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RESUMEN

Se estudid el efecto de los iones borato, en la reaccion de

sintesis enzimdtica de dextrana.

La dextransacarasa de Leucanastioc nesenteraides NRRL B 312 F
fue obtenida por fermentacidn retroalimentada, logrindose buenas
producciones. La purificacion de la enzima, del medio libre de
células, se llevd a cabo por un método de extraccién liquido-
liquido con polietilenglicol (1500), aobteniéndose rendimientos de

actividad de 90%.

Al efectuar el estudio cinético, se confirmd que la enzima
obedece e) mecanismo de Michaelis-Menten. En presencia de iones
borato, se observd que l1a enzima presentaba un comportamiento de
inhibicién mixto, & concentraciones menores de 0.04 M de

tetraborato de sodio.

Se establecid que 1a fructosa liberada durante la reaccién
enzimdtica, es acomplejada por los iones borato, evitando el
efecto aceptor de este monosacArido con el complejo enzima-
glucosil., Se logrd un decremento significativo en la produccién
de los disacAridos leucrosa e isomaltulosa, subproductos formados
por 1a reaccidn de aceptor, cuando se trabajé a 0.11% M de
tetraborato de sodio, bajo las condiciones de sintesis de

dextrana de alto peso molecular,



ABSTRACT

The etfect of borate ions on the reaction of enzymatic

synthesis of dextran was studied.

Dextransucrase was obtained from Leuconostoc wessateraides
NRRL B S12 F through a feedback fermentation, abtaining
reasonable yields. Enzyme purification from the fermentation
medium free 0f cells, was achieved by a liquid-liquid extraction
method using polyethyleneglycol (1500)F activity yields were

about 90%.

Enzyme studies confirmed that the enzyme follows Michaelis-
Menten kinetics. In the presence ot borate ions the enzyme
showed mixed-type inhibition at concentrations below 0.04 M

barate.

It was demonstrated that the +ructose liberated during the
enzymatic reaction is complexed by borate ions, avoiding the
acceptor effect of this monosaccharide with the glucosyl-enzyme
complex. A  sensible decrease in the production of the
disaccharides leucrose and isaomaltulose, by-~products of the
acceptor reaction, was observed with a 0.113 M sodium tetraborate
under the conditions $or synthesis of high molecular weight

dextran,



I. INTRODUCCION

El uso de enzimas se ha extendido gradualmente a una gran
variedad de campos, tales como la produccidn de alimentos, la
tndustria farmacéutica y la industria textil., Adicionalmente, el
dclarro!16 reciente de la bioquimica ha dado como resultado 1la
comprensitn de los mecanismos de reacciones enzimdticas y el
desarrollo de nuevas fuentes de enzimas, que aunado a los
progresos en la microbiologia aplicada, ha provocado la extension

de las aplicaciones enzimkticas.

En el Aarea farmacéutica y de aliwmentos las dextranas han
sido de particular interés. Por su naturaleza, Jas dextranas
presentan propiedades ¢funcionales muy interesantes, lo que
permite usarias en una gran variedad de productos. Estas
propiedades estan estrechamente relacionadas c¢on su peso
molecular. De acuerdo al peso wolecular las dextranas se

clasifican como dextranas nativas y dextranas fraccionadas.

Las dextranas nativas son las que se obtienen directamente
del medio de fermentacidn, sin sutrir ningdn procedimiento de
hidrdlisis o 4raccionacibn. Estas pueden presentar pesos
moleculares de 30-50 wmillones, dependiendo de los microorganismos

que las producen,



Las dextranas fraccionadas son obtenidas a partir de las
dextranas nativas por hidrdlisis &cida o por sintesis directa a

través del uso de woléculass que actian como aceptores.

Las dextranas on 1a actualidad se usan para un gran nimero
de propdsitos industriales. Por sus caracteristicas de
viscosidad, las dextranas se usan en la industria del petrbdlec

como componente bisico de las fluidos de perforacitn de pozos, en

" lJa t¢ormulacitn de dentrificos, como +loculantes en productos de

papel, en la preparacidn de filamentos especiales, entre otros.
En el 4&rea de alimentos se usa como agente estabilizador vy
espesante, en la preservacion de aliwentos a través de peliculas
protectoras, en 1la formulacidn de helados, en la produccidn de

concentrados de jugos cltricos, entre otros,

Por otro lado, 1las dextranas ¢raccionadas de posn‘nolocular

40,000-70,000 encuentran usos importantes comp sustitutos o

‘expansores del volumen plasmdtico, promotores del #lujo sanguineo

y cano agentes anti{trambdticos.

La dextrana es un polisacérido de D-glucosa producido a
partir de sacarosa por diferentes bacterias. Estd cowpuesta
principalmente de enlaces a 1+4 glucosldicos y su estructura es
variada dependiendo del organiamo © cepa que 1o praduce.

Industrialmente se ha trabajado con varias cepas de Leucanastoc
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wnesentecaiden Yy en particular con la NRRL-BS12F, ya dque ésta

produce dextrana con 95% de enlaces oi+é y sblo 5% de al-3,

La dextrana es sintetizada par la enzima dextransacarasa a
partir de unidades de glucosa, que son transferidas de 1la
sacarosa al sitio activo e insertadas entre la enzima y el
extremo reductor del polimero de dextrana, liberando as! unidades

de ¢ructosa.

Cabe sefralar sin embargo, que si en la mezcla de reaccidn se
adicionan o se encuentran presentes otros azicares, estos pueden
actuar como aceptores desviando e! residuo glucaosil de 1la

sintesis de dextrana para formar diversos productos.

La intervencién de los aceptores durante la sintesis provoca
que la polimerizacitn de la cadena de dextrana asea terminada vy
ﬁbr lo tanto, la cantidad y el peso wplecular se vean

significativamente disminuidos.

Cuando la  D-fructosa liberada durante la sintesis de
dextrana acthba como aceptor se obtienen los disachridos leucrosa
{ 0-c-D-glucopiranosil-(i+3)-D-¢ructofuranosa) ¢ isomaltulosa (O-

~-D-glucopiranosil-(1+6)-D-¢{ructofuranasa) como subproductos.

Los boratos son especies que pueden formar complejos



estables con compueatos polihidroxi, Aprovechando bsta
propiedad, los boratos se han usado para la modificacibn
$avorable de equilibrios enzimhticos. Una de las aplicaciones
nhs interesantes ha sido su empleo en 1la reacciobn de
isomerizacibn de 9lucosa a fructosa donde la adicibn de boratos
permitid un incremento significativo en el rendimiento de cetosa
1), Asimismo los boratos presentan mlyﬁr atinidad quimica por
1a fructosa que por otros monosacaridos.

Con base en estos antecedentes y tratando de contribuir al
avance en el conocimiento de las caracteristicas cinéticas de la
enzima, asl! cowo en la blsqueda de alternativas para wmoditicar
las concentraciones de 1los productos que se obtienen bajo 1la
accidbn de la dextransacarasa, en este trabajo se plantea 1a

siguiente hipdtesis:

Los Boratos al formar un complejo con la fructosa, impiden
que este azbcar actie como aceptor durante l1a sintesis de
dextrana, evitando el decremento en el rendimiento del polimero y
como  consecuencia una disminucitn en 1a produccidn de los

disachridos leucrosa e isomaltulosa.

Para comprobar esta hipodtesis de trabajo, se plantearon los

siguientes objetivos:



1.

2,

3,

Establecer si existe interaccidbn entre los boratos y 1la
enzima dextransacarasa a traves de la evaluacibn de los

parhmetros cindticos de la enzima en presencia del oxianibn.

Establecer el tipo de interaccidn que ocurre entre la

enzima y los boratos.

Establecer niveles optimos de oxianiédn para lograr la
minima concentracidn de subproductos sin sacrificar la

actividad de 1a enzima.



11. GENERALIDADES

I1.1  DEXTRANAS.

Los polimeros son de 'gran importancia en el mundo biolagico.
Las estructuras de algunos biopolimeros son pricticamente
ilimitadas, Muchos biopolimeros poseen ciertas estructuras
complejas que influyen de wanera iwmportante sobre las propiedades

funcianales de las moléculas.

Pasteur +fue el primero en estudiar a las dextranas en 1861.
Su ¢brmula empirica ¢ue determinada en 1874 por Scheibler
(C6H100%), quien fue el que las denomin® dextranas. La formacidn
de la dextrana se reconocid como resultado de la transformacion
de soluciones de sacarosa a spluciones viscosas, geles y material
floculante precipitable.

Las dextranas son moléculas de D-glucosa. Existen gran
variedad de dextranam, di¢iriendo entre =1 por determinadas
caracteristicas {lsicas y quimicas como  soni la rotacidn
especitica, la viscosidad intrinseca, las propiedades de
solubilidad en agua y la proporcibn de las diversas unidades

glucopiranosidas que presentan.

La dextrana es un polisacArido producido a partir de




sacarosa por bacterias. Esth compuesta principalmente por
enlaces o1+ glucosidicos y su estructura varia en funcidn del
organismo 0 cepa que la produce, muchas de las cuales son

cariogénicas (2),

Las dextranas han sido consideradas como contaminantes en
preparaciones alimenticias que contienen sacarosa. Por ejempla,
puede producirse por bacterias contaminantes en vino, cerveza de
ralz, jugo de cata, jugo de fruta y jamones curados Con sacarosa.
Las dextranas son un problema en la industria arucarera, donde
ocasiona oclusiones en #iltros, inhibe la criltnl!z;:ibn, reduce
la produccidn y distorsionan las nodiclctqnel de rotacitn bptica
usadas. en 1a estandarizacidn y determinacidn de pureza de la
sacarasa. En los atios 70's se establecid que las dextranas son
@l principal componente de la placa dental y estdn involucradas

en el desarrollo de las caries dentales.

8in embargo, las dextranas y sus derivados, han encontrado
usos muy cotizados como extensores del plasma sanguineo,
anticoagulantes, aditivos en alimentos, gomas de alta viacosidad

y otras aplicaciones.

La principal bacteria sintetizadora de dextrana pertenece,
segdn nomenclatura de Bergey (3), a la $amilia

Lactabacteriaceae, tribu Sireptococceae, género  leuconnstoc,
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especie L. peseniercides y L. dextranicus.

Adicionalmente, se ha demostrado que otras especies producen
polisacAridos similares a la dextrana, Jeanes et al. (2) fueron
de los primeros investigadores gque caracterizaron y clasificaron
tas dextranas producidas por un gran ndmero de microorganismos
correspondientes a cinco gineras diferentes. Los polisacéridos
fueron caracterizados por oxidacidn con periodato y por sus

propiedades flsicas.

Se establecid que los polisacdridos tenian relativamente
grandes cantidades de enlaces & 1-6 con cantidades variables de
enlaces a 1.2, 01«3 y ali~4, dependiendo de 1la cepa del
microorganismo, En la Tabla I se presenta una clasificacidn de

las dextranas en funcidn del wmicroorganismo productor.

Janes et al, (2) demostraron también que dos cepas de
Straptobacierium dextranicum son capaces de producir dextrana vy
que todas las especies clasificadas tienen la caracteristica
camlin de utilizar Gnicamente a la sacarosa cowo sustrato para la
sintesis del polisachrido.

Las glucansacarasas de los Leuconostocs son inducibles y las
glucansacarasas de los Streptococci son constitutivas. Es
importante sefralar gque Ja estructura quimica de la dextrana estd

estrechamente relacionada a la cepa especitica que 1a produce.

10



TABLA 1

CLASIFICACION DE DEXTRANAS
DE ACUERDO AL MICROORGANISMO

DEXTRANA  SOLUBILIDAD

% ENLACES

1-6 1-3 1-3Ee 1-2Ee 1-49Er

L. m B-512F s 95 3

L. » B-742 8 30 30

L. m B-742 L 87 13
L. m B-1299 8 13-} 35
L. m» B-1299 L b6 1 27
L. m B-1333 -3 54 33 ¥ S

L. m B-1333 L 9s ]

€. m 6713 8 64 26

8. m 6715 1 4 94 2

L. » Lsuconomtoc mesenterdides

6. » Streptococcus mutens

8 soluble

L poco soluble

1 insoluble ’

Er enlace rawmificado

Fuente! Encyclopedia of Polymer Science and Engineering (S5).
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El Northern Regional Research Laboratory (Department of
Agriculture’s Bureau of Agricultural and Industrial Chemistry
U:.S.) aisld una cepa de L. nsaentecaides en 1943 y la clasif icd
bajo el ntmero NRRL B-512. Los resultados sobre la fermentaci &n,
I1a produccidbn y la caracterizacidn quimica de 1a dextrana d ia
cepa B-312 fueron publicados por Jeanes ot al. (4), La dextrana
producida por este microorganismo tiene aproximadamente 9% de
enlaces oli+6. Posteriormente, investigaciones realizadas fpr~ 12
Commercial Solvents Corp. wobre varias cepas de L. mexsnters £ des
productoras de dextranas concluyeron que 1a cepa B-312 era la

cepa ideal para la produccidn de dextranas para uso clinice (Q),

Las células de L. nesentergides NRRL B-S1i2 F son estir dcas
lenticulares, Este microorganismo es anaerobio facultativo, gram
positivo, no es ¢formador de esporas y no es patdgeno, Los
nutrientes indispensables para su crecimiento son acido
nicotinico, tiamina, &cido pantoténico, biotina y los aminthcidom

valina y hcido glutamico.

ESTRUCTURA

La estructura aproximada de las dextranas fue determinamds @n
1984 (2). Por anklisis de metilacitn se dennltrb.quo 1a
estructura de las dextranas producidas por  Leoipmpstnc
asasnternides B-S12F contenlan 95% de enlaces ¢ 1+6 y 3% (e

o 123,

12



Las dextranas pueden ser divididas en tres clases con base
en sus caracteristijcas estructurales (5). ta clase 1 son
dextranas que contienen en la cadena principal enlaces
consecutivos ©1-4 con ramificaciones en las posiciones 2, 3 b 4.
La clase 2 son dextranas que contienen enlaces no consecutivos
a3-3 yail-6 y ramificaciones dadas por enlaces ol-3. Por altinmo
la clase 3 son dextranas que contienen enlaces consecutivos a 1-3
y ramiticaciones dadas por o -6 En la Figura | se esquematiza

1a estructura de las dextranas,

La dextrana de Leuconostac nesentecaides B-3512F es una
dextrana clAsica de ta clase 1 y presenta 95% de enlaces a 1-4
consecutivos y 8% de enlaces o 1-3 que forman rams+ic;ciones.
Existe controversia sobre la longitud de las cadenas ramificadas, -
Alaunos estudios quimicos indican que la mayor parte de las
cadenas laterales son residups simples de glucosa unidos por
enlaces © !-3 con pocos residuns de g9lucosas unidos por enlaces
a1-6 (é). Sin embargo, estudios fisicos han seffalado que las
cadenas laterales son relativamente grandes, aproximadamente

entre 50 y 100 residuos de glucosa unidos por enlaces o 1-6.

SINTESIS ENZIMATICA

La dextrana se sintetiza por ia enzima dextransacarasa. Esta

enzima es producida por L. mesenternides por induccidn de la
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sacarosa. Aparentemente, la porcion 6rd:tufuranosa de la molécula

es la que provoca gue la induccibn tenga lugar.

Los primeros trabajos sobre sintesis enzimatica de
dextranas, se llevaron a cabo por Hehre et al. (6)} Hehre y Sugg
(7)), quienes demostraron en medios libres de células de L.
mesenterpides la sintesis de dextrana a través de una enzima. La

enzima involucrada fue denominada dextransacarasa.

Estos autoreg demostraron que el microorganismo puede crecer
también en varjas fuentes de carbono como glucosa, maltosa,
azdcar invertido y fructosa. Sin embargo, observaron que con
estos azdcares no se induce la ‘formacidn de la enzima. Por 1o
tanto se concluyb que la sacarosa es fundamental para la
produccidn de la enzima. La energla relativamente alta (17,7~
20.9 KI/mol= 4-5 Kcal/mol) de la hidrdlisis de sacarosa se
utiliza por 1la enzima para sintetizar el enlace a 1+6 de la

cadena principal, como se indica en la Figura 2.

La dextransacarasa de L. pgssnterpides B-512 es secretada en
cantidades relativamente grandes al medio de cultive con un
minimp de enzimas contaminantes relacionadas y es +ormadora de

dextranas solubles de alto peso molecular.

La accibn de esta cepa puede compararse con otras cepas de
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L. mesentercides y de Streptocncci formadoras de ls placa dental.
Estas cepas pueden formar dextranas sojubles ¢ insolubles
pueden sintentizar varios tipos de doxtrinlaclrnia, conjuntamente
con enzimas contaminantea, comoc invertasa y levansacarasa. Las
enzimas asociadas & la produccidn de dextransacarasa B-512F son

levansacarasa, invertasa y dextranasa.

ta enzima dextransacarasa (sacarosat acl,6 a ~-D-glucan 6
giucosiltransferasa £,.C. 2,4.1.3) o8 responsable de la sintesis

de los enlaces Slucosldicos o -4,

Estudios cualitativos sobre I1a estructura de la enzima,
evidenciaron que se trata de una glucoproteina constituida en la
porcibn de carbohidrata por D-mancsa y en la proteina por los
aminobcidos, A&cido aspArtico, Acido glutdmico, treonina, serina,
prolina, glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina,

fenilalanina, arginina, lisina e histidina.

Algunas propiedades importantes de la enzima se sehalan a
continuacibn? e] pesa molecular de la enzima en preparaciones
puriticadas es de 280,000, El pH Optimo para la actividad vy
estabilidad es de 3.2 vy es independiente de la naturaleza de la
solucién reguladora (8), La dextransacarasa es una enzima de
especificidad absoluta, siendo la sacaraosa la dnice sustancia que

puede actuar como sustrato.
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Los valores de Km reportados para la sacarosa son de 0.02-
0.03 M, La energia de activacidn de la reaccidn en el intervalo

niveles de temperatura entre 1S y 30 C es de 4-5 Kcal/moil (35),

MECANISMO DE SINTESIS ENZIMATICA

El mecanismo propuesto paor Robyt et &l. (9) para la
biostntesis de la dextrana, sugjere que la glucosa de la molécula
de sacarosa se transfiere al #inal reductor de 1a dextrana, donde
1a glucosa y ia dextrana se enlazan covalentemente a la enzima.
Por otra parte, 1a glucosa ligada a Ia enzima sirve comd un
residuo donador pars la polimerizacion de la dextrana, Este

mecanisno se tlustra en la Figura 3,

Se puede observar gue la enzima tiene dos grupos cataliticos
.quivllon_to:: X1 y X2, Al inicioc de 1a sintesis, la enzims ataca
& 1o sacarosa para dar complejos giucosidicas. E) OH del Carbono
4 de una de sstas unidades de glucosa lleva a cabo un atague
nucleotilico sobre el Carbono | de la otra unided de 9glucosa,
4ormanda  un enlace o 1-4 glucosldico, La formacidn de este
enlace provoca la liberacidn de uno de los grupos nucleoéllicos
que al atacar sl Carbono 1 de la unidad de isomaltosil .Oaﬂu un
complejo enzima isomaltotrisil, Conforme e} procesc me
desarrolla, 1los dos grupas catalfticos antes mencionados, faorman

aiternadanente complejos covalentes con la glucosa y la dextrana,
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La cadena de dextrana crece entonces por insercidn de
unidades og9lucasa que son transferidas de la sacarosa al sitio
activo y se localizan entre la enzima y el +inal reductor del
polimeroc de dextrana. La cadena de dextrana es liberada de Ia
enzima cuando una molécula del aceptor (por ejemplo, fructosa o
glucosa) alcanza la concentracidn suficiente para actuar sobre el
sitio activo de la enzima a través de un ataque nucleofilico de
los grupos hidroxilo sobre la dextrana. Asimismo, las cadenas de
dextrana exbgenas puede actuar para producir un enlace

ranificado.

En la biosintesis de la dextrana hay dos aspectos relevantes
que 1a hacen diferente de otros mecanismos de produccion de
biopolimeros. Primero, la biosintesis no requiere de ningtn
intermediario fosforilado de alta energla {nuclebtido!} y
segundo, la energla necesaria para llevar a cabo la biosintesis

es proporcionada por la hidrolisia de la sacarosa.

RAMIFICACIONES

En 1976 Robyt y Taniguchi (10) demostraron que la sinteais
de los enlaces 0143 de la dextrana por la enzima de L.
nessntergides NRRL B312 F ocurre cuando @@ OH del Carbono 3 de
las moléculas de dextrana libres atacan nucleofilicamente al

Carbono ! del grupo glucosil y al Carbono I del grupo
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‘dextranosil desplazindolos del complejo. €l mecanismo de

reaccidn para la formacitn de ramificaciones se ilistra en la

Figura 4,

REACCION DE ACEPTOR

Cuando otros carbohidratos ademds de la sacarosa  son
adicionados a la mezcla dextransacarasa-sacarosa el grupo
glucosil de 1a sacarnsa es desviado de la sintesis de dextrana y
se incorpora al carbohidrato receptor, 1llamado aceptor. Algunos
carbohidratos de bajo peso molecular, tales como monosacAridos,
disacAridos o trisachridos y el residuo de glucosa son aceptores
Y una serie de productos aceptores homdlogos pueden presentarse
durante la sintesis (11). Los productos as! obtenidos son
también de bajo peso molecular, gque, por otra parte puede
solamente incrementarse por e] peso molecular del grupn D-
glucosil: incorporado. Cabe selalar que algunns de los productos
generados e&n la reaccibn de aceptor también pueden actuar como
aceptores. En estos casps, una serie de productos aceptor
homd logos resultan de la reaccidon de aceptor de la
dextransacarasa. Es decir, 1la formacidn de los productos aceptor

ocurre a expensas de la sintesis de dextrana.

Sin embargo, con algunos carbohidratos, los productos

obtenidos no actuan como aceptores o bien presentan propiedades
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de aceptores pobres; como consecuencia no se obtiene ningdn
producto resultante de Ja reaccibdn. Este es el caso de la
fructosa gque cuando actéa como aceptor <forma el disacdrido
leucrosa (d-glucapiranosil 1~% D-fructoasa), el cual ya no actda

como aceptor,

Una gran variedad de carbohidratos pueden actuar como
aceptores como se sehala en la Tabla 1I. Ebert y Schenk (12)
clasificaron algunos de los aceptores camo fuertes, intermedios y
déblles. Eatudins sabre el mecanismo demuestran que el aceptor
interactda con la enzima glucosil o el intermediario enzima
dextrannsil para liberar la glucosa o cadena de dextrana del
sitio activo de la enzima, con la +ormacidn de un enlace
covalente entre la dlucosa o la dextrana y &1 aceptar. Cuando e}
aceptor desplaza la dextrana del sitio activo, la polimerizacion
de la cadena de dextrana se termina y, por Ip tanto, decrece la
cantidad y el pesp malecular de la goma . En la Figura 5 se

jlustra el mecanismo de la reaccibn de aceptor.

Como se menciond con anterijoridad, cueando una cadena de
dextrana de nltb peso molecular es el aceptor, un grupo OH del
Carbona 3 de la cadena de aceptor de dextrana, ataca el Carbono t
de la unidad glucosi]! o dextranosi] del complejo enzima para
jiberar glucaosa o dextrana ¥ formar un enlace ramificado entre la

dextrana aceptor Yy la glucosa o dextrana de la enzima, Este
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TABLA 11

ACEPTORES Y PRODUCTOS GENERADOS BAJO LA ACCION
DE DEXTRANSACARASA DE L,mesgenterojdes.

Aceptor

Productos Generados

D~glucosa
D-fructasa
D-maltosa
isomaltulosa
D-galactosa

B-S512F dextrana

series de isomaltodextrinas

leucrosa e ilcnnltu!oin

panosa y homfilogos de isomaltodextrinas
series de isomaltodextrinas
D-g9lucopironosil D-galactofuranosido
1,3-dextranosil-dextrana &

1,3~glucopiranosil dextrana
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mecanismno se ilustra en la Figura 4. Esta reaccién del aceptor
provoca la terminacitn de la elongacidin y en el caso en el que la
dextrana es el aceptor provee un mecanismo para la sintesis de

eniaces ramificados.

En la sintesis de dextrana, a partir de sacarosa por
dextransacarasa B-512, los disacdridos leucrosa e isomaltulosa
son  formadoz siempre comp subproductos, Estos resultan de las
reacciones de aceptor de la D-fructosa liberada de la sacarosa en
la reaccidn de polimerizacidn, Adicionalmente, se produce D-
glucosa libre por la accidn de aceptor del agua gque libera 1la

unidad D-glucosil del sitio activo.

De 1a 9gran variedad de azdcares de bajo peso molecular »
derivados de azdcares Que puedan actuar como aceptores la maltosa
es uno de los mads eflcientes, Este azicar desvia el 75% de los
grupos ﬁngucosil de la sacarosa a la formacion de una serie de
homdlogos d4e la panosa (6-u—D-glup-(l-é)-O-G-D-Glp-(l-a)-D-Glup).
Asimismo, se ha establecido que conforme el nivel de maltosa se
incrementa, el tamato de los oligosackridos formados decrece.
Cabe sefalar, que la cantidad de D-glucosa desviada de la
dextrana a productos de aceptor depende de la relacidn aceptor-

sacarosa (13).
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ft.2 PRODUCCION DE DEXTRANAS

L.Las dextranas se pueden producir por un procedimiento de
fermentacidn convencional o por mdtodos indirectos que implican
la obtencidn de dextransacarasa en condiciones dptimas para su

elaboracidn, seguida de sintesis enzimitica.

FERMENTACION CONVENCIONAL,

La produccitn de dextrana por eate método se acompafra por el
crecimiento de Leucapnastoc mesenterpides. La dextrana se obtiene
directamente del mnedio de ferwmentacidn por precipitacién con
etanol. En este proceso tres fasea toman lugar! +ase ' de
crecimiento de! microorganismo, fase de produccidn de 1a enzima y
fase de reaccibn enzima-sacarosa. Sin embargo, este proceso
convencional presenta las desventajas de que la propagacion de
células, ' la produccidin de enzima y la sintesis de dextrana tienen
iugar bajo un mismo conjunto de condiciones gue cambian durante
el curso de la fermentacidn, como se ilustra en la Figura 6. Por
otra parte, la brnplglc!bn de céiulas y la produccidn presentan
un  rendimiento oOptimo a niveles diferentes de pH: 4.9 y 6.7,
respectivamente. Paor 1o tanto, en el método convencional los

rendimientos Gptimos no se alcanzan.

Con hase en este anAlisis, se reconocid que la produccidn de
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una solucibn enzimhtica libre de células pornl(lrll la sasintesis
de dextrana bajo condiciones controladas, obteniendo el polimero

puro.

METODO INDIRECTO

Dado que la mayorla de las especies productoras de dextranas
presentan una enzima extracelular, es factible aislarla y llevar

a cabo 1a sintesis de 1a dextrana en ausencia del microorganismo.

Los procedimientos para la sintesis enzimdtica de dextranas

incluyen las siguientes fases:

1. Produccion de la enzima,

2. Eliminacion de las células bacterianas del medio de
produccibn.
3. Sintesis de dextrana en una mezcla de reaccitn conteniendo

1a enzima y el sustrato en condiciones cuidadosamente
reguladas.

4q, Fraccionamiento y purificacidn de la dextrana.

Los estudios bAsicos sobre la doxtrnnsncnrln; l1levados a
cabo por Hehre (6) y Hehre y Sugg (7), constituyen la base de
extensas investigaciones sobre la sintesis enzimitica. Koepsell y
Tsuchiya (14) publficaron un procedimiento para 1la praoduccibdn

rapida de dextransacarasa con elevados rendimientos.
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Tasuchiya 1%, describid las efectos de diversas
candiciones de cultivo sobre la produccidn de dextransacarasa por
Leuconostoc wesspiercides NRRL BS12 F. El medio de cultive
empleado para la produccidn de enzima inclufa 2% de sacarpsa, 2%
de liquido de remojo de mg!z, 0.1% de fos+ato monopotadsico ¥y O0.5%
de mezcla de sales {sulfato de magnesio 4%, clorurp de sodio

0.2% sulfato de manganeso 0.2% y sulfato ferroso 0.2%).

Al estudiar el efecto de) pH sobre la produccidn de enzima
Tsuchiya {13) encontrd que la mhxima produccibn era obtenida a pH
de 6.7 aunque a este pH la enzima era rhpfdamente inactivada a
temperatura de 235 C, €1 pH &ptimo de actividad tue 8.2 v a eate
valor 1a enzima era estable en presencia de iones calcio,
Tsuchiya (13) encontrd que laos iones amonio ejercian un efecto
adverso sobre la praduccibdn de enzima por 10 que era pre&erible
¢l uso de NaOH para el contrpl del pH. Una concentracidn de
sacarosa del 2% fue la bptima para evitar 1a sintesis extensiva
de doxt;lnl que e obaerva con concentraciones superiores y Qgue
resulta en un aumento de la viscosidad, con lo que se dificulta

la eliminacidn de las células bacterianas.

Con este wmedio, la concentraciones de enzima obtenidas
fueron de 40 UDS/ml - 70 UDS/mi} UDS= Unidades Dextransacarasa.
Una unidad de dextransacarasa (UDS) se define como la tantidad de
enzima que transforma un m9 de sacaross en dextrana en una hara,

1tberando 0.52 mg de fructosaa.
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Cabe sefralar, que trabajos realizados por Lbpez y HMNonsan
{16) dieron como resultado producciones mds altas de enzima.
Para una adicitn continua de sacarosa, 20 g/1/h, estos autores

obtuvieron 180 USD/m]l en el sobrenadante de fermentacion.

Adicionalmente en trabajos llevados a cabo por Schneider
{17) en fermentaciones a gran escala se obtuvieron producciones

hasta de 300 USD/ml,

Estas producciones tan elevadas de en2ima se lograron,
fundamentalmente, por el control en la adicibn de la sacarpsa
durante 1la fase activa de crecimiento cuando la produccidbn de
enzima es inducida. Asimismo, factores durante la fermentacidn
que merecen especial cuidado para 6ptlmlzar el proceso son, el
PH; la temperatura y aireacidn y los nutrimentos esenciales para
Leuconostocx mesentercides. En las Figuras 7 vy 8 se {iustra el

efecto del pH v el de temperatura.

pH del medio de fermeptacitn

El croclnlonio de Leuconastaoc sesepntercides depende de la
fuente de carbono disponible. Esta se fermenta por la via de
hexosa monofosfato produciendo Acide lbdctico, €02 y etanol. Por
otra parte el metabolismo serbbico oxidativo genera dioxido de

carbont, bcido lhctico y Acido acético.
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‘El  control del pH a través de la sadicion de Alcali durante
ol' proceso es de suma importancia. El valor oOptimo para la
produccidn de enzima reportado por Koepsell es 6.5-7.0, ajustando
posteriormente a2 pH 5.2 para praocurar la estabilidad de 1a enzima

y permitir la medicibn de la actividad.

Para evitar una pérdida significativa de la actividad se
recomienda que en la etapa final de la fermentacidon se lleve a
cabo e1 ajuste del pH a 8.2, E} cambio de pH estimula l;
conversidn de la sacarosa residual a la goma y ofrece las
condicionem Optimas de estabilidad de la enzima. En la Figura
7 se {lustra la dependencia de la actividad de 1la dextransacarasa

en relacion al pH.

Ienpsrcaturca x alceacibn

En un proceso de fermentacidn la temperatura e&s uno de los
pardmetros que exige un mayor control., Alsop (17) reporta buenas
producciones de enzima a intervalos de temperatura entre 19 y 27
C, y establece cowo temperatura &ptima: 1la de 23 C, como se
muestra en la Figura 8. Asimiamp, Alsop reporta que mediante la
aireacién se incrementa el crecimiento del microorganismo y por

tanto la produccion de enzima,
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Nutrimentos

El medio de crecimiento para Leuconestioc mesenterpides v
para la produccion de dextransacarasa deberd contener sacarosa
como fuente de carbono, una fuente de nitrdgenn orghnico,
generalmente 1lguido de remojo de malz o extracto de levadura,
que adicionalmente proveen factores de crecimiento necesarios
para el micrporganismo, una fuente de +fosfato, normalmente
KH2P04, que adicionalmente tiene capacidad de amortiguar el pH
del medio de tultivo. Por otra parte, es importante adicionar
etementos traza para asegurar el buen desarrallo de la bacteria.
En los medios de fermentacitn reportados en la literatura existe
una suplementacidn de ciertos elementos que no son proporcionados
de manera adecuada por los materiales utilizados como fuente de
nitrbgeno, Koepsell (14) reportd la utilizacidn de una mezcla de
minerales conocida como ‘“*sales R", que incluyen sales de
magnesio, manganeso, fierro y sodio, Posteriormente se introdujo
el empleo de sales de calcio para pbtener una maypr estabjlidad

de la enzima.

I11.3 PURIFICACION DE LA ENZIMA POR EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO

«Las técnicas que habitualmente se utilizan para la
purificacién de enzimae se basan en propiedades fisicoquimicas de

las particulas, Tal es el caso de la carga eléctrica utilizada,
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en la técnica de electroforesis, e} peso molecular en )a técnica
de cromatografia de exclusibn en gel, las separaciones efectuadas
por una accion precipitante de los solventes orgdnicoe que al
modificar 1a constante dieléctrica de) solvente incrementan las
$uerzas de atraccién ontrl.)as moléculas, Los objetivos en estas
operaciones es retener en o posible, la enzima activa y desechar
otras macromoléculas. iLa eficiencia en cada etapa estd dada por
el porcentaje de la actividad total de enzima originaimente
prasente, que er retenida (rendimiento © produccidnl y la
puriticacidon o factor de purificacitin (el factor por el cual 1la
actividad especliica d; la preparacibtn se ve incrementadal. El

objetivo en la purificacian es optimizar ambos factores.

En los atos 60's, el] equipo de Albertsson (18) desarrolld
una técnica nueva de $raccionacidn de células, organelos vy
macromoléculas, con base en la extraccion liquido-liguido, que
pernite preservar la integridad de) material bioldgico, En
cantrast;, en esta t&cnica 1los solventea orginicos, nue
generalmente ge utilizan para esta operacibn en la qulmica

clasica, son reemplazados por polimeros solubles en agua.

El principlo de 1a extraccidbn liquido-llguido se basa
esencislmente en que las moléculas en solucitn no san inertes
sino que interaccionan entre ellas, lo que determina directamente

®) comportamiento del sistema,

36



Las moléculas de tamafio importante y solubles en un wmismo
solvente conducen frecuentemente a la aparicidn de fases liquidas

inmiscibles. Este fenbmeno es llamado separacibn de fases.

Albertsson (18) cita pares de pollmeros que conducen a la

aparicidn sistenas bifhsicos:

-~ Dextrana-PEG (pnlietilenglicol)
- Dextrana-Metilcelulosa

- Dextrana sulfato-PEG

La separacion de +fases dextrana-PEG en agua es la
consecuencia de la desestabilizacion del sistema por 1a
introduccitin de dos especies moleculares, una de las cuales
presenta un cardcter hidrofdbico netamente superior al otro. El
polimero hidrofdbico (en este camo el PEG) impone una disminucién
de la entropia del agua alrededor de los grupos CH2-CH2, quedando

el sistema soluble gracias a las funciones é&ter y alcohol.

ia separacibn de fases comienza una vez que el nivel
energético de moléculas de agua ligadas a la dextrana es superior
al nivel energdtico de moléculas libres asociadas entre ellas,
De  esta nanera, el comportamiento de los polimeros en solucién
puede caracterizarse por un diaugrama de fases como el que se

muestra en la Figura 9. Cabe sefralar que en el caso especitico
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de la dextransacarasa, esta es obtenida en la fase rica en

dextrana ya que se encuentra ligada a las cadenas del polimero.

Una vez que las macromoléculas, los organklos y las células
estin presentes en el sistema, estas se separan conforme a su
afinidad por una u otra de las fases del sistema, 1o Que se puede

caracterizar por el coeficiente de particibn

concentracién en la fase superior

concentracién en la tase inferior

El valor de K depende de un gran nimerp de tactores ligados
al wistema utilizado (presencia de sales, temperatura, etc.),
pero sobre todo a la naturaleza de las particulas {peso

molecular, carga eléctrica, grupos funcionales, etc.).

Asl, Gerson (19) y Gerson ¥y Akit (20) pusieron en evidencia
que el coeficiente de particién depende de la naturaleza de las
particulas, del ndmerc de cargas y de los grupos hidrotébicos

presentes sobre la superficie de las particulas.
La fraccionacion por separacidn de fases es una técnica que

recurre a una propiedad nueva referente 3 la superéicie de las

particulas.
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La +¢raccionacidn por separacibn de ¢ases se caracteriza
también por la posibilidad de tratar grandes volimenes ya que el
coeticiente de plr(lclbn permanece constante para un amplio
intervalo de voldmenes (21). Asl, contrariamente a las técnicas
largas y costosas tales como la electroforesis, 1a cromatografia,
la centrifugacidnt su utilizacitn es factible tanto en el

laboratorio como a escala industrial 122),

I11. 4 BORATOS

Los oxianiones son un conjunto de compuestos que se derivan
de una amplia gama de elementos entre los mis usuales se pueden
citar a los boratos, germanatos, arseniatos, wolibdatos,
wolframatos y estanatos. Se conoce que los oxianiones tienen la
propiedad de formar complejos con varios compuestos a pH vy

temperaturas especificas.

Una de las aplicaciones mis importantes de los oxianiones es
su utilizacion en el desplazamiento de equilibrios enzimlticos,
cuando alguno de 1os productos se pueden acomplejar con los

oxianiones.
Los oxianionss pueden asi, atrapar al producto y provocar

que la posicién del equilibrio sea sodificado favorablemente. En

i1a mayoria de los casos la formacién del complejo es reversible,
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de tal suerte que, tanto el producto como el oxianidn, pueden ser

recuperados despuéds de etectuar un cambio en el pH.

De los oxianiones, los que han sido utilizados wis
amplianente son los bor,tos, por la habilidad que presentan
algunas de estas especies para acomplejarse adecuadamente con un
gran nimero de compuestos naturales, a intervalos de pH
tisinldgicos (23}, Entre estos se pueden citar a los alcoholes
polihidricos, aldosas, cetosas, nucleosidos, nucledtidos,
incluyendo algunas coenzimas como la NAD+ (dinucleotido de
adenina), ¢ormas enol de cilertos Acidos (por ejemplo Acido
tentlpiravicol, hidroxibcidos (por ejemplo  salicilico),
catecolaminas {por ejemplo adrenalina) vy compuestos con
estructuras wmls complejas entre lo0s cuales se puede mencionar a

la aldosterona.

Biesneken en 1949 (24) realizd las primeras investigaciones
sobre la ;nthlcclon de carbohidratos y Acido borico a través del
estudio de su conductividad en agua. El incremento en 1la
conductividad se usd para estimar @1 grado de f{ormacidn de
complejos clclicos que involucran pares de 9grupas adyacentes.
Este autor encontrd que habia una mayor formacitn de complejos
con las formas cetosas gue con las  aldosas, debido,
Sparentemente, a que hay mayor acumulacidn de grupos hidroxilo en

la vecindad del Atomo de carbdn reductor.
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Asimismo, las contiguraciones de anillos de cinco miembros
{furanosas) con dos grupos hidroxilos adyacentes en posicidon cis

son favorables para la formacisn del complejo con los boratos.

Bdeseken (24), reportd que el Acido borico no +forma
complejos con 1los disacAridos lactosa y maltosa a pesar de que
ambos contienen glucosa en su molécula. Esta falta de capacidad

se explicd por el enlace invalucrado con el carbono cuatro.

La sacarosa no interacciona de manera importante con e}
Acido bbrico ya que ni su configuracibn, ni las distancias
involucradas entre los hidroxilos son favorables para la

complejacion,
El 1937, Foster (25) reportd que la reaccion de compuestos

polihidricos con iones borato sigue el equilibrio esquematizado

en la Figura 10:
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L PHO\ /OH -
H3BO3 + H20 == B + He ta)
HO/’ \bH
Fno on | Ho - [wo o -
N/ \R - VAN
/3\ + —_— /n\ /R + H20 (b}
HO OH HO _HO [+]
N " -
\ / \ N / \ A\
+ R ™ + H20 te)
/ \ / HD/ \ S \

Figura 10. Equilibrio Buimico de los Complejos de Carbohidrata-

Borato.

Foster (2%) estableci® que e) equilibrio de las reacciones
(a), (b)' y f{c), era dinimico y que todas las wmoléculas del
carbohidrato R{(OH)2 podian asociarse con una carga negativa. La
magnitud de esta carga era determinada por la posicidn del
equilibrio de las reacciones (a), (b)) y (c) el cual era
influenciado por 1la disposicion estereoquimica de 1los grupos

hidroxilo en R(OM)2,

A través del estudio electroforético Foster (2%) definid que
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las mAximas movilidades de los complejos borato-carbohidratos se
encontraban en la regién de pH de 9-10 generalmente, ¥y gue las
movilidades relativas de ciertos carbohidratos dependian
criticamente del pH. As), 1a D-glucosa a pH 9-10 presentaba mayor
movilidad que la D-fructosa, mientras que a pH 7-8 la relacidn se

invertia, como se {lustra en l1a Figura 11.

En 1963 Weigel (26), hizo referencia a las especies iénicas
que presentan los boratos con compuestos polihidroxi, como se

muestra en la Figura 12,

Ju} 0 OH
R/ \B— OH R/ \B/

\/ VAN

/
\></

R—0—B — 0OH

Figura 12. Complejos Borato con Compuestos Polihidroxi.

Weigel (24), propuso que 10s iones borato tormaban complejns
con los compuestos polihidroxi cuando los grupos hidroxilo eran

separados por una distancia aproximada de 2.4 A.

Esta distancia
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FIGURA 11 FORMACION DE COMPLEJOS CON BORATOS EN
FUNCION DEL pH.
_Fusnte: Barker, of. al. (23)



era 1a jue presentaban los compuestos de anillos de cinco
miembros con 1,2 dioles en posicién cis y permitia una reaccién

mhs fuerte que la de los isbmeros trans.

En 1971 Takasaki (1{, con base en 1a interaccidn de los
boratos con los carbohidratos, investigd el etecto de este
oxianibn sobre la reaccidn de isomerizacitn de la 9glucosa a
fructosa por la glucosaisomerasa. Takasaki encontré que la
produccidn de fructosa dependla de la relacibn az&car-borato vy
del pH. Este autor alcanzd un rendimiento de 88 a 90% de
fructosa a partir de glucosa cuando la reaccitn de isomerizacitn
se llevaba a cabo en presencia de cantidades adecuadas de
tetraborato de sodio que +{ormaba complejos con el azdcar,

Takasaki propusd el siguiente mecanismo de reaccidn:

Na2B407 + 7 H20 = 4 H3B03 + 2 NaOH

| OH

H-C-0H H-C-D\/
" 4+ H3B03 B He ¢ W20

I PN

H-C-0OH H-«l:-o OH

En 19680, Davis et al. (27) investigaron 1a interaccidn del
Mcido bborico y los boratos con los carbohidratos y sustancias

relacionadas. Estos autores concluyeron que los bhoratos forman
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complejos fuertes y estables con compuestos polihidroxilos
lineales. Un requisito para que los boratos formaran complejos
fuertes era que los grupos cis-hidroxilos ¢uesen coplanares.
Davis et al. encontraron que las <¢ormas planares de D-
glucofuranoss Yy de la aldehido D-glucosa eran capaces de formar

complejos fuertes.

A través de estudios de rayos X sobre minerales de boro, 3se
ha demostrado que el i6n borato tiene una simetria tetrahédrica,
Esto significa que el bdcido bdrico no actda como donador de
protones sino como un Acido de Lewis, aceptando el par de
electrones de la base (por ejemplo CH-) para formar el anién

tetrahddrico B (0H) 4,
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111. MATERIALES Y METODOS
111,81 FERMENTACION Y OBTENCION DE LA DEXTRANSACARASA

Para 1a obtencion de !n dextransacarasa, se lleavd a cabo una
fermentacién utilizando una cepa productora de Leuconostoc
sesenteraidas NRRL-B 812 F. Con base en los trabajos de Lbpez y
Monsan (16), se selecciond e)! medio de cultivo optimizado,
utilizando materias primas totalmente disponibles en el pals.
Las condiciones de fermentacibn fueron seleccionadas considerando
los trabajos previos de Martinez (28), donde se establecieron las
condiciones optimas para el crecimiento de Ltu:nnngsn:
npsenierpidss NRRL-S512 F. Asimismo, se consideraron las
modificaciones sugeridas por Prat (29) para 1a alimentacion
continua de una wmezcla lnclroni-NtOH, que regula de manera
sinulténea @l suministro del azicar y @l pH, gQue comd se sehald
con anterioridad, desciende conforme se consume 1a sacarosa.

En la Tabla 1II1 se presenta la composicioOn del medio de
cultivo utilizado tanto en la preparacitn de inbculos como en las

fermentaciones,

Bropagacian

La propagacion se llevd a cabo en volimenes correspondientes
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TABLA IIX

COMPOSICION DEL MEDIO DE FERMENTACION

Sacarosa 10.0 g/l
Extracto de Levadura 20.0 g/1
Sales:

Sulfato de Magnesio 0.2 9/1
Sulfato de Manganeso 0.01 g/}
Cloruro de Calcio 0.02 g9/1
Sulfato Ferraso 0.01 g/l
Fosfato DibAsico de Potasio 20.0 g/1

Para los intculos la sacarosa fue de 20.0 g/1.

El clorurco de sodio normalmente se incluye en la +ormulacidn

a una concentracidn de 0.01 g/1. Sin embargo, no se adiciond
1

debido a que el extracto de levadura usado lo contiene en

cantidades apreciables.
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al 10% del-volumen total de fermentacitn. E1 medio se mantuvo a
2?7 € con agitacidn en un incubador New Brunswick 6ci. (Edison,
N.J., U.S8.A.), por {2 hs antes de iniciar la fermentacion, La

cepa 1iofilizada we suspendid en la solucidn del medio estéril.

Escmeniacibin

Se realizaron fermentaciones de S 1 en un fermentador de Lh
Fermentation 2000, Series I. Para ello , se utilizd un inbdbculo
de 300 m]l para un volumen total de 3 1| de medio de cultivo. La
fermentacidn fue retroalimentada, es decir, se mantuvo durante el
periodo de fermentacidn una concentracidn constante de sacaross a
través de la slimentacién de una mezcla sacarosa-NaOH (400 g/1

sacarosa en solucién de NaOH a 40 9/1) para ajustar el pH,

El creciniento bacteriano se midié por turbimetria en un
espectrofotimetro Perkin Elmer, Hitachi 200, Wellesley, M.A. a
630 nm, Para este propdsito, se utilizaron muestras diluldas:

1710 del medio de fermentacidn.

Las fermentaciones se consideraron terminadas al repetirse
dos lecturas de densidad bptica a 650 nm. Posteriormente, se
ajustd el pH & 5.2, con la finalidad de convertir 1la sacaross
remanente en dextrana. Como se menciond con anterioridad, 1a

presencia de este polisacArido es necesaria para realizar 1la
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puriéicacidn de la enzima.

Centrifugacidn

El wedio. de cultivo obtenido en las fermentaciones +ue
centrifugado a 64000 rpm durante 30 min a temperatura de
refrigeracidon en una Centrifuga Reérigerada Modelo DPR 6000, Al
sobrenadante obtenido se le midid el volumen y la actividad de la

dextransacarasa, comn se menciona en @l inciso IIl.1.2.

I11.1.% PURIFICACION

E} sobrenadante obtenido dilpuel de 1a operacibdn de
centrifugacidn, se puriticd a través de una extraccidn liguido-
llquido, utilizando PEG 1%00 {(polietilenglicol) . En la Figura 13

se ilustran las etapas involucradas en esta fase.

La purificacidn de la enzima del! sobrenadante se realizd por
adicitn de una solucidn al 30% de PEG 1500. La dositficacibn se
efectud lentamente con agitacibn constante, hasta alcanzar una
concentracidn +inal aproximada de 200 g/] de PEG en @1 volumen
total ?on 1o cual se logréd !n'goplrlciOn de fases. La fase rica
en dextrana (asociada a 1a enzima) se disolvid en una solucién

amortiguadora de acetato de sodio (pH 3.2, 20 wM) con 0.03 g/1 de
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MEDIC OBYENIDO DE LA FERMENTACION

CENTRIFUGACION

{3500 rpm, 30 min, 4 C)

BOBRENADANTE
ADICION DE SDLUCION AGITACION
DE PEG, 30 % (w/v). CONSTANTE

SEPARACION DE FASES
La enzima se acbtiene de la fase inferior,

rica en dextrana.

FIGURA 13. ETAPAS INVOLUCRADAS EN LA EXTRACCION
LIQUIDO - LIQUIDO.
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CaCl2 para mantener 1a estabilidad de 1a enzima, Con #1 objeto
de oabtener una preparacibn enzimhtica de wayor pureza esta fue
reprecipitada en las wmismas condiciones. La preparacion de
dextransacarasa obtenida se mantuvo a temperatura de

congelacion hasta su utilizacién,

I1X1.1.2 -ACTIVIDAD ENZIMATICA

La determinacidn de actividad de la dextransacarasa se
realizé a través de la cuantiticacion de la #$ructosa liberada
cuando 1a enzima hidroliza a la sacarosa para sintetizar a la
dextrana, La velocidad inicial es proporcional a la cantidad de
fructosa liberada. El poder reductor de 1a +{ructosa puade
detectarse con el mbtodo del DNS (3,3 acido dinitrosalicliiico)
(30),

- La determinacion se efectud en una celda de vidrio de doble
pared de 25 ml de capacidad. La temperatura se mantuvo constante
a 29 C. El volumen $#inal de reaccidn fue siempre de 12 ml. La

nmezcla de reaccidn se detalla a continuacidnt

-~ n wl de enzima
-~ 0.24 m1 de solucidn reguladora de acetato de sodio pH 3.2, I M.
= 2 ml de sacarosa a)l 60% (para una concentracidn $inal de) 10%).

- C.bep. 12 ml de agua desionizada,
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Al eiectuar 1la determinacidn de actividad en presencia de
iones boratos se adiciond la cantidad adecuada de la solucion de
tetraborato de sodio 0.23 M a pH 5.2. tas concentraciones de
tetraborato de sodio empleadas durante 1a experimentacidn

fueron: 0.017, 0.034, 0.0347, 0.08%3, 0.113 M (29).

Las wuestras de 1 ml de la wmeicla de reaccidn se tomaron a
intervalos de tiempos especificos y la reaccidn enzimhtica se
detuvo poniendo en contacto la wmuestra con 1 ml del reactivo DNS.
Las mwuestras se homogeneizaban y se sometian a temperatura de
ebullicitn exactamente por S min. Posteriormente, la reaccibn con
DNS se detenia por inmersidn en un bato de hieio, Finalmente,
las muestras se dilulan con 10 ml de agua y despuds de un
periodo - de reposo no mayor de 13 min se efectuaba la lectura a
S40 nm. Para realizar la medidicion se construyd una curva

estandar con fructosa (0-2 g/1),

La actividad enziwmdtica se calculd mediante 1la siguiente

axpresibng

M (1.9) (60) (12)
UBD/MI @ —=cmecmcmmecceoeae

donde: M = pendiente (g/¢ructosa/tiempo)
1.9 = factor ontoquounltricd de conversién
= PN sacarosa/PM ¢ructosa
60 » conversidn de minutos a hora

n = wml de solucidn enzimdtica
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II1.1.3 PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Con el abjeto de establecer 1a vida media de las
preparaciones enzimhticas concentradas se monitored la actividad
a tres diferentes temperaturas: ambiente, de refrigeracidn S +

1 C y de congelacibn,

La preparacidn enzimdtica de experimentaciédn +ue obtenida
después de la operacion de purificacidn con PEG. La preparaciodn
fue suspendida en una solucién reguladora de acetato de sodio 20
mM, pH 5.2 y en presencia de jones calcio (0.05 g/1 de CaCl2),
La determinacibn de actividad se ro}lizb conforme se describe en

el inciso I11.1,2.

111.2 EFECT0O DE LOS BORATOS EN LA DETERMINACION DE AZUCARES
REDUCTORES

Para determinar ni existia alguna interaccidn de los iones
borato con las técnicas analtiticas empleadas se evalud e} efecto
de los boratos oﬁ l1a dgtorminnclbn de azdcares reductores por el

mhtodo de DNS (30).
Para este $in se evaluaron soluciones de fructosa de 1 g/l

en presencia de concentraciones crecientes de iones borato

(0,017, 0.034, 0.0%47, 0.085 y 0.115 M de tetraborato de sodio).
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111.3 EFECTC DE LOS BORATOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN

FUNCION DEL pH

Con la ¢inalidad de conocer el efecto de los iones borato
sobre la actividad de la fnzlnl en funcibn del pH, se determind
1a curva de actividad contra pH. Para realizar esta
‘determinacion se trabajd con una preparacidn enzimdtica que
contenia 33 USD/m]l, y una concentracidn de boratos de 0.0%56 ™
Na2B40?7, En estas condiciones se determind la actividad de 1a
dextransacarasa a diferentes valores de pH que calan en el
intervalo de 2 a 9. Paralelamente se evalud la actividad en

ausencia del oxianibn.

111.4 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA CINETICA DE LA
DEXTRANSACARASA

Para: obtener los pardmetros cinéticos de la enzima
dextransacarasa en ausencia de ijones boratos se determinaron las
velocidades iniciales de reacciin a diferentes concentraciones de
sustrato. Las concentraciones de sacarosa experimentales
seleccionadas fueron (3, 10, SO0 y 100 g/1), con base en el
trabajo de Martlnez (28). Asimismo se trabajd con tres
diferentes concentraciones de enzima: 13, 350, 100 UDS/mi. Las

determinaciones se llevaron a cabo por cuadruplicado.
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Para tratar de establecer el efecto de los boraton sobre 1Ia
actividad de la enzima, se trabajé con las siguientes
concentraciones de boratos: 0.017, 0.034, 0.0%67, 0.083 y 0.413 N
Na2B40?. Estas concentraciones $ueron seleccicnadas con base en
los estudios efectuados por Prat (29). Las concentraciones de
sustrato, asi como las de enzima, fueran las mismas que las del

estudio cinético libre de boratas.

Para efectuar el estudio cinetico de la enziwa se puso en
contacto la cantidad adecuada de enzima con el sustrato,
controlanda la temperatura a 29 C (a traves de un wsensor de
temperatura ULh Fermentations Serie 2000) y manteniendo homogénea
la mezcla de reaccitin con una plancha de agitacidn Mag-Mix,
Precision Sclentific. Cuando I1a sintesis se realizd en preassncia
de jones boratos se cantrold el pH con NaOH 3N (control
autombtico de pH Lh Fermentation Serie 2000), ya que en este casc
caontorme transcurre la ilntolil se generan protaones, como se
me#nciond anteriormente. Para mantener la homageneidad durante

1a sintesis, se aumentd graduaimente la velocidad de agitacidn,

La conversion de sacarosa a dextrana se cuantifico en el
tranacursc de 1a reaccién a través de 1a determinacion de
fructaosa, comd se detalla en la metodologia para calcular 1la

actividad enzimbtica.
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Para analizar los resultados obtenidos se elabord un
programa de computacidn para  estimar los pardmetros de los
modelos clhsicos de cinttica enzimitica. En este programa se
considera, . mediante la ponderacidn de los resultados
sxperimentales dada por uﬂ factor de ponderacidn vi* /o 32 (31),
que @l error en la medicibn de la velocidad se incrementa al
reducir la concentracion de sustrato. Para efectuar la
ponderacidén se recomienda un minimo de 4 determinaciones por
punto, El listado de! programa de computacidn se presenta en el

Apéndice,

111.5 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA REACCION DE ACEPTOR
111.9.1 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Con ’l $#in de evaluar el efecto de 1los boratos en la
reaccibn de aceptor de la fructosa y analizar si la produccidn de
leucrosa s¢ vela efectivamente disminuida, ae ~efectuaran

deterwminaciones de cromatogratfia en capa fina.

Las muestras fueron tomadas durante la sintesis a intervalos
de tiempo de 1 hr. 1 wl de muestra fue tratada con 1 wl de
alcohol al 96% (reactivo analitico J.T. Baker, Baker Chemical
Co.) con el objeto de precipitar tanto a 1a enzima como las

dextranas presentes. 10 ul del sobrenadante, se aplicaron a la
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cromatoplaca de silica gel 60 (E. Merck Darmastadt, Germany)
previanente activada 110 C durante 30 min. El sistema eluyente
enpleado $ue una mwezcla de butanol/acetona/agua (4:3:1),
reactivos J.T. Baker (Baker Chemical Co.). Una vez desarrollada,
1a cromatoplaca se secaba y asperjaba con una solucion de H2S04
al 30% para, finalmente someterla a calentamiento en una estufa
(MAPSA, Hdd. HAP-64%5) por 15 min a una temperatura de 70 C con el

objeto de revelarla.

111.5.2 CROMATOGRAFIA EN LIGQUIDO DE ALTA PRESION

Con el $in de cuantificar los azGcares involucrados durante
ia sintesis enzimhtica sacaross, fructosa, leucrosa [}
isomaltulosa mediante Qn método mds preciso y rapido se aplicd
una técnica de cromatografia liquida de alta presidon en fase
inversa., El equipo utilizado fue un cromatégrato de 1llquidos
Beékmnn (Mod. 332, Gradient Liquid Chromatograph Beckman
Inastruments 1Inc.). Para ésta determinacitn se consideraron los
informes de Oriol (32) para la identiticacidn de azdcares a
traves de un anhklisis en fase inversa. Se utilizd una columna
ultrasphere-0DS (10 mm x 23 cm) con agua como sistema eluyente y
un detector de Indice de refraccidn con una celda de 8 ul (Altex
Mod. 153, Beckman Instruments Inc.). El #lujo, el volumen de
inyeccidn, la sensibilidad en el detector, la atenuacibn del

registrador y la velocidad del papel se detallan en los
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cromatogranas del capitulo de resultados.

Las muestras se trataran con alcohol etilico 96 % (reactivo
analttico, J,T. Baker, Baker Chemical Co.), con la finalidad de
precipitar la dextranas. ) El sobrenadante se +iltrd en filtros
miltex-HV, 043 u ml tMillipore Co., Bedfard, MA) para asegurar

12 purificacitn de la muestra antes de la inyeccidn.
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1IV. RESULTADOS

IV.1 - FERMENTACION Y OBTENCION DE LA DEXTRANSACARASA

En este trabajo se realizaron fermentaciones con un volumen
final de 3.3 litros, Se utilizaron inficulos de 300 ml crecidos

12 horas antes de la fermentacibn.

Las fermentaciones se caracterizaron a partire del
crecimiento de la bacteria y de la actividad enzimbtica +¢inal,
alcanzada en el sobrenadante de la fermentacibn. €n la Figura 14
se ejemplifica el crecimiento de chlulas en funcidn del tiempo

para uno de los procesos efectuados.

El crecimiento microbioldgico obedece un modelo de primer

orden con respecto a la concentracibn de células:
dx/dt = u x
donde u es la vqloc(dld olpo;lfscl de crecimiento.
Cabe sefralar que. olgl velocidad es ¢funcién de 1a
concentracidén de 1la +fuente de carbono, que es el sustrato

limitante de acuerdo al modelo de Monod:

usumax 8/Ks + §
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En ll, Figura 13 se representa el modelo de crecimiento de
primer orden para los datos experimentales, De dicha grafica se
desprende un valor de velocidad especifica de crecimiento de 0.48
hr~1. Cabe sehWalar que cuando se efectéa un praceso de
termentacitn intermitente, ‘el valor reportado parsa este parbkmetro
es de 0.8 hr-1, lo que permite concluir gque en la fermentacidn

retroal imentada el crecimiento resulta mhs lento.

Esta situacidn es +ficil de explicar si se considera el
comportamiento de 1a velocidad especifica de crecimiento con
respecto a la concentracidn de sustrato limitante, En efecto, al
ser este comportamiento de tipo Michaeliano, en ia fermentacion
intermitente, caracterizada por una alta concentracién inicial de
sustrato la velocidad es mixima desde el iniciao y se mantiene asi
hasta el +inal del praoceso, donde la concentracibn cae hasta
llegar a cera. Por otra parte, en ia ftermentacidn
retroal imentada, la concentracidtn de sustrato se mantiene
artificialmente baja para evitar el {endmeno de represitn
catabdlica y spbreproducir la enzima, ocasionando una baja

velocidad especifica de crecimiento.

Una vez cancluido el proceso de fermentacion se centrifugd
o] wedio de cultivo para aobtener un sabrenadante libre de
células. Con éste sobrenadante se efectud la determinacidn de

actividad de la enzima, abteniéndose 130 USD/wl para 1 primera
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f{ermentacidn con un volumen total de sobrenadante de 3.3 1 y 74

UDS/m! para la segunda con un volumen total de 3,4 litros.

IV.1.1 PURIFICACION

Para efectuar la purificacién con PEG (polietilenglicol
1500) se ajustd la concentracidtn de dextranas en el sobrenadante,
medida como azbcares taotales, a 20 g/l. Es impartante subrayar
que este contenido Optimo se selecciond con base en las gruebas
de extraccidn con polietilenglicol (PEG) efectuadas por Prat
(33). for otra parte, 20 g/1 de dextranas resultan en un
sabrenadante poco viscaoso y +hcil de manipular para efectuar la
operacibn de purificacidn a través de la extraccibn liguido-
ltquido con PEG. Ambos poiilmeros intervienen para alcanzar la
separacidn de +{ases. En este proceso la enzima se separa por
estar asnciada a cadenas de dextrana.

En estos experinmentos, para lograr que @) contenido de
dextranas fuera el adecuado, se ajustd o1 pH a un valor de 5.2
durante los dltimos 30 min de la fermentacitn, para que la enzima
actuara scbre Ja sacarasa residual del medic. Este efecto
practicamente no se observa durante la fermentacidn por estar
regulado el pPH a 6.8, valor Optimo para e)] crecimiento 8. la

bacteria.
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Cabe sefalar, que para ambas fermentaciones fue necesario
adicionar sacarosa al medio centrifugado, ya que la cantidad de

dextranas obtenidas estuvo por debajo del recomendado.

Para establecer 1las cantidades necesarias de PEG y de
dextranas Yy lograr una separacidn con una fase rica en dextrana
es necesario construir un diagrama de fases. En es'e diagrama se

representa la concentracitn de un polimero en +$uncidn de la

concentracién de otro, incluyendo tanto la zona de miscibilidad

como la zona de formacidn de dos $ases. En 1a Figura 9 mediante

l1ineas de equilibrio, se muestra la composicién de las dos fases

obtenidas y las composiciones de cada polimerc en cada una de

las fases.

En este trabajo se adicioné a los sobrenadantes, que
contenlan 20 g/1 de dextranas aproximadamente, una cantidad de
PEG 1500, de tal forma que se alcanzard una concentracion final
&o 20% (w/v). Las separaciones aobtenidas tuvieron rendimientos

de puriticacion de 90% aproximadamente.

Los resultados de esta etapa , para las 2 +ermentaciones

realizadas, me muestran en la Tabla IV.
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TABLA IV,

Sobrena- Activi- Activi- Fase pu- Activi- % Rendi-
dante de dad so- vidad rifica- dad fa- miento

fermenta- brena- total da se puri- de puri-
cidn dante - ticada ficacidn
(Litros) (USD/ml) (USD) (ml) (UsSD/m1)

ia. Fer-

mentacidn 3.3 130 429000 250 1530 8%9.2

2da. Fer-

mentacicn 3.4 78 233000 4300 830 0.0

A partir de estos resultados se puede afirmar gue el métodeo
de extracibn llquido-lliquido con PEG es adecuado debido a los
buenos rendimientos de puriticacion obtenidos. Ademds, el PEG es
un polimero inerte, ya que la separacidn se efectua a través del
desplazamiento de moléculas de agua que rodean al pol isacdrido
por -olo:dla- de PEG, 1logrando que las moléculas de dextrana se
agrupen y separen del seno del liquido. Por otra parte, es
importante seffalar gque e] PEG eos un material barato y disponible

en Miéxico.

Iv.1.2 PRUEBAS DE ESTABILIDAD

Con base en los informes previos de Prat (33), donde se
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reporta que preparaciones enzimhdticas concentradas presentadban
buena estabilidad a temperaturas superiores a las de
refrigeracioén, on este trabajo se efectuaron prusbas de
estabilidad de la solucitn enzimAtica concentrada (1530 USD/ml) a
tres diferentes temperaturas de almacenamiento, S C an
refrigeracibn, temperatura ambiente 20 C aproximadamente y
temperatura de congelacion. Cabe setalar que las preparaciones
enzimbticas probadas en este trabajo fueron cinco veces mis

concentradas que las reportadas por Prat.

Los resultados obtenidos se wmuestran en la Figura 16 donde
s¢ puede oaobservar que el 93% de la actividad enzimbdtica de 1la
enzima almacenada a temperatura ambiente se perdid en un periodo
de 14 dlas. Por otro 1ado, la preparacibn alwmacenada en
refrigeracibn, durante e! mismo periodo de tiempo, mantuvo el 85%
de actividad inicial. Asimismo, la enzima mantanida a

temperatura de congelacidn, mantuvo el 100% de la actividad,

Con estos resultados se puede astablecer que en
preparaciones enzimbticas con alta actividad no se presenta un
efecto protector importante dado por la dextrana como
aparentemente ocurre en soluciones de menor actividad, donde se
postula que la disminucion en la disponibilidad de moléculas de
agua ayuda a mantener una conformacién proteinica estable (34), a

temperaturas cercanas a la de refrigeracidn. Probablemente esto
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se debid a que la cantidad de dextrana en la preparacién no fue

suéiciente.

V.2 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA DETERMINACION DE AZUCARES
REDUCTORES

El primer aspecto a considerar en el emplea de los iones
borato, utilizados para evitar la reaccitn de aceptor de la
fructosa durante 1a sintesis de dextranas, fue establecer si las
técnicas analiticas empleadas, reductores por DNS, son afectadas

por estos iones,

Para este $in, se prepararon estandares de fructosa de 1
9/1 en premsencia de concentraciones crecientes de boratos., Los
resultados se muestran en la Figura 17. De estos resultados se
concluye ,que la medicidn de fructosa no se ve afectada cuando se
emplean concentraciones abajo de 0.00%7 M de boratos.
Adicionalmente, el mdtodo probdb ser vhlido a concentraciones
interiores de 1 g/1 #fructosa para una concentracidn de 0.0037 M

de boratos.

Estos experimentos demostraron que la determinacién
analitica no se ve afectada a bajas concentraciones del
monosacdrido. Por lo tanto, se concluyd que, para 1a medicién de

reductores durante la sintesis, las muestras deben ser diluidas
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de forma tal que la concentracifn de boratos descienda por debajo

de 0.0037 M.

IV.3 EFECTO DE LOS BORATOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
FUNCION DEL pH

Una vez evaluada la influencia de 1los boratos en la
determinacitn de #ructosa por DNS se procedid a efectuar un
estudio de actividad de la dextransacarasa en funcion del pH y en
presencia de los iones borato. La finalidad de este experimento
$ue corroborar si la curva de actividad contra pH no se veria
modificada, presentando un mhximo diferente al reportado para la

enzima.

Los resultados se muestran en la Figura 186, donao se puede
apreciar el comportamiento de la enzima en presencia de boratos
comparada con la enzima control, Estas determinaciones +fueron

1levadas a cabo con 33 USD/ml.

Este ostud}o permitid confirmar que @1 pH oOptimo de 1la
actividad de la enzima no se modifica por la presencia de iones
boratos pero permitid igualmente observar gque en presencia dc
boratos, se presenta un docrimento de la actividad., 6in thlrgo.
hay que recordar que a este valor de pH S.2, el 680% de 1la

fructosa es acomplejada por los boratos por 10 que resulta
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adecuado of uso de estos oxianiones en el estudio de la reaccidn

del aceptor de la fructosa.

Iv.4 EFECTO DE LOS BORATOS EN LA CINETICA DE LA DEXTRANSACARASA

Enzinas 3in Boratns

Una vez obtenida una preparacitn enzirdtica de alta
actividad, se efectuaron determinaciones para la obtencidn de los

parbmetros cindticos de la enzima sin inhibidor.

Las determinaciones se realizaron a tres diferentes
concentraciones de enzima, Cabe seMalar, gue se trabajd con
cuatro diferentes concentraciones de sustrato: S, 10, %0 y 100
g/1 de sacarosa. Estas concentraciones se seleccionaron con base
en los resultados obtenidos por Martinez (28), donde se
oltablocl; que la dextransacarasa presenta inhibicitin por exceso

de sustrato a concentraciones mayores a 100 g/i1 de sacarosa.

Es importante mencionar que para anzlizar los datos
obtenidos se elabord un pragrama de computacidn para estimar los
parbmetros de los modelos clhsicos de cindtica enzimdtica, En
este programa se toma en cuenta a través de una ponderacion de
los resultados experimentales dada por un factor de ponderacitn

Vi so1? (32), que el error en la medicidn de la velocidad se ve
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incrementado al reducir 1a concentracion de sustrato. Para
llevar a cabo la ponderacibn, se recomienda un minimo de cuatro

determinaciones por punto.

€l programa de computacion desarrollado permite comparar los
resul tados con los obtenidos por 1a regresidtn lineal no

ponderada.

Mediante @] uso de esta herramienta, se establecid que 1la
enzima obedece un modelo cinttico de Michaelis-Menten, como se
ilustra en la Figura 19. Estos resultados concuerdan con los
obtenidaos por Martinez (28) y Prat (29), a las concentraciones de

sustrato experimentales.

Sin  embargn, los resultados experimentales obtenidos
presentan una dispersitin considerable. Esto se debe a 1la
relativa heterogeneidad de la preparacidn concentrada, a pesar de
que se procurd tomar muestras bien mezcladas. Adicionalmente, es
importante sefalar, que en las preparaciones enzimAticas de
dextransacarasa, ilta se icn:ucntrl basicamente asociada a
moléculas de dextrana. Esta asociacibn puede provocar que en
soluciones de alta concentracidn, 1la enzima pueda agruparse por
interacciones intramoleculares formando nGcleos o matrices
protelnicas, que muestren mayor actividad con respecto al seno de

l1a solucibn,
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Para evitar este problema se tendria que trabajar con
soluciones enzimdticas de menor actividad, como las probadas en
los trabajos realizados por Prat (33). 8in ewbargo, en este
trabajo se decidib trabajar con las soluciones de alta actividad,

para evaluar si el comportamiento era similar.

Cuando se aplicaron las regresiones ponderada y no ponderada
a estos resultados, los valores obtenidos para €l Km resultaron
ser senniblemente superiores a los reportados con anterioridad,
como se puede observar en la Figura 20. Cabe sehalar, que estos
resultados se refieren a la solucitn de enzima de alta actividad

{concentrado aobtenido por extraccién liquido-liquido).

Dado que ha sido plenamente demostrado que 1a reaccidn
enzimitica catalizada por la dextransacarasa (16, 26, 33) obedece
un modelo de Michaelis-Menten en la etapa inicial de reaccién, la
Anica explicacion a la dispersibn en los datos experimentales es
la sefialada con anterioridad, ya que dichos experimentos fueron

efectuados con mids de ocho repeticiones.

Enzima con Boratns
Dado que los experimentos previos permitieron apreciar un

efecto significativo de 1os jones borato en la eliminacion de la

reaccion de aceptor de la fructosa durante 1la sintesis, se
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analizd si la presencia de estos {ones podia interferir o

modificar la cindtica de sintesis.

Tradicionalmente, el efecto de una sustancia inhibitoria
sobre la actividad de una enzima se analiza abservando el
comportamiento a una concentracidn especifica de inhibidor, de
los inversos de velocidad a diferentes concentraciones de
sustrato., Este comportamiento se compara con el gue presenta la
enzima sin inhibidor. De esta $orma, se puede establecer si el
comportamiento del 1inhibidor es de tipo competitivo, no
competitivo, acompetitivo o wmixto como se ilustra en la Figura

21.

Cuando se trabaj® con concentraciones de borato de 0.017 M y
0.035 M se observd, al graficar a partir de la representacion de
Lineweaver-Burk, que la enzima presentabta una inhibicidn de tipo
mixto como se muestra en 1a Figura 22. Este tipo de inhibicién

puede ser, representado por el mecanismo gque s@ muestira en el

esguera siguiente:!
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El wmecanismp propuesto da lugar a la siguiente expresidn
matendtica:
Umax S
v W o - - o - - - - -
1 1
Km (1 ¢ ===-= } ¢+ (1 ¢ ===~} 8§
ki 1 ki 2
1 Km 1 1 1 1
-8 cece (] 4 =) - + {1 4 emon) emmee
v Vmax Ki 1t s Ki 2 Vmax
Al

aplicar este modelo se cbtuvieron los siguientes valores
para las constantes de inhibicibtn:
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Kil =3,17 M
Ki2 =0.055 M

tomando como base los valores de Km de 30 g/1 y Umax= 193,43
UShi/mi «que se obtuvieron de 108 experimentos realizados con la

enzima sin inhibidor.

Cabe sefialar, sin embargo, que al aumentar la concentracién
del inh!bldoé. el comportamiento se modiftica y el tipo de
inhibicibn que toma lugar resulta poco claro. Esta situacibn
puede spreciarse en las representaciones graficas de la velocidad
contra la concentracidn del inhibidor, Figura 23, donde para una
misma concentracion de sustrato se observa una calda lineal de la
actividad, a concentraciones crecientes de iones borata, Este
comportamiento no es usual y difiere significativamente, de los
que se obtienen con los wodelos tipicos de inhibicién, que se
pueden observar en la Fiéurl 24. En dicha grafica se ilustran los
comportamientos de 1a inhibicidn competitiva, acompetitiva vy

wmixta para una misma concentracidn de sustrato.

Los resultados aqul obtenidos concuerdan con los obtenidos
por Prat (29, .quton reporta que para bajas concentraciones de
inhibidor, la enzima presenta una inhibicién de tipo mixto. Sin
embarga, se difiere con respecto a los valores rcportldoi para
las constantes, Como we observa en la Figura 28, Prat (29)

tambibn reporta una calda lineal de la velocidad en funcidn de la
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concentracidn de inhibidor.

Con los resultados obtenidos bajo @] disefo experimental
planteads, we presentd la dificultad de concluir con precisidn
sobre el comportamiento cinético de la enzima en presencia del
inhibidor, Por otra parte, 1la diticultad adicional de cbtener
nuestras homaghneas condujo a resultados con desviaciones

significativas,

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

IV.5.1 CRONATOGRAFIA EN CAPA FINA

Con el objetn de evaluar ¢l efecto de los boratos en 1la
reaccidn de aceptor de la fructosa y analizar si la produccidn de
leucrosa era etectivamente disminuida, e efectuaran
dotornlnnhiono! on cromatagrafia en tapa +¢ina. Para este
propasito, se empled el sistema de eluyentes reportado por
Tauchiya (34) para la identificacidn cualitativa de carbohidratos
involucrados en la sintesis de dextranas, entre 1los gQue se

incluye & la leucrosa.
Se efectuaron un total de cinco cromatugratiss en donde se

aplicaron muestras tomadas a diterentes tiempos durante las

stntesis control y sintesis con 0.085 y O.11 M de boratos (15%
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de sacarosa y 100 USD/ml}, Cabe setalar gque durante 1a sintesis,
se¢ tuvo un control constante del pH al valor é&ptimo para la
enzima. Esta regulacidn fue importante, ya gue, al actuar los
boratos con la fructosa, se liberan protones lo gque ocasiona una

disminucidn del pH.

Las muestras +fueron tratadas con alcohol al ®6% paras

precipitar las dextranas previamente al anAdlisis cromatografico.

Al comparar las sintesis control con las efectuadas en
presencia de los iones borato, los resultados pusieron de
manifiesto un decremento considerable en las intensidades de las
manchas correspondientes al disacérido leucrosa. Este decremento
se acentud conforme la concentracidn de boratos se incrementaba
en las prusbas. En la Figura 26 se muestra una representacién
esquemhtica de una de las cromatoplacas corridas. Los valores de
Rf reportados en la lit.ritura para la leucrosa para este sistema
de  eluyentes fue consistente con los obtenidos en ios

experimentos realizados.

Asimismo, se estableci® que la aparicidn de leucrosa es
significativa .ngrc 1a 2-3 hr de sintesis y qﬁo entre la 7 ¥y 8 hr
las sintesis terminan para ambas concentraciones de boratos. Esta
evidencia se confirmd mediante los resultados obtenidos en la
determinacidn de $ructosa por DNS al realizar el seguimiento de

1a sintesis,
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La lnférmacﬁhn, por demds importante, que se obtuvo de los
andlisis efectuados por esta técnica, {ue que adn a la mdxima
concentracién de boratos trabajada se produjo leucrosa y que; por
1o tanto, resulté imposible eliminar en su totalidad 1a reaccidn
de aceptor que tiene lugar bajo las condiciones de sintesis
probada, Cabe seNalar, sin embargo, que estos resultados
pusieron en evidencia que 1la reaccidn de aceptor se veia

apreciablemente disminuida.

IV.5.2 CROMATOGRAFIA LIGUIDA DE ALTA PRESION (HPLC)

Una vezr evaluado el efecto de los boratos en la reaccibtn de
aceptor por cromatografia en capa fina, se evaluaron
cuantitativamente los azicares de la sintesis por un método was
preciso y rapido como e1 de HWPLC.

Parn' esto se hizo una evaluacitn de las posibles
metodologias y sistemas que se podlan emplear para la separacién
e {dentificacibn de estos az@cares. Se consideraron ios informes
de Oriol (32) para la identificacion de azdcares a través de un
anblisis en fase inversa (C18). Este sistema resultd el dptimo
para el equipo utilizado, dando buenas separaciones y resultados

reproducibles cuando fue probado con estandares.

Se considerd importante, antes de emplear la técnica de
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HPLC, tener la seguridad de poder {dentificar precisa Yy
completamente a los azdcares involucrados. El primer problema
por resolver {ue e1 no contar con los disachridos leucrpsa e
isomaltuloss para utilizarlos como estindares. Por esta razdOn se
empled la técnica de capa fins en un sistema de eluyentes
reportados por Tsuchiya (34) dande bajo el sistema de elucién
enpleado 'se identifican los disachridos mencianados. De esta
manera, para obtener la i{dentificacibn precisa de este azdcar por
la técnica de HPLC, se corrieron cramatograflas en capa fina
aplicando muestras tomadas al finalizar la sintesis control.
Despubs de fdentificar a la leucrosa e procedit al
desprendimiento del saporte de stlica gel suspendidndolo en 100
ul de agua. De esta disolucidén se inyectaron 20 ul al
craomatbgrafo. Los resultados wmostraron dos picos con tiempos de
retencitn de 14.8 y 15,3 min. De esto se pudo concluir que el
pico con mayor Area es e} correspondiente a la leucrosa y el otro
corresponde a la isomaltulosa. Estas afirmaciones tienen como
base 1las informes de Robyt y Eklund (13), donde se pone de
manifiesto que en la reacciodn de aceptor de la #fructosa, los
disacaridos leucrosa e iscmaltulosa son siempre observados como
subproductos, De estos, la leucrosa siempre se produce en mayor

praporcibn.

Con esta evidencia se 5.:)1:6 en HPLC @) seguimiento de las

sintesis control, Yy sintesis con concentraciones de borato de
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0.085 M ¥y ol:xs M. Ademds, se efectud caracterizacién de azdcares
presentes con 0,017, 0.03%5 y 0.056 M de boratos al tiempo final

de la reaccibn.

Las condiciones de sintesis fueron las que prevalecieron
para la nvnlulc‘on por capa fina! 15% de sacarosa, 100 UDS/mi, 29
C y pH 8.2, Las muestras para el andlisis fueron tratadas con
alcohol al 96% (dil, 1:1), para precipitar las dextranas vy

4iltrarlas inmediatamente antes de la inyecccidn al cromatégraso.

Los resultados cromatograficos se pueden observar en las
Figuras 27, 28 y 29, donde se {lustran los cromatogramas

correspondientes a los tiempos ¢inales de reaccion.

De estos resultados se puede afirmar que, efectivamente, los
boratos ejercen un efecto sobre la fructosa, para evitar la
reaccidn de aceptor. Se puede apreciar claramente gque conforme se
incrementa 1a concentracitn de boratos en 1a sintesis, la
formacioén  tanto de leucrosa como de isomaltulosa decrecen de

manera signiticativa al final de la reaccioén.

€n la Figura 30 se ilustra la calda del porcentaje de
leucrosa y en 1a Figura 31 1la calda del porcentaje de
isomaltulosa. En éstas +¢iguras se puede cbservar que hay un

descenso del contenido de leucrosa, en la sintesis con borato
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OLEUCROSA  15. 18 3.1434 - ¥ 9075
e 17.27 8.939 112
@ 19.03 - 0.9891 26
@ 19.42 0.9336 Vv 97
8 19.6 2.0179 v S1
0 19.73 e.8112 v 32
9 22.7 74. 7551 215823
TOTAL 99.9999 288787
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STRRT 06.26.21.03,

e

FIGIRA 28,SINTESIS BORATO 0,085 M

INYECCION: 10 w
FLNO: 1 M/MIN
ELUYENTE: AGA
64 IR
9.15
- 12.54 :
1
;
;i
23.1
STOP
C-R18 l
SMPL # 00 i
FILE # 2 i
REPT # 24 |
METHOD 41 j
4 NAME  TIME CONC MK AREA |
9 8.69 9,8053 16 i
0 8.88 0,8048 14
0 4.7 9.0069 21 i
8 6.97 8.006 18
e 7.19 2.0082 v 25 !
] 7.79 0.9387 94 !
@ BORATOS  9.1S 4,0839 .V 12479 i
l 9,87 9,148 ¥ 452 !
8 18,1 8.2531 ¥ 773 !
® FRUCTOSA 12.54 24.2842 74207 i
o 14.54 0.8135 T 41
et IR R
] 15.57 - . 162
o 19.7 © e.1105 337
8 21.17 8.0206 V¥ 63
0 23.1 69,8283 213379
TOTAL 99,9999 305577
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EE‘V;EE i‘;g FIGIRA 29, SINTESIS BORATO 0.11 M
START  a7.01.20. 17, INVECCION: 10 w.
FLIO: 1 M/MIN
ELUVENTE: AGUA
& IR
9.7t
)

14
1,
1

?5%3

6.26

18.66

| ’g;;:___‘___________—___.

C-R18B

SHPL & 00

FILE # 2

REPT @ 56

HETHOD 41
# NAME  TIME
[} 2.78
9 2,95
-] 7.89
-] 8.15
[} 8.37

« O BORATOS 9.71
[} 11,54
@ FRUCTOSA 13.19
[} 14.79
BSOMALTILOSA 15, 13
2 LEUCROSA 15.356
9 .26
a 18.66
[} 24,03

TOTAL

|

229509
329456

13.19

24,93
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0.115 M, de aproximadamente 4 veces cuando se compara con el
control. Un comportamiento simjilar se observa para la

isomaltulosa.

Este resultado es de suma importancia pues, hasta la fecha,
los sistemas industriales de produccibn de dextranas han operado
con rendimientos definidos fundamentalmente por la transformacibdn
de sustrato. Estos rendimientos no concuerdan con los obtenidos
experimentalmente, al cuantificar 1a dextrana, debido a 1la
transformacidn de glucosa en leucrosa e isomaltulosa via 1la

reaccidn de aceptor,

Para determinar el incrementp que tendria el empleo de
boratos en 1a sintesis sobre el rendimiento es necesgrio
cuantificar a& la leucrosa. La técnica empleada solo permite

hacerlo en forma relativa a la fructosa,

De acuerdo con Robyt (13), entre la leucrosa e isomaltulosa,
en ausencia de aceptores activos, hasta un 10% de la glucosa se
desvia de la produccidn de dextranas. El empleo de boratos
permitirla, entonces, disminuir dicho porcentaje aproximadamente
a 2.5%. Probablemente, este decremento en la concentracién de
subproductos no se justitique para la sintesis de dextranas de
alto peso molecular, pues por el efecto inhibjdor de los boratos,

el tiempo de reaccidn, para lograr este decremento, pasaria de 3
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a 6 horas.. con un apreciable decremento en 1a productividad.
Sin embargo, por un lado, ha sido demostrado en las
investigaciones tendientes a la sintesis de dextranas de peso
molecular controlado (v.g. uso clinico) que la reaccidtn de
aceptor se puede incrementar considerablemente (32). Por otro
lado, si se considera que las dextranas son un producto de alto
valor agregado, el incremento en los costos de produccibn
(fundamentalmente energla), sin 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 sintesis
testigo con 0.085 M y 0.113 M de borato. De dichos resultados se
puede observar que las reacciones de sintesis en presencia del
oxianion se ven spreciablemente retardadas. Eate fenbmeno se
debe al efecto de estos iones en la cindtica de reaccidn,
discutido con anterioridad. Mientras que la sintesis control se
completa en nproxlu}damonto 3 hs, 1la sintesis con borato se
prolonga hasta 8 hs para @) caso de mayor concentracidn. Sin
embargo, hay gue seMalar gue aproximadamente el 80% de conversibn
se alcanzd entre la segunda y tercera hora para ambos casos,
situacidn que debe ser considerada si se plantease un andlisis
econdémico para definir el tiempo optimo de reaccitn y 1la
$actibilidad de emplear iones borato para incrementar el

rendimiento.
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En  jas Figuras 33 y 24 se puede observar la ®svolucidn en la
praoduccitn de los disachridos leucrosa e isomaltulosa a 1o largo
de 1a resccion enzimAtica, para las das concentraciones de borato
analizadas. Del anAlisis de estos resultados se contirma lo
observado previamente en capa +$ina, donde se apreciaba un
incremento significativo en 1la concentracibn de subproductos
durante la segunda y tercera hora de slintesis, independientemente

de la concentracidn de boratos empleada.

Es interesante abaervar que a partir de la tercera hora, en
las casos de slntesis con boratos, la concentracibn de
subproductaos no se modifica considerablemente, esto sucede cuando

1a conversioén en @1 caso de 0.11 M de boratas es del 80%.
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V. CONCLUSIONES

E] presente trabajo se desarrolld en relacidn con el
mecanismo de Ia reaccibn de sintesis de dextranas por acclién de

1a dextransacarasa sobre sacarosa.

Para realizar este estudic +{ue necesario llevar ia

fermentacion de Leuconoatoc mesenterpidss NRRL BSI2F & nivel de

+ermentadar de S litros y caracterizar el proceso de sintesis,

Se obtuvieron buenos resultados en los sistemas de
termentacion nmoditicados a1l retroalimentar la BACArORa,
inductar y al mismo tiempo represor catabdlice. Mediante la
sdtcidn continua de sacearosa en una salucisn de sosa se logrd
dicho objettvo, al wiamo tiempo que se reguld el pH alrsdedor del
optimo reportade para la praductibn de la enzima, Las
velacidades especificas de crecimienta encontradas resultaron
inferiores a las obtenidas en procesa intermitentes, 1o cual
resulta 169ico al considerar la dependencia entre la velocidad
especifica de crecimiento y 1la concentracién de sustrato
limitante disponible. Sin embargo, a pesar de la disminucian en
velocidad, Ia produccibn de la enzima 11egd & incrementarse hasta

en un 300%,

Las preparaciones de dextransacarasa ast cbtenidas libres de
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células a través de un procesa de centrifugacibn, fueron
concentradas y purificadas mediante extraccidtn ligquido-liquido
empleando polietilen_glicol. Esta técnica se basa por un lado en
el hecho de que mezclas de PEG y dextranas presentan una zona de
inmiscibilidad para ciertos rangos de concentracion. Las
proteinas en el medio tienden a migrar hacia la fase del PEG.
Sin embargo, en el caso de la dextransacarasa, 1a enzima migra
hacia la fase del polisacArido por el hecho de encontrarse ligada
en un complejo dextranosil-enzima,. Aunque este proceso se
efectud en forma semiempirica, es recomendable efectuar todo un
estudio de composiciones en @l equilibrio para la construccidn
del diagrama de +ases que permita el dizeto bptimo de la
operacibn, En nuestro caso, partiendo de soluciones de dextrana
al 2%, se adiciond PEG hasta lograr la separacién maxima. Los
rendimientos de actividad fueron de 90% aproximadamente,

lograndose una concentracidn de mas de 10 veces en la actividad.

t.as soluciones obtenidas fueron empleadas para los estudios
posteriores. El hecho de tener una fase rica tanto en el
polimerc camo en la enzima dificultd 1la experimentacibn
sansiblemente, pues la relativa heterogeneidad del medioc
provocaba dispersiones en los resultados. Adn asi, es poaible
cancluir que e€! comportamiento cinttico de 1la enzima sigue

abedeciendo el mecanismo de Michaelis-Menten.
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El usp de iones borato en 1a reaccidn de sintesis constituye
e! mayor aporte de) presente trabajo al estudio de la reaccidn y
1a influencia de diversos factores tanto en las reacciones

laterales como en las caracteristicas de las dextranas

sintetizadas.

En efecto, dada }a posibilidad de que laos boratos
interactuen formando compléjos con 1os monosackridos, los iones
borato pueden ser empleados en la sintesis de dextranas, para
evitar que la fructosa liberada durante la reacciétn actae coma
aceptor. Al quedar acomplejada con los boratos, el impedimento
estérico que probablemente se presenta, disminuye
considerablemente la produccidn de leucrosa e isomaltulosa,
disacdridos resultantes de 1la reaccidn de aceptor entre la

fructasa y el complejo glucosil-enzima,

Este .hecho se evidencid inicialmente, en $orma cualitativa
mediante cromatografia en placa donde se apreciaba la disminucidn
en la intensidad de las manchas correspondientes a los
disachridos mencionados. Ante eata situacidn se definieron las
condiciones para caracterizar el sistema en HPLC. Ante la falta
de estAndares, la identiticacion de los disecAridos se efectud

aisléndolas de la cromatoplaca,

De esta forma +fue posible caracterizar Ia reaccidn de
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diversas concentraciones de iones borato, oncontr‘nda resul tados
altamente matisfactorips a concentracidn de O.1IM para 100 USD/mi
de actividad. En estas condiciones se redujn 4 veces la
produccién de lu; disachridos. Este hecho permite afirmar gque
ios rendimientow en la sintesis pueden ser incrementados mediante
el emwplec de boratos, adn mids si se considera que en la
actualidad existen investigaciones tendientes al uso de aceptores
activos, camo el caso de maltosa, en presencia de los cuales la

formacitn de disscAridos se ve favarecida.

8in embargo, los iones horato presentan tguaimente cierta
inhibicidn sobre la dextransacaraaa. En etecto, desde el inicio
de los experimentos se constatd un decrementn en la velocidad de
reaccidn proporcional a la concentracitn de borataos, Desde @l
punto de viata cinético, ent} comportamiento fue similar &1 que
praesenta un inhibidor de tipo mixto, aunque dicho comportamiento
cinbtico sblo se chservb a bajas concentracliones de iones borato,
a diterencia de lo gque ocurre normalmente con un inhibidor mixto,
De hecho, al observar una inhibicién proporcional a la
concentracibn de inhibidor, se caoncluyd de antemano gQue las

caracteristicas de dicho inhibidor serlan dificiimente descritas

por tos modsios de inhibicidn tradicianales.

Las perspectivas que se presentan ante las resultados de

este trabajo son varias:
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En primor lugar, se deben efectuar las reacciones de
aceptaor, empleando maltosa, en presencia de boratos con el fin de
incrementar rendimientos y observar el comportamiento sobre las

caracteristicas de los productos.

Dentro de la misma sintesis de dextranas nativas, el hecho
de disminuir as reacciones laterales redundard, sin duda, en un
incremento en el peso molecular, por lo que un estudic de

viscosidad de las soluciones seria fundamental.

Asimismo, dado que la formacién de un complejo borato-
fructosa se ve favorecida a medida que se incrementa el pH, es
importante contemplar un estudio en el que se observe el efecto
combinado del probable incremento en la eliminacibn de
disacdridos y e} decremento en la velocidad de reaccibn, por
alejarse del pH dptimo de actividad de la enzima. Finalmente, la
caracterizacion cinética del inhibidor queda adn por ser

establecida,

Es evidente que, dada 1a inhibiciadn, es necesario establecer
un compromiso basado en productividad, gque considere gque se trata
de un producto de alto valor agregado, para definir si es
conveniente incrementar los tiempos de reaccibn para mejorar los
rendimjentos © si, por e] contrario, no es econdmicamente
atractivo prolongar 1a reaccibdn para incrementar on

aproximadamente de 8 a 10% su rendimiento.
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IPRINT CHR €(91]°BONf;

st

1 REM Este programa permite obtener p-rlr'l'n-trns de los modelos clasicos de
cinetica enzimatics.

2 REM Se incluyen los casos de Michaelis Menten, inhibicion competitiva, no co
wmpetitiva, scompetitiva y mixta.

3 REM Los puntos se encuentran pondera dos, considerandoc gue el error en 1a we
dicion de la velocidad se incrementa al reducir la concentracion de sustrata.
4 REM El ¢actor de ponderacion a da do para cada punto por 1a velocidad
promedio a la cuarta entre el cuadrado de la desviacion estandar, por lo gue
s® recomnienda un minimd de 4 wmediciones por punto.

S REM El programa permite comparar los resultadaos, con 108 obtenidow mediante
1s regresion lineal no pcnderada.

6 REM El! programa permite igualmente, efectuar 1a correccion eliminando el
‘peor punto experimentat.

8 INPUT * TITULO DEL EXPERIMENTO?"iT®

10 DIM S§(20},V(20,10),VPt20),8V(20}

20 DIM RV(20),RS120),W{20)

21 DIM YCAL(20),DY(20)

22 PRM 1

23 PRINT “EXPERIMENTO: °*|T®

24 PRINT

25 CLEAR

26 M8 = “N°*

27 PRINT

28 PRINT

29 PR&4 O

30 INPUT "NUMERO DE PUNTOS EXPERIMENTALES ?"JNOD

40 INPUT °NUMERC DE REPETICIONES POR PUNTO?®INR

43 FOR 1 = 3 TO NO STEP 1

46 INPUT *CONCN. DE SUSTRATO?®IS{I)

S0 FOR J = 1 TO NR STEP 1

40 INPUT °VALOR DE VELOCIDAD?*§V(I,J)

70 NEXT J

: 80 NEXT 1

3 84 PRINT

83 INPUT "ALIMENTASTE CORRECTAMENTE LOS DATOS? ENTRA -Y-1°128

86 IF 28 ¢ > "Y" THEN GOTO 25

90 FOR I = 1 TO NO STEP 1

400 FOR Y = 1 TO NR STEP 1)

110 VP(IY = VP(I) + VI, )

120 NEXT J

3 130 VPIT) = VP(T) / NR

: 140 NEXT T

i 150 FOR I » 1 TO NO STEP 1

160 FOR J = 1 TO NR STEP |

i 170 SVLT) = SVLI) + (VLI I) - VP(I)} # (VII,3) - VPIII))

‘ 180 NEXT 3

§ 190 8V{I) = SBR (SV(I) / (NO - i)

H 200 NEXT I

: 201 Wome *

202 IF M® ¢ > "Y"™ THEN GOTO 210

203 PR 1

204 PRINY °CALCHILO DE LOS PARAMETROS ELIMINANDO EL PEOR PUNTO EXPERIMENTAL®
205 PRINT

206 PRINT

207 PRINT

208 PRY O




210
214
212
220
230
240
243
242
243
244
243
246

247
249
249
230
260
270
280
281
282
203
204
285
290
300
301
310
311
320
323
330
331
340
341
350
381
352
383

354

396
357
3se
359
360
370
380
390
400
410
420
430
a3t
a3z
433
434
a3s
a3s
437
438
439
aa0
442
qa3
443
444

PRY t

PRINT *S°3 TAB( 19 §°Vi av."§ TAB( 3013°D.S.*
PRINT ®e--ecme—cvocnacaen"

FOR 1 = 1 TO NO STEP 1

PRINT S(I}) TABt 13)JVP(II1 TAB{ 281 §SV(I}
NEXT §

PRINT ®-ermecwer

PRINT *Para”"i{NRI" repeticiones®

PRN 0

INPUT *-C-Paras continuar ,.."ixe

1F X8 ¢ > "C" THEN 007D 1300

IF M® = "Y" THEN GOTO 282

PR 1

PRINT

PRINT

FOR I = § YO NO STEP |

RVII) = 1.0 /7 VP(I)
RS(1) = 1.0 7 S(I)

W) = ypP{1) ~ 4 7 SV(I) ~ 2

NEXY 1

SW = 0:SXW ® OIZX = 0:SYMW = OIZY = Q:S2WX = 0O
22X = 0!SCWY = 0:ZCY = OISDXY = OIZDXY = 0
§S « 0

FOR I = § TD NO STEP 1

W = SW + WI(IY

SXW = SXW + W{Il) % RSII}

ZX = ZX 4 RS(I)

SYM » SYW ¢ W(I) ¥ RV(I}

ZY = 2ZY ¢ RV(D)

S2WX = S2WX + W(I) % RS(I1) % RS(I)

22X = 22X + RS(I) % RS(I)

8CWY = SCWY + W{LI} # RV(I) % RV(I)

2CY = 2CY ¢ RV(I1 & RV(I}

SDXY = SDXY ¢ W{I) ¥ RS{I) # RVI(I}

ZDXY = ZDXY ¢ RS(I) % RVII)

NEXT 1

MX = 2X 7 NO

FOR 1 = 1 TO NO STEP 1

S8 = S5 + ((RS(I) - MX) % (RSII} - MxX))
NEXT 1

R1 = NO % ZDXY - ZX # 2V

RZ = NO # 22X - ZX % ZX

R3 = NO & 2CY - ZY # 2Y

RR = RL / ( S8R (R2 # R}

NUM = (SW % SDXY) - (SXW % SYW)

DEN = (5W # S2WX) - (SXW # SXW)
PEN = NUM / DEN

B = (SYW - PEN ¥ SXW) / SV

DS = (SCHY -~ SYW % SYW / SW - PEN % NUM 7 SW) / (ND ~ 2)
DI = S@R (DS)

DPEN = DI # SQR (SW / DEN)

DB = DI # SBR (S2WX / DEN)

ZEDEN = NO # 22X - ZX & 2X

ZNUM = NO ® 2DXY - ZX # ZY " .
CPEN = ZNUM / 2EDEN

€B = 2Y / NO - CPEN & 2X / NO

ES = SOR ((2CY - CB # 2Y - CPEN ¥ ZDXY) / (NO - 2))
S1 = ES / ( SAR (SS))

S2 = ES £ ( SQR (22X / (NO # SS))}

PRINT

PRINT "REGRESION PONDERADA®

PRINT

PRINT ®pendiente=";PEN

PRINT *d.s. =*; DPEN

PRINT *ordenada =*38

PRINT * d.s. ="30B



;
;
i
|
i
i

aaz
448

PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINTY
PRINT
PRINT
PRO ©
INPUT
PRINT
PRINT
IF AS

<
KM = PEN /
1.0

VMAx =

. ION NO F .

“pendiente n.p,="{CPEN
“d.s. ="is1
*ordenada n.p. ="{CB
“d.s =*462

“coeficiente de corretacion®*ifRR

*ENTRA-Y-SI DESEAS KM Y VMAX: ®1AS
> *Y* THEN GOTO S?0

»
R

S00 NVMAX = 1,0 / CB
NKM = NUNAX & CPEN

PRO 1
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINY
PRINT
PRINT
PRN O

KM wTIKM
KM (N, p. ) = INKN

"V max =) UMAX
"y max (n.p.)i=s"INUMAX

GoT0 750

INPUT
PRINT
PRINT
IF »O
PRINT
PRINT
INPUTY
INPUT
INPUT

"ENTRA ~Y-S! LA PENDIENTE ESTA MODIFICADA POR(1+I/Ki):*iB®
¢ > "Y" THEN GOTO 660

*CONCENTRACION DE INHIBIDOR?"§INH
*VALOR DEL KM?"jAKM
"VALOR DE LA Umax?"jAUMAX

KI = INH 7/ ((PEN & AVMAX) / AKM - 1)
TIK = INH 7/ ((CPEN # AVMAX) / AKM - 1)

PRE 1
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PRINT
PR® ©
PRINT
1INPUT
PRINT
PRINT
IF Cs
INPUT
INPUT

"PARA LA PENDIENTE:®

"Ki at Ky
‘Ki(n.p.)="1 11K
"para (INH)="INH

“Con unidasdes jguales a las de la concentracion de inhibidor®

*ENTRA-Y~ SI LA ORDENADA AL ORIGEN ESTA MODIFICADA POR(1+I/Ki):®ICS

¢ > “Y" THEN GOTO 730
"VALOR DE LA Vmax?*®jAVMAX
"CONCN. DE INHIBIDOR?"}INH

K2 = INH 7 ((B & AUMAX) - 1)
T2 = INH / C(CB ¥ AVMAX) - 1)

RO
PRINT




i
’!

[

714 PRINT "PARA LA ORDENADA:*

718 PRINT *=cccmmmec—acaas .

720 PRINT °*Ki a"{K2

7283 PRINT *Kiln.p.)="j12K

726 PRINT "paratINH)=“}INH

727 PRINT

730 PRINT “Con unidades iguales a las
732 PRINT

733 PRINT

734 PRW O

730 INPUT *"ENTRA-Y-SI TERMINASTE}*}DS®
760 IF D& ¢ > *Y® THEN GOTD 460
1005 IF M8 = *Y®" THEN GOTO 1300

1015  PRINT

1016 PRINT

de la concentracion de inhibidor*®

1020 INPUT " DESEAS EFECTUAR NE NUEVO LA CORRELACION, ELIMINANDO EL PEOR PUNTO

EXPERIMENTAL? ENTRA-Y-j"iMs$
1030 IF M$ ¢ > °*Y*" THEN GOTO 1300
103% REM Se determina la diferencia

ocriterio para eliminacion del peor punto

1040 FOR I = | TO NO STEP 1

1030 YCAL(I) = B + PEN ¥ RS(I)

1040 DY{(I) = ABS (RV(I) - YCAL(I))
1080 NEXT I

1085 REM Determinar el peor punto xw,yw

1050 M = |

1100 TEST = DY(})

1110 MM = 2

1111 IF DY(MM) < TEST THEN GOTO 1114
1112 TEST = DY(MM)

1113 M = MM

1114 MM = MM + 1

1118 IF NO > = MM THEN GOTO 1111
1116 XW = RS{M)

1117 Y4 = RVIM)

1118 WW = WiM)

1120 PDY = DY (M)

entre Y calculado y Y experimental com

1135 REM Se elimina e! peor punto y se corren los demas,excepto cuando el peor

es el ultimo,

1140 IF M = NO GOTO 1200
1150 FOR J = M TO NO STEP 1
1185 S(I) = S(J + 1)

1136 VP(I) = UP(T + 1}
1160 RS(J) = RS(J + 1)
1170 RV(I) = RULT ¢+ 1)
1180 SV(I) = SV(] + 1)
1185 W(J) = W(J + 1)

1190 NEXT J

1200 NG = NO - 1

1210 GOTO 201

1280 PRINTY

1260 PRINT

1300 PRINT

1310 PRINT

1320 PRM 1

1321 PRINT

1322 PRINT "#in de la correlacion®
1323 PRINT

1324 PR# 0

1400 END
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