Sl-D-fructafuranasal • isamaltulasa IO

-D-glucaplranasil-11•61-D-fructafuranasal cG111a subpraductas. 

Las baratos san ••p•ci•• que pueden far•ar campl•Ja• 
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estable• con compue•to• pollhldroxl, Aprovechando ••ta 

propiedad, lo• boratos •• han usado para la modlf lcaclOn 

favorable d• •qulllbrlo• enz1m•t1cos. Una d• la• apllcaclon•• 

••• lnt•r•sant•• ha •Ido su ••pl•D en la reacc!On d• 

lsomerlzaclOn de gluco•a a fructosa dond• la adlclOn d• boratos 

permltlb un lncr•m•nto significativo en •I rendlml•nto d• c•tosa 

111. Aslalsmo los boratos pr•••ntan mayor afinidad qulmlca por 

la f ructosa qu• por otro• mono•ac•rldos. 

Con base en ••tos ant•c•d•ntes y tratando de contribuir al 

avance en •I conoclml•nto d• las caract•rlstlcas clnttlcas d• la 

•nzlma, asl coao •n la bbsqu•da d• alt•rnatlvas para Modificar 

las conc•ntraclone• d• los productos qu• •• obtlen•n bajo la 

acclOn d• la dextransacarasa, en ••t• trabajo se plantea la 

slgul•nte hlp&tesls: 

Lo• ~oratos al formar un CDMPl•jo con la fructosa, l•plden 

qu• ••t• azbcar actb• como aceptar durante la slnt••I• d• 

dextrana, •vitando el d•cre•ento en el rendl•lento del poll••ro y 

cama cansecuencla una dl••lnuclbn •n la praducclOn de la• 

dlsac•rldas leucrasa e lsa•altulosa. 

Para ca•prabar ••ta hlp&t••I• d• trabaja, •• plantearan lo• 

siguientes objetivas: 
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1. Establ•c•r si •xiste lnteracclOn •ntre los boratos y la 

•nzima dextransacarasa a trav•s de la •valuacibn de los 

par•••tros cintticos d• la •nzl•• en pr•sencla d•l oxlanlOn. 

2. Establecer •l tipo de int•racciOn qu• ocurre •ntr• la 

•nzi•a y los boratos, 

3, oxianiOn para lograr la 

mlnlma concentraciOn de subproductos sin sacrif lcar la 

actividad de la enzima. 



11. GENERALIDADES 

11.1 DEXTRANAS, 

LO• poll••ro• son de ·gran l•portancla en el mundo blol09lco. 

La• ••tructura• de alguno• blopollmero• •an prlctlcament• 

lllaltadas, Huchos blopoll••ro• poseen ciertas estructura• 

CDllPl•J•• que Influyen de aanera laportant• •obre la• prapledade• 

funcional•• d• la• mol•culas. 

Past•ur fue •1 prl••ra en ••ludiar a 1•• dextrana• en 1861. 

Su fOr•ula emplrlca fue determinada en 1874 por Schelbler 

IC6H10051, quien fu• el qu• la• denomino d•xtrana•. La formaclOn 

d• la dextrana •• reconoclO ca•o r••ultado de la transfor•aclOn 

de •aluclon•• de sacarosa a soluclon•• vl•co•as, gel•• y material 

flaculante precipitabl•. 

La• dextranas •an aaltcula• de D-glucasa. Exi•ten gran 

variedad de dextranas, dlf lrlendo •ntr• •I por det•r•inada• 

caract•rlstlca• fl•lca• y qul•ica• ca•o san: la rataclOn 

••P•clf ica, la vi•ca•ldad lntrln•eéa, la• prapiedade• de 

salubilldad en agua y la praporclOn de la• dlv•r•a• unidad•• 

glucopirano•lda• que pr•••ntan. 

La d•xtrana •• un poll•aclrlda producida a partir d• 
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•acara•• par bacterl••· E•t• campueeta principalmente par 

enl•c•• al•6 glucaeldlcae y eu eetructura varia en funclbn del 

arganl••a a cepa que la produce, auch•• de las cual•• ean 

carlagtnlcae 121. 

La• dextranaa han elda considerada• cama cantaainant•• en 

preparaciones ali•enticias que contienen aacarasa. Par •J••pla, 

puede producir•• par bacterias cantaainant•• en vino, cerveza de 

ralz, jugo de cafta, jugo d• fruta y jaman•• curada• can sacarosa. 

L•• dextranas aan un prabl••• en la industria azucarera, donde 

ocasiona oclusiones en filtras, Inhibe la crlstalizaclbn, reduce 

la praduccibn y distorsionan l•• ••dlciclan•• de rataciOn Optica 

usad•• en la ••tandarlzaclbn y deter•inaclbn de pureza de la 

sacarosa. En loe afta• 70'• •• estableclb que las dextrana• san 

•l principal ca•panente de la placa dental y ••t•n Involucradas 

en •1 desarrolla de las caries dental••· 

Sin eabarga, las dextrana• y sus derivadas, han encontrada 

usas muy cotizadas cama extensor•• del plasma aangulnea, 

antlcaagulantea, aditivas en all•entas, gamas d• alta viscosidad 

y atrae aplicaciones. 

La principal bacteria eintetlzadara de dextrana pertenece, 

segbn na••nclatura de Bergey 131, • la familia 

l.&~~lt&R, tribu Str•ptgcgcceaa, gtnera l.tilcono•toc, 

9 



Adlclonal••nt•, •• ha d••o•trado qu• otras ••p•cl•• produc•n 

poliaacirldoa al•il•r•• a I• d•xtrana. J•an•• •t al, 121 fu•ron 

d• lo• prl••roa lnv•atlgador•• qu• caract•rlzaron y clasificaron 

las dextranaa producidas por un gran n6a•ro d• •lcroorgania•o• 

corr••Pondl•nt•• a cinco gtn•roa dlf•r•ntea. Loa pollsac•rldos 

fu•ron caracterizados por oxldaclbn con perlodato y por sus 

propiedad•• flalcaa. 

Se ••tabl•clO qu• loa polisacirldoa t•nlan r•lativaa•nt• 

grandes cantidad•• d• •nlac•• m 1~6 con cantidad•• varlabl•• de 

enlac•• m 1•2, m 1•3 "t m 1•4', d•pendl•ndo d• la c•pa d•I 

•lcroorganl••o. En la Tabla l •• pr•••nta una claalf lcaciOn de 

la• dextrana• •n funclbn d•l •lcroorganl••o productor. 

Jan•• et al, 121 d••oatraron l••bltn qu• do• c•p•• d• 

st.c.tJliobart•rlum dextranl~um son capac•• d• producir d•xtrana y 

qu• todas 1•• ••P•cl•• claalf icada• tl•n•n la caract•rlatlca 

co•bn d• utilizar 6nlcaaent• a la sacarosa co•o sustrato para 1• 

alnt••I• d•l pollaaclrido. 

La• glucansacaraaaa d• los L•uconoatoca son induclbl•• y la• 

glucanaacaraaas d• las Str•ptococcl son constitutivas. Ea 

l•portant• aettalar qu• la estructura qul•lca d• la d•xtrana ••ti 

•atrech•••nte r•lacionada a la c•pa ••pacifica qu• la produc•. 
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TABLA l 

CLASIFICACION DE DEXTRANAS 

DE ACUERDO AL MICROORBANJSftO 

t. ENLACES 

DEXTRANA 80LUBILJDAD --------------------------------------
1-6 1-3 

L. a S-S12F s 95 

L. a B-742 8 50 

L. a B-742 L 87 

L. a B-1299 8 65 

L. • B-1299 L 66 

L. • B-1355 8 54 35 

L. a B-1355 L 95 

8. • 6715 s 64 

8. • 6715 4 94 

L. • L1uca~a1tqc .. 11nt1rpld11 

8. • ltrtptpcQCCUI &1ana 

s salublt 

L paca 1alubl1 

I in1aluble 

Er enlace r .. lftcada 

1-3Er 1-2Er l-4Er 

50 

13 

35 

1 27 

11 . 
s 

36 

2 

Fuente: Encyclapedia of Pol~mer Sclence and En9ineerin9 <51. 
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El Narthern Re9lanal Research L.abaratary IDepartmenl of 

A9rlculture•s Bureau at Agrlcultural and Industrial Chemlst.ry 

u.s.1 al•l!I una cepa de L.~ uaentecqide• en 1943 y la cla•lf i..cll 

baja el n!l•era NRRL. B-S12. L.as resultada• sabre la fermentaci en, 

la praducclbn y la caracterlzacibn qulmica de la dextrana dt I• 

cepa B-S12 fueran publ lcada• par Jeane• a1 a.l. 141. L.a dulr ¡¡na 

praduclda par Hte 11icraar9anls11a tlene apraxh11ada111ente 9~r. di 

enlace• "1•6. Pasterlar111ente, lnvestigacianes real izadas pa,,... la 

Cammerclal Salvents Carp. sabre varia• cepas de ~ .... nitlco..i.d!A 

productoras de dextranas concluyeran que la cepa B-S12 era. la 

cepa Ideal para la praducci!ln de dei<tranaa para usa cllnico < .:11, 

L.H c•lu las de L~ •e•antarqida• NRRL B-S12 F san esUr :leas 

lenticular••· Este micraar9anis11a en anaerobia facultativo, ·9r1ra 

positiva, na es far111adar de esperas y na es pat!l9ena. Las 

nutrientes Indispensable• para su creci11ienta san .atcldo 

nicaUnica, tla111ina, •cida pantat•nlca, blatlna y las a111inolt.-c:ldas 

ESTRUCTURA 

L.a estructura apraxll11ada de las dextranas fue determina.da •n 
• 

19S4 121. Par an•ll•i• de 111etllaclbn •• desastre. qut la 

estructura de la• dextrana• producidas par 

... anterptdaa B-S12F cantenlan 9S~ de enlaces " 1•6 y S~ d• 

" 1'!3. 
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Las dextranas pueden ser divididas en tres clases con base 

en sus car·acterlst icas estr·ucturales (51. La clas& sor1 

dextranas que contienen en la cadena principal enlaces 

consecutivos "1-6 con ramificaciones en las posiciones 2, 3 b 4. 

La clase 2 son dextranas que contienen enlaces no consecutivos 

"l-3yu1-6 y ramificaciones dadas por enlaces ul-3. Por· dltimo 

la clase 3 son dext.ranas que contienen enlaces consecutivos u l-3 

y ramificaciones dadas por u l-6 En la Fi9ura• l se esquematiza 

la estructura de las dextranas. 

La dextrana d1t L.e.11.1J21lQ!Ú.12c;. 111e.ae.o.t.e.c.12i.d.u B-312F es una 

dextrana clAslca de la clase 1 y presenta 95% de enlaces (l 1-6 

consecutivos y 3% de enlaces " l-3 que forman ramificaciones. 

Existe controversia sobre la lon9itud de las cadenas ramificadas, 

Al9unos estudios qulmlcos indican que la mayor parte de las 

cadenas laterales son residuos simples de glucosa unidos por 

enJaces "1-3 con pocos residuo!! de glucosas unidos por enlaces 

"1-6 (5). Sin embargo, estudios flsicos han sefralado que las 

cadenas laterales !Ion relativamente 9randes 1 aproximadamente 

entre :SO y 100 residuos de glucosa unidos por enlaces "1-6. 

SINTESIS ENZIMATICA 

La dextrana se sintetiza por la enzima dextrar1sacarasa. Esta 

enzima es producida por L.L meae.nJ;.e.r..12.i.~e.~ por inducciOn de la 

13 
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sacarosa. Aparent•m•nt• 1 la porclOn fructofuranosa de la mol&cula 

•• la que provoca que la lnducclOn ten9a lu9ar. 

Los trabajos sobre slntesls enzl111Atlca de 

de•tranas, •• llevaron a cabo por H•hre et al. 1611 Hehr• y Su99 

C71 1 quien•• demostraron en medios libres de c~lulas de LL 

mláln~acgidas la s\ntesl• de d••trana a trav&s de una enzima. La 

enzlnoa Involucrada fue denominada dextransacarasa. 

Estos autores demostraron que el mlcroor9anismo puede crecer 

tambltn en varias fuentes de carbono como glucosa, maltosa, 

az~car Invertido y fructosa. Sin embar90, observaron que con 

estos az~cares no •• Induce la formaclOn de la enzima. Por lo 

tanto •• concluyo que la sacarosa e• fundamental para la 

producclOn de la enzima, La ener9la relativamente alta 117.7-

20.9 KJ/mol= 4-S Kcal/moll d• la hldrOllsls de sacarosa se 

utiliza por la enzima para sintetizar el enlace a 1•6 de la 

cadena principal, como se Indica en la Fl9ura 2. 

La dextransacarasa de LA masa.Diai:gi.Jias B-S12 es secretada en 

cantidades relativamente 9randes al ••dio de cultivo con un 

mlnlmo de enzlnoas contaminantes relacionadas y es formadora de 

dextranas solubles de alto peso molecular. 

La acclOn de esta cepa puede conopararse con otras cepas de 
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L~ m .. an1•CGi4•• y d• S.t.caJ:úD~~i fOrMadoras de la placa dental. 

Estas cepas pueden for•ar del<trana1 solubl•s • lr1soluble• Y 

pu•den •lnt•ntlzar varios tipos de d•xtran•acarasa, conjuntamente 

con enzimas conta•lnantea, COMO lnvertasa y levanaacarasa. Las 

enzimas asociadas a la producciOn d• dextran1acara•• 8-S12F son 

l•vanaacarasa, invertaaa y dextran•••· 

La enzi111a d•xtransacara1a l•acar-asal a 1,6 a -D-glucan 6 

gluca1lltransferasa E.e. 2.4.1.Sl es re1pon1able de la slnt••I• 

de la• enlaces glucosldlcos a 1-4. 

Estudios cualitativas •obre la estructura de la •nzl••• 

evidenciaron que se trata de una glucapratelna constituida en la 

parcibn de carbohidrato par D·•anosa y en la protelna por lo• 

••lno•ctdos, •cldo a•p•rtlco, •cldo glut••lco, treanlna, •erina, 

prollna, glicina, alanlna, vallna, leuclna, 

f'nllalanlna, arglnlna, li•lna e hl•tidlna. 

lsol•uclna, 

Algunas propl•dad•• l•partantes d• la enzl•a •• ••ftalan a 

contlnuaclbn: el peso Molecular d• la enzl•a •n pr•paraclon•• 

purificada• e• d• 2ao,ooo. El pH Optl•o para la actividad y 

e1tabllldad •• d• S.2 y e• lnd•p•ndlent• d• la natural•za d• la 

•oluclOn reguladora 181. La d•xtransacarasa ••una •nzlMa de 

e•p•clf lcldad ab1oluta, •l•ndo la sacarosa la Onlca sustancia qu• 

pu•d• actuar co•o sustrato. 
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Los valor•• d• Km r•portados para la sacarosa son d• 0.02-

0.03 K. La •n•rgla de activaciOn de la r•acc!On •n el intervalo 

niv•I•• d• teMp•ratura entr• IS y 30 C ••de 4-S Kcal/mcl CSI, 

KECANISHO DE SINTESIS ENZI"ATICA 

El Mecanismo propueato por Robyt et al. !91 para la 

bioslntesi• de la dextrana, auglere que la glucosa de la mol•cula 

de sacara•• se tranaflere al final reductor de la dextrana, donde 

la 9lucoaa y la d•xtrana •e •nlazan coval•nleMente a la •nzima. 

Por otra part•, la glucoaa ligada a la enzima alrve como un 

r••lduo donador para la poli•eriraciOn d• la d•xtrana. E•l• 

••canlamo se Ilustra en la Figura 3. 

Se pued• ob••rvar que la •nzl•a tl•n• de• grupo• catallticos 

equivalen~••: XI y X2. Al Inicio 4• la slntesla, la enzima ataca 

a la aacarosa para dar cOMPl•Jos glucoaldlcos. El OH del Carbono 

6 de una d• ••tas unidad•• d• glucosa lleva a cabo un ataqu• 

nucleoflllco sabr• •I Carbono l d• la otra unidad d• glucoaa, 

.forMando un •nlac• a 1-6 9lucaaldlca. La for•ac!On d• •ste 

•nlac• provoca la llb•racton d• una d• los grupo• nucl•ofllicos 

qu• al atacar al Carbono 1 d• la unidad de ls1111altosil far .. un 

coMpl•Jo •nrl•a laOllaltotrlsil, Canfor•• •I proc••o •• 

d•••rrolla, lo• dos grupos catalltlcos ant•• ••ncianados, for•an 

alternada••nt• COllPl•Jo• covalent•• con la glucosa y la d•xtrana. 
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La cadena de dextrana crece entor1ces por 1 nserc iOn de 

unldade• glucosa que •en tran•ferldas de la sacarosa al sitio 

activo y•• localizan 

pollmero de dextrana. 

entre la enzima y el final reductor del 

La cadena de dextrana e• liberada de la 

enzima cuando una moltcula del aceptor (por ejemplo, fructo&a o 

gluco•a> alcanza la concentraciOn suficiente para actuar sobre el 

sitio activo de la enzima a trav•s de un ataque nucleoflllco de 

los grupos hidroxilo sobre la dextrana. Asimismo, las cadenas de 

dextrana exOgenas puede actuar para producir un enlace 

ramificado. 

En la bloslntesls de la dextrana hay dos aspectos relevantes 

que la hacen diferente de otros mecanismos de producciOn de 

blopollmero•. Primero, la bloslntesls no requiere de nln9~n 

Intermediario fosforllado de alta ener9la <nuclebtldol y 

segundo, la energla necesaria para llevar a cabo la bloslntasls 

es proporcionada por la hldrOllsl• de la sacarosa. 

RAl'IIFICACIONES 

En 1976 Robyt y Tanl9uchl 1101 demostraron que la slntesis 

de las enlaces a 1•3 de la dextrana por la enzima de L... 

me11nterglde1 NRRL 8~12 F ocurre cuando el OH del Carbona 3 de 

las •oltculas de dextrana libres atacan nucleaflllcamente al 

Carbona del grupo glucosll y al Carbono del grupo 
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d••plazlndoloe d•l compl•jo. El mecanismo de 

r•acclOn para la formaciOn d• ramificaciones se illstra en la 

Figura 4, 

REACCION DE ACEPTOR 

Cuando otros carbohidratos ademls de la sacarosa son 

adicionado• a la mezcla d•xtransacarasa-sacarosa el grupo 

glucosil de la eacarosa e• d•sviado de la slntesie de dextrana y 

••incorpora al carbohidrato receptor, llamado aceptar. Algunos 

carbohldratos de bajo peeo molecular, tal•s como monosaclridos, 

disaclridos o trisaclrido• y el residuo d• glucosa son aceptares 

y una seri• d• producto• aceptares homOlogos pueden presentarse 

durant• la slnte•is (111. Los productos as\ obtenidos son 

tambi•n d• bajo peso molecular, que, por otra parte puede 

•olamente incrementarse por •l p••o molecular del grupo D

glucosl l •incorporado. Cabe seWalar que algunos de loa productos 

generados 

ac•ptores. 

homOlogos 

en la reaccibn de ac•ptor tambi•n pued•n actuar como 

En ••toa 'caso•, una serie de productos aceptar 

resultan de la reacci6n de aceptar de la 

dextran•acara•a. Es decir, la formaciOn de los productos aceptar 

ocurre a •xpensas de la slntesi• de dextrana. 

Sin embargo, con algunos carbohidratos, lo• productos 

obtenidos no actuan como aceptar•• o bien presentan propiedades 

n 





de aceptares pobres, 

producto resultante de 

como consecuencia no se obtiene 

la r11acclbn. Este es el caso 

nln9dn 

de la 

fructaaa que cuando actba como aceptar forma el dlsaclrida 

leucrosa !d-glucaplranosil 1-5 D-fructosa>, el cual ya no actba 

como aceptor. 

Una gran variedad de carbohidratos pueden actuar como 

aceptares como se se~ala en la Tabla lI. Ebert y Schenk 112> 

clasificaron algunos de los aceptares como fuertes, Intermedios y 

d~blles. Estudios sobre el mecanismo demuestran que el aceptar 

interactda con la enzima glucosil o el intermediario enzirna 

dextranosil para liberar la gluco•a o cadena de dextrana del 

sitio activo d• la enzima, con la formaclbn de un enlace 

covalente entre la glucosa o la dextrana y el aceptar. Cuando el 

aceptar desplaza la dextrana del sitio activo, la pol!mer!zaciOn 

de la cadena de dextrana se termina y, por lo tanto, decrece la 

c;i.ntldad y el peso molecular de la goma • En la Figura 5 se 

ilustra el mecanismo de la reaccibn de aceptar. 

Como se menclonb con anterioridad, cuando una cadena de 

dextrana de alto peso molecular e• el aceptar, un grupo OH del 

Carbono 3 de la cadena de aceptar de dextrana, ataca el Carbono 1 

de la untdad 9lucosll o dextrano•il del coaplejo enzlaa para 

llb•rar 9Jucasa o dextrana y far•ar un enlace ramificado entre la 

dextrana aceptar y la glucosa o dextrana de la enzi•a. Este 
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TABL.A 11 

ACEPTORES Y PRODUCTOS GENERADOS BAJO L.A ACCION 

DE DEXTRANSACARASA DE b••e&tnteroldts. 

Aceptar 

D-glucosa 

D-f ructosa 

D-•altosa 

lso•altulosa 

D-galactosa 

1•512F dextrana 

Productos Generados 

series de isa.altodextrina• 

leucrosa • ls011altulosa 

panosa y hOllOlogos de lso•altodextrlnas 

••rit• d• lso.altodextrina• 

D-glucoplronosil D-galactofuranosldo 

11 3·dextranosll-dextrana O 

113-glucopirano•ll dextrana 

24 



' CHa 
1 

c~-b -e 
e-o 

A 

··~ .. 
OH 
1 ¡ 

FIGURA 11. .._.._ • 11 ..._..di AOlplar. 

A. L-.. ID· li!!Olfl,_. 
1-s D·fructolal 

• 



m•canlsmo se i lu15tr·a en la Fi9ura 4. Esta reacciOn del aceptor 

provoca la termlnac!On de la elongaclOn y en el caso en el que la 

de•trana es el aceptor provee un mecanismo para la slntesis de 

enlaces ramificados. 

En la slntesis de dextrana, a partir de sacarosa por 

dextransacarasa B-512, los dlsaclr!dos leucrosa e !somaltulosa 

son formados siempre como subproductos. Estos resultan de las 

reacciones de aceptor de la D-fructosa liberada de la sacarosa en 

la reacclOn de polimerlzaclOn. Adicionalmente, se produce D

glucosa libre por la acción de aceptor del a9ua que libera la 

unidad D-glucosll del sitio activo. 

De la gran variedad de azdcare• de bajo peso molecular o 

derivados de azdcares que puedan actuar como aceptores la maltosa 

es uno de los mAs eficientes, Este azdcar desvia el 75% de los 

grupos D~glucosll de la sacarosa a la formac!On de una serie de 

homOlogos de la panosa IO-a-D-glup-11-6>-o-a-D-Glp-Cl-4>-D-Glupl. 

Asimismo, se ha establecido que conforme el nivel de maltosa se 

Incrementa, el tama~o de los oll9osaclrldos formados decrece. 

Cabe ••~alar, que la cantidad de D-glucosa desviada de la 

dextrana a productos de aceptor depende de la relación aceptor

sacarosa 1131. 
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11,2 PRODUCCION DE DEXTRANAS 

La• dextrana• ee pueden producir por un procedimiento de 

ferm9ntaci0n convencional o por m•todos Indirecto• que Implican 

Ja obtenclbn de dextraneacara•a en condiciones Optimas para su 

elaboraclbn, eegulda de •lnt••I• enzlmltlca. 

FERMENTACION CONVENCIONAL, 

La producción de dextrana por este m•todo se acompa~a por el 

crecimiento de ~ttu.~QllQAlQ~ lllll&tll.t.tt.IÚ.llllA· La d•xtrana ae obtiene 

directamente del medio de fer•entaclOn por precipltaciOn con 

etanol. En este proceso tr•• fa••• toman lugar: fase ·de 

crecimiento del microorganismo, faee de producclOn de la enzima y 

faee de reacclbn enzima-sacarosa. Sin embargo, este proceao 

convencional presenta la• desventaja• de que la propagación de 

c•lulas, •la producclbn d• enzima y la •lntesl• de d•xtrana tienen 

lugar bajo un ml•mo conjunto de condiciones que cambian durante 

el curso de la fermentaciOn, como se llu•tra en Ja Figura 6. Por 

otra parte, Ja propagaclOn de c•lula• y Ja producciOn presentan 

un rendimiento Optimo a nivele• diferente• de pH: 6.9 y 6.7, 

re•p•ctlvamente. Por lo tanto, en el m•todo convencional los 

rendimiento• bpll•o• no •• alcanzan. 

Can base en este anlll•l•, •• recanoclO que la producción de 
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una saluclbn •nzl•ktlca llbr• d• c•lulas p•r•ltlrl• la slnt••l• 

d• d•xtrana baja candlclon•• controladas, abt•nlenda el pall••ra 

pura. 

METODO INDIRECTO 

Dada qu• la mayarla de la• ••peciea praductaras de dextranas 

pr•&entan una •nzlma extracelular, •s factible aislarla y llevar 

a caba la slntes!a d• la dextrana en ausencia del m!cracr9anismc. 

Les prcc•dlmientas para la slntesls enzlmltica de dextranaa 

Incluyen las sl9ulentea fases: 

Praducclbn d• la •nzlma. 

Ellmlnaclbn de las ctlula• bacterianas del medie de 

praducclbn. 

3. Slntesls d• d•xtrana en una ••zcla de r•acclbn conteniendo 

la •nzl•a y el sustrato en condicione• cuidadosamente 

reguladas. 

4. Fracclanaml•nta y purlflcaclbn de la dextrana. 

Las estudias b&sicas sabr• la dextransacarasa llevados a 

cabo par Hehre 16> y Hehre y Su99 171, canstltuy•n la base de 

•xt•n•a• lnveatlgaclane• sabre la •lnte•I• enzl••tlca. Kaepsell y 

Tsuchlya 1141 publicaron un pracedlalenta para la praducclbn 

r•plda de d•xtransacarasa can elevado• r•ndl•l•ntos. 



T•uchlya (151, d••crlblb lo• efecto• 

condlclon•• de cultivo •obre la producclbn de dextransacara•a por 

LJtw;j¡nQS.lgc aeaan.Le.tgisla• NRRL BS12 F. El medio de cultivo 

•mpleado para la producción de •nzlma lnclula 2% de ••carosa, 2% 

d• liquido d• remojo d• malz, 0.1~ de foatato monopotAslco y 0.5% 

de mezcla de •al•• Caulfato de magnesio 4%, cloruro de sodio 

0.2%, •ulfato de manganeso 0.2% y sulfato ferro•o 0.2%1. 

Al estudiar el efecto del pH aobre la producclOn de enzima 

Tsuchlya 1151 encontrb que la mlxima producclbn era obtenida a pH 

de 6.7 aunque a ••te pH la enzima era rlpldamente lnactlvada a 

temperatura de 25 C. El pH bptlmo de actividad fue 5.2 y a eete 

valor la 

T•uchlya 

•nzlma •ra estable •n pr••encla de Iones 

1151 •ncontrb que loa Ion•• amonio •J•rctan un 

calcio. 

efecto 

adv•r•o sobre la producclbn d• enzl•• por lo que era preferible 

el uso de NaOH para •l control del pH. Una conc•ntraciOn de 

sacara•• del 2% fue la bptlna para •vitar la •lntesls ext•nslva 

de dextrana que s• observa con canc•ntraclanes superiores y que 

resulta •n un aum•nto d• la vi•coaldad, con lo que •• dificulta 

la •llnlnaclbn de las c•lula• bact•rlana•. 

Con e•t• ••dio, la concentraclon•• de enzl•a obtenidas 

tu•ron d• 40 UDSl•I • 70 UDSl•ll UDS• Unidad•• DeKtransacarasa. 

Una unidad de d•xtran•acarasa CUDSI •e d•flne co•o la cantidad de 

enzl•• que tran•foraa un •9 d• ••caroaa •n deKlrana en una hora, 

liberando 0.52 •9 de fructosa. 
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Cab• settalar, qu• trabajas r•allzadas por LOpez y llansan 

1161 dl•ran coma r•sultada producciones mls altas de enzl•a. 

Para una adlclbn continua de sacarosa, 20 g/llh, estos autores 

abtuvi•ran 180 USD/ml en el sabrenadante de fermentaciOn. 

Adicionalmente en trabajos llevados a cabo por Schneider 

1171 en fermentaciones a gran escala se obtuvieron producciones 

hasta de 300 USD/ml, 

Estas producciones tan elevadas de enzima se lograron, 

fundamentalmente, par el control en la adiclbn de la sacarosa 

durant• la fase activa de crecimiento cuando la producclbn de 

enzima es inducida, Asimismo, factores durante la fermentacibn 

que merecen especial cuidado para optimizar el proceso son, el 

pH, la temperatura y aireaciOn y los nutrimentos esenciales para 

Ltil~R~ me1entercUJ1a.~. En las Figuras 7 y a se ilustra el 

efecto del pH y el de temperatura. 

El crecimiento de LeucgogatoG ••••nterpidea depende de la 

fuent• d• carbono disponible. Esta se fer••nta par la vla de 

hexasa •anofasfato produciendo •cldo llctlco, C02 y etanol. Por 

otra parte el •etaboll•llO a•r6blca oxldatlvo genera dlaxldo de 

carbono, leida llctlco y leida ar:•tlco. 
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'El control del pH a travt• de la adlclOn de llcall durante 

el proceao •• de suma Importancia. El valor Optimo para la 

producclbn d• enzima reportado por Koepaell ea 6.S-7.0, ajuatando 

poaterlarmente a pH s.2 para procurar la estabilidad de la enzima 

y permitir la medlclbn de la actividad. 

Para evitar una ptrdlda sl9nlf lcatlva de la actividad se 

recomienda que en la etapa final de la fermentaclon se lleve a 

cabe •l ajuste del pH a S,2, El cambio de pH eatlmula la 

ccnverslOn de la ••carcaa realdual a la 9oma y ofrece las 

condiciones Optima& de estabilidad de la enzima. En la Fl9ura 

7 •e lluatra la dependencia de la actividad de la dextranaacaraaa 

en relaclbn al pH. 

En un procese de fermentaclOn la temperatura ea uno de lo• 

parlmetro• que exige un mayor control, Alsop 1171 reporta buena• 

producciones de enzima a Intervalo• de temperatura entre 19 y 27 

e, y establece como temperatura bptlma: la de 23 e, como •• 

Asimismo, Alsap reporta que ••diente la 

alreaclOn •• lncre•enta el crec1·m1ento del 11lcrcor9anls•o y por 

tanto la producclOn de enzl•a. 
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El medio de crecimiento para ~t~~QnQ•lQ~ mt~tnt..a~lll.11.e.A Y 

para la producclbn de dextransacarasa deberA contener sacarosa 

como fuente de carbono, una fuente de nltrbgeno orgAnlco, 

generalmente liquido de remojo de malz o extracto de levadura, 

que adicionalmente proveen factores de crecimiento necesarios 

para el microorganismo, una fuente de fosfato, normalmente 

KH2P04 1 que adicionalmente tiene capacidad de amortiguar el pH 

del medio de cultivo. Por otra parte, es Importante adicionar 

elementos traza para asegurar el buen desarrollo de la bacteria. 

En los medios de fermentación reportados en la literatura existe 

una suplementacibn de ciertos elementos que no son proporcionados 

de manera adecuada por los materiales utilizados como fuente de 

nltrOgeno. Koepsell (14) reportb la utlllzacibn de una mezcla de 

minerales conocida como 'sales R', que Incluyen sale!I de 

magnesio, manganeso, fierro y sodio. Posteriormente se Introdujo 

el empleo de sales de calcio para obtener una mayor estabilidad 

de la enzima. 

II.3 PURIFICACION DE LA ENZIMA POR EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO 

• Las t•cnlcas que habitualmente se utilizan para la 

purificación de enzimas se basan en propiedades fisicoqulmlcas de 

las partlculas. Tal es el caso de la carga •l•ctrica utilizada, 
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•n la t•cn~ca d• •l•ctrofor•sts, •l p•so mol•cular en la t&cnica 

d• cromatografla de •xclus!On •n gel, las separaciones efectuadas 

por una acclOn precipitante de los solventes or9Anicos que al 

modlf lcar la constante dleltctrlca del solvente Incrementan las 

fu•rzas d• atracclOn entr• las moltculaa, Los objetivos en estas 

op•raclon•• •s retener en lo posible, la enzima activa y desechar 

otras macromol•culas. La eficiencia en cada etapa estA dada por 

el porcentaje de la actividad total de enzima originalmente 

presente, que es retenida <rendimiento o producclOnl y la 

purificacibn o factor de purlf lcaclbn lel factor por el cual la 

actividad especifica de la preparacibn se ve incrementada). El 

objetivo en la purlflcaclbn es optimizar ambos factores. 

En loa a~oa 60'a, el equipo de Albertsson l18l desarrollO 

una técnica nueva de fraccionaclOn de células, organelos y 

macromoléculas, con base en la extracción liquido-liquido, que 

permite preservar la Integridad del material blolOglco, En 

contraste, en 

generalmente se 

esta t•cnica los solventes orglntcos, que 

utilizan para esta operaclbn en la qulmlca 

cl•slca, son reemplazados por pollmeroa solubles en agua. 

El principio de la extracciOn llquldo-llqulda se basa 

•senclalmente •n qu• las moléculas en aolucibn no san Inertes 

sino qu• lnt•racclonan entre •llaa, lo que determina dir•ctamente 

el comportamiento del sist•~a. 



La• moltcula• de tama~o Importante y soluble• en un •l••o 

solvente conducen frecuentemente a la apariclOn de tase• liquidas 

lnmlscibles. Eete fenOmeno es llamado separac!On de tases. 

Albert•son (181 cita parea de pollmeros que conducen a la 

aparic!On •!•temas blf~slcos: 

- Dextrana-PEG <polletilen9llcoll 

- Dextrana-Hetilcelulosa 

- Dextrana sulfato-PEG 

La separaciOn 

consecuencia de la 

de tases dextrana-PEG en agua es 

desestablllzaclOn del sistema por 

la 

la 

lntroducciOn de dos especies moleculares, una de las cuales 

presenta un carActer hldrofOblco netamente superior· al otro. El 

pollmero hldrotOblco len este caso el PEGl impone una dlsminuclOn 

de la entropla del a9ua alrededor de los 9rupos CH2-CH2, quedando 

el slatema soluble gracias a las funciones tter y alcohol. 

La separaclOn de tasea comienza una vez que el nivel 

ener9ético de moléculas de a9ua li9adas a la dextrana es auperlor 

al nivel energético de molécula• libre• asociadas entre ellas. 

De esta manera, el comportamiento de los pollmeros en aoluciOn 

puede caracterizar•• por un dl•grama de tases como el que se 

muestra en la Fl9ura 9. Cabe •e~al~r que en el caso especifico 
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d• la deMtran•acarasa, ••ta H abt•nida en la fase rica •n 

d•~trana ya que s• encuentra li9ada a las cadenas del pollmero. 

Una v•z que las macrcmal•culas, las or9an•las y las c&lulas 

••tln pr•••nte11 en el •l.•tema, ••tas s• separan conf.orme a su 

afinidad por una u otra de las fases del sistema, lo que se puede 

caracterizar por •I cceflci•nte de particlbn 

ccncentracibn en la fase superior 
K• ---------------------------------

ccnc•ntrac ibn en la fase Inferior 

El valor de K d•p•nde de un gran ndmerc de factores l lgadcs 

al sistema utilizado !presencia de sale11, temperatura, etc.), 

pero sobre todo a la naturaleza de las partlculas !peso 

aol•cular, carga •l•ctrlca, grupas funcionales, etc.!. 

As!, Ger•an 1191 y Ger•on y Akit 1201 pu•ieron en evidencia 

qu• el cceficlent• de partlclOn depende de la naturaleza de las 

partlculas, del nda•rc de car9a• y d• los grupos hidrofObiccs 

presentes sobre la superficie de las partlculas. 

La fracclanacibn par separaclbn d• fas•• •• una t•cnlca que 

recurre a una propiedad nueva referente a la superficie de las 

partlculas. 
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La fracclanaclbn par ••paraclbn d• fa••• •• caracteriza 

tambltn par la pasibilidad de tratar 9rand•• val~m•n•• ya qu• •I 

ca•flcl•nte de partlclbn p•r•an•c• constante para un ••Piia 

lnt•rvala de val~••n•• 1211, Asl, cantraria••nt• a la• ttcnicas 

lar9a• y costosas tal•• como la •lectrofar••I•, la cramata9rafla 1 

la c•ntrlfu9aclbnl su utillzacibn •• factlbl• tanto en •I 

laboratorio cama a escala industrial 1221, 

11, 4 BORATOS 

Las axlanian•• son un conjunto de compu•stos que •• derivan 

d• una amplia 9a•• de elem•ntos entre lo• m~• usual•s •• pued•n 

citar a los baratos, 9ermanatas, arseniatos, •olibdatas, 

walfra•atas y estanatas, S• canee• que loa axlanionas ti•n•n la 

prapl•dad d• formar campl•JD• can varia• compuestos a pH y 

t••P•ratura• ••P•Clf lcas. 

Una de las aplicaciones mi• lapartant•• d• los oxianion•s •• 

su utlllzaclbn en •I d•splaza•lenta d• equilibrio• enzla&tlcas, 

cuando al911na d• las productos •• pueden aco•plejar con las 

oxlanlon••· 

Lo• oxianlon•• pu•d•n asl, atrapar al producto y provocar 

qu• la pasici6n del •qullibrio ••a 110dificada favorabl .. •nt•. En 

la •ayorla d• los casos la for .. ci6n del cOllplejo •• r•versibl•, 

40 



d• tal su•rte que, tanto el producto coao •I oxlanlOn, pueden ser 

r•cuperado• d••put• de efectuar un caablo •n •1 pH. 

De los oxlanlones, los 

a•pllaaente son los boratos, 

que han sido utilizado• •l• 

por la habilidad que pr•sentan 

algunas de estas especies para acoaplejar•• adecuadaaente con un 

gran n~mero de compuestos naturales, a l~tervalo• de pH 

flslol6glcos 1231. Entre estos•• pueden citar a lo• alcoholes 

pollhldrlcos, aldosas, cetosas, nucleosldos, nucle6tidos, 

Incluyendo algunas coenzl••• co•o la NAD+ ldlnucleotldo de 

adenlnal, formas •nol d• ciertos •cldos lpor •J•mplo •cldo 

fenllplr6vlcol, hldroxl•cldos lpor eJ••plo sallclllcol, 

catecola•lnas lpor •Je•plo adrenalina> y compuestos con 

••tructuras ••• co•pl•J•• entre los cual•• •• puede mencionar a 

la aldosterona. 

B6•••k•n en 1949 1241 reallz6 la• prl••r•• lnv•stlgaclones 

sobre la lnteraccl6n de carbohidrato• y Acldo b6rlco a trav•• del 

estudio de su conductividad en agua. El lncr ... nto •n la 

conductividad •• usb para ••tl••r el grado de for•aclbn d• 

co•pleJo• clcllcos que involucran par•• d• grupos adyac•ntes. 

Este autor •ncontr6 que habla una .. yor for•acl6n de co•pleJo• 

con 1•• far••• ceto••• que con las aldosas, debido, 

aparent .. ente1 a que hay •ayor acu11Ulacibn de grupos hidroxilo en 

la vecindad del •tOllCI de carbbn r9ductor. 
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Asimismo, las confl9uraclon•• de anillos de cinco •l .. bros 

Cfuranoaasl con dos 9rupos hidroxilo• adyac•nt•• en poslclOn cls 

son favorables para la formaclOn del complejo con los boratos, 

reporto que el Acldo bOrlco no forma 

complejo• con los dlsacArldos lactosa y maltosa a pesar de qu• 

a•bos contienen 9lucosa en su mol•cula. Esta falta de capacidad 

se explico por el •nlace Involucrado con el carbono cuatro. 

La sacarosa no Interacciona de manera 

•cldo bOrlco ya que ni su conf l9uraclOn, 

Involucradas entre los hidroxilos son 

complejaclOn, 

Importante con· el 

ni las distancias 

favorables para la 

El 19S7, Foster C2S> reporto que la reacclOn de co•puestos 

pollhldrlcos con Iones borato sl9ue el equilibrio esque•atlzado 

en la Fl9ura 10: 
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Figura 10. Equilibrio Qulmlco d• los Complejos de Carbohidrato-

Borato, 

Foater 12S> ••tabl•clO que •1 equilibrio de la• reacciones 

la>, lbl y lcl, era dln&11ico y qu• todae la• 11oltculH del 

carbohidrato RIOH>2 podlan a1oclar•• con una carga n•gatlva. La 

11a9nltud de eata carga era deter11lnada por la poalciOn del 

equll lbrlo de 1•• reacc tan•• lal 1 lbl y le l •l cual era 

inf luenclado por la dlapoaiciOn est•r•oqul11lca de los grupos 

hldra~llo en RIOHl2. 

A travts del estudio electroforttlco Foster 12Sl def inlO que 
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las m•xl•a• movilidad•• de los compl•jos borato-carbohidrato• •• 

encontraban en la r•glOn d• pH d• 9-10 general•ente, y que las 

movilidad•• relativa• carbohidrato• dependlan 

crltlcamente del pH. Asl, la D-glucosa a pH 9-10 pr•sentaba •ayor 

movilidad qu• la D-fructosa, mientras que a pH 7-8 la r•laciOn •• 

invertla, como se ilustra en la Figura 11. 

En 1963 Weigel 1261, hizo referencia a las especies IOnlcas 

que presentan los borato• con compuestos pollhldroxl, como se 

muestra en la Figura 12. 

OH 

Figura 12. Compl•jos Borato con Co•pu•stos Pollhldroxi. 

Weig•l 1261, propuso que los Ion•• borato for•aban co•pl•jos 

con los compu•stos polihldroxi cuando los grupos hidroxilo •ran 

separados por una distancia aproximada d• 2.4 A. Esta distancia 
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era la ~u• pr•••ntaban la• compue•to• de anillos de cinco 

miembro• con 1 1 2 diales en po•lclOn el• y permltla una reacclOn 

••• fuerte que ta de lo• l•Om•ro• tran•· 

En 1971 T&kasakl C11 1 con ba•• en ta lnteracclOn de tos 

borato• con lo• carbohldratos, Investigo el efecto de este 

oxlanlOn sobre la reacclOn de l•omerlzaclOn de la 9luco&a a 

fructasa por I• 9lucosal•omera•a. Takasakl encontro que la 

producclon d• fructa•a dependla de la relaclon az~car-borata y 

del pH. E•t• autor alcanzo un rendimiento d• 88 a 90% d• 

fructo•a a partir de gluco•a cuando la reacclon de lsomerlzaclOn 

•• llevaba a cabo en presencia de cantidades adecuadas de 

tetraborato d• •odio que formaba complejos can el azdcar. 

Taka•akl propuso el siguiente mecanismo de reacclon: 

Na28407 + 7 H20 -- 4 H3803 + 2 NaOH 

·1 
H - e - OH 

1 + H3803 H+ + H20 

H - e - OH 

1 

En 19801 Davls et al. 1271 lnve•tlgaron la lnteracclOn del 

•clda bOrlca y los barata• can lo• carbohidrato• y •u•tanclas 

relacionada•. E•tas autor•• concluyeran que los borato• forman 
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compl•Jos fuert•• y ••tables con compuestos pol lhldroxl los 

lln••I••· Un requisito para qu• les boratos formaran coMpl•Jos 

fu•rt•• •r• qu1 los grupos cls-hldroxllos fu••en coplanar••· 

Davis et al. encontraron qui las forMa• planar•• de D-

9lucofuranos1 y de la ald1hldo O-glucosa 1ran capac•• d• formar 

compl•Jo• fuert••· 

A trav•1 de estudio• d• rayos X sobre mln1rales de boro, •• 

ha demostrado qutt 11 16n borato llene una simetrla tetrah•drlca. 

Esto slgnlflcA que el leido bOrlco no actOa como donador de 

protones sino come un leido de Lewia, aceptando el par de 

•l•ctron•• de la b••• !por •J••plo OH-1 para formar •l ani6n 

tetrah•drlco B IOH> 4. 

47 



111. "ATERIM..EB Y ~TODOS 

JJl,l FER"ENTACION Y 08TENCION DE LA DEXTRANBACARASA 

Para la obt•nclOn d• la d•xtran•acara•a, •• ll•vO a cabo una 

f•r••ntaclOn utilizando una c•p• productora d• l.fl~~anDaiD~ 

••a1nt1~Didaa NRRL·B S12 F. Con b••• •n los trabajo• d• LOp•z y 

116). •• 

prima• totalm•nt• dl&ponlbl•• •n 

optlml zado, 

•l pal•. 

La• condlclon•• d• f•rm•ntaclOn fu•ron ••lecclonadas conalderando 

los trabajos pr•vlo• de Hartln•z 12Bl, dond• •• ••tablecieron la• 

condlclon•• Optima• para •I cr•clmi•nto d• Lt~i:i:inDliiDc. 

...-ni1rD141• NRRL-S12 F. Asimismo, •• con•ld•raron las 

modiflcaclon•• •ug•rlda• por Prat 1291 para la alimentaclOn 

continua d• una m•zcla sacaro•a-NaOH, qu• r•gula de manera 

•lmultAn•• •l sumlnl•tro d•l azdcar y •l pH, qu• como •• ••halo 

con ant•rlorldad, d••cl•nd• canfor•• •• con•um• la •acaro••· 

En la Tabla 111 •• pr•••nta la compo•lclOn d•l medio de 

cultlvo utilizado tanto •n la pr•paraclOn d• Inoculo• como •n las 

f•r••ntaclon••· 

La propagaclOn •• ll•vO a cabo •n voldm•n•• corr•spondl•nt•• 
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TABLA Ill 

COltPOSICION DEL tlEDIO DE FERl1ENTACION 

Sacarosa 10.0 9/l 

Extracto de Levadura 20.0 gil 

Sales: 

Sulfato de Magnesio 0.2 9/l 

Sulfato de "angan•so 0.01 9/l 

Clorura d• Calcio 0.02 9/l 

Sulfata Ferrosa 0.01 9/l 

Fasfata Dtb•slco de Potas ta 20.0 9/l 

Para los lnflculas la sacarosa fue de 20.0 9/I. 

El cloruro d• sadlo nor••l••nt• •• lncluy• •n la for•ulaclfln 

a una canc•ntraclbn d• 0.01 9/I. Sin ••bargo, no •• adlclan6 

debido a qu• el extracta de levadura usado lo contl•n• en 

cantldadeB Apr•clabl••· 
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al 10~ d~l·volumen total de fermentaclOn. El medio se mantuvo a 

21 e con agltaclbn •n un lncubador N•w Brunswlck Sel. CEdlson, 

N.J., U.S.A.I, por 12 hs antes de Iniciar la ferm•ntaclOn. La 

cepa liofilizada se suspendlO en la soluclbn del m•dlo esttrll. 

EaCllll.~ 

Se realizaron fermentaciones de S 1 en un fermentador de Lh 

Fermentatlon 2000, Serles I. Para ello , se utlllzb un lnOculo 

de 300 mi para un volumen total de 3 1 de medio de cultivo. La 

fermentaclOn fue retro•llmentada, es decir, se mantuvo durant• el 

P•rlodo de ferm•ntaclOn una concentraclOn constante de sacarosa a 

travts de la allm•ntaclOn de una mezcla sacarosa-NaOH C400 g/l 

sacarosa en soluclOn de NaOH a 40 g/11 para ajustar el pH. 

El crecimiento bacteriano •• mldlO por turblmetrl• en un 

eapectrofotbmetro Perkln Elmer, Hltachl 200, Welle•l•y, H.A. a 

650 nm. Para ••te propOslto, ae utilizaron muestra• diluidas: 

1/10 del ••dio d• fermentaclbn. 

Las fermentaciones se consideraron terminada• al repetir•• 

dos lectura• d• densidad Optlc• a 650 na. Posteriormente, •• 

ajusto •l pH a s.2. con la f lnalldad de conv•rtlr la sacarosa 

Como se menciono con anterioridad, la 
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purlflcaclOn d• la •nzlna, 

El ••dio, d• cultivo obt•nldo •n la• f•rm•ntaclon•• fu• 

c•ntrlfugado a 6000 rpa durant• 30 aln a t•mp•ratura d• 

r•frlg•raclOn •n una Centrlfu9a R•frlg•rada Hod•lo DPR 6000, Al 

sobr•nadante obtenido se le mldlO •l volua•n y la actividad d• la 

dextransacarasa, como se menciona en el Inciso 111.1.2. 

111,1.1 PURlFlCAClON 

El sobr•nadant• obtenido despu•• de la operaclOn de 

centrlfugaclOn, se purifico a trav•• d• una •xtracclOn llquldo

llquldo, utilizando PEG lSOO Cpolletll•n9llcoll , En la Figura 13 

se lluetran la• etapas Involucradas en ••ta fase, 

La purlflcaclOn de la enzima del sobr•nadant• se r•allzO por 

adlclOn de una soluclOn al so~ de PEG 1soo. La doslflcaclOn se 

efectuo lentamente con a91taclOn constant•, hasta alcanzar una 

concentraclbn final aproxlaada de 200 9/l d• PEG en el voluaen 

total con lo cual se logro la ••paraclOn de faees. La fas• rica 

en dextrana Caeoclada a la •nzlaal •• dlsolvlO •n una soluclOn 

amortiguadora de acetato de sodio lpH s.2, 20 aHl con o.os 9/l d• 
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llEDIO OBTENIDO DE LA FERIENTACION 

l 
CENTRIFUGACION 

13~00 rp•, 30 aln, 4 CI 

SOBRENADAN TE 

ADICION DE SOLUCION 

DE PEG, SO 'lo h1/vl. l AGITACION 

CONSTANTE 

SEPARACION DE FASES 

La enzl•• •• abtl•n• da la fa•• infartar, 

rlca en d•xtrana. 

FIGURA 13. ETAPAS INVOLUCRADAS EN LA EXTRACCION 

LilllJIDO - LI8UIDO. 
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CaC12 para mantener la estabilidad de la enzlna. Con •1 abJeta 

de obtener una preparaclbn enzln•ttca de nayar pureza esta fue 

repreclpltada en las •1•••• condiciones. La preparaclDn de 

dextransacarasa obtenida se •antuvo a tenperatura de 

cangelaclOn hasta su utlllzaclOn, 

lIJ .1. 2 ACTlVUlAD ENZl"ATICA 

La determlnaclOn de actividad de la deMtransacarasa se 

realizO a travts de la cuantlflcaclOn de la fructosa liberada 

cuando la enzl•• hldrollza a la sacarosa para sintetizar a la 

deMtrana, L• velocidad Inicial es praporclanal a la cantidad de 

fructasa liberada. El pader reductor de la fructo•• puede 

detectarse can el ••tada del DNS 13 1 5 •cldo dlnltrasallclllca> 

1301. 

La det•r•lnaclOn •• •fectuO en una celda de vidria d• dable 

pared de 25 •1 d• capacidad. La t .. p•ratura se nantuvo constante 

a 29 c. El valunen final de reacclOn fue siempre de 12 •l. La 

nezcla de reacclbn se detalla a cantlnuaclbn: 

- n •1 de enzl•• 

- 0.24 •1 de •aluclOn reguladora de acetato de sodio pH s.~, 1 H. 

- 2 ml de aacaro•• •1 60~ !para una cancentraclOn final del 10~1. 

- c.b.p. 12 •1 d• agua dealonlzada, 
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Al eiactuar la determlnaclOn de actividad en presencia de 

Ion•• baratas •• adiciono la cantidad adecuada de la saluclOn de 

fueran: 0.011, o.034, 0,0561, o.oes, 0.115" C29l. 

Intervalo• de tiempos especificas y la reacclbn enzlm•tlca ae 

detuvo poniendo en contacta la auestra can 1 mi d•I reactiva DNS. 

Laa mueatraa •• homogeneizaban y •• sametlan a temperatura de 

ebulllclOn exactamente par S •In. Pasterlaraente, la reacclbn can 

la• mue•tras •• dllulan can 10 •1 de agua y despu•• de un 

perlada de repasa na aayar de 15 •In •• efectuaba la lectura a 

540 na. Para realizar la aedldlclOn se construyo una curva 

est•ndar can fructasa 10-2 g/ll, 

" U.91 1601 1121 
U8D/al • ------------------n 

donde: " • pendiente lg/fructasa/tle•pal 

1.9 • factor estequea .. trlca de canverslOn 

• PH sacarasa/PH fructasa 

60 • canverslOn de alnutas a hora 

54 



111.1.3 PRUEBAS DE ESTABILIDAD 

Con objeto de eatablecer la vida media de 

preparacionea enzlm•tlcaa concentradas •• monltoreb la actividad 

a tres diferente• temperaturas: ambiente, de refrlgeraclbn 5 + 

1 C y de congelacibn. 

La preparaciOn enzimltlca de experimentaciOn fue obtenida 

desputs de la operaclOn de purificaciOn con PEG. La preparaciOn 

fue auspendida en una soluciOn reguladora de acetato de sodio 20 

mH, pH 5.2 y en presencia de iones calcio C0,05 gil de CaC12l. 

La determinacibn de actividad se realizb conforme se describe en 

el inciso 111.1.2. 

111.2 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA DETERHlNAClON DE AZUCARES 

REDUCTORES 

Para determinar si existla alguna interacciOn de los iones 

borato con la• t•cnicas anallticas empleada• •• evaluO el efecto 

de lo• boratos en la determinaciOn de azdcares reductores por el 

m•todo de DNS 1301. 

Para eate fin ••evaluaron soluciones de fructosa de gil 

en presencia de concentraciones creciente• de iones borato 

10.017, 0.034, 0.0567, o.oes y 0.115 H de tetraborato de sodio>. 
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lll.3 EF~CTO DE LOS BORATOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZlMATICA EN 

FUNClON DEL pH 

Con la finalidad de conocer el •f•cto d• lo• ion•• borato 

la actividad d• la enzl•a en funciOn del pH 1 •• d•ter•lnO 

curva d• actividad contra pH. Para realizar ••ta 

det•r•lnaclón •• trabajó con una preparaclOn •nzi••tica qu• 

cont•nla 3S USD/•1 1 y una conc•ntraciOn de boratos d• O.OS6 H 

Na2B407, En ••ta• condicione• •• determino la actividad de la 

d•xtranwacara•a a dif•r•nt•• valor•• d• pH que calan •n el 

lnt•rvalo d• 2 a 9. Paralelament• •• evaluO la actividad en 

ausencia del oxlanlOn. 

lII.4 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA ClNETICA DE LA 

DEXTRANSACARASA 

la 

dextran•acara•a en ausencia de iones borato• •• deter•inaron la• 

velocidades Inicial•• de r•accion a dlf•r•nt•• concentraclon•• de 

sustrato. La• concentraciones d• sacarosa experl••ntal•s 

seleccionada• fueron es, 10 1 so y 100 g/11, con base •n •l 

trabajo d• Hartlnez 1291. A•l•lsmo •• trabajo con tr•• 

diferentes concentraclon•• de enzisa: lS, so, 100 UDS/•1· Las 

d•termlnaciones •• ll•varon a cabo por cuadruplicado. 



Para tratar de ••tablecer el •fecto de lo• borato• aabr• la 

actividad de la enziaa, •• trabajó con la• sl9ul•nle• 

conc•ntraclones de borato•: 0.017, 0.034, O,OS67, o.oes y o.115" 

Na2B407. Estas concentraclone• fueron aelecclonadas con ba•• •n 

lo• eatudlos efectuados por Prat 1291. La• concentraciones de 

suetrato, asl coMo la• de enzl•a, fueron las mismas que las del 

estudio clnttlco libre de borato1. 

Para efectuar el estudio clnetico de la enziaa •• puao en 

contacto la cantidad adecuada de enzl•a con el austrato, 

controlando la te•peratura a 29 e la trav•• de un senaor de 

teaperatura Lh Fer•entattone Serle 20001 y aanteni•ndo hoao9•nea 

la ••zcla de reacclbn con una plancha de a9ltaclbn 1ta9-Hlx, 

Precl•ion Sclentlflc. Cuando la slnte•l• •• realizb en presencia 

de Ion•• baratos •• controlb el pH con NaOH 3N !control 

auta••tlca de pH Lh FerMentatlon Serte 20001, ya que en este caso 

tran•curre la slntesl• ae generan protones, caao s• 

anterloraente. Para Mantener la hoaageneldad durant• 

la stntesls, se au•ento gradualmente la velocidad de agltaclOn, 

La conversión 

transcurso de la 

de aacaraaa a dextrana •• cuantlf lcO en 

reacción a travt• de la deteralnaclOn 

•l 

de 

fructosa, ca•a •• detalla en la metodalogla para calcular la 

actividad enzl••tlca, 



Para analizar lo• r••ultados obt•nidos •• •laboro un 

programa d• computaclOn para ••timar 101 par•metros d• los 

En ••te programa •• 

consld•ra, . mediante la ponderaclOn d• los resultados 

experimental•• dada por un factor de pond•raclOn VI~ /o 12 1311, 

que •1 •rror en la m•dlclOn d• la v•locldad se lncr•m•nta al 

r•duclr la concentraciOn d• sustrato. Para •fectuar la 

ponderaclOn •• recomienda un mlnlso ~e 4 det•rmlnaclones por 

punto, El listado del prograaa de computaclOn se pr•senta •n el 

Ap•ndlc•. 

Jll.~ EFECTO DE LOS BORATOS EN LA REACCJON DE ACEPTOR 

111.~.1 CROHATOGRAFlA EN CAPA FINA 

Con ~l fin de evaluar el •fecto d• lo• boratos •n la 

reacclOn d• aceptar d• la fructosa y analizar si la producclOn d• 

leucrosa se vela efectlvasent• disminuida, se · •f•ctuaron 

det•r•lnaclon•• de crosatografla •n capa fina. 

Las muestra• fu•ron tasadas durante la slnt••I• a lnt•rvalos 

d• u .. po de hr. ml de •u•stra fue tratada con •l d• 

alcohol al 96~ lr•actlvo analltlco J,T, Bak•r, Bak•r Ch•mlcal 

Co.l con •l obJ•to de precipitar tanto a la •nzima co•o las 

dextranas pr•••nt••· 10 ul del 1obr•nadante, ••aplicaron a la 
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cromatoplaca de sllica 9el 60 <E. Herck 

previamente activada 110 C durante 30 min. 

Darmaatadt, 

El sistema 

••pleado fue una mezcla de butanol/acetona/a9ua 

Ger•anyl 

eluyente 

14:S:11, 

reactivos J.T. Baker IBaker Che•lcal Co.1. Una vez desarrollada, 

la cromatoplaca se secaba y asperjaba con una soluclOn de H2S04 

al 30~ para, finalmente someterla a calentamiento en una estufa 

IMAPSA, Mod. HAP-64SI por 15 mln a una temperatura de 70 e con el 

objeto de revelarla. 

JJJ,5.2 CROHATOGRAFJA EN LIQUIDO DE ALTA PRESJON 

leucrosa la slntesl• enzt••ttca sacarosa, fructosa, 

lsomaltuloaa mediante un m•todo mis preciso y rtpldo 

una t•cnlca de cro•atografla liquida de alta preslOn 

inversa. El equipo utilizado fue un cromat09rafD de 

Beckman IHDd, 332, Gradlent Llquld Chromatograph 

Instrumenta tnc.I. 

se apltcO 

en fase 

liquido• 

Beck•an 

Para ••ta determlnaclOn •• consideraron los 

Informes de Oriol 1321 para la ldentlftcaclOn de azdcares a 

trav•• de un an•lt•l• en fase Inversa, Se utlllzO una columna 

ultraaphere-ODS 110 •• x 2S cml con a9ua como sistema eluyente y 

un detector de Indice de refracclOn con una celda de e ul IAltex 

Mod. 153, Beckman Instrument• Inc.I. El flujo, el volu•en de 

lnyecclOn, la senstbllldad en el detector, la atenuaclOn del 

registrador y la velocidad del papel •• detallan en lo• 



L•• •ueatr•• ••trataron con alcohol •tilico 96 % !reactivo 

analltico, J.T. Baker, Baker Ch••ical ca.>, con la finalidad de 

precipitar la dextranas. El sobrenadante •• filtr6 en filtros 

ailtex-HV, 045 u mi '"illlpare Ca., Bedford, "Al par• asegurar 

Ja purlflcact6n de la Muestra antes d• la lnyecclbn. 



111. RE8Ul. T llDOS 

111.1 FERHENTACION Y OBTENCION DE LA DEXTRANSACARASA 

En •ste trabajo se realizaron fermentaclone• con un volu•en 

final de 3.3 litros. Se utilizaren Inoculo• de 300 •1 crecidos 

12 hora• ante• de la fermentaclbn. 

Las fermentaciones •e carac ter 1 zaron a parUr 

crecimiento de la bacteria y de la actividad enzlm~tlca final, 

alcanzada en el sobrenadante de la fer•entaclbn. En la Figura 14 

ae ejemplifica el creclml•nto d• c•lula• en funclbn del tle•po 

para uno de loa procesos efectuadas: 

El crecimiento mlcroblclOglco obedece un •odelc de prl•er 

orden con respecto a la concentraclbn de c•lulas: 

dx/dt • u x 

donde u ea la velocidad especifica de crecimiento. 

Cabe serralar que ••ta velocidad ea funclOn la 

concentraclOn de la fuente de carbono, que es •I auatrato 

llmltante de acuerdo al •odela de Honod: 

u • u •ax 911<• + s 
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En la Figura 1S se representa el Modelo de crecimiento de 

de•prende un valar de velocidad especifica de crecl•lento de 0.46 

hr-1. Cabe ••halar que cuando •• •fectaa un proceso de 

fermentaclOn Intermitente, ·el valor reportado para eat• parlmetra 

•• d• o.e hr-1, la que permite concluir que en la f•rmentaclOn 

r•traall•entada •I crecimiento resulta mls lento. 

Esta sltuaclOn es +•cll de •~pllcar si •• considera el 

comportamiento de la velocidad especifica de creclalento can 

reap•cta a la concentraclOn de sustrato ll•ltante, En efecto, al 

••r este coaparta•lento de tipo Klchaellano, en la fermentaclOn 

Intermitente, caracterizada par una alta cancentraciOn inicial de 

sustrato la velocidad ea ••xi•• desde el inicio y •• aantlene asl 

hasta •1 f lnal del proc••o, donde la concentraclOn cae hasta 

llegar a cero. Par otra parte, en la fer•entaclOn 

retraallaentada, la concentraclOn de sustrato se mantiene 

artlflclalaent• baJa para evitar el fenbmena de represlOn 

catabbllca y sobreproduclr la enzima, ocasionando una baja 

velocidad e•p•clf lca de crecl•lanta. 

Una vez concluido al proce•a de feraentaciOn •• centrifugo 

•I ••dio da cultiva para obtener un aabrenadante libre de 

ctlulas. Con ••te aobrenadante •• efectuo la d•t•r•lnaclOn de 

actividad de la enzima, obtenltndose 130 USDl•l para la prl•era 
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fermentaci6n con un volumen total de sobrenadante de 3.3 l Y '4 

UDS/mi para la segunda con un volum•n total d• 3.4 litros. 

IV.l.l PURJFJCACION 

Para .efectuar la puriflcacl6n con PEG lpoll•tll•nglicol 

lSOOI •• ajuatb la concentracibn d• dextranas •n •1 aobrenadante, 

medida co•o azbcares totales, a 20 9/I. Es Importante subrayar 

que este contenido &ptl•o •• ••l•cclon6 con bas• en la• pruebas 

de extracción con polietllenglicol <PEG> •fectuadas por Prat 

133). Por otra part•, 20 9/I de dextranas resultan •n un 

sobrenadant• poco viscoso y +•cll d• manipular para efectuar la 

operaclbn de purlflcactbn a trav•• d• la extracclbn llquldo

llquldo con PEG. Aabos poll••ro• lntervl•nen para alcanzar la 

En ••t• proceso la enziaa se separa por 

estar asociada a cadenas de dextrana. 

En estos experlm•nlos, para lograr qu• el contenido de 

dextranas fuera •I adecuado, •• ajuat6 •l pH a un valor de S.2 

durant• los bltlm~s 30 •In de la f•r••ntaclon, para que la enzlaa 

actuara sobre la sacarosa r•sidual d•l ••dio. Este efecto 

practlcamente no •• observa durante la fermentación por estar 

regulado •l pH a 6.8, valor Optl•o para el crecimiento de la 

bacteria. 
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Cabe ••~alar, que para ambas fermentaciones fue nec•••rio 

adicionar •acarosa al medio centrifugado, ya que la cantidad de 

dextranas obtenidas estuvo por debajo del recomendada. 

Para establecer las cantidad•• necesaria• de PEG y de 

dextranas y lograr una •eparaclbn can una fase rlca en dextrana 

•• necesaria construir un diagrama de fases. En e~t• dlagr .. a •• 

representa la cancentraclOn de un pollmera en funcibn de la 

concentraclOn de otra, incluyendo tanto la zona de miscibllidad 

como la zona de formaciOn de do& fases. En la Figura 9 mediante 

lineas de •qulllbrlo, se muestra la campo9icl0n de las do•+•••• 

obtenida• y las compo•lclanes de cada pollmero en cada una d• 

las +••••· 

En ••t• trabajo se adiciono a las •abrenadantes, que 

contentan 20 g/l de dextranas aproximadamente, una cantidad d• 

PE~ lSOO, de tal far•a que •• alcanzarl una concentraciOn final 

de 20~ lw/vl. Las ••paraclone• obtenidas tuvieran rendl•l•ntos 

de purlf lcaclOn de 90~ apraxl••d•••nte. 

Los re•ultada• de esta etapa , 

realizadas, •• muestran en la Tabla 

para las 

IV. 
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-------------- TABLA IV, 

Sobren a• Actlvl· Actlvl· Fase pu· Actlvl • '- Ritndl· 
dante d• dad so· vi dad rif lca· dad fa· •lento 
fer11enta- brena· total da •• purl· d• purl· 
clón dante f lcada ficaclón 
!Litrosl IUSD/ml 1 IUSDI 111111 1usD1 .. 11 

la, Fu· 
1Hntactón 3.3 130 429000 2!10 1!130 89.2 

2da. Fer· 
1Hntación 3,4 7S 2!1!5000 4300 !130 90.0 

----------

A partir d• estos resultados se puede af lr11ar que •l ••todo 

de extraclbn llquldo-llquldo con PEG ••adecuado debido a lo• 

buenos rendl11lentos de purlf lcaclbn obtenidos. Ad••••• el PEG es 

un pollaero Inerte, ya que la separaciOn s• efectua a travts del 

d••plazaatento de aoltculas d• agua que rodean al pollsaclrldo 

por aol•culas d• PEB, logrando que las aoltculas de dextrana se 

Por otra parte, es 

laportante senalar que el PEG es un aaterlal barato y disponible 

en Ktxlco, 

IV.1.2 PRUEBAS DE ESTABILIDAD 

Con base •n los tnfor11•• previos d• Prat 1331, donde •• 
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reporta que preparaciones enzlm•tlcas concentradas presentaban 

buena estabilidad a temperaturas superiores a las de 

refrlgeraclOn, en este trabajo se efectuaron pruebas de 

estabilidad de la soluclOn enzlmltlca concentrada 11530 USDl•ll a 

tres diferentes t••peraturas de alaacena11lento, s e en 

refrlgeraclbn, teaperatura aablente 20 e aproximadamente y 

teaperatur·a de congelacion. Cabe seflalar que las preparaciones 

enzialticas probada• en este trabajo fueron cinco veces ••• 

concentradas que las reportadas por Prat. 

•• 
Los 

puede 

resultados obtenidos •• muestran en la Figura. 16 donde 

observar que el 95% de la actividad enzim•tica de la 

enziaa almacenada a temperatura ambiente se perdib en un perlado 

de 14 dlas. Por otro lado, la preparacibn almacenada en 

refrigeracibn, durante el mis•o perlado de tiempo, mantuvo el 85% 

de actividad inicial. A•i•l•mo, la enziaa mantenida a 

t!mperatura de cangelaclOn, mantuvo el i00% de la actividad. 

Con estos resultados se puede establecer que en 

preparaciones enzlalticas con alta actividad no •• presenta un 

efecto protector laportante dado por la dextrana coso 

aparentemente ocurre en soluciones d• menor actividad, donde •• 

postula que la disainuciOn en la disponibilidad de mol6cula• de 

agua ayuda a mantener una conformaciOn proteinica estable 1341, a 

temperaturas cercanas a la de refrigeracibn. Probablemente esto 
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•• debió a que la cantidad de dextrana en I• preparación no fue 

suficiente. 

IV,2 EFECTO DE LOS BOR~TOS EN LA DETERMINACION DE AZUCARES 

REDUCTORES 

El pri•er ••pecto a con•lderar en el empleo de lo• Ion•• 

borato, utilizados para evitar la reacción de aceptar de la 

fructosa durante la slnt••I• de dextranas, tu• establecer si I•• 

ttcnlca• •n•lltlca• empleadas, reductores por DNS, son afectad•• 

por e•to• Ion••· 

Para este fin, •• prepararon eatandares de fructosa d• 

9/I en presencia de concentraciones crecientes d• boratos, Los 

resultados •• •ue•tran •n la Fl9ura 11, De estos re•ultados •• 

concluye 
0
que la medlclOn de fructosa no se ve afectada cuando se 

••plean concentraciones abajo de 0,00~1 " de boratos. 

Adlclonalaente, 

Inferiores de 1 9/1 fructosa para una concentración de 0.00~1 " 

de boratos, 

Estos 

analltlca 

demo•traron que la 

no se ve afectada a baja• concentraciones d•l 

mono••clrldo. Por 10 tanto, •• concluyo que, para la m•dlclOn de 

reductores durante la •lnt•sls, la• Muestra• d•b•n ••r diluid•• 
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de far•• tal que la concentracl6n de boratos descienda por debajo 

de 0,0057 "· 

IV,3 EFECTO DE LOS BORATOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIHATICA EN 

FUNCION DEL pH 

Una vez 

determlnaclbn 

evaluada la lnf luencla de los boratos •n la 

de fructosa por DNS se procedlO a •fectuar un 

estudio de actividad de la dextransacarasa en funclbn del pH y en 

presencia de lo• Ion•• borato. La finalidad de ••te exp•rl••nto 

fue corroborar •I la curva de actividad contra pH no •• v•rla 

madlf lcada, presentando un ••xlmo diferente al reportado para la 

enzl••· 

Lo• resultados se muestran en la Figura 19, donde se puede 

apreciar el co•portamlento d• la enzima en presencia de borato• 

ccmparada con la enzl•a control, Estas determinaciones fueron 

llevadas a cabo can 35 USD/ml. 

Este estudio per•ltlO conf lr•ar que el pH 6ptl•o de la 

actividad de la enzima no•• modifica par la presencia de Iones 

boratos pero permltlO lgual•ente observar que en presencia de 

boratos, •• pr•senta un decremento d• la actividad, 

hay que recordar que a este valor de pH 5.2, •l 

fructosa •• aco•plejada par los boratos par lo 

n 

Sin e•barga, 

90~ d• la 

que reaulta 
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adecuado el uso d• estos oxianlones en el estudio de la reacclbn 

del aceptar d• la fructosa. 

IV.4 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA ClNETlCA DE LA DEXTRANSACARASA 

Una alta 

actividad, •• efectuaron determinaciones para la obtenclOn de loa 

par•m•troa cln•tlcos de la enzima sin lnhlbldor. 

L.aa tr•• 

Cabe ••ftalar, que •• trabajb con 

cuatro diferente• concentraclonea de austrato: s, 10, 50 y 100 

9/l de aacarosa. Estas concentraclon•• •• seleccionaran can base 

en loa resultados obtenido• por Hartlnez 1281 1 •• 
eatableclb que la dextransacaraaa pr•••nta lnhlbicibn por exceso 

de austrato a concentraciones •ayer•• a 100 9/l de aacaroaa. 

!•portante ••nclonar que para analizar los data• 

obtenida• se elaboro un pro9ra•a de co•putaclbn para estl•ar los 

par•••tros de los •od•los cl••lcos de cln•tlca enzi••tlca. En 

este progr .. a ae to•a en cuenta a travt• d• una ponderaclbn de 

los resultados experl•entales dada por un factor de ponderaclOn 

Vl~ /ol 2 1321 1 que el error en la medlclOn de la velocidad se ve 
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lncr•••ntado al reducir la concentraciOn d• sustrato. Para 

ll•v•r a cabo la ponderaciOn, se recomi•nda un •lnlmo d• cuatro 

deterMinaclones por punto. 

El programa de computaciOn d•••rrollado P•r•lte comparar las 

resultada• 

ponderada, 

can los obt•nidos par la regr••IOn lineal no 

Mediant• •1 uso de esta herra•l•nta, •• ••l•bl•ciO qu• la 

enzima ob•d•c• un modelo clnttlco d• Micha•ll•-M•nten, co•o •• 

ilustra en la Figura 19. Estos resultado• concu•rdan con las 

obtenidos por Martlnez 1291 y Pral 1291, a la• concentracian•• d• 

sustrato experl••nt•l••· 

Sin ••bargo, las resultados experi••ntal•s obt•nldo• 

presentan una dispers!On cansld•rable. Esta •• d•b• a la 

r•}ativa heterag•neldad de la preparaciOn conc•ntrada, a P•••r d• 

qu• •• procuro to•ar •U•stras bi•n ••zcladas. Adlclonal•ente, es 

importante ••~alar, que en las preparacian•• •nzl••ticas d• 

dextransacarasa, ••t• se encuentra b&sicament• asociada a 

maltcula1 d• dextrana. Esta asaciaciOn puede provocar que en 

solucion•• d• alta cancentracibn, la enzl•a pu•da agrupar•• par 

Interacciones intramalecular•• far•ando n~cl•a• a 

protelnlcas, que muestren ••yar actividad can respecta al ••na de 

la saluciOn, 
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Para evitar est• probl••a •• t•ndrla que trabajar con 

•oluclon•• •nzl••tlca• d• aenor actlvldad, como la• probada• •n 

tos trabajos realizados por Prat 1331. Sln ••bargo, •n ••t• 
trabajo•• decldlb trabajar con las soluclan•• d• alta actividad, 

para •valuar sl el co•porta•l•nto era •l•llar. 

Cuando•• aplicaran la• regr•slon•• pand•rada y no ponderada 

a ••tos resuttadaa, to• valor•• obtenldoa para •I K• reaultaron 

••r · ••nalbl•••nte auperlor•• a los reportados con anterlortdad, 

coao •• puede oba•rvar en la Figura 20. Cabe seftalar, que eatoa 

reaultadoa •• ref leren a la aoluclOn de enzt•a d• alta actlvldad 

(concentrado obtenido por extracclOn llquldo·l\quldol. 

Dado que ha aldo plen .. •nte d••o•trado que la reacclOn 

enzt••ttca cataltzada por la dextranaacaraaa 116, 28, 331 obedece 

un •odelo de "lcha•ll•·"•nten en la etapa lnlclal de reacctOn, la 

6nlca expJlcacton a la dlsperalOn en loa dato• experlaental•• •• 

la ••ftalada con anterlortdad, ya qu• dicho• experl••ntoa fueron 

efectuado• con ••• de ocho repetlcton••· 

Dado que lo• experl•entoa previos peraltleron apreciar un 

efecto at9nlflcatlvo de loa tones borato en la •ll•lnaclOn de la 

reacclOn de aceptar de la fructaaa durante la alnt•als, •• 
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anallzb si la pr•••ncla d• estos Ion•• pod\a interferir o 

aadlf lcar la clnttlca de slntesls. 

Tradlclanal11ente, el efecto d• una sustancia Inhibitoria 

sabre la actividad d• una enzl•a •• analiza observando •I 

caapartaal•nto • una concentraclOn ••p•clf lca de inhlbtdar, de 

los Inversos de velocidad • diferentes conc•ntracione• de 

sustrato. E•t• camparta11lento •• compara con el que presenta la 

enzl•• sin lnhlbldor. De esta forma, se pued• establecer si el 

coaparta11lento del inhlbldor es d• tipo co11petltlvo, no 

co11petltlvo, acompetltivo o Mixto como •e Ilustra en la Figura 

21. 

Cuando se trabaJO con concentraclone5 de borato de 0.017 H y 

o.03S H se observo, al graf lcar • partir d• la representaclOn de 

Llneweaver-Burk, que la enzlaa presentaba una lnhiblciOn d• tipo 

•lxto co110 •• auestra •n la Figura 22. Este tipo de lnhlblclbn 

puede ser, representado por •l aecanl511D que •• auestra en el 

esquea• •lgulent•: 
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k l k2 

E + S ES E + p 

k-1 

+ + 

kl-1 H kl l kl 2 lt kl-2 

k3 

El + S EIS 

k-3 

El ••canl••o propu••to da lu9ar a la •l9ulente expr••l6n 

•at•••tlc•: 

V.ax S 
V • --------------------------------l 

K• 11 + -----1 
kl l 

1<• I 
- • 11 + ----) 
V V•ax 1(1 l s 

I 
+ 11 + ----) s 

kl 2 

l 
+ 11 + ----1 

l<I 2 V.ax 

Al aplicar ••t• •odelo •• obtuvieron lo• •lgulent•• valor•• 

para la• con•tante• de lnhlblclbn: 
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K • 1.17" 

K 2 • o.oss " 

ta•anda ca•a ba•• laa valar•• d• K• d• 30 9/l y V.ax• 19S.1S 

USD/ml qu• ae abtuvleran de la• experl••ntas realizada• can la 

enzl•a •ln lnhlbldar. 

Cabe ••Walar, 

inhlbldar, el 

sin e•barga, que al au•entar la cancentraclbn 

co•partaMlenta se •adlflca y el tipa de 

lnhlblclbn que lama lugar reaulta paca clara. Esta sltuaclbn 

puede apreciar•• en la• repreaentaclones 9rlf lcaa de la velacldad 

cantra la cancentraclbn del lnhlbldar, Figura 23, dande para una 

•l••a cancentraclbn de sustrata ae abserva una calda lineal de la 

actividad, a cancentraclonea crecientes de lan•• barato. E•t• 

caaparta•lenta na ea usual y difiere significativamente, de loa 

que •• abtl•n•n can las aad•lD• tlplcaa de lnhlblclbn, que •• 

pueden obaervar en la Figura 24. En dicha 9r•flca •• Ilustran laa 

co•partaalentas de la lnhlblclbn caapetitlva, aca•petltlva y 

alxta para una alsma cancentraclbn de sustrato. 

Las resultadas aqu\ abtenlda• concuerdan can la• obtenidas 

par Prat 1291, quien r•parta que para baJa• cancentraclan•• de 

lnhlbldar, la enzlaa presenta una lnhlblclbn de tipa •lxta. Sin 

••barga, •• dlfl•r• can reapecto a los valares reportadas para 

las canatanl••· Caaa •• abaerva en la Figura 2S, Prat 1291 

taabl•n reparta una calda lineal de la velocidad en funclbn de la 
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conc•ntracibn de lnhlbidor. 

Con lo• reaultado• obtenida• bajo •1 dl••tto exp•rlm•ntal 

planteada, •• pr••entb la dlf icultad d• concluir con pr•clalbn 

aabre el caapartaal•nta ~in•tlco d• la •nziaa •n presencia del 

inhlbidar. Par otra part•, la dificultad adicional d• abt•n•r 

aue•tra• haaag•n•a• condujo a reaultadas can 

algnlflcatlvas. 

IV.S EFECTO DE LOS BORATOS EN LA REACCION DE ACEPTOR 

1v.s.1 CROl'IATOGRAFIA EH CAPA FINA 

desvlaclane• 

Can el objeta de evaluar •I efecto de las boratos en la 

reaccl6n d• aceptar de la fructa1a y analizar si la praduccibn d• 

leucra1a era efectlvaa•nte di••lnulda, ee 

det•rMina~lane• •n croaatagrafla •n capa fina. 

efectuaron 

Para •ete 

propOalta, •e e•ple6 el •l•t .. a de eluyent•• reportada par 

Tauchlya 1341 para la id•ntificaci6n cualitativa d• carbohidrato• 

involucradas en la slntesls d• dextranaa, entr• los que •• 

Incluye a la l•ucrasa. 

8• •fectuaran un total de cinca cra•atagrafla• •n donde •• 

aplicaron aue•tras ta•ada• a dlf•r•nte• tle•po• durante la• 

•lnte1I• cantral y slntesi1 can o.oes y 0.11 "de baratas ClS~ 
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d• sacarosa y 100 USD/al>. Cab• ••~alar que durante la slntesls, 

•• tuvo un control constante del pH al valor bptlmo para la 

enzl•a. Esta regulaclbn fu• laportante, ya que, al actuar los 

boratos con la fructosa, se llb•ran protones lo que ocasiona una 

dl••lnuclbn del pH. 

Las Mu••tras fueron tratadas con alcohol al 96% para 

precipitar la• dextranas previament• al anlll•I• cromatogrAflco, 

Al comparar las slnte•I• control con las efectuadas en 

pr•s•ncla d• loa ionea borato, los resultados pusieron de 

aanlflesto un d•cremento conslderabl• en laa Intensidad•• de las 

manchas correspondientes al dlaacArido leucroaa. Este decr••ento 

•• acentuO conforme la concentraclOn de boratos •• incre•entaba 

en las pruebas. En la Figura 26 •• Muestra una representacl6n 

esque•Atlca d• una de la• croaatoplacas corridas. Los valores de 

Rf reportados en la literatura para la leucrosa para este sistema 

dr eluyent•• fue consistente con los obtenidos •n los 

experimentos realizados. 

Aslal•Mo, •• estableclO que la aparlclbn de leucrosa es 

algnlflcativa entre la 2-3 hr de alnt••I• y que entre la 7 y e hr 

la• slntesls terminan para aabaa concentracion•• de boratos. Esta 

evidencia se conflrab ••diant• los resultado• obtenidos en la 

doter•inacibn de fructosa por DNS al realizar el aegul•lento d• 

la slntesls. 
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La lnformacl6n, 

anallsls •f•ctuados 

por d•ml• Importante, qu• •• obtuvo de loa 

por esta t•cnica, fue que adn a la mAxima 

concentraci6n de boratos trabajada •• produjo l•ucroaa y que, por 

lo tanto, reault6 imposible eliminar en au totalidad la reaccl6n 

d• aceptor que ti•n• lugar bajo las condicione• de slntesis 

probada, Cabe ••~alar, 

pusieron en •videncia qu• 

apr•clablemente disminuida. 

embargo, 

la reacci6n 

que 

de 

estos 

ac•ptor 

resultados 

se vela 

IV.~.2 CROHATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION <HPLCI 

Una vez evaluado el efecto de los boratos en la r•acclbn de 

ac•ptar por cromatagrafla en capa fina, ae evaluaron 

cuantitativamente loa azdcar•• d• la alnt•sla por un ••todo ••• 

pr•claa y rlpldo coao •l d• HPLC. 

Para ••lo •• hizo una •valuacl6n de las pasibles 

m•tadaloglaa y alatesaa qu• •• padlan ••plear para la ••paraclbn 

• ldentif lcaclbn de ••toa azbcar••· Be consideraron los lnfor••• 

de Oriol 1321 para la ldentlflcacl6n de azdcar•• a trav•• de un 

anlllal• en fa•• Inversa IC181. Este al•l••a reaultb el bptl•o 

para •l •qulpo utilizada, dando buenas separaciones y resultado• 

r•praduclbl•• cuando fue probado con •atlndarea. 

Be conalderb l•portante, ant•s d• ••plear la t•cnlca de 



HPLC, tener la seguridad de poder ldentlf lcar precisa 

completamente a las azdcares Involucrados. El primer prabl••• 

par resolver fue el no contar con loa dlaacAridos leucroaa e 

lsamaltulosa para utilizarlos como estAndares. Por esta razon se 

empleo la t•cnlca de capa f lna en un sistema de eluyentes 

reportados por Tsuchlya 1341 donde bajo •I sistema de •lución 

empleado ·se ldentlf lcan los dlsac•rldos mencionados. De esta 

manera, para obtener la ldentlf lcaclbn precisa de este azocar par 

la t•cnlca de HPLC, se corrieron cramatograf1as en capa f lna 

aplicando muestras tomadas al finalizar la slntesls control. 

Despu•s d• Identificar a la leucrosa se procedlO al 

desprendimiento del soporte d• slllca gel suspendl•ndolo •n 100 

ul de agua. De esta dlsoluclbn •• Inyectaron 20 ul al 

cromatbgrafo. Los resultadas •ostraron das pico& con tiempos de 

retenclbn de 14.S y 1S.3 mln. D• esta •• pudo concluir que •l 

pico con mayar lrea es el correspondiente a la leucrosa y el otro 

corresponde a la isomaltuloaa. Estas afirmaciones tienen como 

base loe Informes de Robyt y Eklund 1131, donde se pone de 

manifiesta que en la reacclOn de aceptar d• la fructosa, los 

dlsacArldos leucrosa e lsomaltulosa son siempre observadas como 

subproductos. De estos, la leucrosa siempre •• produce en mayar 

proporciOn. 

Con esta evidencia •• reallz6 en HPLC •l segui•lento d• las 

slntesis control, y slnt••I• can concentraciones de borato d• 
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o.oes "y o.11s H. Ademis 1 se efectuo caracterizaciOn de azócares 

pre•entes con 0.017 1 0.03S y o.OS6 H de borato• al tiempo final 

de la reacciOn. 

La• condiciones de •lntesls fueron la• que prevalecieron 

para la evaluaclOn por capa fina: lS'Yt de •acaro•a, .100 UDS/mi, 29 

e y pH s.2. La• muestras para el an•li•i• fueron tratadas con 

alcohol al 96% Cdl l. 1: 11 1 para precipitar la• dextranas y 

filtrarla• inmediatamente antes de la lnyeccclOn al cromatOgrafo. 

Los re•ultados cromatogr•flco• se pueden observar en las 

29 1 donde •e tlu•tran lo• cromatogramaa FlgurH 27, 29 y 

corre•pondlente• a lo• tiempo• final•• de reacclOn. 

De esto• re•ultados •• puede af lrmar que, efectivamente, los 

borato• ejercen un efecto sobre la fructo•a, para evitar la 

reacclon de aceptar. Se puede apreciar claramente que conforae se 

Incrementa la concentraclOn de boratos en la slnteala, la 

formaclOn tanto de leucro•a como de l•omaltulo•a decrecen de 

manera •lgnlflcatlva al final de la reacclOn. 

En la Figura 

leucrosa y 

l•omaltulosa. 

descenso del 

en la Figura 31 la ca\da del porcentaje de 

En ••tas figuras se puede observar que hay un 

contenido de leucrosa, en la slnte•I• con borato 
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o.11s M, d• aproxlnadam•nt• 4 v•ces cuando s• compara can el 

control. Un co•portamlento similar se observa para la 

l•o•altulasa. 

Este r••ultado es de suma Importancia pues, hasta la fecha, 

los sistemas Industrial•• de producclOn de dextranaa han ap•rado 

con rendimientos def lnldas fundamentalment• por la transforMaclOn 

de sustrato. Estos r•ndlmlentos no concuerdan con los obtenidos 

experimentalmente, al cuantificar la dextrana, debido a la 

transformaclOn de glucosa •n leucrasa • isamaltulosa vla la 

reacclOn de aceptar. 

Para 

boratos en 

cuantificar 

determinar el incrementa que tendrla 

la slntesls sabre el rendimiento 

a la leucrasa. La ttcnica empl•ada 

hacerla en forma relativa a la fructosa. 

el ••plea de 

es necesaria 

sola per•ite 

De acuerda can Rabyt 1131, entre la leucrasa e lso•altulosa, 

en ausencia de aceptares activos, hasta un 10~ de la glucosa se 

desvla de la praducclOn de dextranas. El empleo de baratos 

permitirla, entone .. , disminuir dicho porcentaje aproxl•adamente 

a 2.S~. Probablemente, este decre•ento en la concentraclOn de 

subproductos na se ju&tlflque para la slntesls de dextranas de 

alta peso molecular, pues par el efecto lnhibldor de lo• baratos, 

el tiempo de reaccion, para lograr este decremento, pasarla de 3 
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a B horas, con un apreciable decremento en la productividad. 

Sin e11bargo, por un lado, ha sido demostrado en las 

Investigaciones tendientes a la slntesla de dextranas de peso 

aolecular controlado Cv.g. uso cllnlcol que la reacclOn de 

aceptar •• puede lncrement·ar considerablemente C321. Por otro 

lado, si se considera que las dextranas aon un producto de alto 

valor agregado, el lncre11ento en loa costos de producclOn 

(fundamentalmente energtal, •In duda serian Inferiores a la 

utilidad obtenida por un Incremento de 10% en el rendimiento. 

En la Figura 32 se representa el seguimiento de la slnteala 

t•stigo con o.oes" y o.11s" de borato. D• dichos resultados se 

puede observar que las reacciones de slntesi• en presencia del 

oxlanlon se ven apreciablemente retardadas. Este fenbmeno •• 

d•b• al efecto de estos Iones en la cln•tlca d• reacclon, 

discutido con anterioridad. Mientras que la stntesls control •• 

completa •n aproximadamente 3 ha, la atntesls con borato •• 

prolonga hasta B ha para el caso de mayor concentraclbn. Sin 

•11bar90, hay que ••~alar que aproximadamente el 80% de canverslbn 

•• alcanzo entre la segunda y tercera hora para ambas casos, 

•ltuaclbn que debe ser considerada al se plantease un anlllals 

econbmlco para definir el tle11po Optimo de reacclbn y la 

factibilidad de eaplear Iones borato para Incrementar el 

rendl11lento. 
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En la• Figura• 33 y 34 •• pu•d• observar la •voluclOn •n la 

producclOn d• lo• di••c•rldoa l•ucroaa e laomaltulosa a lo largo 

d• la r•acclOn enzlmAtlca, para la• doe concentraciones de bo~ato 

analizada•. D•l anAlt•I• de ••toa resultado• ae conflr•a lo 

ob••rvado previamente en capa fina, dond• •• apr•claba un 

lncr•••nto algnlflcatlvo en la concentraclbn de subproductos 

durante 1a·a•9unda y t•rc•ra hora d• elnteele, lndependlentement• 

de la concentraclbn d• borato• empleada. 

Es Interesante observar que a partir de la tercera hora, en 

los caeos de alntesls con boratos, la concentrac!bn de 

subproducto• no •• modifica considerablemente, esto sucede cuando 

la canveralOn en el casa de 0.11 ~de boratos ea del 80%. 
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V. CONCLUSIONES 

El presente trabajo •• d•••rrollO en relaclOn con el 

••canlsmo de la reacc!On de •tnt••I• de dextr•n•• por acc!On de 

la deMtransacara•a sobre sacarosa, 

Para r•allrar ••t• estudio fue necesario llevar la 

fer••ntaclon de Ltu,onoatoc aasan.Uu:D.úlAa NRRL BS12F a nlv•l de 

fer••ntador dt ~ litros y caracterizar ti proct•o dt a\nttsls. 

St obtuvieron bueno• resultados tn 

ftrMtntaclOn aodlf lcado• al retroallmtntar 

Jos 

la •acarosa, 

Inductor y al ml•mo tiempo r•pre•or catabOllco. Mediante la 

adlclbn continua de sacarosa en una soluclOn de sosa se logrb 

dicho objetivo, al •l••o tleapo qu• •• regulo ti pH alred•dor del 

Optlao reportado para la producc!On de la enzima. Las 

velocidad.. eapeclf lca• de crecl•lento encontradas resultaron 

Inferior•• a la• obt•nldas en proceso lntermltent•, lo cual 

r•sulta JOglco al considerar la dependencia entre la velocidad 

••P•clflca de crtclaltnto y la concentraclOn de sustrato 

llaltantt dlsponiblt. Sin ••bargo, a pesar .d• la dl••lnuclOn en 

velocidad, la producclOn de la enzl•a llego a lncr•••ntar•• hasta 

en un 300•. 

Las preparaciones de deMtran•acarasa asl obtenida• libres de 
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c•lula• a trav•• d• un proc••o de c•ntrlfugaclbn, fu•ron 

conc•ntrada• y purificadas medlant• •xtracclbn llquldo-llquldo 

e•pleando polletllen_gllcol. Esta t•cnlca se basa por un lado en 

•l hecho de que mezcla• d• PEG y dextranas presentan una zona de 

lnmlsclbllldad para cl•rtos rangos de concentraclOn. La• 

protelna• en el medio tienden a migrar hacia la fase del PEG. 

Sin embargo, en el caso de la dextransacarasa, la enzima migra 

hacia la fase del pollsackrldo por el hecho de encontrar•• ligada 

en un complejo dextranosll-enzlma. Aunque este proceso se 

efectub en forma semlemp\rlca, es recomendable efectuar todo un 

estudio de composiciones en el equilibrio para la construcclOn 

del diagrama de fases que permita el dlse~o bptimo de la 

operaclbn. En nuestro caso, partiendo de soluciones de dextrana 

al 2%, se adiciono PEG hasta lograr la separaciOn mAxima. Los 

rendimientos de actividad tueron de 90% aproximadamente, 

logrkndose una concentraclbn de mks de 10 veces en la actividad. 

Las solucione• obtenidas fueron empleadas para los estudios 

posteriores. El hecho de tener una fase rica tanto en el 

pol\mero como en la enzima dificulto la experlmentaclbn 

sensiblemente, pues la relativa heterogeneidad del medio 

provocaba dispersiones en los resultados. A~n as!, es posible 

concluir que el comportamiento cln~tlco d• la enzima. sigue 

obedecl•ndo el mecanls•o de Hlchaells-Henten. 
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El uao d• Ion•• borato •n la r•acclOn d• slnl••I• conatltuy• 

•I mayor aport• d•I pres•nte trabajo al ••ludio d• la reacclbn y 

la lnf luencla d• dlveraoa factores tanto en las reacciones 

laterales como en laa caracterlatlcas de dextranas 

sintetizadas. 

En •t•cto, dada la posibilidad de que los boratos 

lnteractuen formando complejos con los monosac•rldos, los Iones 

borato pueden ser •mpleados en la slntesls de dextranas, para 

•vitar que la fructosa liberada durante la reacclOn actbe como 

ac•ptor. Al quedar acompl•Jada con loa boratos, el Impedimento 

est•rlco que probablemente se presenta, disminuye 

considerablemente la producclOn de leucrcsa e isomaltulosa, 

dlsacAridcs resultantes de la reacclOn de aceptar entre la 

tructosa y el compl•jo gluccsll-enzlma. 

Este.hecho se evtdencib Inicialmente, en forma cualitativa 

mediante cromatograf la en placa donde se apreciaba la dlsmlnuclOn 

en la Intensidad de las manchas correspondientes a los 

dlsaclrldos menclonadoa. Ante eata sltuaclOn se definieron laa 

condiciones para caracterizar el sistema en HPLC. Ante la falta 

de ••tAndares, la ldentlficaclOn de los dlse~Arldos •• efectuO 

alslAndolas de la cro•atoplaca. 

De ••ta for•a fue poalbl• caract•rlzar la r•acclon d• 
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diversas concentraciones d• ton•• borato, •ncontrando r•sultado• 

aítaMente satisfactorio• a conc•ntraclOn de 0.11H para 100 USDl•l 

d• actividad. En estas condiciones se redujo 4 vec•• la 

producclOn de los dlsaclrldas. 

los rendlMl•ntos en la slnt••I• pueden ser Incrementados ••dlante 

el ••Pl•o de boratos, adn ml• si se considera que en la 

actualidad existen Investigaciones tendientes al uso de ac•ptores 

activos, como el caso d• maltesa, en presencia de los cual•• la 

formaclbn de dlsaclrldos •• ve favorecida. 

Sin •mbargo, lo• Iones borato presentan Igualmente cierta 

lnhiblclOn sobre la dextransacarasa. En efecto, desde el Inicie 

de los experimentos •• constato un decremento en la velocidad de 

reaccibn proporcional a la concentraclOn de boratos. Desde el 

punto de vista clnttlco, este comportamiento fue similar al que 

presenta un lnhlbldor de tipo mixto, aunque dicho comportamiento 

cln~tlco sblo •• observo a bajas concentraciones de Iones borato, 

a dlf•r•ncla de lo qu• ocurre normalmente con un lnhlbldor •ixto. 

De h•cho, al obs•rvar una lnhiblclbn proporcional a la 

conc•ntraclOn d• lnhlbldor, se concluyo d• antemano qu• las 

caract•rlstlcas de dicho lnhtbldor serian dlflctlmente descrita• 

por los modelos de lnhtbtclbn tradicionales. 

Las P•r•p•ctlvas que·•• presentan ant• loa r•sultada• d• 

est• trabajo aan varias: 
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En prlm•r lugar, se deben efectuar la• r•acclone• de 

ac•ptar, empl•ando maltosa, •n pr•••ncla de boratos can •1 fin de 

lncr•m•ntar rendlml•nto• y ob••rvar •l comportamiento sobre las 

caract•rlstlcas d• lo• productos. 

D•ntro de la misma slnte•I• de dextrana• nativas, •l hecho 

d• disminuir as r•acclones lateral•• r•dundar•, sin duda, en un 

lncrem•nto en •l p••o mol•cular, por lo qu• un estudio de 

viscosidad d• las solucione• ••ria fundam•ntal. 

Asimismo, dado qu• la forMacl6n de un compl•Jo borato

fructosa •• v• favor•clda a medida que se Incrementa •l pH, as 

lmportant• contemplar un ••ludio en •l que se observ• el •fecto 

combinada del probabl• lncr•••nlo en la ellmlnaclbn de 

dlsac•rldos y el decr•mento en la velocidad de reacclbn, por 

alejarse del pH bptlmo de actividad de la enzima. Finalmente, la 

caracterl2acl6n clnttlca d•l lnhlbldor queda adn por ser 

Htabl•clda, 

Es •vldent• qu•, dada la lnhlblcl6n, es necesario establecer 

un compromiso basado en productividad, que considere qu• •• trata 

de un producto d• alto valor agregado, para d•f lnlr >l es 

conv•nl•nte lncr•mentar lo• tl•mpos d• reacclbn para mejorar lo• 

r•ndlmlentos o si, por el contraria, no e• ecanbalcamente 

atractivo prolongar la reacclbn para lncr•mentar •n 

apraxlsadaaent• de B a 10~ •u r•ndlal•nto. 
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ll'lllNT CHll •1911 "801111 

1UST 

MM Eet• programa permlt.• obtener para~·&.etro• de lo• •odela• e l••lco• d• 
ctn•tlca enU•atlca. 

2 l'EM Se incluyen lo• caeo• d• Mlchael t• Menten, lnhlbtclon competlttva, no ca 
ttpetltlva, aca•petttlva 'I 11h:ta. 
3 ltEM Lo• punto• •• encuentran pond•ra do•, considerando que •l err"'or •n la •• 
dlclon de la velocidad •• tncremeñta al r-educlr- '"' concentr-aclon de sustrato. 
• ttEM El +Actor d• ponder-aclon ••t• da do para cada punto por la velocidad 
pra•edlo a la cuart~ er1lr• •1 cuadrado de ta desvlacton ••tandar, par lo que 
•• reccnnll'r.da un nilnlrno dtt 4 wiedlclone• por punto. 

5 REM El progranta p•rtalta co•parar lo& re•ultado•, con loe obtenido• "'•dlante 
la r•gre•lon lineal no pcnd•rada. 
6 REI" El pro9rama p•rwilt• lgual••nt•, •f•ctuar 1• carr•cclan el itnlnando •I 
'peor punta •xP•rlnieontat. 
8 INPUT • TITULO DEL EXPERll'IENTO?" I Te 
10 Dit4 St20l 1 Vl20 1 10,,VPt:?0, 1 SVt20l 
20 0111 RV1201,RS!201,Wl201 
21 DIM YCAL 1201, DY 1201 
22 PR• 1 
23 PRINT "EXPERll'IENTO: "1Te 
24 PRINT 
2'5 CLEAR 
26 .... .... 
27 ftRJNT 
29 PIUNT 
2• PRll O 
30 INPUT "HUMERO DE PUNTOS EXPERIMENTALES ?"!NO 
40 INPUT "NUl'IERO DE REPETICIONES POR PUNTO?"lNR 
4'5 FOR 1 • 1 TO NO STEP 1 
46 INPUT "CONCN. DE SUSTRATO?"! S tJ 1 
'50 FOR J • 1 TO NR STEP 1 
60 INPUT 'VALOR DE VELOClDAD?"IVtl,Jl 
?O llEXT J 
90 NEXT I 
84 PRINT 
8'5 INPUT "ALIMENTASTE CORRECTAMENTE LOS DATOS? ENTRA -Y·1 •1ze 
86 IF ze < > •y• THEN OOTO 2'5 
•O fl'Oll I • 1 TO NO STEP 1 
lOO FOR J • l TO HR STEP 1 
110 VPCJl • VPlll + VCJ,Jl 
120 NEXT J 
130 VPIJI • VPIII /NA 
140 NEXT I 
1'50 FOtt I • 1 TO NO STEP 1 
160 "°" J • 1 TO NR STEP 1 
170 SVIII • SVlll + ICVII,JI - VPllll * IVCJ,JI - VPIIlll 
leo NEXT J 
190 SVCll • SQR ISVCJl I !NO• 111 
200 NEXT I 

201 -
202 IF 119 < > •y• THEN GOTO 210 
203 PR• 1 
204 PRTNT "CAl r111 O DE LOS PARAMETROS ELIMINANDO EL PEOR PUNTO EXPERIMENTAL" 
2~'5 PRINT 
706 PlllNT 
207 PIUNT 
208 .. RI O 



210 P1t• l 
2t1 '"lMT •s•, Tl\BI l!ll 1 •vt av •• , TAll 3011 •o.s •• 
212 Pl!INT "·----------------• 
220 FOR 1 • 1 TO NO STEP 1 
230 PRINT SClll TABI 13JIVPl111 TABI 2e11sv111 
2•0 NEJ<T 1 
2•1 PRINT "··-----• 
2•2 PRINT •par••INRI • repeltc:lanee• 
24-S PI!• l) 

2•4 INPUT •-e-Par• cant.tnuar ••• •tx• 
24!1 IF x• ( ) •e• THEN OOTO 1300 
246 IF M9 • •y• THEN GOTO 282 

-?.4? PR• I 
248 Pl!INT 
249 PRINT 
250 FOR 1 • 1 TO NO STEP 1 
260 RVllJ • 1.0 I VPUI 
270 RSllJ • 1.0 I SUJ 
280 Wlll • VPlll • 4 / SVUJ • 2 
281 NEXT 1 
212 sw • o:sxw • o:zx • o:sY\il • o:zv s o:s2wx • o 
283 Z2X • O:SCWY • O:ZCY • O:SDXY • O:ZDXY • O 
284SS•O 
zas FOR 1 • 1 TO NO STEP 1 
290 S~ • SW + Wlll 
300 SXW • SXW • WllJ * RSlll 
301 ZX • Z)( + RSC1> 
310 SYW • SYW + Wlll * RVlll 
311 ZY • ZY + RVlll 
320 SZWX • S2W)( + Wll> * RSUJ * RSllJ 
321 22)( • ZZX + RSllJ * RSllJ 
330 SCWY • SCWY + Wlll 11 RVlll * RVllJ 
331 2CY • ZCY + RVUI * RVlll 
340 SDXY • SDXY + 11111 11 RSlll * RVllJ 
341 ZDXY • ZDXY + RSllJ * RVlll 
350 NEJ<T 1 
3!11 MI< • 21( I NO 
352 FOR 1 • 1 TO NO STEP l 
353 SS• SS+ llRSlll • MXJ * IRSlll - MXIJ 
3!14 NEXT 1 
356 Rl • NO * ZDJ<Y • ZJ< * ZY 
35? RZ • NO * ZZX - ZX 11 ZJ< 
358 R3 • NO * ZCY - ZY 11 ZY 
3!19 RR • Rl / 1 SQR IR2 * R31 J 
360 NU" • ISW * SDXY 1 • ISXW * SYWI 
370 DEN • ISW 1t 62WXI • ISXW 1t SXWI 
380 PEN • .NUM I DEN 
390 B • ISYW • PEN 1t SJ<lll I SW 
400 DS • ISCWY • SYW * SYW / SW • PEN 1t HUM I SWI / INO - 21 
410 DI • SQR IDSI 
420 OPEN • DI 1t S8R ISW I DEN! 
430 DI • DI 1t 51lR 152111< I DENI 
431 ZEDEN • NO 1t Z2lC - ZX 11 ZX 
•32 Z- • NO 1t ZDXY • ZlC 1t ZY 
433 CPEN • ZNUM I ZE:DEN 
434 CB • ZY / NO - CPEN 1t ZX I NO 
435 E9 • SE>R 1 IZCY • CB 11 ZY • CPEN 11 ZDXYI I INO - 21 J 
436 SI • ES / 1 SBR ISSI 1 
437 S2 • ES * 1 SOR IZ2J< / lNO * 5511 1 
438 PRINT 
439 PRINT "REGRESIOll PONDERADA• 
440 PRINT 
4~2 PRINT •pendtent-i-=• ;'PEN 
443 PflINT •4... ··uwEM 
44~ PRUIT •or-denad11 ••t 8 
111146 PRtNT • d... •• 'na 



447 PltlNT 
449 Plt!NT • REOAESIOI' NO PONDERADA" 
449 l'RIHT 
490 PIUNT •pendiente n.p.••1tPEN 
4S1 PRINT •d.•. ••151 
493 PfllNT •ordenad• n.p. ••ice 
494 PRJNT •d.• ••1s2 
4S6 l'ltlHT 
49? PIUNT •coeficiente de carrelaclc1n••1RR 
4Se l'IUNT •---------• 
4S9 1'11• O 
460 INl'UT "ENTltA•V•SI DESEA& KM V VMAX: "IAS 
461 PRINT 
462 l'IUNT 
470 IF AS < > "V" THEN GOTO S?O 
4eO KM ¡,, PEN 1 1 
490 lflM)( • 1.0 1 • 
!IOO NVMAX • 1,0 1 CI 
SIO Nl<M • llllllAX • CPEN 
saa PR• 1 
Sl9 PRINT 
S20 PRINT "KM •" I KM 
930 PRINT •t<MCn.p'.1••1Nt<M 
S32 PltlNT 
940 PRINT •v "'ªx •• 1 VMAX 
9~0 PRINT ·v ,, •• Cn.p.t••1NVMAX 
SSI PAINT 
SS2 PRINT 
SS3 PIUNT 
S!l4 PIUNT 
!IS'!! PAINT 
!IS6 PRW O 
S60 GOTO ?SO 
!170 INPUT ºENTRA ·V·SI LA PENDIENTE ESTA MODIFICADA PORll+l/KI 1: 'IBS 
S71 PRINT 
sn PRINT 
seo. IF .. > •v. THEN OOTO 660 
sea PRINT 
S89 PIUNT 
S90 INPUT •coNCENTRACION DE INHlllDOR?"JINH 
610 1,.UT 'VALOR DEL KM?ºJAKM 
620 INPUT "VALOR DE LA \ltllax?ºJAVllAX 
630 KI • INH / CCPEN • AVMAXI 1 AKM - 11 
631 111< • INM I l ICPEN • AVMAXI I AKM - 11 
632 PRW 1 
633 PRINT 
634 PRINT 'PARA LA PENDIENTE:• 
•39 PltlNT •--------• 
636 PRINT 
641' PRINT 'KI •"IKI 
645 PRINT 'Kll.,,p.1•'1111< 
64' PltlNT •para C INH> •• JNH 
649 PRINT 
650 l'fHNT •can unidad•• Igual•• a las de la canc•ntraclan d1 inhlbldor• 
651 1'11• o 
652 PRINT 
660 INPUT "ENTRA-Y- SI LA ORDENADA AL ORIGEN ESTA MODIFICADA PORll+l/KI 1: 'ICS 
66l PRINT 
662 PRINT 
6?0 IF es ( > •y• THEN GOTO 750 
t.80 IM'OT ·vM..OR H LA V.ax?• 1AVMAX 
690 INPUT 'COflCN, DE lllHIBIDOR?º llNH 
:no K2. INH I 118 • l\VMAXI - 11 
?t l l'Zt< - INH I t tea .. AVMAXI - 11 
"'12 PR• l 
713 Pl'!INT 



714 
?!!! 
:no 
72!! 
?26 
727 
?JO 
732 
733 
734 
7!10 
760 
100!! 
101!! 
1016 

PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PRINT 
PR" O 
INPUT 
IF D• 

IF M• 
PRINT 
PRINT 

'PARA LA ORDENADA:' 

•Kt =-•tK2 
•Ki<n.p.)a•¡t2t< 
•p•ra C INHJ •" 1 INH 

•con untdade• i9ualea • 1&• de la concenlraclon de lnhibldor• 

'ENTRA-Y-SI TERMINASTE!' ID• 
< > •y• THEN GOTO 460 

• •y• THEN GOTO 1300 

1020 INPUT DESEAS EFECTUAR DE NUEVO LA CORRELACION, ELIMINANDO EL PEOR PUNTO 
EXPERIMENTAL? ENTRA-Y-l'IM• 
1030 IF M• < > 'Y' THEN GOTO 1300 
1035 REM Se determina la dlf•rencta entre Y calculado y Y experimental com 
ocrlterlo para eli111lnaclon del peor punto 
1040 FOR 1 = 1 TO NO STEP 1 
10!!0 YCAL!ll • B + PEN t RSIIl 
1060 DY!ll • ABS IRVlll - YCAL!lll 
1080 NEXT 
108!5 REM Det•rmt nar el p•or punto xw, yw 
1090 M = 1 
11 00 TEST • DY 111 

1110 "'"' "' 2 
1111 IF DY IMMI < TEST THEN GOTO 1114 
1112 TEST = DY IMMI 
1113 M • MM 
1114 MM • MM + 1 
111!1 IF NO > • MM THEN GOTO 1111 
1116 XW • RSIMI 
1117 YW = RV!Ml 
1118 WW = WtMI 
1120 PDY • DY tMl 
113'!5 REM Se elimina el peer punto y se corren lost dem••,•xcepto cuando el pl!'or
•• el ult.tmo. 

1140 IF M • NO GOTO 1200 
11!10 FOR J = M TO NO STEP 
11!!5 StJI = S!J + 11 
1156 VP(J) D VPtJ + 11 
1160 RStJl • RStJ + 11 
1170 RVtJJ • RVtJ + 11 
1180 SVtJl • SVtJ + 11 
1185 WtJl = WIJ + 11 
1190 NEXT J 
1200 NO • NO -
1210 GOTO 201 
12!!0 PRINT 
1260 PRINT 
1300 PRINT 
1310 PRINT 
1320 PR" 1 
1321 PRINT 
1322 PP.INT •ftn de la correlactan• 
1323 PRINT 
1324 PR" O 
1400 END 
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