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INTRODUCCION

El proyecto de [nvestigacion que constituye este trabajo es resultado de la
creciente Importancia de la  Biotecnologla, en general, y en particular de
la ‘tecnologlu enzimatica en las industrias, alimentaria, quimica y
farmacéutica entre otras.

El alslamiento de microor de producir enzimas con potencial

uso industrial que permitan, entre otras cosas, el desarrollo de nuevos
productos y materias primas, !a incorporacitn de alimentos no
convencionales y el mejoramiento nutriclonal de los ya existentes, dia a
dia adquiere mayor relevancla (Lopez-Mungula, 1985),

Asl tenemos que, la selecciéon de microorganismos de diversas fuentes, con

capacldad de producir i que se adap a idades especificas y
que, mediante la aplicacién de nuevas metodologlas, se puedan inducir a la
produccién de upa actividad especifica, justifica el desarrollo de
proyectos en la investigacién de esta &rea. Este trabajo esta en particular
referido a la Industria de la cafia de azicar.

El en la vl idad de solucl de sacarosa debido al desarrollo

de microorganismos capaces de sintetizar polimeros extracelulares, es un
problema presente en la industria azucarera desde el siglo pasado. Esto
ocasiona que los procesos de filtracién, clarificacién y cristalizacién en
la produccion de aztcar, se dificulten y que el rendimiento disminuya.

Fue principalmente en Francla y Alemania en donde se empezé a estudiar este
problema y sus causas, W.B. Grove, reporté en 1884 que: "La goma producida
por L. mesenteroldes llamada en Francia “gomme de sucrerie” y "froschlaich"
en Alemania, causa grandes pérdidas debido a la rapida produccién de la
goma que es insoluble, elastica, y cartilaginosa.

En 1897 Alfred Fischer, cita que los bi § pr dos por esta




bacteria .se han denominade fermentacién de dextrana produciéndose ademas,
4cido lactico que acldifica el jugo de cafa originalmente neutro.

Las “invcctigaciones realizadas sobre la alteracién que presentaba el azucar
urudo, condujo a la conclusién de que este problema no era ocasionado por
0 miéfoogsnismo especifico, si no que la microflora existente era muy
abunddiite

La acclén destiuctora de estos microorganismos se puede manifestar de dos
modos principalmente:

1)Pérdidas de azicar por inversi6n u oxidacién.

2)Interferencia de-lns subproductos en el proceso de purificacién.

Entre los polisacaridos que se han reportado como productos de una

blosintesis a partir de sacarosa, se an pri la dextrana

y la levana, polimeros de glucosa y fructosa respectivamente.

Los idos microbl han ado gran debido a que

la investigmcién en este campo ha permitido conocer la forma de obtener
productos con dlversas caracteristicas y aplicaciones, como por ejemplo su

uso en como v de textura y cuerpo, entre

otros. La Importancia que actualmente tienen los biopolimeros en la

industria, ha originado que diversos proyectos se orienten hacla el azicar

de cafa, una fuente de microor prod es de it que utllizan
como materja prima sacarosa para la sintesis de gomas. Lste trabajo es
parte de una llnea de investigacién que encuentra también su justificacién
en la urgente necesidad de la Industria Azucarera Nacional por diversificar
el uso del azicar, ya que el consumo de sacarosa como edulcorante calérico
ha Ido disminuyendo por el uso cada vez mds frecuente de jarabes
fructosados obtenidos a partir de almidén de maiz. Parte de su éxito se

debe a que su preclo fluctia entre un 15-307% menos que el de la sacarosa



por la disponibilidad de materias primas y por el efecto sinérgico entre la
fructosa y otros edulcorantes.

Esta situaclén ha venido a afectar 1 fa de palses

exportadores de azucar, ya que mercados tan importantes como los Estados

Unldos de Norteamérica, cada vez la utilizan menos.

Por tanto, la sintesis de blopolimeros a partir de sacarosa representa una
forma de diversificacién del uso del azicar, ademids de ser un mercado en
expansién con un gran potencial.

OBJETIVO

El objetivo de esta investigacion es, el aislami. de microor i de

la cafla de azicar para la produccién y caracterizacién de enzimas

extracelulares rel

con la pr de polisacaridos a partir de
sacarosa,

Para cumplir con el objetivo del proyecto, se reallzé primeramente el
ajslamlento e Identificacién de microorganismos utilizando azucar de cafia

como fuesite natural. Posteriormente se procedié a la caracterizaclén de las

dicl de fer [6n para la produccién de la activiadad enzimatica

deseada. La enzima producida fue caracterizada en términos de actividad y

reacclones de aceptor para la produccién de oli aridos, diand

por ultimo los productos de reaccion y el efecto de diferentes métodos de

degradacién sobre los mismos, por medlo de analisis con HPLC (cr grafia

liquida de alta presién),



1. MICROBIOLOGIA DEL AZUCAR DE CANA

El origen de los estudios microbiolégicos en la cafia de azicar, estd
Intimamente relacionado con la historla de la formacién de masas
mucilaginosas en los jugos de remolacha, problema que se empez6é a estudiar
principalmente en Francia y Alemania. ésto afectaba seriamente los procesos
de clarificacién, filtracién y cristalizacién en la fabricacién de azocar.

Hacla 1890 se aceptaba ya, de modo general, que un microorganismo
llamado L. mesenteroides era una de las causas de formacién de mucosidades.
Sin embargo las Investigaciones sobre la alteracién de los azdcares crudos
porporcionaron valiosos conocimlentos sobre la flora microblana del azgcar
de toda la industria en general. Resultd evidente que la microfiora era
extensiva y que no se podia considerar un organismo especifico como el

causante de la alteracién.

1.0. Microorganismos en la cafia de aztcar

Los microorganismos presentes en la cafia de azdcar provienen del suelo y de
fos desechos de las plantas decadentes.

La microflora existente en la cafia es varlable e influenciada
principalmente por la temperatura, humedad y la temporada (Duncan y
Colmer,(1964)).

Las bacterias que se encuentran comunmente en las hojas y tallo de la cafia

son pecies de Flavob tum, Lactobactlius, Xant Enterobact

(probablemente Kiebstella pneumontiae, Nunez y Colmer, 1968), Pseudomonas,



Erwinta, Leuconostoc, Bacillus y Corinebacterium; sigunss de las anteriores

son p P para p

Algunas especles de hongos y
levaduras también se encuentran.

2. Efectd’ del procesamiento ds la cafia en los microorganismos:

Las etapas generales en la fabricaci6n de azdcar se resumen en la figura 1.
La cafia es procesada a az(icar crudo en una secuencia de operaciones (Maoroz,
1963), la mayoria de las cuales afecta o se ve afectada por la microflora.

La sacarosa esté expuesta a la accién enzimética competidora de una
multitud de microorganismos, desde el momento en que se corta la cafia hasta

el momento en que se clarifica el jugo extraido.
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FIGURA): DIAGRAMA DE FABRICACION DE AZUCAR DE CANA




A continuacién se mencicnan cada una de las etapas en la fabricacién del

azOcar de cafia y los microor pr en las mi

Hay diferentes métodos de cosecha de la cafia y cada uno presenta ventajas y
desventajas con respecto a la destruccién microblans del azdcar de la cafia
cosechada.

ta temperatura, la humedad y el tiempo desde el corte hasta la molienda,
tlenen también una gran influencia en la contaminacién microbiana.

La quems de la cafia para remover hojas, puede incrementar la temperatura

del tallo de 55°—85°C. Apar el do no destruye a muchos

ey

. 1
microoryg: termo

porque una gran variedad de ellos pueden

arse del wdo (Bevan y Bond, 1971). Leuconostoc
mesenteroldes ha sido encomtrado en tallos, con una concentracién igual,

antes y después del quemado y se incrementa marcadamente con el tiempo

D del do. A bién se an  microorgani
esporulados.

\
La acldificacién de la cafia es e! resultado del crecimi de L st

y otras bacterias formadoras de acido en la cafla reclén cosechada. Estos
microorganismos producen azocar invertido, 4cido lactico y acético y,

. .
frecuentemente, dextrana,



b) Extraccisn

Afor d las dici del medio favorables para el desarrallo de

los microorganismos en la fabricacién de azicar, estén limitadas a un 4rea
particular: el cicle de extraccion.

El proceso de extraccion comprende una operacién de molienda en la que el
tallo de la cafia triturado o cortadc en trozos pasa por una serie de

molinos que exprimen e! liquido que contlene. La mezcla de los jugos asf

" el a,

forma e} |l

Jjugo mixto de ta cafa 6 Jugo crude. Su densidad

varia de 10 a I8 grados Brix a una temperatura de 25%-a0%, pH de 5.0-5.6;

hund ¢ . it

contienen sales orgdnicas e inorg y otros
nutrimentos.,

Bajo estas dic los microorgani formadores de dextrana como
L. teroides se p facilmente (Pederson y Hucker, 1946; Macleskey

y col, 1947); los microorganismos catalasa negativos microaertfilos crecen
blen, produclendo scido, invertasa y dextrana.
Los microorganismos presentes en el jugo de cafia pueden ser clasificados de

acuerde a su importancia econdémica en la fabricacién de azucar, como sigue:

~Bacterias:

1. Especies que destruyen la sacarosa sin formacion de goma y
fas cuales son de Importancia solamente en & juga,

2. Especies formadoras de goma, en donde se incluye a las
formadoras de dextrapa como L. mesenterofdes y las formadoras de levana
pertenecientes al grups mesentericus. Este grupo persiste a través del
proceso entero de fabricacién y puede causar inversion lenta de la sacaresa

en jarabes y metazas.



3. Especles conocidas como terméfilas las cuales se desarrollan
a temperaturas entre 46°-73°C. algunas veces son responsables del deterioro
de los jugos clarificados calientes; generalmente se desarrollan en los

filtros y contenedores del jugo.

~-Hongos:

1. Especies con un poder de Inversion muy fuerte; son activas en
Jugos asl como en Jarabes y son los causantes del deterioro mas activo det
azticar crudo, ejemplos Aspergillus repens y Aspergillus niger,

2. Especies que. producen una inversion ligera de la pelicula de
melaza que cubre los cristales de azicar, adem#s pueden producir pérdidas
considerables de sacarosa en el jugo de caha, cjemplos: el grupo de
Citromyces y Monitia fusca (Browne),

3. Especies que pueden ser encontradas en productos de azdcar pero

que no tienen gran importancia econ6mica.

-Levaduras:

1. Especies encontradas en el jugo crude y que producen una
inversién activa de sacarosa a esa densidad.

2, Especies de levaduras no esporuladas conocidas como Torulae,
inducen a una destruccion activa de azicares reductores y con frecuencia
presentan una accién selectiva sobre fructosa, en jarabes, melazas y en la
pelicula que rodea los cristales de azucar crudo.

La microbiologia del jugo crudo ha sido reportada en numerosos estudios.
Las bacterias mas comunmente encontradas son especies de Actinomyces,

Bactllus, Enterobacter, Escherichia, Erwlinla, Fl ) tun, L st




Lactobacillus, Micr Serratia, Streptomyces y Ther Ay Las
levaduras son h y Torulopsis, Candida y Pichia spp. Entre los

hongos se encuentran Aspergillus, Penicillilum, Citromyces, Cladosportum y
Montiia.

La ‘masa mucilaginosa es el producto final bacterlologico mds grave que
puede afectar la operacién normal de un molino de cafia.

En la tabla | se muestran algunas de las especies mencionadas en la

literatura y el producto que forman.

TABLA 1. MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GOMA QUE HAN SIDO
AISLADOS EN LOS MOLINOS DE CANA DE AZUCAR

Organismo Producto Investigador
L. mesenterotdes dextrana Van Thie,
Clenkowski ( 1887)
L. dextranicum dextrana Beljerinck (1912}
B. subtills levana Owsn (1918)

c) Operaciones subsecuentes
\

Las operaciones después de |a extraccién consisten en un tratamiento
quimico a alta temperatwra llamado clarificaclén, seguido de sedimentacién
y filtracién, la concentracién del jugo clarificado y finalmente la
cristalizacién del producto comercial.

La clarificacién disminuye l!a cuenta microblana en un 99.99%, pero la
dextrana y muchas esporas bacterianas persisten,

La dextrana puede llegar a producir una solucién demasiado viscosa y esto

10



pueds tapar las tuberfas interfiriendo en otras etapas del proceso

incrementando el tiempo del mismo y dismi do la eficiencia en la

clarificacién™ y bisn la velocidad de cristalizacién dando como resultado

cristales deformes.

Las bacterlas que *no forman esporas Y las levaduras son destruidas
facllmente por el ralor, mientras que las bacterias termoéfilas son
eliminadas fisicamente durante ta clarificacién y se encuentran en los

lodos de di {én. La poblacl general microbiana presente en el

proceso de fabricacién de azocar su eliminaclon y las Areas de reincidencia

se ilustran en la tabla 2.



TASBLA 2. POBLACION MICROBIANA GENERAL EN EL PROCESO DE

FABRICACION DE AZUCAR

Subproducto Tipo de microorganismos No./g

Jugo de la cafia Bacterias, levaduras y hongos 280,000

Jugo sulfitado Bacterias, levaduras y hongos 35,000
Jugo alcalinizado  Bacterias principalmente 37
Jugo clarificado Bacilos que forman esporas 750
Meiaza cvaporada Bacilos que forman esporas 400
Masa cocida Bacilos que forman esporas 450
Azucar crudo Bacflos que forman esporas 600
Melazas Microfiora mixta 35,000
Agua de lavado Microflora mixta 25,000
Torta del filitro Microflora mixta 150,000
prensa

NOTA: No./ge numero de microorganiamos por grama de subproducto.



3. Microbjologia del aztécar crudo de cafia

El aziocar crudo se obtiene del jugo clarificado y evaporado. éste consiste
de aproximadamente 98-99.3% de sacarosa-en forma cristalina y de 0.5-27% de
melazas, las cuales cubren los cristales.

Las melazas estan constituidas de sacarosa, agua, azicar Invertido, acidos
orgdnicos, aminoacidos y otros compuestos nitrogenados, minerales, cenizas,
dextrana y otros polisacéridos.

La actividad de agua (aw) debe ser de 0.65 & menor y el valor de pH varia
de 5.0 a 6.0.

El contenido microbiolégico del azicar crudo consiste de esporas de
bacterias, levaduras y hongos. Algunas esporas estan presentes porque
resisten el procesc térmico y no son eliminadas durante ia clarificacién.

l.as bacterias que se encuentran con més frecuencia son Baclllus spp; los

microor no crecen en el azGcar crudo pero pueden hacerlo
en soluciones diluidas del mismo durante el proceso de refinamiento,
Desul fotomaculum (Clostridium) nlgrificans, C. butyricum y especles de
Bacillus termofllicos, asi comoe hongos de los géneros Aspergillus,
Penicillium y Monilia.

Las levaduras son principalmente osmofilas como Saccharomyces rouxii y S.

mellls.
4. Microbiologla del azicar refinado
En el refinamiento dei azicar crudo a azicar cristalino se desea remover

impurezas y producir cristales de sacarosa con una pureza superior al

99.997.



El jarabe empleado para la afinacién puede contener un némero considerable
de esporas (Owen, 1977) pero el proceso total de afinacion, defecacién y
filtracidon remueve gran parte de los microorganismos; otros pueden ser

destruidos durante el mezclado a temperaturas de 70°-90°c.

tad, tml

Existen pocas oport para el cr o microbiano en la secuencia
principal de operaciones ya que la temperatura es muy alta y la actlvidad

acuosa muy bafa.

11, POLISACARIDOS PRODUCIDOS POR FERMENTACION

Los polisacAridos se presentan como reservas de energia y como materiales
estructurales en pared celular y capsulas extracelulares,

Los 1 aridos d f distintas funciones, algunas de las

posibles funci se i a conti

~Proteccién de los microorganismos en contra de la desecacion;

-Como una barrera para prevenir el ataque de virus sobre sitios especificos
en la pared celular;

-Como reservas de energia y carbono;

-Convertir el exceso de sustrato en espuma para que no sea metabolizable
por otros microorganismos;

~Interacciéon con celulas de plantas ¢ animales en relaciones especificas
simbié6ticas 6 patogénicas.

La produccién de polisacdridos de fuentes microbianas permite la sintesis
controlada del polimero y un abastecimiento constante. En adicién a lo
anterior, los polisacaridos microbianos frecuentemente poseen propiedades

fisicas y quimicas unicas, mejorando las caracteristicas funcionales y

disminuyer 1a d da biolégica de oxig



Una fermentacion permite el crecimi de or bajo dlci
amblentales precisamente definidas; ésto controla el proceso biosintético y

permite manipular el tipo y especificaciones del producto. Cambios

especificos en las dici de crecimi pueden modificar el peso
molecular y estructura de polimero resultante.

Diferentes  polisacaridos microbianos son producidos hoy en dia
comercialmente. Como ejemplos podemos citar la dextrana, xantana, goma

gelan, zanflo y politran; muchos otros estdn en desarrollo.

1. Polisacsridos sintetizados a partir de sacarosa

Entre estos polisacdridos se an  pr e la levana, la

dextrana y la alternana, el primero es un homopolimero de fructosa y los

dos Gitimos de glucosa.

A. Levanas
Las levanas son homopolimeros constituidos de unidades de D-fructofuranosa

unidas  principal por 1 B(2—6), También existen enlaces

B(2—1) en un radio de aproximadamente un punto de ramificacién cada nueve

unidades de D-fructosil,

Los pesos moleculares de las son  extr d altos. Se han

obtenido valores de 17 a 67 millones (Feingold y Gebatla 1957) para la

ducid

levana pry

por Aerob tevani . y arriba de 100 mitlones para
la producida por Bactllus subtilis .

Diferentes especies de Bacillus producen l1a enzima extracelular responsable
de la sintesis de la levana a partir de sacarosa, entre los microorganismo

que bhan sido reportados como productores de levana se encuentran: 8.

sqb!ll(s, Azetobacter, Acr bacter, Aerobacter, Arthrobacter y

Azotobacter.



La estructura de la levana se puede simplificar de la manera siguiente:

2Fr6 —— 2Fr6 ...
4
. 1 .
2Fr6¢—— 2Fr6 .....2Fr6e— 2Fr6 ..... 2Fr6e—- 2FT6 ...
1
2Fr6e— 2Fré ..... 2Fr6e—— 2Fr6 ...,
1
T
2Fré6 ...

A.l, Levansacarasa
La levansacarasa es una B-D-fructosil transferasa, que cataliza la
transferencia de un radical fructosil sobre un radlcal aceptor.
{B~2,6-Fructan;D-glucosa 6-Fructosiltransferasa, E.C.2.4.1.1.0)
La reaccién de sintesis general se presenta a continuacién:
n(Sacarosa) ——— {B-D-fructofuranosil)ln + n D-glu
levana
La accién catalitica de la enzima puede representarse por la relacion:
sacarosa + aceptor ————3 glucosa + fructosil-aceptor
En presencla de levana la reversibilidad de esta reaccion se demostré por
Dedonder (1966} :
sacarosa + levana’l = lcvanaml + glucosa

La asa tiene una accion hidrolitica sobre las levanas:

lcvanan + HO ———— lcvananl + fructosa

A2 Pr fon de 1 asa

ta | asa fue di blerta por Aschner ¥ col. (1942) y

Avineri-Shapiro y col. (1945) en AJerobacter levanicum y Bacillus subtills.

Desde que se puso en evidencia esta enzima, el estudio de la produccién de



a asa se ha realizado a partir de cultives de Bacillus sudtills.

En la cepa de B. subtilis utilizada por donder (1960), la 1 ash

es inducible. Puede ser inducida en los cultivos donde la fuente de carbono
es el glicerol y por sacarosa en concentraciones de 2x10°M a O.5M. Estos
autores .sugieren que la sacarosa induce a una permeasa responsable de la
excrecion de la levansacarasa. £stos autores también pusieron en evidencia
la importancia de} hierro en el medio de cultivo del microorganismo,
encontrando que en ausencia de hierro 1a actividad de levansacarasa
extracelular es tres veces menor y no hay relacién entre el crecimiento de

Bacillus subttiis y la actividad enzimatica del sobrenadante del cultivo,

El estudio de la pr ion de la asa ha sido realizado con otros
microorg inducibles tales como Acetob suboxydans var. levanicum
(Elisashvill, 1974) y Gluconobacter oxydans (Tkachenko y Loitsyanskaya,

1976, 1978).

A.3 Unos de las levanas

La aplicacién de las levanas no ha tenido un desarrollo comparable al de
las dextranas; una posible aplicacién de las de peso molecular de 65 00O
daltons es en medicina como sustituto de plasma sanguineo {Hestrin y col.,
1956).

Otro uso potenclal es en fotografia en donde se puede emplear en la

fabricacién de 1si foto- ibles {Chambers y Overman, 1964).

B. Dextrana
Dextrana es el nombre que se da a una gran variedad de polisacaridos

1

bacterianos extracel es, p casi | de idad:

monoméricas de a-D-glucopiranosa. unidas princi por i

af{l—6). Existe una gran cantidad de dextranas con cstructuras que varian

en su grado de ramificacion (Alsop, 1983), y con una gama de pesos



moleculares que va de 5000 a 3x10" daltons (Lawson y Sutherland, 1978).
Entre las bacterias que sintetizan dextrana se encuentran los géneros

Aeetobact, Retah

Strept Streptobactertum, A ium y en especlal

Leuconostoc, especles mesenteroides y dextranicum. Adn cuando cada cepa
prodice un tipo dnico de dextrana, existen dos caracteristicas comunes en
todas: a) La sacarosa constituye la dnica fuente de carbono aproplada para
la fabricacion del pollsacarido, y b) La glucana producida tiene siempre un
alto porcentaje de enlaces a{l-¥6) (Alsop, 1983; Sandford, 1979). Los

enlaces restantes suelen ser a(l—2), «(l—3) y «(l—4). Cuando la

proporcién de enlaces a(l—6} no predomi el polisacarido se conoce
generalmente con otro nombre (ej. mutana, alternana, etc.).
A continuacién se ilustra la estructura de Jla dextrana producida

por L. mesenteroides NRRL-B-S5i2 (Lawson y Sutherland, i978):

~{-6-a-D-Glep-{1—6)~x-D-Glc-(1—6)-a-D-Glcp-1]
3

a- D-Glcp

8.1 Dextransacarasa

La enzima extracelular responsable de Ja sintesis de dextrana es fa
dextransacarasa (E.C.2.4.1.5) (alt—®) - D - glucan - ,D - [ructosa - 2 -
D - glucosiltransferasa).Esta enzima cataliza la reaccién:

n Sacarosa ———3 G - (G)mz- G + n Fructosa

La energia necesaria para fa d i6n de los resid | o es

proporcionada por ta hidrolisis del enlace osldico de la sacarosa.



B2, M i de r f6n de la 1 dextransacarasa

El i de r i6n de la dextr asa ha sido descrito por Robyt y

col,, (1974). E! mecanismo postula la presencia de dos formas activas de

complejacién de la i nzi 1 y enzim trana.

Cada nueva glucosa incorporada a la dextrana, se agrega al complejo

enzima-dextrana di leofilico del oxigeno de carbono 6 de

e un a;aquc
la glucosa al carbono 1 del dextrano, para formar el enlace a{l—6). Esta
nueva unidad de glucosa, proveniente del complejo enzima-glucosa, se agrega
al complejo enzima-dextrana, justamente en el punto de unién, al mismo
tiempo que una nueva molécula de sacarosa es hidrolizada para dar lugar al

complejo enzima-glucosa, la cadena de dextrana crece asl, en principio

indefinid solo la pr la de aceptores detiene el crecimiento.

B.3, Usos de la dextrana

Debido al gran namero de aplicaclones que se han encontrade y las
modificaciones que se les han hecho, las dextranas se convierten en el
polisacarido microbiano mas estudiado hasta la fecha. !

Entre las aplicaclones de la dextrana nativa se encuentran:

En alimentos, como estabilizador y viscosante en jarabes, concentrados de
Jugos cltricos, procesamicnto de frutas, preservacion de alimentos
{pelicula protectora), composicién de helados, etc,

Otros  usos som: en la recuperacién secundaria de petroleo, la

estabilizacion de agregados de suelo, la jcién de  flocul en

productos de papel, la fabricacion de suturas quirurgicas, etc,



Por otro lado, las dextranas no nativas de bajo peso molecular tlenen
aplicacién importante en la Industrla farmacéutica, en donde son utilizadas

como sustitutos de plasma y mejoradores del flufo sanguineo,

C. Alternano

L. mesenteroldes NRRL B-1355 produce cuando crece en presencia de sacarosa
dos glucosiitransferasas; una dextransacarasa capaz de producir dextrana de
estructura similar 8 la producida por la cepa de L. mesenterotdes NRRL
B-512F y una segunda enzima la cual ha sido nombrada alternansacarasa
{E.C.2.4.1.140).

El polimero sintetizado por esta enzima esta constituldo por residuos
glucosidicos con una secuencla alternante de enlaces all—6) y a(l—3) y
es denominado alternano (Cot y Robyt l9§2).

Esta estructura no ususl y la resistencia a enzlmas hidroliticas como la
amilasa y dextranssa hicleron que se considere al alternano y

§ J il

Nanos coino pr P para la Industria de alimentos,

especialmente en los casos donde se requieren viscosidad y cuerpo, sin
adiclén de calorias,
A continuacién se muestra una representaclon grafica de la estructura del

alternano:



Se ha encontrado que asas  extr lares de varias fuentes

bacterianas, incluyendo L oldes, catalizan la transfecencia de
grupos glucosil de sacarosa a azdcares aceptores de bajo peso molecular,
formandose una serie de oligosacaridos.

Robyt y Walseth (1978) describieron el mecanismo por el cual las reacciones
de aceptor se llevan a cabo y concluyen que sirven para finalizar ‘la
polimerizaclén de dextrana.

Hay diferentes carbohidratos que pueden actuar como aceptores en la
reaccién de la dextransacarasa. Una lista de 27 compuestos ha sido

publicada {Robyt 1980). La maltosa e Isomaltosa son los mas activos.

Como la dextr: asa, la alter asa forma en pr {a de sacarosa
y aceptores, productos de peso lar bajo, d inad goalternanos
(Cot y Robyt 1982). Estos autores aron que en pr ia de It

se forman un trisacArido y dos tetrasacéaridos.

11l. CONDICIONES DE FERMENTACION PARA LA OPTIMA PRODUCCION ENZIMATICA.

Tsuchiya (1952) descubrid los efectos de clertos factores en el medio de
cultivo sobre la produccion de dextransacarasa de L. mesentercides . En
primera instancia confirmé que la sacarosa es esencial para la produccién
enzimatica.

El organismo puede crecer en medios con glucosa, fructosa o maitosa, pero
sin Induccién de la dextransacarasa. Encontré también que al incrementar

jos niveles de sacarosa progresivamente de 0.5%2 a 57 incrementaba el

2



rendimiento de la enzima pero que a concentraciones mayores a 2% en
sacarosa las soluciones se tornaban muy viscosas dificultando la separacién
de las células, debido a que la enzima una vez en el medio y en presencia
de sacarosa, iniciaba la produccion de dextrana.

En el estudio del pH ‘sobre la produccién enzimatica se encontré que el
maximo rendimiento se logra a un pH de 6.7 y dentro del intervalo de
temperatura 20-29°C. el méaximo rendimiento enzimatico se encontré a 23°C.
Hasta hace poco estas condiciones se consideraban como las éptimas para la
produccién de la dextransacarasa, sin embargo, los trabajos realizados por
Schneider (1980) y por Lépez y Monsan (1980) resultaron en condiciones de

produccion que dan lugar a niveles mas elevados de dextransacarasa.

-pH del medio de fermentacion

Para establecer las condiciones Optimas de pH en la produccién de la enzima
es necesario conocer la Influencia del pH en la produccion, actividad y
estabilidad enzimatica. Koepseil (1952) encontré que el pH 6ptimo para la
produccién  enzimatica es de 6,5-7.0, para la actividad y estabilidad,

5.0-5.2, ademas es relativamente Inestable a 6.7.

~Temperatura

La regulacién de la temperatura durante la fermentacién es también un
parametro critico e Independiente del pH. Koepsell (1952) reporté un pH
optimo igual a 6.7 para la produccién enzimatica, sin embargo, este
resultado corresponde cuando temperatura es de 23°C‘ Bergey {i974) reporta
que la formacién de dextrana a partir de sacarosa es favorecida a una
temperatura de 20-25°C. El valor 6ptimo  para el crecimiento del
microorganismo es de JO“C, sin embargo resulta demasiado alto para uns

pr ica, por su baja estabilidad.
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Alsop (1983) realizé el estudlo del grado de aireacién sobre las

fermentaciones de produccié Imatica, concluyendo que con oxi{ puro y

bi6xido de carbono saturado el cr o termina rap e y con 0% y

algo de aireacion (507%) se incrementa el creclmliento.
~Fuente de carbono

Las cepas de L. mesenteroides utilizan un gran numero de carbohidratos, sin

embargo, la sacarosa es el anico sustrato que induce la produccién de la
enzima y también es el Gnico utilizable para la sintesis de dextranas.

Para una produccidn econdmica de la enzima con altos rendimientos se
encontrd que es necesario mantener un nivel bajo en sacrosa (5-10 g/1) a lo

largo de la fermentacién. Monsan y Lépez (1981), desarrollaron un sistema

de fer i retroali da, que permite mantener baja la concentracién

de sacarosa en e! medio eliminando el fen6meno de represion catabélica e

la pr de enzima de 7 a B veces.

incr
-Fuente de nitrégeno y factores de crecimiento
Normalmente las fuentes de nitrégeno fundamental que se han utilizado para

el cr de L. mesenteroides han sido el liquido de remojo del majz y

el extracto de levadura. Estos materiales complejos proveen los factores de

crecimiento requeridos,

-Fosfato

Ha sido utilizado usualmente en forma de K2HPOs como ingrediente tanto en
la preparacién del inéculo como en fa produccion de la enzima y de la
dextrana, en cantidades que van de 0.1 a 2,0% Proporciona capacidad

amortiguadora al medio de cuitiva.



~Elementos traza

El uso de extracto de levadura o liquido de remojo del maliz supuestamente
proporciona los elementos traza necesarios, sin embargo, en los medios de
fermentaciéon reportados en la literatura existe una suplementacién de
ciertos elementos.

Se trata de una mezcla de Mgz'.Na‘. Fez'y Mn®* conocida como sales “R". En
afios reclentes se ha hecho hincapié en la Importancia del calcio en la
preparacién y acclén de la dextransacarasa. Monsan {l1978) estableclé que la
presencia de 0.057% de CaCl2 estabiliza las soluciones enzimaticas. A. Loépez
(1980) demostré que el medio de fermentacién preparado con 0.005%.de CaClz
no presenta ninguna modificacién en la actividad, ni aun aumentando a
0.05%, empero, la actividad de la enzlma purificada es notablemente

afectada.
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MATERIAL Y METODOS
{. AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

1. Alsiamiento
Utilizando azicar mascabado como fuente natural de aislamiento, se tratd
como se Indica a continuacién:
Se colocaron en un matraz erlenmeyer de 1000 ml, 30g de azdicar mascabado
con 300 ml de caldo nutritivo y se lﬁcubﬁ por un perfodo de 48 hr a 35°c.
Al término de la incubacion se tomé una asada del medio anterior y se
sembré por estria en placas de agar nutritivo més 272 de sacarosa con la
finalidad de lograr el aislamiento directo de colonias. Se incubaron a 30°C
por 24 hr.
Las colonias aisladas y con mayor crecimiento se observaron al microscopio

y se procedié a realizar diluciones suscesivas de 10" a 10®

en solucion
salina 0.9%. Se sembré 0.1 m! de cada una de las diluciones por adsorcitn
en placas de agar sacarosa mas 0.005% de polimixina B. Se incubaron a 30°C
por 24 hr.

Las colonfas aisladas y puras (aspecto gomoso y caracteristicas similares),
se sembraron por picadura en agar nutritivo en tubo inclinado. Después de

la incubacién, se mantuvieron en refrigeracion a 4°C, hasta el momento de

ser utllizadas para producir el inéculo de fermentacion.

En la figura 1 se resume las etapas idas para el aislami



ETAPA PROCEDIMIENTO

1 Fuente natural de aislamiento seleccionada
{az0car mascabado 30g)

l

u Pretratamiento
(Inoculacién en 1 de caldo nutritivo
incubacién a 35 C por 48hr)

m Aislamiento directo
{Resiembra por estria en placa de agar con
27 de sacarosa, incubacién a 30 C/24hrs)

v Seleccién de colonias ajsladas
(Colonias de aspecto gomoso, Gram(+), for-
ma bacilar )

l 1

v Diluciones suscesivas de 10 a 10_6. en
solucién salina 0.92 y siembra de 0.1ml
en agar mds polimixina.

d

Vi . Empleo de medio selectivo para gram (+)
(Resiembra en placa de agar 2% de sacarosa
+ 0.0057% de potimixina B, incubaciéon a -
30°¢C, 24hrs.)

!

vil Colonias aisladas, aspecto gomoso, Gram{+)
puras (apariencia similar). Resjembra en
tubos de agar nutritivo, incubacion a 30°C

por 24hrs.

vin Mantenimiento en refrigeracion a 1°c

FIGURA 2. ETAPAS PARA LA REALIZACION DEL AISLAMIENTO DE
MICROORGANISMOS DE AZUCAR MASCABADO DE CARA
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2, Identificacién

La Identificacitn se realizé6 siguiendo el pr

p por Mac Faddin
-(1981) para determinacién de género y el propuesto por R.C.W. Berkeley y
Col. (1986) con apoyo de las caracteristicas bioquimicas reportadas en

Bergey's Manual, para la determinacion de especle,

A) DETERMINACION DE GENERO

Se realizaron las siguientes pruebas:

1.~Caracteristicas morfolégicas por cbservacién microscopica
a) Forma del microorganismo

b) Tipo de agrupacitn

¢) Presencia de esporas

d} Gram

2.~Caracteristicas metabdlicas
a) Prueba de Catalasa

b) Crecimiento en agar anaeréblco

B) DETERMINACION DE ESPECIE

Para la determinacién de especie se realizaron las sigulentes pruebas
bioquimicas.

~Determinacién de céapsula

~Movilldad

-Tamafio de células

-Voges-Proskauer

—-Acido de: D-glucosa, L-arabinosa, D-xilosa y D-manitol

-Gas de glucosa
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-Hidrélisis de: § gelatina y idy

-Fenilalanina deaminasa

-Reaccién de lecitinasa en yema de huevo
-Reduccion deinllratos

~Formacién de “indol

-Ureasa

~Utilizacién.de citrato

~Crecimiento en caldo nutritivo a pH de: 6.8 y 5.7
=-Creclmiento en NaCl: 5% y 72

~Crecimiento a: 10, 30, 40, 50, 55 y 60°C

II. PRODUCCION DE LA ENZIMA

1. Medio de cultivo
Se empleé para todas la fermentaclones realizadas y desarrollo del inéculo,
el medlo propuesto por Tsuchiga y Col, (1952), que para fines de
simplificar Ia redaccién se nombré como {A)

La composicién de este medio se especifica en la tabla 3.
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TABLA 3. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO (A)

Compuesto g/l
sacaro§a . 20
extracto de levadura 20
KZMPO4 20
Mgso, 2xt0™!
CaCl sx1072
2
NaCl 1x10™*
—4
MnSO‘ 1x10
Feso, xio™*
+ HZO i
pH= 6.8 - 7.0

Para la sobreproduccién de enzimas del tipo glucosiltransferasas se empleo
la técnica descrita por Lépez y Monsan {1981), la fermentacién
retroalimentada se llevé a cabo mediante la adicién de sacarosa a una

concentracién de 40g/ | y se adicionaron 20g/ ! de maltosa.

- Influencia de la fuente de carbono empleada en el medio de

fer ion en la produccién de la enzima.

En este punto se varid solamente la concentracién y tipo de fuente de
carbono empleada, permaneciendo constantes los demas componentes del medio.
Las fuentes estudiadas [lueron lactosa, glucosa y sacarosa a una

concentracion del 4%,
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2. Desarrollo del Indculo
El microorganismo aislado conservado en refrigeraclén en agar nutritivo, se
inoculé en el medio liquido (A} y se crecid por 8 hr a 30°C y 100 rpm.
Terminado el tiempo de incubaclén se colocaron 2 mi del medio en frascos
viales que contenfan 2 mi de gnccrol‘ estéril al 30%. Se conservaron en‘
congelacléon y se utilizaron para realizar un Inécuto al 107 para las
{ermentaclones subsecuentes.
Se efectuaron experimentos con una cepa de coleccion L. mesenteroides NRRL
B-1355 aislada de ia cafla de aztGcar y reportada como productora de dos
glucosil transferasas (Cot y Robyt, 1982).
La cepa de coleccion estaba liofilizada y solamente se resuspendié en el

medio liquido y se realizé lo mismo que para la cepa aislada.

2. Condici de fer 16

La fermentacién liquida para el caso del microorganismo aislado e
identificado se realizé en matraces Erlenmeyer de S00 ml con un volumen de
200 m! de medio (A), bajo las sigulentes condiciones:

~Temperatura controlada a 30°c

-Agitacién de 100 rpm en agitadora orbital con control de temperatura.

-pH inicial del medio de cultivo: 6.8-7.0, sin control del mismo.

-~Tiempo aproximado de fermentacién: 8-10hr.

La cepa L. mesenteroldes NRRL B-1355, se crecié como describen Lopez y
Monsan (1981), para la cepa L. mesenteroldes B-S12. Se reallz6 una
fermentacién retroallmentada con regulacion de pH, en un fermentador de 5 1
marca LH fermentation 2000 serie 1, bajo las siguientes condiciones:
-Temperatura controlada a 28°C

-Agitacién de 300 rpm

~Alreaclén de | vvm
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~pH Intctal ‘de 6.8 m controlar en 5.7 con una soluclén de sacarcsa de
400g/1 en NaOH 2N,
~Tlempo de fermentacién aproximado de 6-8hr.

3. Controles durante la fementacién o -

Se muestred cada hora determinando crecimiento celular por estimacién de la
D.0. a 650 nm ;:n un espectrofotémetro UV Vis marca Perkin Elmer Lambda 3A
de una muestra dilulda 10 veces con agua destilada y el pH en un pH metro
marca Beckman.

Al final de la fermentacién se ajusté el pH a 5.2 con 4cido o-fosférico y
se centrifugé a 10,000 rpm, T= +4°C en una centrifuga marca Janetzki K24,

El sobrenadante libre de células se almacené en refrigeracién, para la

determinacion de actividad enzimatica.

4. Determinacion de actividsd enzimética
La actividad total de glucosiitransferasa y de fructosiltransferasa (con
eventual opnllmlnuclan de invertasa) se estim6 por medicién de los azticares
reductores liberados en una reaccidn en presencia de 10% de sacarosa,
pH=5.2, T=30°C, por el método del 8cido 3,5-dinitrosalicllico (DNS) (Summer

and Howell, 193S).

La diluclén del sobrenad para la estimacl de la actividad debe

permitir lecturas de D.O. a 540 nm en un rango de 0.2-1.0.

5. Definicién de unidades de Ividad

Una unidad de actividad (U.l.} se definié como la cantidad de enzima que
hidroliza una micromol de sacarosa por minuto bajo las condiciones

siguientes: T(°C)=30. conc. de sacarosa 0%, pH=5.2, en buffer acetatos.
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6. Determinacién de proteina soluble total
La proteina soluble totat se cuantificé sigulendo el método simplificado de
Lowry {Peterson, 1977).
La curva estandar -de ajbumina sérica bovina (BSA) queddé descrita por la

ecuacién:

D.O.,’ =(0.00385ml/mg de BSA) (mgBSA/mi) + 0.0306

Con un coeficiente de correlacion r2=0.9989

111, PURIFICACION DE LA ENZIMA

1. Purificacién por aplicacién del si ion-purificacis
por extraccién liquido-liquido con PEG.
Se utillzé el método reportado por Paul y col. (1984), utilizando PEG

(PM=15000). Se agregd al sobr d de fermentacién libre de células una

solucién de PEG al SO% hasta observar la precipitacion. Se recupers el
precipitado por centrifugacién a 8000 rpm por 10 min. La fase PEG superior
se eliminé, la fase polimérica inferior se recupera con buffer acetatos

0.0SM pH=5.2, ¥y se mantiene en refrigeracién a 4°%.

2. Purificacion por cromatografia de flltracién en gel
Después de concentrar y purificar la enzima por precipitacién con PEG, se
realizé la purificacion por filtracién en gel. Una muestra de 0.7 ml de
preparacion enzimatica, se eluyé con buffer acetatos 0,05M pH=5.2 por una
columna de 65 ml de volumen, empacada con Blogel A-SM (agarosa 5 millones).
Las fracclones se colectaron y se les determiné absorbancia a 280 nm,
utitizando un colector con detector integrado U.V 280 nm marca LKB Bromma

2211 superrac, 2158 UVI Cords.

32



-+ 3. Purlficacién por fraccl § con sulfato de amonio

E! sobrenad de fer i6n libre de células, se colocd en un baho de
hielo controlando la temperatura a a°c.

Se agregd progresivamente sulfato de amonio para obtener grados de
saturaclén en intervalos: de 10% desde O hasta 707%. Cada una de las
fracciones precipitadas se recuperé por centrifugacién a 8000 rpm 10

minutos y se conservo en buffer acetatos pH=5.2 a a%.

4. Purificaclén por tratamiento térmico

La enzima prod por L. mesenteroides NRRL B-1355 después de la
extraccion con PEG se sometié la enzima a un calentamiento a as°c por 30

minutos, de acuerdo a lo reportado por Lépez-Munguia y col.(198 }.

1V, CONDICIONES DE SINTESIS ENZIMATICA
La reaccién de sintesis se realizé utilizando diferentes concentraciones de

enzima en buffer acetatos pH=5.2, con 10% de sacarosa, Para la reaccién en

pr ia de ptor, se adicioné 5% de mal

V. ANALISIS DE POLIMERO Y DE AZUCARES

Los polimeros se recuperaron por precipitacién con etanol a una
concentraciéon final del S07 (Cot y Robyt, 1982); se secaron en una estufa
de vacio a una temperatura de 40°c por 12 hrs.

Los polimeros en estudio se sometieron a dos tratamientos de hidrolisis.

a) Tratamiento con dextranasa
Se prepard una solucién de 1g/! de polimero en buffer acetatos 0,05M pHe=5.2
y se agregaron SO U/ml de dextranasa Amano comercial. La temperatura se

contralé a 40°C.



b) Hidrolisle acida

El tratamiénto &cido se realizd sobre una soluclén de 17g/l de polimero
empleando HzSOs 2.4N (Periot, 1980). El procedimiento se especifica a
continuaclén:

A 5 ml de la solucién de polimero se les adicioné 1 ml de H2SOs 2.4N. Se
calents a 58°C por 20 minutos. Al término del calentamlento se neutralizo
la reaccién con NaOH y se analizaron los productos de hidrélisis por HPLC.
Los azGcares y oligosacsridos fueron analizados por HPLC (cromatografia
liquids de alta presion) empleando una columna fase inverss C-18 y la
columna Altex p-Spherogel Carbohydrate,  equipadas con un refractometro
diferencial.

Las condiciones de operaclon se especifican en los cromatogramas

correspondientes.

V1. Procedencia de los r i utilizados

Todos los reactivos empleados fueron grado analitico (R.A)

-Enzimas empleadas:

Dextranasa comercial (Amano)

Alternansacarasa (BioEurope)

Dextransacarasa procedente de la cepa L. mesenteroldes NRRL B-512

Dextrana T 70-Pharmacia AB Uppsala Sweden,



RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente trabajo se incluyen los resultados del estudio de Ia
actividad enzimatica extracelular de dos cepas, una de coleccién que

fue L.meSenleroldes NRRL-BI355 y otra aislada 'de azicar mascabade ¢

identificada como B.circulans . Ambas cepas producen enzimas que actGan
sobre sacarcsa, pero mientras que la primera forma polimeros de glucosa, la
segunda lo hace de fructosa.

Los resultados se dividen para su iclén, en dos partes, en la primera

parte se incluyen los Tesultados de la cepa aislada y en la segunda, los de
la cepa de coleccion. De esta forma, se plantean dos alternativas de
transformacién enzimética de Ila sacarosa hacia dos polimeros de

caracteristicas quimicas diferentes.

PARTE 1: PRODUCCION, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA
FRUCTOSILTRANSFERASA PRODUCIDA POR B, circulans .

1. Aislami e identificacls

1. AISLAMIENTO

El criterio utlizado para realizar el aislami fue la ob ion de un

microorganismo capaz de crecer en agar sacarosa en forma amplia y rapida

produci lonlas de asp

Definiendo al aislamiento como la separaciéon de un microorganismo
particular de una poblacién presente en la fuente natural de la cual es

alslado, se realizaron las sigulentes etapas para lograrlo:



1.Pretratamiento

La fuents natural de i (azicar do) se dispersd en caldo
nutritivo con la finalidad de realizar un enriquecimiento y favorecer el

cr e de los microor pr 8

Después de incubar a 35% por 48 hrs, se obtuvo una mezcla de
microorganismos, que por observacion microscopica se definleron como

bacilos Gram(+), bacilos Gram(-) y cocos.

2.Aislamiento directo

Se tomé una asada del medio de enriquecimiento y se sembré por estria en
placas de agar al 2% de sacarosa para favorecer la dilucion del inéculo.
Después de 24 hrs de incubacién & 30°C se obtuvieron colonias aisladas. Las

que presentaron mayor crecimi y P & se observaron al

microscopio, encontréndose la pr ia  abund de microorgani: de

forma bacilar, capsulados, Gram(+); pero también escasos bacilos Gram(-}.

3.Utllizaclén de medio selectivo

Con s finalidad de eliminar a Jos microorganismos Gram(-) se realizaron

diluciones suscesivas de 107 o 107

en solucién salina de una de las
colonias antes aisladas y se sembré en agar sacarosa con polimixina que
inhibe a los microorganismos Gram{-).

Finalmente se obtuvo un cultivo puro que presentd las siguientes
caracteristicas: forma bacilar, capsulade, gram(+), mévil y esporulado con

A

Pr de un sobr d viscoso al crecer en sacarosa.

Una vez logrado el alslamiento, sigulendo las etapas necesarias para

obtener un cultivo de caracteristicas d d como creci sobre agar

sacarosa produciend ! de

P B se procedid a la

identificacion.



2. IDENTIFICACION

a) Determinacién de género

Slguiendo el pr por Mac Faddin (1980) para.la determinacién

de género, se
Caracteristicas mor'fnloglcas: Forma ba;:ilar.
agrupacion en cadenas
presencia de esporas terminales
Gram(+)
Caracteristicas metabtlicas: catalasa (+)

anaerobio facultativo

Agrupando las caracteristicas anteriores se llegé a la conclusién de que el
microorganismo pertencce al género Bacillus.
En la figura 3 se presenta el esquema que resume los resuitados obtenidos

para la etapa de identificacion del microorganismo alslado.

[ Microorganismo de forma bacilar, Gram(+),catalasa(+) I

Morfologia

Agr itn en

con pr ia de esporas terminales

Anaerobios facultativos

L

‘ Bacllius,spp.

FIGURA 3: ESQUEMA PARA DETERMINACION DE GENERO




Conoclendo las etapas generales involucradas en la fabricacién de aztcar y
el tipo de microflora capaz de crecer durante cada una de las mismas,
cabria esperar que por las condiciones utilizadas en la elaboracién de
azOcar mascabado, como son tratamiento a “altas temperaturas, los
mlcroorganismos capaces de resistir esto son predominantemente los
esporulados. Dentro de los microorganismos que han sido reportados se

ran las P ry Bactllus, Actlnomyces, Entercbacter,

Leuconostoc, etc.
Por tanto el microorganismo aislado que pertenece a la especie Bacillus se

puede encontrar dentro de la flora del azGicar mascabado,

b} Determinacién de especle

La determinacién de especie se realizo sigulendo la marcha propuesta por
R.C.W. Berkeley y col., (1984) para la identificacién de Bacillus sp., con
apoyo de las  caracteristicas bioquimicas reportadas en Bergey's Manual
(1986).

Comparando las caracteristicas bioquimicas reportadas para 17 especies
diferentes de Baclllus se encontré, que el microorganismo mas semejante al
de estudio es B.circulans .

En la tabla 4 se presenta el resultado de un estudio comparativo de las
caru;:tcrlstlcas encontradas para el microorganismo aislado y las reportadas
para B. circulans , mientras que la figura 4 resume Ja marcha propuesta por

R.C.W, Berkeley en 1984, para la determinacién de Bacltllus sp.



TABLA 4.ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE
B. circutans Y DEL MICROORGANISMO AISLADO

Caracteristica Microorganismo B. circulans
aislado

Gram + v

capsula + +

movilidad + vt

catalasa + +

crecimiento en agar anaerobio + d

Voges-Proskauer

4cido de :
D-glucosa +
L-arabinosa - +
D-xilosa + +
D-manitol - *

gas de glucosa

a9



TABLA 4 OONT. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS

BIOQUIMICAS DE B, circulans Y DEL MICROORGANISMO AISLADO.

hidrélisis de:

almidén + +

caseina - d

gelatina + d
fenilalanina deaminasa - -
reaccion de lecitinasa + -
reduccién de nitratos + d
formacién de indol - -
ureasa h -
utilizacién de citrato - -

crecimiento en caldo
nutritivo a pH :

6.8 + +

5.8 + d

crecimiento en NaCl:

5% + d
™ + [}
crecimiento a:
10°c + d
30 + +
40 + +
50 + -
55 - =
65 - =

v=variable, d=11-89% de las cepas son ¢
Wote:  Les  caracterlsticas  de B, clrculans se  tomaron

dal Bergey's Manual [vo].2.1986),
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Catalasa
.I -

Vo.u-Prosklw

l—l—1
Cuc;l;‘énto a
. -

Hidré 1 Illll de
almidén

]

B. circulans

FIGURA 4. ESQUEMA PARA DETERMINACION DE ESPECIE

Nota: Les reslutados de las prushes realizadas se mwestran com
negriliss, .



Analizando los resultados de la tadbla 3, se puede observar que el
mlicroorganismo alslado presenta un 87% de las caracteristicas reportadas
para Bacillus circulans, el cual es un microorganismo gram(+), movil,

esporulado, cuya especie ha sido adx como i en

el azfcar crudo de cafia.
Sin embargo lo Interesante de estos resultados es que, B. circulans no ha
sldo reportado como productor de algdn exopolisacarido o de alguna

glucosiitransferasa.

Il. Produccite, purificacion y caracterizacion de la actividad enzimatica
extracelular.

1, CARACTERIZACION DE LA CINETICA DE FERMENTACION
El criterio utilizado para la seleccién de un medio de cultivo especifico,

fue que se pudiera inducir la produccion de la enzima extracelular que

i n is del poli ido utililizando sacarosa como materia
prima.
Se utilizd el medio (A) propuesto por Tsuchiya y col,(1952) reportado para
la maxima produccién de glucosiltransferasa de L.mesenteroldes y se

determiné 1a cinética de. fer ién  por del cr

microbiano y 1a variacien de pH cada hora. Los resultados se muestran en la

figura 5. Cabe hacer notar que en esta fermentacitn el control de pH no es

io ya que practl per Tamblén se puede

observar que el tiempo de fermentacién es de aproximadamente 9 hrs.
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CRECIMIENTO (D.O. 650nm)

A Cresinients (0.0.)
s 0w

[ . ~ an - - -

-

o 1 13 s U T

THDP0 ()

FIGURA 3. CINETICA DE CRECIMIENTO DE B. circulans
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Al final de la fer ion, se on les células y ¢ estimd la

actividad enzimitica presente en el sobrenad: de fer i €l

sobrenadante presentd una actividad de 3.16 U.L./ml.
2. CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DURANTE
LA FERMENTACION.

Con el fin de determinar ia relacion existente entre el crecimiento y la

producclén de la d { se realizé una fermentacion siguiendo
el crecimiento microbiano y deter do la ivided | durante ls
fermentacién.

En la figurs 6 ss musstran los resuitados obtemidos para este punto. En
ésta, s¢ observa que la ima prod de d se tisne

al final de la fase logaritmica de creci a-pr d de

8hrs de fermentacién, lo cual nos indica que esta enzima se encuentra

asociada 8! crecimlento ya que su produccién se efectts poco P de las
dos horas de fer 16 blén se ¢ que en la fase estaclonaria
hay inucl de la d, prob debido a la presencia de

enzimas proteoliticas o & una baja estabilidad de 1a enzima.
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FIGURA ©.
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CARACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD

ENZIMATICA DURANTE LA FERMENTACION DE B, circulans
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Un delo fr teado para exp la for de prod

blotecnologicos, es et de Luedeking-Piret, dado por Ia siguiente ecuacion:

ar - « dx . fx ...0cil)

dt ' at .
tidad de producto Cantidad de producto
asociado al . asociado a la
crecimiento concentracion de
cetulas

Dividiendo ambos miembros de 1a ecuacién (1) entre x, tenemos:

i e t éx . B 0e(2)
x ® a9t

El lado izqulerdo de Ia ecuscitn {2) define la velocidad especifica de
formacién de producte (q.). mimtras que el iado derecho estd compuesto por

un primer término correwponds a la velocidad especifica de crecimiento
{p) con & y # como constentes.

Organizando ls ecuscitn (2) se tiess:
” - ap ¢+ B

En la figura 7 se presenta el resultado de splicar este modelo a los datos

expes de

ividad

contra cr en el proceso.
En esta figura se puede observar que para un valor aproximado de u igual a
0.15, qp et ind 4t de la velocidad de crecimi 4 Al arnch

unicamente de la cantidad de celulas presente.



o8,

- _'. - 5

Qp «!
|

ORCACINGD EXPUCIFICR 38 CRICINIBNG (o' )

FIGURA 7. REPRESENTACION GRAFICA DEL MODELO DE LUEDEKING-PIRET
APLICADO A LOS DATOS DE PRODUCCION DE ACTIVIDAD ENZINATICA
CONTRA CRECIMIENTO EN EL PROCESO

NOTA: = velocidad especifica de formacién de enzima

%
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3. RELACION ENTRE EL pH DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE LA ENZIMA

Una vez encontrando que la actividad ica se a al
- creclmlento se estudié la influencia que tiene el pH de crecimiento en la
produccién de .ll enzims.* * .
Para determinar el pH de crecimiento 6ptimo para la produccién de la enzima
se realizaron cuatro fermentaciones de pH iniclal 65, 7, 7.5 y 8.0

respectivamente.

En la figura 8 se muestran los resultados obtenidos.

El pH optimo de cr i del microor fue de 7 y consecuentemente

se obturo que la actividad Ica se tlene leando como pH

inlcial de fermentacién un valor de 7, lo cual es logico si se piensa que

el microor i pricti no produce 4cido y por tanto cabria esperar
que creciera mds eficientemente a un pH cercano a la neutralidad.

Aunque el pH Inicial en el rango de valores estudiados no tiene una
influencla significativa en la velocidad especifica de crecimiento, se
observé que por el contrario, la actividad enzimatica producida, si se ve

claramente afectada,
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VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIHIENTO(hr_l)

4.3

2]

L (e )
A oCTIVIMD (8.1./7aD) .

.3

1.3

s IE) s i J.

"
FIGURA 8. RELACION ENTRE pH DE CRECIMIENTO
Y PRODUCCION DE LA ENZIMA
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4. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO UTILIZADA EN EL MEDIO DE FERMENTACION

EN LA PRODUCCION DE LA ENZIMA.
En este punto se pretendié conocer el efecto que tiene ei utilizar
diferentes fuentes d: carbono sobre la produccién de enzima.
Se realizaron 3 fermentaclones utilizando como fuente de carbono sacarosa,
glucosa y lactosa al 4% respectivamente.
En la tabla 5 se muestran los resultados al medir la actividad enzimética

en los diferentes sobrenad: de fer: 16

Se puede observar que la actlvidad enzimética estudiada sélo se presenta
cuando se utiliza sacarosa como fuente de carbono, lo cual indica que esta

enzima apar es por la sacarosa y no por la glucosa y fa

lactosa, Este comportamlento coincide con el de las dextransacarasas de L.
mesenteroides.

A este respecto, convendria efectuar otros estudios utilizando una variedad
mas amplia de fuentes de carbono para poder concluir si efectivamente sélo

la sacarosa induce a la produccién de la enzima.

TABLA S. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO

EN LA PRODUCCION DE ENZIMA

Fuente de carbono Actividad{U.1./ml)
sacarosa 3.2t
glucosa 0 mmemeeee
lactosa =0 ——memee-




Iil. Purificacion de la enzima

Partlendo de la hipotesis de que la enzima producida en el medio de
fermentacién era una dextransacarasa, se purificé empleando primeramente
polletli;lullqol y se procedié a hacer un andlisis por medlo‘ de HPLC de ios

azGcares residuales de lar 16 imética

Por el mecanismo de reaccién de !a dextransacarasa se hubiera esperado que
apareciera fructosa solamente, pues la glucosa es empleada en la formacion
del polimero.

La figura 9 muestra el analisis de los azGcares generados durante la
reaccién enzimstica. En dicha figura se puede observar que aparecen tanto
glucosa como fructoss, lo que puede deberse a una contaminacion de la
enzima con invertasa, problema frecuentemente encontrado en los casos de
microorganismos productores de dextransacarasa. Sin embargo en un sistema
dextransacarasa-invertass deberia haber ai final mas fructosa que glucosa,
mientras que en el caso de la figura 9 la concentracién de fructosa resulta
ser considerablemente inferior a la de glucoss. Esta situscion inversa es
decir una enzima que polimeriza a la fructosa y deja a la glucosa en

soluclén es factible si en el medio se cuenta con una fructoslitransferasa

de tipo | asa, que ad se re inada con invertasa.

Para verificar la hipétesis de trabajo anterior, es necesario purificar Ila
actividad estudiada con la finalidad de separar las dos enzimas. Para este
efecto se aplican las técnicas de f(a) Purificacion con PEG, (b)
preclpitacién con sulfato de amonio y (c) cromatografla por filtracion en

S1



@———TIEMPO (hr)

FIGURA 9. EVOLUCION DE LA REACCION DE SINTESIS
Condiclones: pH de 5.2, {sacarosa)=I0%,

NOTA: Fafructess, Geglucesa, S=sacarcea

a) PURIFICACION PARCIAL EMPLEANDO UN SISTEMA DE EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO
CON POLIETILENGLICOL (PEG).

Sigulendo Ia gl peop por Paul y col.,1984, para Ia

purificacién de -dextrans ass pr ida por L.mesenteroides NRRL-BS12
utilizando PEG, al sobrenadante de fermentacion libre de células y a un

pH=5.2 se le agregé paulat una ion de PEG (PM=!500) al SO%

hasta observar la formacién de dos fases, lo que ocurre cuando el PEG
alcanza una concentracién del 2SX.

Esta técnica se basa en la formacién de dos fases liquidas en soluciones de
PEG y polisacdridos como las dextranas o bien con sales como el Ka2HPOs. Las
proteinas migran a la fase PEG y pueden as! separarse de otros componentes
del medio de cuitivo. En el caso muy particular de la dextransacarasa, el
mecanismo de reaccién es tal, que la enzima siempre tiene dextrana adherida

covalentemente de forma que en los sistemas PEG-dextrana, la enzima migra a



Is fase dextrana, mientras que las otras proteinss pesan a la fase PEG.
£sto genera un muy elevado nivel de purificacién de esta enzima por esta
técnica a tal grado que podria catalogarse como de afinidad. Por esta razdn
se decidid explorar la aplicacién de esta técnlca a [a fructosiitransferasa

estudiada.

Se supone entonces que en e} It de is del polimero bié
para esta enzima se forma un complelo enzima-poilimero y al agregar el PEG

hasta una cierta concentracién se presenta una particién acuosa de dos

fases, una fase de PEG rica en pr del soby d: y la fase
polimérica en la cual se presenta {a actividad. Se determind ia actividad
en las dos fases y we calculd el rendimiento en la extraccidn. Los

resuitados s& presentan en {a tabla &.

TABLA 6. PURIFICACION DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR B. circulans
MEDIANTE EXTRACCION CON PEG

Volumen Actividad [proteinal Rendimiento de
actividad
{ml) (U.i/ml)  (mg/ml) %)
Sobrenadante 360 2.12 .7 100
Fase PEG 600 0.00 nd 4]
Fase pollmero 5S4 10.90 0.40 92.4

De los datos reportados en Ja tabla 6, se tlene que el 92.472 de la
actividad enzimatica migra hacla Ja fase polimérica, por lo que se puede
decir que la eficiencia de extraccién con PEG es bastante buena y como lo

indica el balance de actividad, no se reporta actividad en la fase PEG.
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b) PURIFICACION POR PRECIPITACION FRACCIONADA UTILIZANDO SULFATO DE AMONIO.
Un volumen de 200 ml del sobrenadante de fermentacién con una actividad

total [niclal de 893.24¢ U.I ﬁ\anlenldo a 0°C. se traté con sulfato de
amonlo.

Esta tecnlca‘ émpllumane usada se basa en las diferencias de solubilidad

que presentan las protelnas a distintas concentracl de

precipitantes como el sulfato de amonio (salting out).

Con tal finalidad se someti¢ el sobrenadante de fermentacién libre de
células a un tratamiento con sulfato de amonio, como lo muestran los datos
de la tabla 7, la precipitacién de proteina se presenté desde un 20 hasta
un 707 de saturacién de sulfato de amonio. Ademds se encontré que cada una
de las fracciones precipitadas presenta actividad como se muestra en la
tabla 7.

‘TABLA 7, PURIFICACION CON SULFATO DE AMONIO DEL SOBRENADANTE
DE FERMENTACION DE B. circulans .

Fraccién 7 de saturacién  Actividad Recuperaclén
de (NH,),S0, (w.n (%)

1 0-10 0.00 -

2 10 - 20 0.00 -

3 20 - 30 8.36 0.93

4 30 - 40 . 2509 2.81

5 40 - S0 54.97 6.15

6 S0 - 60 33.51 3.75

1 60 - 70 100,35 1.23
ToTAL T222.26 T2a89

Nota: Volumen iniclal del sobrenadante fue de 200 ml. Cada fraccién (3 a 7)

se recuperé en un volumen de 20 ml,
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TABLA 8. RENDIMIENTO DE ACTIVIDAD DE LA PURIFICACION
CON SULFATO DE AMONIO

Volumen Actividad Rendimlento de
actividad
{ml) {U.1/ml} (%)
Sobrenadante 200 4.46 100
de
fermentacion
Final de re- 100 X 222 4.8
cuperaclén

Como un criterlo para definir o caracterizar el tipo de actividad presente
en cada una de las fracciones se realizé un andlisis de los productos de
reacclon formados durante una reacclén en presencia de 10% de sacarosa bajo
las condiciones anteriormente especificadas.

Como se muestra en los cromatogramas en HPLC del (a) al (d) en la figura
10, la actividad encontrada fue similar para cada fraccién, encontrandose
la formacion de fructosa y glucosa en el medio de reaccion, no hablndose
logrado separacion alguna en la precipitacién. Aunque con este método se
esperaria que la enzima precipitara en una sola fraccién a una clerta
concentracién del sulfato de amonio, lo anterior puede deberse a la
posibilidad de que Ja enzima se encuentre en diversos estados de
agregacion, dando como resultado la  precipitacién a  distintas
concentraciones del agente precipitante y por tanto que l!a técnica no de

buenos resultados.



9 6 4 2 0
() T —— (d)
TIEMPO DE REACCION (hr)

FIGURA 10. ANALISIS DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE LAS DIFERENTES

FRACCIONES ENZIMATICAS PRECIPITADAS CON SULFATO DE AMONIO

Cromatogramas obtenidos en una reacciédn con 10% de sacarosa,
Cromatograma: ta)fraccién precipitada con  40% de saturacion oe
sulfato de amonio, {b) fraccién precipitada con {0-50%, (c)
fraccién precipitada con SO-60%4 y  (d) fraccién precipitada con
60~70%. Nota: 3iz sulvarto de amonio, S. sacarosa, ~, fructosa.
G*glucosa.
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c) PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL
Después de purificada con PEG, la enzlma concentrada se purific6é por

filtraciéon en gel de acuerdo con las condiciones reportadas en materiales y

d Los r dos se r en las tabla 9 y el dlagrama de elucién

se muestra en la figura il.

TABLA 9. PURIFICACION DE LA ENZIMA DE B. circulans

POR FILTRACION EN GEL

Volumen Actividad A.T. [proteina)] A.E F.P R
(ml) (U.t/m1) (U1} (mg/m ) {(U/mg) (%)
Fase 0.7 6.53 4.57 0.26 251 1 -
polimero
Fract 12 024 29 6sx100 374 15 64
AT= Actividad total A.E= Actividad especifica
F.P= Factor de purlficaclon Ra= Rendimiento de actlvidad

En la tabla 9 se puede observar que en la purificacién por este método
basada en la separacién de las protelnas por ‘su peso molecular, se obtuvo

un rendimiente de 647 con un factor de purificacion de 1.5. Aunque

apar la cr affa por filtracién en gel se podria considerar
como un método eficlente para la purificacién, no se puede concluir que la
etapa aporte algo al proceso de purificacién, dado el alto nivel alcanzado
con la extraccién en PEG, pues debe recordarse la especificidad de la

técnica.
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FIGURA 11. DIAGRAMA DE FILTRACIOMN EN GEL DE LA ENZINA
PRODUCIDA POR B. circulans
Candiciones de operacién: 0.7ml de solucidn de enzima purificada
con PEG, se eluyeron por una columna de agarosa (A-5M) de 45ml  de

volumen. con buffer acetatos 0.05M, pH de 5.2.
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Como se observa en la figura i, el cromatograma de filtracién en gel de Ia
enzima presenta 2 fracciones que absorben a 280 nm. Sin embargo, la
actividad enzimética estd presente solamente en la primera fraccién

corr atl vol

muerto determinado por la dextrana azul y al 42%
‘de la proteina total aplicada a ta columna. Esto nos indica que el peso
molecular de la enzima es mayor de 5 millones que es ef rango de exclusion
del soporte utilizado (agarosa ASM). Con esto se puede decir que, la enzima
se encuentra seguramente en diversos estados de agregacién lo que hace que
se comporte como una macromolécula, lo anterior también se observé en la
purificacidn utilizando sulfato de amonic ya que la enzima precipita en
distintas fracclones y no en una sola como se esperarta. Esta situacion ha
sido reportads por Lopez {1980) para ia dextranasacarasa y sirve como base
para su purificacién,

Los prodt de r ion en pr fa de la enzima purificada por esta

técnica se anslizaron con la finalidad de conocer sf se habla logrado

purificer una actividad especifica o se tenia la misma actividad estudiada

hasta el En el cr ama de la flgura 12 se pueden observar los
resultados.

Se observa que la enzima presenta el mismo comportamiento de ia enzima
purificada con los métodos anteriores. Después de estos intentos de separar
ambas enzimas se plantetd can mayor nivel de probabilidad que la actividad
de invertasa, pudiese ser inherente a fa actividad de fructosiltransferasa

en B, clrculans. A continuacién se incluye una tabla en donde se observa el

+ 3 e

desarrollo de la el de la acion  de

sacarosa, glucosa y fructosa durante la reaccién.
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FIGURA 12.

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

4———— TIEMPO (hr)

PRODUCTOS DE REACCION DE LA ENZIMA PURIFICADA CON PEG
Y FILTRACION EN GEL
Condiciones: celumna para andilsis de carborl

temperatura de 30 C, sluyente aqua. +lujo 0.
IR de 35,

iratos.,
fmin,
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TABLA 10. EVOLUCION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE LA ENZIMA DE
B. circulans  PURIFICADA POR FILTRACION EN GEL

Tiempo [sacarosa) [glucosal  {fructosa)

thr) (7) {7 (%)

0.0 10.0 0.92 0.5
0.3 9.7 L16 0.62
1.0 8.4 1.38 0.73
13 1.3 1.48 0.81

2.0 ) 6.8 1.76 0.92
2.3 6.3 2.03 1.04
3.0 5.2 2.40 114
33 4.1 2.50 1.25
4.0 3.4 2.60 1.30

En la tabla 10 se puede observar claramente que, la proporcién en la que la
glucosa y la fructosa se van presentando guarda una relacion aproximada de
2 a 1, con lo anterior se puede corroborar que durante la reaccién parte
de la fructosa se emplea en la formacion de algin compuesto que no es
detectado en el anélisis y gue de acuerdo a nuestra hipotesis corresponde
al biopolimero del tipo de las levanas.

Dado el comportamiento de la protelna en la precipitacién y en Ia
filtracion en gel, la conclusion aparente es que tratamos con upa sola

enzima con las dos actividades.
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IV. Caracter 1 imat!
En este punto se Incluyen los resultados de la caracterizacién cinética de
fa enzima en estudlo, ast como de sus productos, utilizando como criterios

‘el tratamiento del polimero sintetizado con endodextranasa y con Aacido, asi

como el lisis de los prod de re ién por cr grafta liquida.

1. CINETICA ENZIMATICA

a)Determinacién de la temperatura 6ptima de actividad

Se realizé un ensayo determinando actividad para diferentes temperaturas a
un pH de 5.2. Los resultados se muestran en la figura 13, en donde se puede
observar que la temperatura Optima para la enzima es de 40°C a un pH=5.2,
También se encontré que a temperaturas mayores se presenta una caida rapida

de la actividad.

b)Determinacién de pH optimo de actividad.

Conoclendo la temperatura optima se realiz6 un ensayo para determinar el pH
6ptimo a la temperatura optima encontrada. Los resultados se :ﬂuestran en la
figura 14, donde se observa que el pH Optimo de actividad es de 7. Sin
embargo, también se puede ver que el rango de pH donde la enzima presenta
actividad abarca desde S hasta 10 teniéndose actividades muy semejantes en

el rango de 6 y 8.5,
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FIGURA 13. DETERMINACION DE LA TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVIDAD

DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR B, circulans
Condiciones: enzima purificada con PEG pH de 5.2,
{sacarosal de 10%
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FIGURA 14. DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD

Condiciones: Temperatura de 40°C, [sacarosal de 10%
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2. CARACTERIZACION
a) Tratami del polimero sintetizado con_end tranasa y con #cido

Se realizé una sgintesis de pollmero y se recuperd por precipitacion con
etano! al 50%. El pr:ciéllado se secé y se traté primeramente con una
endodextranasa. El. objetivo de este experimento era el ‘descartar‘de forma
deﬂnltlva. el ;;ue se tratase de una--dexlransacarasa. .No se detectd
hidrélisis, concluyéndose que el polimero producido no era dextrana. Se
procedié a hacer una hidrélisis 4cida con HZSO' 2.4N, los productos de la

hidrélisis se on  por cr affa liquida de alta presi6n. Los

resuitados se muestran en el cromatograma de la figura iI5.

SA

FIGURA 15. CROMATOGRAMA EN HPLC DE LOS PRODUCTOS DE LA HIDROLISIS

ACIDA DEL POLIMERO SINTETIZADO

NOTA: Se' Il}lfﬂo de sodio producto de is neutrallzaclon del H2S04
= fryctosa

Se puede observar que el polimero hidrolizado presenta solamente
fructosa que fue detectada con un tlempo de elucion de 18 minutos
lo. que es una prucba contundente y definitiva de que el
carbohidrato sintetizado por {a enzima estd constituido por

unidades de fructosa, tratdndose de una fructosiltransferasa.
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b) Caracterizacion de la reacclén de sintesis por determinacién de los

productos de reaccién
Se realizd una reaccién de sintesis en presencia de 10% de sacarosa bajo

las condiciones anteriormente establecidas y se hizo una primera estimacion

del curso.de la r i6n  por determinaci del poder reductor generado
durante la reaccién por ¢l método del DNS obteniéndose los resultados que

se muestran en la tabla Il

TABLA 11. EVOLUCION DE LA REACCION DE SINTESIS DE LA ENZIMA DE

B. circulans PURIFICADA CON PEG

tiempo poder reductor como glucosa
(hr) (mg/m1)

0 3.7

2 51

4 12

6 74

7 74

CONDICIONES DE  REACCION:  Temperatura 30“C. pH  de 5.2, sacarosa al 10X en
buffer acetlatos, 68,4 ULS/m),

Se observo que la concentracién final de reductores es de 74 mg/ml. Cabe
seflalar que en ¢l caso de haberse tenido una invertasa pura, se hublera
generado un poder reductor equivalente a 105 mg/ml del azUcar reductor,

Los productos de la reaccién de sintesis fueron analizados por
cromatografia liquida y los resultados se muestran en el cromatograma de la
figura 16,

Como podemos observar, al final de la reaccién se observa la aparicion de
glucosa y fructosa,. esta Gltima en menor proporcidbn, como ya se habla
mencionado, Con el Tin de cfectuar un balance de materia sobre el sistema,
al término de la reaccién se hidrolizé el producte encontrandose que los 3}

mg/ml de azucares faitantes, constituyen el biopolimero.



En el i ico producido el 59% del sustrato es transformado a
goma, mientras que el 417 restante es Invertido sin que la actividad
invertasa y [fructoslitransferasa puedan separarse por las técnicas clasicas
de precipitacién con suifato de amonio o la técnica mas especifica, casi dcl
afinidad en este caso, de particion en fase liquida con PEG.

Et sistema aislado  permite entonces contar con una enzima
fructosiltransferasa  aunque debe.n hacerse esfuerzos por eliminar,

hahl. FIRRTRN

pr por selectiva, la actividad Invertasa.
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PARTE Il: PRODUCCION DE LA ALTERNANSACARASA DE L. mesenteroides NRRL-B135S
Considerando que el objetivo del presente proyecto era el estudio y
caracterizacién de glucosiltransferasas de microorganismos aisiados de la
cafia de azdicar, al detectar que el microorganismo producia una

fructosiltransferasa se desarrollé paralelamente l!a caracterizacién de una

glucoslltransferasa de un microorgani de leccid Considerando los
trabajos realizados por el grupo del Departamento de Alimentos y
Biotecnologla de la Facultad de Quimica de la UNAM y el proyecto global de .
produccién de glucosiltransferasa de la Facultad de Quimica, el CIIGB y la

compafila BioEuropa en Francia, se selecclond la cepa L. mesenteroides NRRL

B-1355 y se decidié reproducir las dich para la producch de esta
enzima y su aplicacion en la sintesis de oligosacaridos de estructura

diferente a la clasica (cepa L. mesenteroldes B-512).

1. Condiciones de fermentacitn

Las dici de fer {6n son las pleadas por Cot y Robyt (1982),

para la produccion de alter! Bsa.

Se crecié L.mesenteroldes realizando una  fermentacién de 3 |
retroalimentada utilizando el medlo A con 4% de sacarosa y 27 de maltosa
esta tltima con la finalidad de evitar la formacidn de polimero inscluble
en el medio, controlando el pH una vez alcanzado el valor de 5.7, con una

solucién de sacarosa alcalina.

ta evolucién de la fermentacion se siguid determinando el crecimi
microblano por medicion de la D.O a 650 nm. Los resultados se muestran en

la figura 17,
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FIGURA 17. CINETICA DE CRECIMIENTO
DE

L. mesenteroldes NRRL-B1355
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Se puede observar que el tiempo de fermentacién fue de 6 hrs, teniéndose
una pu (velocldad especifica de crecimiento) de 0.423 ‘hr_!
El sobrenadante de fermentacién presenté una actividad total de

glucosiltransferasa de 0.5 U.1/ml,

1I. Purificacién de la enzima alter asa

La purificacién de la alternansacarasa se realiz6 en dos etapas, la primera
fue utillzando una extraccion liquido-liquide con PEG del sobrenandante de
fermentaciéon y una segunda etapa utllizando Ja propiedad de 1a

alter asa de resi ia al trat térmico. En la extraccion

con PEG se logré recuperar un 997 de la actividad producida. En la tabla 12

se muestran los resultados.

TABLA 12. PURIFICACION DE LA GLUCOSILTRANSFERASA PRODUCIDA POR

L. mesenteroldes NRRL-I355 UTILIZANDO PEG

Fase Volumen Actividad Recuperacioén
{ml1) . 1) (%)
Sobrenadante 2570 1222 100
de
fermentacion
PEG 3600 o] o
Polimero 250 1221 99

L. mesenteroides NRRL-B1355 produce cuando crece en presencia de sacarosa

n



dos glucoslitransferasas, una dextransacarasa capaz de producir dextrana de
estructura similar a la producida por L.mesenteroides NRRL B-512F y una
segunda enzima que ha sido llamada alternansacarasa (E.C.2.4.1.140) (Lépez
¥ Monsan, 1981.).

Como “se ‘muestra en la ‘tabla 13, la actividad de glucosiltransferasa
producida en el sobrenadante de fermentacion disminuyé casi un S0% al ser

tratada térmicamente a 45°C por 30 min. Con lo anterfor se pensaba tener

a la alter asa que se caracterizaria posteriormente dada

su mayor termoestabilidad.

TABLA 13. PURIFICACION POR MEDIO DE TRATAMIENTO TERMICO

DE LA ALTERNANSACARASA PRODUCIDA POR L. mesenteroides B-1355

Actividad Actividad Rendimiento de
inicial después del act{vidad
tratamiento
(U.1/m}) {U.1/ml} (%)
4.88 2.68 55
111, Caracterizacién de alter asa

Los criterios utilizados para caracterizar a la alternansacarasa, fueron la
accion de enzimas de degradacion como la dextranasa, sobre los polimeros y
oligosacAridos sintetizados. Otro criterio fue el andlisis de los productos
de reacclon en presencia de maltosa haciendo una comparacion con los

productos de enzimas provenientes de otras cepas.
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1. Estimacién de la concentracién de dextrana en una mezcla de polimeros.

Con 1a finalidad de conocer la cantidad de dextrana sintetizads en una
mezcta de polimeros producl\o de la sintesis de la enzima antes y después
del  tratamiento térmico se reallz6 una comparacién utilizando como
referencia el poder reductor generado por una dextrans comerclal (770} al
ser tratada con dextranasa y comparando con el genevado al tratar los
Yolimeros s(nleuzah;n.

El producto de la sintesis con ia enzima sin tratamienta térmico presenta
un 46% de dextrana y el polimero de la sintesis con la enzima tratadas
térmicamente presentd un 25% de dextrana. Esto dlitimo se explica por la

actividad residual de dextransacarasa presente al no haber sido el

tr lo suficl efectivo para elimiminar lo mejor posible
esta actividad.

E) ,fﬂlerlo anterior puede ser empleado para conocer la efectividad del
trau\mleto térmico en la purificacion de la alternansacarasa ya que a
medida que la cantidad de dextrana sintetizada disminuys, se puede decir si
la siternansacarasa est4 maAs pura. La tabla 14 muestra los resultados

obtenidas.

TABLA 14, ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE DEXTRANA EN UNA
MEZCLA DE POLIMEROS

Producto & Absorbancia [Dextranal
(g/\) . [§3]
Dextrana T70 0.342 100
Dextrana 1355 0.158 46.2
; Alternano 1355 0.087 25.4
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2. Andlisis de los productos de la r 16 de " e _pr i

maltosa

Ademas de utilizar como criterio de caracterizacien el efecto de la
dextranasa sobre el polimero sintetizado por la enzimm después de .ser
tratada térmicamente, se realiz6 un estudio de los productos formados en la
reaccléon de sintesis en presencia de maltosa como aceptar utilizando HPLC y
el efecto de la dextranasa sobre los oligosacarides sintetizados.

Robyt y Walseth en 1978, describieron el mecanisme por el cual las
reacciones de aceptor se llevan a cabo y concluyem que sirven para

finall la polimerizacion, esto ultimo permite obtener productos de bajo

peso molecular que pueden ser estudiados por un andlisis ea HPLC.

Analizand

los cr amas de los prod: de la r i6n en pr |
de aceptor obtenidos con diferentes preparaciones enziméticas que fueron :

enzima del sobrenadante de fermentaclén de L. mesenteroides NRRL-BI3S5

alternansacarasa térmicamente tratada, alternansacarasa purificada
(i!lo[-:urupe) y la dextransacarasa de L. mesenteroides NRRL. B-512F, tenemos
que como se tnuestra en e} cromatograma de la figura 18, utilizando la
enzima del sobrenadante de fermentacién, se forman los oligodextrancs

denominados como DP:)' DP‘ y DPS. resultantes de la transferencia a maltosa

en enlaces a(i—6) de 1,2 y 3 léculas de gl respectiv y -los
oligoalternanos DP3. 03' G‘ ¥ Gs resultantes de la transferencia de glucosa
a la panosa (DPg) en enlaces a{l—%) y all—3). Al ser estos productos
tratados con dextranasa los oligodextranos DP4 y DI’5 practicamente
desaparecen, lo cual es logico ya que la dextranasa actta sobre los enlaces

all—6), en cambio los oligoaiternanos per practl constantes

ya que presentan enlaces «(l——3] que son resistentes a esta actlvidad

hidrolitica.
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En el cromatograma l9' se puede cbservar los broddctos formados al emplear
la enzima térmicamente tratads, presentando diferentes proporciones ya que

la concentracién de los oligodextranos fue menor que para el caso de la

:

enzima sin trat y la racion de los oligoalternanocs permanecié
constante, Al ser tratados con - dextranasa los oligodextranos son
hidrolizados mientras que los oligoalternanos presentan  diferentes
comportamientos, El oligoalternano 64 si se ve afectado por la dextranasa,

mlentras que el G3 y G. son mas resistentes.

S
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(A) (B)

FIGURA 18. PRODUCTOS DE REACCION DE ACEPTOR DE LA ENZIMA
PRODUCIDA POR L. mesenteroldes B~1355 SIN TRATAMIENTO TERMICO

(A} Productos de reaccién; {B) tratamiento con dextranasa

NOTA: F=fructosa, S=sacarosa. M=maltosa, l=panosa (DP3), 2=oligoalternan
(G3), 3=oligodextran (DP3} y oligoalternan (G4}, d=oligoalternanos (GS),
S=oligodextrano {DPS).
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(4) (8)

FIGURA 19. CROMATOGRAMA DE LA REACCION EN PRESENCIA DE ACEPTOR

DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR L. mesenterolides B-1355

CON TRATAMIENTO TERMICO

LA} productos de reaccion; (B) tratamiento con dextranasa

NOTA: F=(ructosa, S=sacarosa, M=maltosa, l=panosa, 2=oligoalternan (G3),
3=oligodextran (DP4) y oligoalternan (G4), 4=oligoalternan (GS).

n



Es conocido que las glucosiltransferasas presentan actividad hidrolitica y

de desproporcionacién en ausencia de sustrato. Lépez y Monsan en 1981,

reportan que el producto 03 es extr d te ible a esta propiedad

Atica: una alter asa no purificada tlene altas velocidades de

desproporcionacién, hecho que se observa en los cromatogramas 16 y 17 en
donde se aprecia que al tratar los productos con dextranasa los
oligoalternanos que son resistentes a esta enzima también disminuyen. Esto
se puede explicar porque al térmimo de la reaccién de sintesis determinado
por la finalizacion de la sacarosa, no se dasactivé la enzlma, por lo que
al estar presente durante el tratamiento con la dextranasa se presenta la

actividad de desproporcionacién. Uno de los productos que se ve mas

afectado el oligoalternan 03 dismi do su racién casl un 507 de
la inicial.

Por otro lade, en la reaccién de aceptor utilizando la alternansacarasa
purificada BicEurope se puede observar claramente, que practicamente no hay
formacién de oligodextranos y que los oligoalternanos al ser tratados con
dextranasa practicamente no se ven afectados.

En el cromatograma corcspondiente a la enzima de la cepa B-512F, sc observa
la formacion de oligodextrancs tipicos DP4 y DP5 sensibles al tratamiento

con dextranasa.
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n)

FIGURA 20. CROMATOGRAMA DE L.OS PRODUCTOS DE REACCION DE ACEPTOR
DE LA ENZIMA ALTERNANSACARASA BIOEUROPE

{Alproductos de reaccion; (B)tratamiento con dextranasa

NOTA: F=fructosa, S=sacarosa, M=maltosa, l=panosa {(DP3), 2=oligoalternan
(G3), 3=oligodextran (DP4) y oligoalternan (G4), 4=oligoalternan (GS),
5=oligodextran (DPS).

ESTA TESIS MO DB
SUR L LA BBLIOTECK
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(a) (B)

FIGURA 21. PRODUCTOS DE REACCION DE LA DEXTRANSACARASA PRODUCIDA

POR L. mesenteroides SI2F

(A)pr os de r ién; (B)tratami con dextranasa

NOTA:F=(ructosa, S=sacarosa, M=maltosa, l=panosa (DP3), 2=oligodextran
{DP4), J=oligodextran (DP5).
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£l estudio anterior sirvid para comparar los productos de reaccitn de
aceptor formados por fa enzima producida. por Ja cepa de Lmesenteroides
BI355 con los formados por la enzima purificada alternansacarasa y los de
fa enzima de la cepa BSI2F. De tal forma que se cuenta ahora ‘con una

metodologia para la produccion de toda una gama de oligosacaridos.
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CONCLUSIONES

-~ El microorganismo aislado a partir de aziicar mascabado se identifisé por

' su morfologia y caracteristicas bi como B. circulans, -

- El microorganismo produce una enzima extracelular con actividad aparente

de fructosiltransferasa asoclada a una actividad invertasa.

-~ La actividad producida en el sobr de fermentacién se encuentra
asociada al crecimiento microbiano y se ve afectada por el pH en el que

crezca el microorganismo. Se encontrd ¢l valor éptimo a un pH de 7.

- La enzima es Inducible en presencia de sacarosa y no con glucosa y

lactosa como fuente de carbono.

- Los parametros 6ptimos de actividad de la enzima en estudio son T=40°C,

pH=T7.0 a una concentracion de sacarosa del 10%.

- El polisacarido sintetizado, estd formado per unidades de fructosa, de

acuerdo con estudios de hidrolisis y HPLC del polimero sintetizado.

-La alter asa producida por L. mesenteroides NRRL-BIJSS después de
ser purificada utilizando la propiedad que presenta de estabilidad al
tratamiento térmico, sintetiza un polimero resistente a la degradacion de

la enzima hidrolitica dextranasa.
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~ En presencia de sacarosa y maltosa, la alternansacarasa sintetiza
oligosacaridos de PM bajo que presentan tiempos de retencién diferentes de
los producidos por la enzima proveniente de fa
cepa L. 'mesenteroides NRRL-BS12F, ademas ' de ser resistentes a la

degradacién por la dextranasa.
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