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INTRODUCCION 

El proyecto de lnvestlgacton que constituye este trabajo es resultado de la 

creciente Importancia de la Blotecnologla, en general, y en particular de 

la tecnolo&la enzlmAtlca en las industrias, alimentarla, qulmlca 

íarmac~utlca entre otras. 

El aislamiento de microorganismos capaces de producir enzimas con potencial 

uso Industrial que permitan, entre otras cosas, el desarrollo de nuevos 

productos materias primas, la lncorporaci6n de alimentos no 

con\•enclonales y el mejoramiento nutrlclonal de los ya existentes, dla a 

dla adquiere mayor relevancia (LOpez-Munau1a, 1985). 

Asl tenemos que, la selecclOn de mlcrooraanlsmos de diversas fuentes, con 

capacidad de producir enzimas que se adapten a necesidades especifica y 

que, mediante la apllcacl6n de nuevas metodoloalas, se puedan inducir a 111 

produccl6n de una actividad especifica, justlflca el desarrollo de 

proyectos en la investigación de esta 6.rea. Este trabajo esta en particular 

referido a la industria de la cal\a de azocar. 

El aumento en la viscosidad de soluciones de sacarosa debido al desarrollo 

de microorganismos capaces de sintetizar pollmeros extracelulares, es un 

problema presente en la industria azucarera desde el sl¡:lo pasado. Esto 

ocasiona que los procesos de flltracl6n, clariflcaci6n y crlstallzaclón en 

la producción de azl'.lcar, se dificulten y que el rendimiento disminuya. 

fue principalmente en franela y Alemania en donde se empez6 a estudiar este 

problema y sus causas. W.B. Grave, reportó en 1884 que: "La ¡orna producida 

por L. mesenterotdes llamada en Francia "gomme de sucrerle" y "froschlalch" 

en Alemania, causa grandes ~rdldas debido a la rápida producción de la 

goma que es insoluble, etastlca, y cartilaginosa. 

En 1897 Alfred f'lscher, cita que los cambios quimlcos provocados por esta 



bacteria ."te han denominado rermentación de dextrana producli!ndose ademb, 

;tcfdo taeth .. 'O qu-.: . .,.cfdiflca el Ju10 de cana originalmente neutro. 

Las ·fnvc::t fgaclones realizadas sobre la alteración que presentaba el azúcar 

L1·udo, condujo a la concluslOn de que este problema no era ocasionado por 

;.!!\ .mifr.:;o; ctY.ll!';mO especifico, S( no que Ja microrJora existente era muy 

aoundd11te 

La acción dest,.uctora de estos microorganismos se puede manifestar de dos 

modos principalmente: 

llP6rdldas de azllcar por inversión u oxidación. 

2Unterferencla de .fn!< subproductos en el proceso de purifJcacl6n. 

Entre Jos polisacáridos que se han reportado como productos de una 

bloslntesls a partir de sacarosa. se encuentran principalmente, la dextrana 

y la levana, pollmeros de 1lucosa ' rructosa respectivamente. 

Los pollsacü-Jdos microbianos han encontrado gran aplicación. debido a que 

la lnvestlpcl6n en este campo ha permitido concxer la forma de obtener 

productos con diversas caracterlstJcu y aplicaciones, como por ejemplo su 

uso en alimentos como vlscosantes, agentes de textura y cuerpo, entre 

otros. La Importancia que actualmente tienen los blopollmeros en la 

Industria, . ha originado que diversos proyectos se orienten hada el azll.car 

de cafta, ~. fuente de microorganismos productores de enzimas que utilizan 

como materia prima sacarosa para la slntesls de gomas. C:Ste trabajo es 

parte de una linea de lnvestl1aci6n que encuentra tambl6n su justJricaclOn 

en la urgente necesidad de la Industria Azucarera Nacional por diversificar 

el uso del a:nicar1 ya que el consumo de sacarosa como edulcorante calórico 

ha Ido dlsmlnu,>cndo por el uso cada vez más frecuente de jarabes 

fructosados obtenidos a partir de almidón de matz. Parte de su ~xito se 

debe a que su precio fluctll.a entre un 15-30?. menos que el de la sacarosa 



por la dlaponlbllldad de materias primas y por el erecto sln~ratco entre la 

fructosa 1 otros edulcorantes. 

Esta situación ha venido a afectar notablemente la economla de paises 

exportadores de azúcar, ya que mercados tan Importantes como los Estados 

Unidos de Norteam~rlca, cada vez la utilizan menos. 

Por tanto, la slntesls de blopollmeros a partir de sacarosa representa una 

forma de diversificación del uso del az\icar, ademas de ser un mercado en 

expansión con un aran potencial. 

OBJETIVO 

El objetivo de esta Investigación es, el aislamiento de mJcrooraanlsmos de 

la can.a · de azúcar para la producción y caracterización de enzimas 

extracelulares relacionadas con la producción de polisacáridos a partir de 

sacarosa. 

Para cumpllr con el objetivo del proyecto, se realizó primeramente el 

aislamiento e Identificación de microoraanlsmos utilizando azúcar de cana 

como fuerite natural. PosterJormente se procedió a la caracterización de las 

condiciones de fermentación para la producción de la activladad enzimática 

deseada. La enzima producida fue caracterizada en t~rminos de actividad y 

reacciones de aceptar para la producción de ollgosacá.ridos, cstudJAndose 

por Ultimo los productos de reacción y el efecto de· diferentes m6todos de 

degradación sobre los mismos, por medio de análisis con HPLC (cromatografia 

liquida de alta presión). 



l. MICll.OlllOl.OCIA DII. AZUW DE CA~A 

El orlaen de loo estudios mlcroblol6¡¡1cos en la calla de OZllcar. estl 

lntlmamente relacionado con la historia de la formación de masas 

muclla¡lnosas en los jup de remolacha, problema que se empezó a estudiar 

prlnclpalnmlte m Francia 1 Alemania. ~oto afectaba ...-lamente loo procesoo 

de clarJffCK~, filtración 1 cristalización en la fabricación de azQcar. 

Hacia 1890 se aceptaba ,., de modo aeneral, que un mlcroorsanlsmo 

llamado L. -leroldes era una de lu camu de rormacl6n de mucosidades. 

Sin em""'-'> lal ln•ettlpcl-.i aobre la alteracldo de loo - crud0& 

porporclomrm ftlJosos conocimientos tobre la flora ml~blana del azClcar 

de toda la Industria en -al. Resultó evidente que la mJcronc>ra era 

extensl•a J que no • podla considerar un or1anismo eepecttlco como el 

causante de la &Iteración. 

1.0. Mlcroaraanlamo. en la cal\a de azocar 

Los mlcroorpnismos presentes en la caria de azl1car provienen del suelo y de 

los desechos de las plantes decadentes. 

La mlcrof'lora existente en la cafta es variable influenciada 

principalmente por la temperatura, humedad y la temporada (Ouncan y 

Colmer,1196411. 

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

son especies de Flavobacterlum, /.actobacUlus, Xantomonas, Enterobacter 

(probablemente Klebslella pneumontae, Nunez y Colmer, 1968), P~udomon.as, 



Erwlnl<I, l.euconostoc, a.ctllus 1 Cori.-.rlum1 aJaunM do lu anteriores 

son potencialmente pmt ..... lcn para plantu. Al¡¡unu especies de honcos y 

levaduras tamblen se encuentran. 

2. Etectcf del ~lento ~de la cafta en l011 alcroor1anl111D011° 

Las etapas aenerales en la fabricación de aztacar se resumen en la figura l. 

La can.a es procesada a az6car crudo en una secuencla de operaciones (Moroz, 

1963), la ma7orla de las cuales afecta o se ve afectada por la mlcroflora. 

La sacarosa est6 expuesta a la acción enzlm6tlca competidora de una 

multitud de mlcrooraanlsmos, desde el momento en que se corta la calla hasta 

el momento en que ae clarifica el Julo extratdo. 
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l. Cortl'de la calla 

z. Extnt:clóa --+ a. desmenuzadora• 

l 1 
f-> Co 1 adores mec6nl':°" 

. b. Molinos 4Apa de maceraclOn 

3. Clarlf 1 cacl6n 

j 
4. E•apor11Cl6n 

s. Crl1~iizacl6n 
l. 

:J= 

--+ a. Tanques de alcallzacl6n f--¡ · 

b. Calenta d or e • d e j u¡o HzO dulce 

c. Clarificadores ->Lodo• o -iFll tra
espuma• cl6n 

-----. •. llQ!tlple erecto .....Ultimo erecto 

-t a. Tachos al vaclo 

-----> a. Centrlrucu ·Gtamlnaclóa por el aire 
¡ 

Az6car lavada 

lile! centrlrupda 

A¡ua de laYBdo 

----+ a. Conductora 

b. Enaacado l 
A.lmac6n 

1 ;¡; 
Tr6nslto 

1 

c. Granel Control de la hum...i.d 

nGUllA.h DIAGLUIA 111: FAllllCACION DI: AZUCAll DE CARA 
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A continuación se mencionan cada un. de Iu etapa en la rabrlcaclón del 

azllcar de cafta y los mlcrooraanlsmos presentes en las mismas. 

al CoHcha 

Hay diferentes m~todos de cosecha de la cafta y cada uno presenta ventajas y 

desventajas con respecto a Ja destrucción microbiana del azOcar de la calla 

cosechada. 

la temperatura, la humedad J el tiempo desde el corte hasta la molienda, 

tienen tambi&a una aran Influencia en Ja contaminación microbiana. 

La quema de la calla para ,._,,.,. hoju, puedo Incrementar la temperatura 

del tallo do ss0-es0c. Apmrm-te el quemado no destruye a muchol 

mlcroorpnlsmos tenno-oenslblea porque una aran variedad de ellos p
encontr.,... minutos <iespllls del quemado (BeYall y Bond, 1971). Leuconostoc 

mesenterofde• ha 1Ido encoatlWlo en tallos, con una concentración Jauat, 

ante. 1 ~ del quemado 1 11e Incrementa marcadamente con el tiempo 

deapu& del quemado. Asimismo tambll!n se encuentran mJcrooraanlsmos 

esporuladoo. 

' La acldlflcacll!n de la calla es el resultado del crecimiento de Leuconostoc 

y otras bacterias formadora de .tcldo en la calla recl~n cosechada. Estos 

mlC1"00r1anlsmos producen azOcar lnYertldo, 4cldo llctlco y mtlco y, 

frecuentemente, dextrana. 
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b) Exu-acclón 

Afortunadamente. las condlciones del medio favorables para el desarrollo de 

tos mJcroorgan¡smos en la fabrlcaclOn de az\1car, esttn limitadas a un área 

particular: el ciclo de extracción. 

EJ proceso de extracción comprende una operaclón de molienda en la que el 

tallo de la ca.l\a triturado o cortado en trozos pasa por una serle de 

molfnos que exprimen el liquido que contlene. La mezc1a de los Jueos. asl 

obtenidos forma el llamado Jugo mixto de ta tal'\a 6 jugo crudo. Su densidad 

varia de 10 a 18 grados Brlx a una temperatura de 2SD-Joªc. pH de S.0-5.6; 

contienen abundantes sales ora:á.nlc~ e lnor¡lnlcas. aminoa.cldot y otros 

nutrimentas. 

Bajo estas condiciones los microorganismos formadores de dextrana como 

L. mesenteroides se adaptan ficUmente (Pederson y Huclcer. 1946; Maclesk.ey 

y col, 1947); los mlcroor-ganlsmos catalasa neptlvoa tnlcroacrófllos crecen 

bien. produciendo 6cldo, lnYertasa y dextrana. 

Los mlcroorganlsrnos presentes en el jugo de calla pueden ser clasiflcados de 

acuerdo a su importancia económica en la fabricación de azU<:ru-, como sigue: 

-Bacterias: 

l. Especies que destruyen la sacarosa sln formaclOn de goma y 

las cuales son de importancia solamente en el jugo. 

2. Especies formadoras de goma. en donde se incluye a las 

formadoras de dextrana como L. mesenterofdes y las formadoras de levo.na 

pertenecientes al grupo mesentertcus. Este grupo persiste a travts del 

proceso entero de fabrlcaclón y puede causar Inversión lenta de la sacarosa 

en jarabes 'J melazas. 
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3. Especies conocidas como term6filas las cuales se cSes.arr<>llan 

a temperaturas entre 46°-1Jºc, algunas veces son responsables del deterioro 

de los juaos clarificados calientes; generalmente se desarrollan en los 

filtros y contenedores del jugo. 

-Hongos: 

l. Especies con un poder de Inversión muy fuerte¡ son activas en 

jugos asl como en jarabes y son los causantes del deterioro mAs activo del 

azócar crudo, ejemplos AspergUlus repens y AspergUlus ntger. 

2. Especies que producen una Inversión ligera de la pellcula de 

melaza que cubre los cristales de az(lcar, ademas pueden producir ~rdldas 

considerables de sacarosa en el jugo de cana, ejemplos: el grupo de 

Cllromyces J Monllla fusca (Brownel. 

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

que no tlenm aran Importancia económica. 

-Levaduras: 

l. Especies encontradas en el jugo crudo y que producen una 

Inversión actln de sacarosa a esa densidad. 

2. Especies de levaduras no esporulad:ts conocidas como Torulae1 

Inducen a una destrucción activa de azúcares reductores y con frecuencia 

presentan una acción selectiva sobre rructosa, en jarabes, melazas y en la 

pellcula que rodea los cristales de azúcar crudo. 

La mlcrobiologla del jugo crudo ha sido reportada en numerosos estudios. 

Las bacterias mas comunmente encontradas son especies de Actlnomyces, 

Bactllus, Cnterobacter, E'scherfchl•. E'rwLnla, Flavobacterlum, Leuconostoc, 
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levaduras son -.,._,.,..., Tondopals, Candtda y Plcfli. spp. Entre lot 

honaos se encuentran Asperaf.Uus, PentclUtwn, Cltromyces, Cladosporlwn y 

Monllla. 

La 'mua mucllqlnooa eo el producto final bactel"lollll!co mlls ara.., que 

puede afectar la operaclOo oormal de un molino de cana. 

En la tabla 1 se muestran algunas de Ju especies mencionadas en la 

literatura y el producto que ronnan. 

TABLA l. lllCROORGANISMOS PRODUCTORES DE GOMA QUE HAN SIDO 

AISLADOS EN LOS MOLINOS DE CARA DE AZUCAll 

Or¡anlmio Producto lnvestlpdor 

L. mesenterotdes dextrana Van Tb 1 eaJ>man 
Cl•nkowakl ( 1887) 

L. dextranlcum dextrana Beljerlnclt (1912) 

B. subttlls letana ow ... (1918) 

e) Operaclonee aubRcu8!'._ 

Las operaciones despu&; de la extracción consisten en un tratamiento 

qulmlco a alta temperatw-a llamado clarificación, seauldo de sedimentación 

y filtración, la concentración del jugo clarificado y finalmente la 

crlstallzaclOn del producto -.clal. 

La clarlrlcaclón dlsmlnu.re la cuenta microbiana en W\ 99. ~. pero la 

dextrana y muchas esporas bacterianas persisten. 

La dextrana puede llegar a producir una soluclOn demasiado viscosa y esto 
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~ uipu- lu · t-IU Interfiriendo en atrM etapu del proam 

Incrementando el ti- del mlano 1 disminuyendo la eficiencia en la 

clarlílcacl6n- y--t•m!Mn 'la velocidad de cristalización dando como resultado 

cristales deformK. 

Las bacter.IA• que "DIJ forman esporo y las levaduras &Oll destruidas 

fácilmente por el r.alor. mientras que las bacterias tennófllu 900 

eliminadas flslcamente durante la clarificación y se encuentran en los 

lodos de sedlment.acl6n. La población ¡eneral microbiana presente en el 

PI"'"'"" de íabrlcacl6n de - IU ellmlnaclOn 1 lu Areos de reincidencia 

se lluttran en la tabla 2. 
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TAllU. 2. PODLACION MICROBIANA GENtRAL EN EL PROCESO DE 

FABRICACION DE AZUCAR 

Subproducto Tipo de microorganismos No.lg 

Jugo de la cafta Bacterias, levadura& y hongos 280,000 

Jugo sulfltado Bacterias, levaduras y honaos 35,000 

Jugo alcallnizado Bacterias principalmente 37 

Jugo clarificado Bacllos que forman esporas 750 

Melaza evaporada Bacilos que forman esporas 400 

Masa cocida Bacilos que forman esporas 450 

Azt'lcar crudo Bacilos que forman esporas 600 

Melazas Mlcroflora mixta 35,000 

Agua de lavado MlcrofJora mixta 25,000 

Torta del filtro Mlcrorlora mixta 150.000 
prensa 

NOTA! No./1• numero de mlcroor11nlamo1 por cr•mo de subproducto. 
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3. Mlcrobloloala del azCcar crudo de cafta 

El azocar crudo se obtiene del Jugo clarificado y evaporado. 6te consiste 

de aproximadamente 98-99.31. de sacarosa· en forma cristalina y de O.S-27. de 

melazas, las cuales cubren los cristales. 

Las melazas estan constituidas de sacarosa, agua. azíacar Invertido, ácidos 

orgá.nJcos. amlnoicldos y otros compuestos nitrogenados, minerales, cenizas, 

dextrana J otros pollsacirldos. 

La actividad de qua (aw) debe ser de 0.65 O menor y el valor de pH varia 

de 5.0 a 6.0. 

El contenido mJcroblolO&lco del azíacar crudo consiste de esporas de 

bacterias, levaduras y hon¡os. Algunas esporas estan presentes porque 

resisten el proceso t~rmico y no son eliminadas durante la clarificación. 

Las bacterias que se encuentran con mAs frecuencia son BaclUus spp; los 

siguientes microorganismos no crecen en el azQcar crudo pero pueden hacerlo 

en soluciones. diluidas del mismo durante el proceso de refinamiento, 

Desulfotomaculum (Clostrtdlum) nfgrLflcans, C. butyrlcum y especies de 

BacUtus termofllicos, asl como hongos de los géneros AspergULus, 

Penlcllllum y Monilla. 

Las levaduras son principalmente osm6filas como Sa.ccharomyces rouxU y S. 

mellls. 

4. Mlcroblolo1ta del azíacar refinado 

En el refinamiento del azíacar crudo a azocar cristalino se desea remover 

Impurezas y producir cristales de sacarosa con una pureza superior al 

99.99~. 
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El jarabe empleado para la afinación puede contener un n6mero considerable 

de esporas (Owen, 19Til pero el proceso total de afinación, defecación y 

flltracl6n remueve gran parte de los microorganismos; otros pueden ser 

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

Existen pocas oportunidades para el crecimiento microbiano en la secuencia 

principal de operaciones ya que la temperatura es muy alta y la actividad 

acuosa muy baja. 

11. POLISACARIDOS PRODUCIDOS POR FERMENTACION 

Los pollsacAridos se presentan como reservas de enerala y como materiales 

estructurales en pared celular y cápsulas extracelulares. 

Los exopollsac•rldos desempenan distintas runclones1 algunas de las 

posibles funciones se mencionan a contlnuaci6n: 

-Protección de los microorganismos en contra de la desecación; 

-Como una barrera para prevenir el ataque de virus sobre sitios especlficos 

en la pared celular; 

-Como reservas de energla y carbono; 

-Convertir el exceso de sustrato en espuma para que no sea metabollzable 

por otros microorganismos; 

-Interacción con celulas de plantas 6 animales en relaciones especificas 

simbióticas 6 patogénlcas. 

La produccl6n de polisacáridos de fuentes microbianas permite la stntesls 

controlada del pollmero y un abastecimiento constante. En adlcl6n a lo 

anterior, los polisacáridos microbianos frecuentemente poseen propiedades 

flsicas y qulmicas \micas, mejorando las caracterlstlcas funcionales y 

disminuyendo la demanda biológica de oxigeno. 
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Una fermentación permite el creclmlento de oraanlsmos bajo condiciones 

ambientales precisamente definido; Mto controla el proceso bloslntetlco y 

permite manipular el tipo y especificaciones del producto. Cambios 

especlrtcos en las condiciones de crecimiento pueden modificar el peso 

molecular y estructura de pollmero resultante. 

Diferentes polisacáridos microbianos son producidos hoy en dta 

comercialmente. Como ejemplos podemos citar la dextrana, xantana. goma 

gelan, zanflo 1 polltran; muchos otros están en desarrollo. 

l. Potlsac&rldos alntetiud• a partir de sacaro1a 

Entre estos polisacéridos se encuentran principalmente la levana1 la 

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

dos <iltlmos de glucosa. 

A. Levanu 

Las levanas son homopollmeros constituidos de unidades de D-fructofuranosa 

unidas principalmente por enlaces 1](2.-+6). Tambten existen enlaces 

1](2--tl) en \Dl radio de aproximadamente un punto de ramlflcaci6n cada nueve 

unidades de D-fructosll. 

Los pesos moleculares de las tevanas son extremadamente altos. Se han 

obtenido valores de 17 a 67 millones (Felngold y Gebatla 195'7) para la 

levana producida por Aerobacter levanlcum , y arriba de 100 mlllones para 

la producida por Bacfllus subHUs • 

Diferentes C'Species de BacUlus producen la enzima extracelular responsable 

de la slntesis de la levana a partir de sacarosa, entre los microorganismo 

que han sido reportados como productores de le\'ana se encuentran: B . 

. ketobacter, Acromobacter, Aerobacter, Arthrobacter 

Azotobacter. 

IS 



La estructura de la le•ana se puede slmpllrlcar de la manera sl¡ulente: 

2Fr6 - 2Fr6 .... 

. 1 . 
2Fr6'- 2Fr6 ..... 2Fr6<- 2fr6 ..... 2Fr6<-- 2Fr6 .... 

1 

i 
2Fr6'- 2Fr6 ..... 2Fr6'- 2Fr6 .... 

1 

T 
2Fr6 .... 

A.I. Levansacarasa 

La levansacarasa es una tl-0-fructosll transferasa. que catallza la 

transferencia de un radical fructosll sobre un radical aceptar. 

(1)-216-Fructan;D-glucosa 6-Fructosiltransferasa, E.C.2.4.1.1.0) 

La reacción de slntesis general se presenta a continuación: 

n(Sacarosa) ---+ (tl-D-fructofuranosil)n + n D-glu 

levana 

La acción catalltlca de la enzima puede representarse por la relación: 

sacarosa + aceptar ~ glucosa + fructosil-aceptor 

En presencia de levana la reversibilidad de esta reacción se demostró por 

Dedonder 11966) : 

sacarosa + levanan --+ levana 
t--- n•l 

+ glucosa 

La levansacarasa tiene tambl~n una acción hldrolltlca sobre las Ievanns: 

levana n + H20 levana 
n-1 

+ fructosa 

A.2 Producción de levansacaras:a 

La levansacarasa fue descubierta por Aschner col. (19421 

Avlnerl-Shapiro y col. (1945) en .4erobacter !evanfcum Bilclllus subtflls. 

Desde que se puso en evidencia esta enzima, el estudio de la producción de 
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la levansac1T11sa se ha realizado a partir de cultl•os de Baclllus sul>t!Us. 

En la cepa de B. subtUls utUlzada por Dedonder 0960), la leYansacarua 

es tnducible. Puede ser inducida en los cultivos donde la fuente de carbono 

es el glicerol y por sacarosa en concentraciónes de 2xl0-2w a O.SM. Estos 

autores . sugieren que la sacarosa Induce a una penneasa responsable de la 

excreción de la levansacarasa. Estos autores tambl~n pusieron en evidencia 

la importancia de) hierro en el medio de cultlYo del mlcroorganlsmo, 

encontrando que en ausencia de hierro la actividad de levansacarasa 

extracelular es tres veces menor y no hay relación entre el creelmlento de 

BacUlus subtUls y ta actividad enzimitica del sobrenadante del cultivo. 

El estudJo de la producción de la levansacarasa ha sido realizado con otros 

microorganismos lnduclbles tales como Acetobacter suboxyd.tns var. levanlcwn 

(Ellsashvlll, 19741 J Gluconobacler orycfans (llcachenko y Loltsyanskaya, 

1976, 1978). 

A.3 Ueoe de lu le•uu 

La apllcacl6n de las leva.nas no ha tenido un desarrollo compu-able al de 

las dextranas; una posible apllcacióo de las de peso molecular de 65 000 

daltons es en medicina como sustituto de plasma sangulneo (HestrJn y coJ., 

19561. 

Otro uso potencial es en fotografla en donde se puede emplear en la 

fabricación de emulsiones foto-sensibles (Chambers y Ovcnnan, 1964}. 

B. Dextrana 

Oextrana es el nombre que se da a una gran variedad de poUsacá.ridos 

bacterianos extracclulares, compuestos casi exclusivamente de unidades 

monom!rlcas de a.-0-glucopiranosa. unidas principalmente por enlaces 

«(1-+6). Existe una gran cantidad de dextranas con estructuras que varlan 

en su grado de ramlficaclOn lAlsop, 198.JJ. y con una gama de pesos 
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moleculares que va de 5000 a 3xJ01 daltons (L&wson y Sutherland, 1978). 

Entre las bacterias que slntetlzan dextrana se encuentran los ¡6ncros 

Streptococcus, Streptobactertum, Acetobacter, Betabacteriwn y en especial 

Leuconostoc, especies mesenterotdes y dextranfcum. AOn cuando cada cepa 

proc1Ude Ün tipo Wlico de dextrana, existen dos caracterlstlcas comunes en 

todas: a) La sacarosa constituye la llnlca fuente de carbono apropiada para 

la fabricación del polisacárido, y b) La glucana producida tiene siempre un 

alto porcentaje de enlaces ci{l-i6) (Alsop, 1983; Sandford, 1979). Los 

enlaces restantes suelen ser •U-42), a(l-.3) y a.(1-44). Cuando la 

proporción de enlaces o:(t---+6) no predomina, el polisacárido se conoce 

generalmente con otro nombre (ej. mutana, alternana, etc.). 

A continuación se ilustra la estructura de Ja dextrana producida 

por L. mesenterofdes NRRL-B-512 (lawson y Sutherland, 1978): 

-( -6-c-D-Glcp-( 1->6 )-c-D-Glc-( l->6)-«-D-Glcp-11 
3 

1 
u- D-Glcp 

8.1 Dextransacarua 

La enzima extracelular responsable de Ja slntesls de dextrana es la 

dextransacarasa IE.C.2.4.l.S) (a(l-l6) - O - glucan - ,O - fructosa - 2 -

D - glucoslltransferasaJ.Esta enzima ca.taliza la reacción: 

n Sacarosa G - (G) - G + n Fructosa 
n•2 

La energla necesaria para Ja condensación de los residuos glucosldlcos es 

proporcionada por la hidrólisis del enlace osldlco de la sacarosa. 

18 



11.2. Mecanlmno de reacción de la enzima dextran1&caraaa 

El mecanismo de reaccl6n de la dextransacarasa ha sido descrito por Robyt Y 

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

complejación de la enzima: enzima-glucosa y enzlma-dextrana. 

Cada nue•a glucosa incorporada a la dextrana, se agrega al complejo 

enzlma-dextrana mediante un ataque nucleoflllco del oxigeno de carbono 6 de 

la glucosa al carbono l del dextrano, para formar el enlace a(l--t6). Esta 

nueva unidad de glucosa, proveniente del complejo enzima-glucosa, se agrega 

al complejo enzima-dextrana, justamente en el punto de unión, al mismo 

tiempo que una nueva mot6cula de sacarosa es hidrollzada para dar lugar al 

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

Indefinidamente, solo la presencia de aceptares detiene el crecimiento. 

8.3. u .. de la dextrana 

Debido al gran nWnero de aplicaciones que se han encontrado y las 

modificaciones que se les han hecho, las dextranas se convierten en el 

polisacárido microbiano mas estudiado hasta la fecha. 

Entre las aplicaciones de la dextrana nativa se encuentran: 

En alimentos, como estabHlzador y vlscosante en jarabes, concentrados de 

jugos cltrlcos, procesamiento de frutas, preservación de alimentos 

{pellcula protectora), composición de helados, etc. 

Otros usos son: en la recuperación secundaria de petróleo, la 

estabilización de agregados de suelo, la composición de flocutantes en 

productos de papel, la fabricación de suturas quirúrgicas, etc. 
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Por otro lado, las dextranas no natlvas de bajo peso molecular tienen 

apllcaci6n importante en ta Industria farmacéutica, en donde son utilizadas 

como sustitutos de plasma y mejoradores del flujo sangulneo. 

C. Alternano 

L. mesenterotdes NRRL B-1355 produce cuando crece en presencia de sacarosa 

dos gtucoslltransferasas¡ una dextransacarasa capaz de producir dextrana de 

estructura similar a la producida por la cepa de L. mesenterotdes NRRL 

8-512.F y una segtmda enzima la cual ha sido nombrada alternansacarasa 

lE.C.2.4.1.140). 

El pollmero sintetizado por esta enzima esta constituido por residuos 

glucosldlcos con una secuencia alternante de enlaces a.(1--¡6) y a.(1-+3) y 

es denominado alternano (Cot y Robyt 1982). 

Esta estructura no usual y la resistencia a enzimas hldrolltlcas como la 

amllasa y du.tranasa hicieron que se considere al alternano y 

ollgoalternanos como productos potenciales para la Industria de alimentos, 

especialmente en los casos donde se requieren viscosidad y cuerpo, sin 

adición de calarlas. 

A contlnuaclón se muestra una representación gr1Ulca de la estructura del 

alternano: 

0-0 
1 

0--0 
1 
~--O 

1 "-1,3 
O-i!>---0 

0-b "-1,6¿ 
0--6 ~--O 
1 &--0 
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D. Reacciona en pre880Cla de aceptor 

Se ha encontrado que glucansacarasas extracelulares de varias fuentes 

bacterianas. incluyendo L.mesenteroldes, catallzan la transferencia de 

grupos glucosll de sacarosa a azQcares aceptores de bajo peso molecular, 

formé.ndose una serle de ollgosacárldos. 

Robyt y Walseth (1978) describieron el mecanismo por el cual las reacciones 

de aceptor se llevan a cabo y concluyen que sirven para finalizar la 

poHmerlzacl6n de dextrana. 

Hay diferentes carbohidratos que pueden actuar como aceptares en la 

reacción de la dextransacarasa. Una lista de 21 compuestos ha sido 

publicada (Robyt 1980}. La maltosa e lsomaltosa son los mis activos. 

Como la dextransacarasa, la alternansacarasa forma en presencia de sacarosa 

y aceptares, productos de peso molecular bajo, denominados oligoalternanos 

(Cot y RobJt 1982}. Esta. autores demostraron que en presencia de maltosa 

se forman un trlsacirldo J dos tetrasacé.rldos. 

111. CONDICIONES DE FDlllENTACION PARA LA OPTIMA PRODUCCION ENZIMATICA. 

Tsuchlya (1952) descubrió los efectos de ciertos factores en el medio de 

cultivo sobre la producción de dextransacarasa de L. mesenteroldes . En 

primera instancia confinn6 que la sacarosa es esencial para la producción 

enzlmá.tlca. 

El organismo puede crecer en medios con glucosa, fructosa o maltosa, pero 

sin inducción de la dextransacarasa. Encontró tambi~n que al incrementar 

los niveles de sacarosa progresivamente de 0.51. a 51. incrementaba el 
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rendimiento de la enzima pero que a concentraciones mayores a 2X en 

sacarosa las soluciones se tornaban muy vlscosas dificultando la separación 

de las ~lulas, debido a que la enzima una vez en el medio y en presencia 

de sacarosa, Iniciaba la producción de dextrana. 

En el estudio del pH sobre la producción enzlmé.tlca se encontró que el 

má.ximo rendimiento se logra a un pH de 6.1 y dentro del intervalo de 

temperatura 20-29°C, el ma..ximo rendimiento enzimcitlco se encontró a 236 C. 

Hasta hace poco estas condiciones se consideraban como las óptimas para la 

producción de la dextransacarasa, sin embargo, los trabajos realizados por 

Schnelder (1980) y por LOpez y Monsan (1980) resultaron en condiciones de 

producción que dan lugar a niveles mis elevados de dextransacarasa. 

-pH del medio de fermentación 

Para establecer las condiciones óptimas de pH en la producción de la enzima 

es necesario conocer la Influencia del pH en la producción, actividad y 

estabilidad enzlmAtlca. Koepsell (1952) encontró que el pH óptimo para la 

producción enzimé.tica es de 6.S-7.0, para la actividad y estabilidad, 

5.0-5.2, además es relativamente Inestable a 6.7. 

-Temperatura 

La regulación de la temperatura durante la fermentación es también un 

paré.metro critico e independiente del pH. Koepsell 0952) reportó un pH 

óptimo Igual a 6.1 para la producción enzimática, sin embargo, este 

resultado corresponde cuando temperatura es de nºc. Bergey 0974) reporta 

que la rormaclón de dextrana a partir de sacarosa es favorecida a una 

temperatura de 20-2sºc. El \"alor óptimo para el crecimiento del 

microorganismo es de J0°c, sin embargo resulta demasiado alto para una 

máxima producción enzimé.tica, por su baja estabilidad. 
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Alsop (1983) reaUz6 el estudio del ¡rado de aireación sobre las 

fermentaciones de producclón enzlmAtlca, concluyendo que con oxigeno puro y 

bióxido de carbono saturado el crecimiento termina rápidamente y con 07. y 

algo de aireación {SOX) se Incrementa el crecimiento. 

-Fuente de carbono 

Las cepas de L. mesenterofdes utilizan un gran n\Jmero de carbohldratos, sin 

embargo, la sacarosa es el único sustrato que induce la producción de la 

enzima y tambl~n es el O.nico utilizable para la slntesls de dextranas. 

Para una producción económica de la enzima con altos rendimientos se 

encontró que es necesario mantener un nivel bajo en sacrosa (5-10 g/I) a lo 

largo de la rermentaclón. Monsan y López (1981), desarrollaron un sistema 

de rermentaclón retroalimentada, que permite mantener baja la concentración 

de sacarosa en el medio eliminando el fenómeno de represión catabólica e 

Incrementando la producción de enzima de 7 a 8 veces. 

-Fuente de nltró1eno 1 ractorea de crecimiento 

Normalmente las fuentes de nitrógeno fundamental que se han utilizado para 

el crecimiento de L. mesenteroides han sido el liquido de remojo del malz y 

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

crecimiento requeridos. 

-Fosfato 

Ha sido utilizado usualmente en forma de KzHP04 como Ingrediente tanto en 

la preparación del ln6culo como en la producción de la enzima y de la 

dextrana, en cantidades que van de 0.J a 2.07.. Proporciona capacidad 

amortiguadora al medio de cultivo. 
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-Elementoe traza 

El uso de extracto de levadura o liquido de remojo del malz supuestamente 

proporciona los elementos traza necesarios, sin embargo, en los medios de 

fermentación reportados en la literatura existe una suplementaclón de 

ciertos elementos. 

Se trata de una mezcla de Ma:2".Na ", Fe2• y Mn2• conocida como sales "R". En 

af\os recientes se ha hecho hincapl~ en la Importancia del calcio en la 

preparación y acción de la dextransacarasa. Monsan (1978) estableció que la 

presencia de 0.057. de CaC12 estabiliza las soluciones enzimáticas. A. López 

(1980) demostró que el medio de fermentación preparado con 0.0051. .de CaCI
2 

no presenta ninguna modificación en la actividad, ni aim aumentando a 

0.057., empero, la actividad de la enzima purificada es notablemente 

afectada. 
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llATDllAL Y IATODOS 

l. AISLAMIENTO E IDENTlnCACION 

l. Al•lamlento 

Utilizando az(lcar mascabado como fuente natural de alslamtento1 se trató 

como se indica a continuación: 

Se colocaron en un matraz erlenmeyer de 1000 mi, 30g de azúcar mascabado 

con 300 mi de caldo nutritivo y se Incubó por un periodo de 48 hr a 3S°C. 

Al t6rmlno de la Incubación se tomó una asada del medio anterior y se 

sembró por estrla en placas de agar nutritivo má.s 27. de sacarosa con la 

finalidad de lograr el aislamiento directo de colonias. Se Incubaron a 30°C 

por 24 hr. 

Las colonias aisladas y con mayor crecimiento se observaron al microscopio 

y se procedió a realizar diluciones suscestvas de 10-1 a 10-b en solución 

salina o.n. Se sembró 0.1 ml de cada una de las diluciones por adsorción 

en placas de agar sacarosa m.ls 0.005-X de pollmixlna O. Se incubaron a 30°C 

por 24 hr. 

Las colonias aisladas y puras (aspecto gomoso y caracterlstlcas similares), 

se sembraron por picadura en agar nutritivo en tubo inclinado. Después de 

la Incubación, se mantuvieron en refrigeración a 4°C, hasta el momento de 

ser utilizadas para producir el lnóculo de fermentación. 

En la figura l se resume las etapas seguidas para el aislamiento. 
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ETAPA 

II 

III 

.. 
IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

PROCEDIMIENTO 

F'uente natural de aislamiento seleccionada 
(azocar mascabado JO¡) 

Pretra t amiento 
( Inoculacl6n en ~l de caldo nutritivo 
lncubacl6n a 35 e por 48hr) 

~ 
Aislamiento directo 

{Resiembra por estrla en placa dE agar con 
2~ de sacarosa. Incubación a JO C/24hrs) 

J. 
Selección de colonias aisladas 

(Colonias de aspecto ¡omoso, Gram(+), for
ma baci 1 ar ) 

l 
Diluciones susceslvas de l0-1a 10-6, en 
solucl6n salina 0.9X y siembra de O. lml 
en agar mis pollmixlna. 

J. 
Emp 1 e o de medio se 1 ect i vo para gram ( +) 

(Res lembra en placa de agar 21. de sacarosa 

;o~C~ºi;h~~. rlimixlna e. Incubación a -

Colonias aisladas, aspecto gomoso, Gram(+) 
puras (apariencia slmi lar). Resiembra en 
tubos de agar nutrlt i vo, lncu baci 6n a JOºC 

por 24hrs. 

l 
Mantenimiento en refrigeración a 4°c 

FIGURA 2. ETAPAS PARA LA REALIZACION DEL AISLAMIENTO DE 

MICROORGANISMOS DE AZUCAR MASCABADO DE CAllA 
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2. Identificación 

La Identificación se realizó siguiendo el esquema propuesto por Mac Faddln 

· 0981) para determinación de g~nero y el propuesto por R.C.W. Berkeley y 

Col. (1986) con apoyo de las caracterlstlcas bloqulmicas reportadas en 

Bergey's Manual, para la determinación de especie. 

Al DETERMINACION DE GENERO 

Se realizaron las siguientes pruebas: 

1.-Caracterlstlcas morfológicas por obsenaclOn mlcroscOpica 

a) Forma del microorganismo 

bl Tipo de qrupacl6n 

e) Presencia de esporas 

d) Gram 

2. -caracterlstlcu metabólicas 

a) Prueba de Catalasa 

b) Crecimiento en agar anaeróblco 

B) DETEIUllNACION DE ESPECIE 

Para la determinación de especie se realizaron las siguientes pruebas 

bloqulmlcas. 

-Oetermlnacl6n de cápsula 

-Movilidad 

-Tamafto de células 

-Voges-Proskauer 

-Acido de: O-glucosa, L-arablnosa, D-xilosa y 0-manltol 

-Gas de glucosa 
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-Hldróllsls de: caseina, gelatina y almidón 

-Fenllalanlna deamlnasa 

-Reacción de lecltlnasa en yema de huevo 

-Reducción de nitratos 

-Tormación de ~1ndol 

-Ureasa 

-Utlllzaclón. de citrato 

-Crecimiento en caldo nutritivo a pH de: 6.8 y 5.7 

-crecimiento en NaCl: 57. y 7?. 

-Crecimiento a: 10, 30, 40, SO, 55 y 60°C 

11. PRODUCCION DE LA ENZIMA 

t. Medio de cultho 

Se empleó para todas la fermentaciones realizadas y desarrollo del lnóculo, 

el medio propuesto por Tsuchlga y Col, (1952), que para fines de 

simplificar Ja redacclOn se nombró como (A). 

La composlclOn de este medio se especifica en la tabla J. 
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TABLA J, COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO (Al 

Compuesto g/I 

sacarosa 20 

extracto de levadura 20 

K
2

HP0
4 20 

MgS0
4 

2xl0-l 

CaCl
2 

SxlO-z 

NaCl lxl0-4 

MnSo
4 

lxl0-4 

FcS04 
lxlo-4 

+ "2º 11 

pH• 6.8 - 7.0 

Para Ja sobreproducción de enzimas del Upo a:lucoslltransferasas se empleo 

la t~nlca descrita por López Monsan {1981), Ja fermentación 

retroallmentada se llevó a cabo mediante la adición de sacarosa a una 

concentración de 40g/ 1 y se adicionaron 20g/ 1 de maltosa. 

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

fermentación en la producción de la enzima. 

En este punto se varió solamente la concentraclon y tipo de fuente de 

carbono empleada, permaneciendo constantes los demás componentes del medio. 

Las fuentes estudiadas fueron lactosa, glucosa 

concentración del 47.. 
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z. DMarrollo del ln6c:Qlo 

El mlcroor¡anlsmo aislado conservado en refrlaeracl6n en a¡ar nutritivo, se 

Inoculó en el medio liquido IA) y se creció por 8 hr a J0°C y 100 rpm. 

Terminado et tiempo de incubación se colocaron Z mi del medio en frascos 

viales que ccintenlan 2. ml de glicerol est~rlf al 30X. Se conServaron en 

conaelaclón y se utlllzaron para realizar un ln6culo al 101. para las 

fermentaciones subsecuentes. 

Se efectuaron experimentos con una cepa de colección L. mesenteroldes NRRL 

B-1355 aislada de la cafta de azúcar y reportada como productora de dos 

glucosll transferasas {Cot y Robyt, 1982). 

La cepa de colección estaba lloflllzada y solamente se resuspendl6 en et 

medio llquldo y se realizó lo mismo que para la cepa aislada. 

2. Condiciona de tennentaclón 

La fermentacl6n liquida para el caso del microorganismo aislado e 

Identificado se realizo en matraces Erlenmeyer de 500 m1 con un volumen de 

ZOO mi de medio (A), bojo las sl¡ulentes condiciones: 

-Temperatura controlada a 3o0c 

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

-pH Inicial del medio de cultivo: 6.8-1.0, sin control del mismo. 

-Tiempo aproximado de fermentaclOn: 8-lOhr. 

La cepa L. mesenteroldes NRRL B-1355, se creció como desc:riben López y 

Monsan (l981l, para la cepa L. mesenteroldes B-512. Se reallzO una 

fermentación retroallmentada con regulación de pH, en un fermentador de 5 1 

marca LH fermentatlon 2000 serie 1, bajo las siguientes condiciones: 

-Temperatura controlada a 28°C 

-A1ltacl6n de 300 rpm 

-Aireación de 1 vvm 
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-pH Inicial de 6.8 a controlar en 5.7 con una llOluéÍOn ele ucarooa de 

4001"1 en NaOH 2N. 

-Tiempo de fermentación aproximado de 6-Bhr. 

3. Controlu durante la tementaclón 

Se muestreó cada hora determinando crecimiento celular por estimación de la 

O.O. a 650 nm en un espectrcíotOmetro UV Vis marca Perkln Elmer Lambda 3A 

de una muestra diluida 10 •eces con qua destilada 1 el pH en un pH metro 

marca lleclanan. 

Al final de la fennentaclOn se ajust6 el pH a 5.2 con leido o-fosfOrlcc y 

se centrifueó a 10,000 rpm. T• +4°C en una centrifuga marca Janetzkl K24. 

El sobrenadante libre de dlutas se almacenó en refria:eraclón, para la 

detennlnaclOn de actividad enzimitlca. 

4. Determinación de aCti•ldad enzimática 

La actividad total de &lucosl.ltransferua y de fructoslltransferasa (con 

eventual contaminación de lntertasa) se estimó por medición de tos azílcares 

reductora liberados en una reacción en presencia de 107. de sacarosa, 

pH-S.2, T-:JOºc, por el metodo del Acldo 3,5-dlnltrosallclllcc CDNS) (Summer 

and llowell, 1935). 

La dilución del sobrenadante para la estimación de la actividad debe 

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

5. DeflnlclOn de unldadeo de actividad 

Una unidad de actividad (U.J.) se definió como la cantidad de enzima que 

hidrollza una micromol de sacarosa por minuto bajo las condiciones 

siguientes: TC°CJ=30, conc. de sacarosa 101., pH=S.2, en buffer acetatos. 
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6. Detvalnaclón de protelna soluble total 

La protetna soluble total se cuantlfic6 siguiendo el me.todo simplificado de 

Lowry (Petcrson, 1977). 

La curva estandar de alb\Jmlna serica bovina (BSA) quedó descrita por la 

ecuacl6n: 

0.0.
7
"°""" =l0.0038Smllmg de BSA) (mgBS.Vml) + 0.0306 

Con un coeficiente de correlación r 2=o. 9989 

111. PURIFICACION DE LA ENZIMA 

l. PurlflcaclOn por apllcaclón del sistema concentraciOn-purlflcaclOn, 

por extracción ltquldo-llquldo con PEG. 

Se utilizó el metodo reportado por Paul y col. 0984), utilizando PEG 

(PM•lSOOO). Se agregó al sobrenadante de fermentación libre de ~lulas una 

solución de PEG al 507t hasta observar la precipitación. Se recuperó el 

precipitado por centrlfupclón a 8000 rpm por 10 mln. La rase PEG superior 

se eliminó, la fase pollmerlca inferior se recupera con buffer acetatos 

O.OSM pH=S.2, y se mantiene en refrigeración a 4°C. 

2.. Purlficación por cromato¡rafla de filtración en 1el 

Después de concentrar y purificar la enzima por precipitación con PEG, se 

realizó la purificación por filtración en gel. Una muestra de 0.7 mi de 

preparación enzlm,tlca, se eluyó con buffer acetatos O,OSM pH=S.2 por una 

columna de 65 mi de volumen, empacada con Blogel A-SM lagarosa S millones). 

Las fracciones se colectaron y se les determinó absorbancla a 280 nm, 

utilizando un colector con detector Integrado U. V 260 nm marca LKB Bromma 

2211 superrac, 2158 UVI Cords. 
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, 3. Purlrlcacl611 por fracclonamlanto con oulfato de amonio 

El sobrenadante de fermentación libre de c6lulas, se colocó en un ba6o de 

hielo controlando Ja temperatura a 4°C. 

Se agregó progresivamente sulfato de amonio para obtener grados de 

saturación en intervalos· de 10~ desde O hasta 701.. .cada una de las 

fracciones precipitadas se recuperó por centrifugación a 8000 rpm 10 

minutos y se conservó en buffer acetatos pH=S.2 a 4°C. 

4. Purificación por tratamiento Urmlco 

La enzima producida por L. mesenteroides NRRL B-1355 ~espu6s de la 

extracción con PEG se sometió la enzima a un calentamiento a 4S0c por 30 

minutos, de acuerdo a lo reportado por López-Mungula y col.(198 }. 

IV. CONDICIONES DE SINJl:SIS ENZIMATICA 

La reacción de 1lntesls se realizó utlUzando diferentes concentraciones de 

enzima en buffer acetatos pH-S.2, con lOX de sacarosa. Para la reacción en 

presencia de aceptor, se adicionó 5~ de maltosa. 

V. ANALISIS DE POLIMEllO V DE AZUCAllES 

Los pollmeros se recuperaron por precipitación con etanol a una 

concentración final del 501. (Cot y Robyt, 1982); se secaron en una estufa 

de vacio a una temperatura de 4o0c por 12 hrs. 

Los pollmeros en estudio se sometieron a dos tratamientos de hidrólisis. 

a) Tratamiento con dextranasa 

Se preparó una solución de lg/I de pollmero en buífer acetatos O.OSM pHaS,2 

y se agregaron 50 U/mi de dextranasa Amano comercial. La temperatura se 

control6 a 40°C. 
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b) Hldr6l11l1 lcltla 

El tratamt~nto leido se realizó sobre una solución de 11&11 de pollmero 

empleando HzSO• 2.4N (Perlot, 1980). El . procedimiento se especifica a 

contlnuacl6n: 

A 5 mi de la solución de pollmero se les adlclon6 1 mi de H.SO• 2.4N. Se 

calentó a ssºc por 20 minutos. Al t~rmlno del calentamiento se neutrallz6 

la reacción con NaOH J st analizaron los productos de hidrólisis por HPLC. 

Los azQcares y olipaeú'ldos fllmln analizados por HPLC (cromatografla 

liquida de alta presión) empleando una columna fase ln'ftr'A C-18 y la 

columna Altex µ-Spheroeel Carbohydrate, · equipadas con un refract6metro 

diferencial. 

Las condlclones de operación se especifican en los cromato¡ramu 

correspondientes. 

VI. Procedencia de ICN" reactlH• utillzad08 

Todos los reactivos empleados fueron. Kf'ado analltlco (R.Al 

-Enzimas empleadas: 

Dextranasa comercial (Amano) 

Alternansacarasa lBloEurope} 

Dextransacarasa procedente de la cepa L mesenteroldes NRRL B-512 

Dextrana T 10-Phannacla AB Uppsala Sweden. 
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llESULT.lDOS Y DISCUSION 

En el presente trabejo se Incluyen tos resultados del estudio de la 

actividad enzimiltlca extracelular de dos cepas, una de coteccl6n que 

fue L.me:senteroldes NRRL-81355 y otra aislada ·de azúcar mascabado e 

identificada como B.clrcul.tns • Ambas cepas producen enzimas que acttaan 

sobre sacarosa, pero mientras que la primera forma pollmeros de glucosa, la 

segunda lo hace de fructosa. 

Loo ..-~ &e dl•lden para su eaposlcl6n, en dos partes, en la primera 

parte ee Incluyen IOI TeSultados de ta cepa aislada y en la seauncfa, los de 

la cepa de colecclOn. De esta forma, se plantean dos alternativas de 

transformación enzlmitlca de la sacarosa hacia dos pollmeros de 

caracterlatlcas qulmlcas diferentes. 

PAa:n: h PllODUCCION, rua1ncACION y CAllAC'lllllZACION DE lA 

RUCl'OSILTaANSFERASA PllODUCIDA POR B. circuiaM • 

l. Al•l .. lonto • ldentlrlcaci6n 

l. AISl.AlllENTO 

El criterio utllzado para realizar el aislamiento, fue la obtenciOn de un 

mlcroor1anlsmo capaz de crecer en aaar sacarosa en forma amplia y réplda 

produciendo colonias de aspecto 1omoso. 

Definiendo al aislamiento como la separación de un microoraanlsmo 

particular de una población presente en la fuente natural de la cual e.i; 

aislado, se realizaron las siguientes etapas para lograrlo: 
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1. Pretratamlento 

La fuente naturaJ de alslamlento (az(lcar mascabado) se dispersó eñ caldo 

nutrltlvo con la finalidad de realizar un enrlquecimlento y favorecer el 

crecimlt!nto de los mlcr:oor1anlsmos presentes. 

Despu6s de Incubar a 35°c por 48 hrs1 se obtuvo una mezcla de 

mJcroor¡anlsmos, que por observación mlcroscóplca se definieron como 

bacilos Gram(•I, bacilos GramH y cocos. 

2. Aislamiento directo 

Se tomó una asada del medio de enrlqueclmlento y se sembró por estrla en 

placas de apr al ZX de sacarosa para favorecer la dilucion del lnócUlo. 

DespllH de 24 hrs de Jncubacl6n a 'MlºC se obtuvieron colonias aislada. Las 

que presentaron maror creiclm1ento y aspecto eomoso. - observaron al 

mlcroscoplo. encontrindoee la prestncla abundante de mlcroorpniSID09 de 

torma bacilar, capsulados, GranJ(+): pero tambl~n escasos bacilos Gram(-}, 

~6n de medio selectho 

Con la finalidad de eliminar a Jos mlcrooraanlsmos GramH se realizaron 

diluciones susc:esi•as de 10·1 
• 10.... en solución salina de una de las 

colonias antes aisladas y se ~bró en a1ar sacarosa con pollmixlna que 

Inhibe a los mlc.---aanlsmos GramH. 

Finalmente se obtuvo un cultivo puro que presentó las si¡ulentes 

caracteristlcas: forma bacilar, capsulado, gram(+J, móvil y esporulado con 

producción de Wl sobrenadante viscoso al crecer en sacarosa. 

Una vez loar41do el aislamiento, siguiendo las etapas necesarias para 

obtener un cultivo de caracterlstlcas deseadas, como crecimiento sobre agar 

sacarosa produciendo colonias de aspecto gomoso, se procedió a la 

ldentlflcacl6n. 
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2. IDENTIFICACION 

a) Determlnac!On de ¡6nero 

SJ¡ulendo el ~squcma propuesto por Mac Faddln (1980) para . Ja determinación 

de a:~nero, se obtuvieron los siguientes resultados: 

Caracter4stlcas mor.rológlcas: Forma ba~ilar, 

a¡rupaclón en cadenas 

presencia de esporas terminales 

Gram(+) 

Caractertstlcas metab6llcas: catalasa (+) 

anaerobio racultatlvo 

Aarupando lu caracterlstlcas anteriores se llqó a la conclusión de que et 

mlcroor1onluno pertenece al .....,..., lloclllus. 

En la fl¡ura 3 se presenta el emquema que resume los resultados obtenidos 

para la •1- de ldentlflcacl6n del mlcroorpnluno aislado. 

1 Mlcrooraanlsmo de forma bacJlar, Gram(+),catalasa(t) 1 

llorfologla 

J Agrupación en cadenas, con presencla de esporas terminales ., 

l Anaerobios facultativos 

Baclllus,spp. J 
FIGURA 3: ESQUEMA PARA DETERlllNACION DE GENERO 
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Conociendo las etapas ¡enerales ln•olucradas en la fabricación de azOcar 'I 

el tipo de microflora capaz de crecer durante cada una de las mismas, 

cabria esperar que por las condiciones utlllzadas en la elaboración de 

azocar mascabado, como son tratamiento a ·altas temperaturas, Jos 

mlcrooraanlsmos capaces de resistir esto son predominantemente los 

esporulados. Dentro de los microorganismos que han sido reportados se 

encuentran las especies sl¡ulentes: Badllus, Actlnomyces, Enterobacter, 

Leuconostoc, etc. 

Por tanto el microorganismo aislado que pertenece a la especie B•cUlus se 

puede encontrar dentro de la flora del azí&car mascabado. 

bl Determinación de -1• 

La determinación de especie se reallz6 sl¡ulendo la marcha propuesta por 

R.C. W. Berkeley y col., (1984) para la Identificación de S.Clllus sp., con 

apo70 de las caracterJstlcu bloqulmlcu reportadas en Berae'l's Manual 

(1986). 

Comparando las caracterlsticas bloqulmlcas reportadas para 17 especies 

diferentes de BaclUus se encontró, que el mlcrooraanlsmo rni\s semejante al 

de estudio es 8.cfrculans • 

En la tabla 4 se presenta el resultado de un estudio comparativo de las 

caracterlstlcas encontradas para el microorganismo aislado y las reportadas 

para B. cfrculans • mlffitras que la figura 4 resume la marcha propuesta por 

R.C.W. Berkeley en 1984, pa:a la determinación de BacUlus sp. 
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TABLA 4.ESTIJDIO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE 

B. clrculms Y DEL MICROORGANISMO AISLADO 

Caracterlstlca 

Gram 

cápsula 

movllldad 

catalasa 

Mlcrooraanlsmo 
aislado 

+ 

crecimiento en agar anaerobio 

Voges-Proskauer 

Acldo de : 

D-1lucosa 

L-arablnosa 

D-xllosa 

D-manltol 

gas de glucosa 

)9 

8. clrculans 

V 

v• 

d 



TUL.A 4 OONT. ESTUDIO COMPARATIVO DE LAS CARACTERISTICAS 

DIOQUilllCAS DE B. clrculans Y DEL MICROORGANlSllO AISLADO. 

hldróUsls de: 

almidón + 

caselna d 

aelatlna d 

renilalanlna deamlnua 

re.iiccl6n de lecltlnasa 

redoccl6n de nitratos d 

formación de lndol 

ureasa 

utllluc16n de citrato 

creclmlento en caldo 

nutritlto a pH : 

6.8 + 

S.8 d 

crecimiento en NaCl: 

S'll d 

'1ll d 

crecimiento a: 

1oºc .¡ 

30 

40 + 

so 
SS 

6S 

v=variab1e, d=ll-89?. de las cepas son + 

Ilota: LH caract.tl•tlcH di~!_·• .......... 
dtl Ber1ey•1 Manual lvo1.2.llJl6). 
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1 • 
1 

tcldoJ ... de ......... 
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• 
1 

1 
Amplitud de c6 lulu 
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Analizando los resultados de la tabla 3. se puede observar que el 

mlcroor1anlsmo aislado presenta un m de las caracterlstlcas reportadas 

para BacUlus ctrculans, el cual es un mlcroorp.nlsmo gram(+), móvil, 

esporulado. capsulado, cuya especie ha sldo encontrada como contaminante en 

el azOcar crudo de cal\a. 

Sin embarao lo Interesante de estos resultados es que, B. clrculans no ha 

sido reportado como productor de alpn exopollsactrldo o de alguna 

1lucoslltrusl'erua. 

11. Produc:eU.. purificación 1 caracterización de la actl•lclad enzlmitlca 

extraalulal'. 

l. CAllAC1DllZACION DE LA CINETICA DE rERMENTACION 

El criterio utlllzado para la ..,lección de un medio de cultivo especifico, 

rue que • pudiera inducir la produccl6n de la enzima extracelular que 

catallza la .tatnla del polluc:Vldo utlllllzando ucarosa como materia 

prima. 

Se utilizó el medio (A) propuesto por TsuchlJa J col,U952) reportado para 

la m6.xlma producción de 1lucosiltransferasa de L.mesenteroldes )' se 

determln6 la cin6tlca de. fermentación por medlci6n del crecimiento 

microbiano J la variación de pH cada hora. Los resultados se muestran en la 

flaura S. Cabe hacer notar que en esta fermentaclOn el control de pH no es 

necesario Ja que prictlcamente permanece constante. Tambl6n se puede 

observar que el tiempo de fermentación es de aproximadamente 9 hrs. 
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Al flnal de la rennentacl6n, • ellmlnlron lu .,.lulu 1 • -- la 

actlYldad enzlmltlca presente en el oobrenodante de rermentacltln. El 

sobrenadante presentó ww oct!Yldad de 3.16 U.l./ml. 

2. CAllACTERIZACION DE LA PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD ENZDIATICA DUllANl1: 

LA f'ERUEHl'ACION. 

con el fin de detemúllar la relaci6n e1l1tente en.,.. el crecimiento 1 la 

produccl6n de •• octl~ enzlútlell .. ...i111& .... r .... tacl6n •laulendo 

el creclRllento mi...,.._ 1 detenDlllMdo la actl•ldad ...,llllitlca durante la 

f.......,tac:IOll. 

En 1. r..,... ' .. - 1oo ........_ a11t..waa ...,.. - -"'· En 

e.ta. .. -· qui la -·- ..........,1611 de actloldad -tlca - u
.. r111111 de 1a r- 1apr1i.1ca c1e ........ '°' ..,...._te .....,.... c1e 

1111'1 de rermentac:16n. lo cual - Indica qu1 •ta enzl- • ~tra 

.-1ac1a al crecimiento ,. que ou produccl6n • .recto. paco deopl* de laa 

dol horu de rermeotac16n, taml>Wn .. _,tr6 que .. •• r .. ntaclonarla 

bllJ dllllllnucl6n de la actl•ldad, pe oh:tl- debido • la pr_,.,I• de 

lftZlmu proteolltlcu o a ..,. baja ntabllldad de la -i-. 
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Un modelo frecuon~te -leada ..... explicar la fonnacl6n ele productos 

blotocnol11clcos, es el de Luedelilna..Plm, dado por la slcUlente ecuación: . , 
-¡¡-

1 ., 
i"-¡¡-

••• Tc 

rtldad ele producto] asociado al 
crecimiento 

.... 
.. -¡¡-

• fla .... ee.(11 

11 ...... ac.w 

El lada ho¡ul....... di la -- IZI def'lM la ftlocldad especifica ele 

r........iea • pro*icta 1 ... 1. mi-.. ,.. el lado cleredlo est& ......_.,º por 

.., primor tkalno coor~te a la fflocldad npeclflca ele crecimiento 
(jll-•Jll __ _ 

Orpnlando la ecucl6n CZI • t-: 

., • .. + 11 

En la r....,a 7 • .,._ta el l'ftultado de aplicar este modelo a los datos 

•"l*'l-taln de actMdad enzlátlca contra crecimiento en el proceso. 

En nta r ..... a .., .,.- -. ... que p..-a un •alor aproximado ele 11 laual a 

0.15, '!ii .. Independiente de la velocidad de crecimiento, dependiendo 

unlcamente de I• cantidad de celulH presente. 
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FIGURA 7, KUUSl:NTM:IOll -ICA llU. -.O DE LIEJt:ICllllJ-PlllET 

APLICADO A LOS DATOS DE PllOOUCCIOll DE ACTIVIDID alZIMnCA 

CONTRA CU:CllllDITO DI El. PllOCESO 

NOTA: qp • velocidad especlfica de foraaci6n de entiaa 
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3. RELACION ENTRE a. pH DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE LA ENZIMA 

Una vez encontrando que la actlvldad enzlmAtlca se encuentra asociada al 

. crecimiento se estudió la Influencia que tiene el pH de crecimiento en la 

ptoduccl6a de la enzima. • • 

Para determinar el pH de crecimiento Optimo para la producción de la enzima 

se realizaron cuatro fermentaciones de pH Inicial 6.5, 7, 7.5 y 8.0 

respectivamente. 

En la fl¡ura 8 se muestran loo resultados obtenldoo. 

El pH 6ptlmo de crecimiento del mlcroor1anl11110 rue de 7 1 consecuentemente 

se obtuYO qt.R la mixlma actividad enzlmltlca se tiene empleando como pH 

Inicial de rennentacl6n un valor de 7, lo cual .. lcl¡lco si se piensa que 

el microorcan.Jsmo prlctlcamente no produce 6cldo y por tanto cabria esperar 

que creciera mis ertcientemente a un pH cercano a la neutralidad. 

Aunque el pH Inicial en el ranao de valora estudiados no tiene una 

Influencia slpiflcatlva en la velocidad especifica de crecimiento, se 

obsenó que por el contrario, la actividad enzlmAtlca producida, 11 se ve 

claramente afectada. 
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4. EFECTO DE LA FUENn: DE CARBONO UTILIZADA EN EL llEDIO DE FERMENTACION 

EN LA PROOUCCION DE LA ENZIMA. 

En este punto se pretendió conocer el efecto que tiene el utilizar 

diferii:nteS fuentes de carbono sobre la producción de enzima.. 

Se realizaron 3 fermentaciones utlllzando como fuente de carbono sacarosa, 

glucosa y lactosa. al 4'- respectivamente. 

En la tabla S se muestran tos resultados al medir la actividad enzlm6tfca 

en los diferentes sobrenadantes de fermentacl6n. 

Se puede obs<nv que la actividad enzlmltlca estudiada sólo se presenta 

cuando se utlllz:a sacarosa como fuente de carbono, Jo cual indica que esta 

enzima aparentemente, es lnduclble ¡x>r la sacarosa 'J no por la alucosa 1 la 

lactosa. Este comportamiento coincide con el de las dmrtransacaraau de t. 

mesenteroldes. 

A este respecto, convendrla efectuar otros estudios utilizando \lila variedad 

más amplia de fuentes de carbono para poder concluir si efectlvamente sólo 

la sacarosa Induce a la producción de la enzima. 

TABU 5. EFECTO DE LA FUENTE DE CARBONO 

EN LA PRODUCCION DE ENZlllA 

Fuente de carbono 

sacarosa 

glucosa 

lactosa 

so 

Actlvldad(U.I./ml) 

3.21 



m. Purificación d• •• enzima 

Partlendc de la hipótesi• de que la enzima producida en el medio de 

fermentación era una dextransacarasa, se purificó empleando primeramente 

polletllen¡¡llcol y se procedió a ~ un anillsls por medio de HPLC de loa 

azO:cares residuales de la reacción enzlm•tlca. 

Por el mecanismo de rea.ccl6n de la dextransacarasa se hubiera esperado que 

apareciera fructosa solamente. pues la atucosa es empleada en la formación 

del pollmero. 

i..a fisura 9 muestra el anAll•I• de loo az(¡c:ares l"ll"rados durante la 

reacción enzlmitlca. En dicha riaun ae puede -..... que apuecen tanto 

1IUCOA como tructoa. lo que puede deberse a una contamlnacl6n de la 

enzima con lnverta•, problema frecuentemente encontrado en los casos de 

mlcrooraanlsmos productore. de dextransacarua. Sin embar&0 en un sistema 

dextranaacaraaa-lntertaa deberla haber al final mis fnictosa que 11lucosa, 

mientras que en el ~ de Ja rraura 9 la concentración de fructosa resulta 

ser con1lderablemente Inferior a la de alucou. Esta situación Inversa em 

decir una enzima que pollmerlza a la fruct- J deja a la 1lucoaa en 

solución es factible si en el medio se cuenta con una fructoslltransferasa 

de tipo levansacarasa, que ademis se encuentre coatamlnada con lnvertasa. 

Para verificar la hipótesis de trabajo anterior, es necesario purificar la 

actividad estudiada con la flnalldad de separar lu dos enzimas. Para este 

efecto se aplican las tknicas de (a) Purlrlcacl6n con PEG, (b) 

preclpltacl6n con sulfato de amonio y (e) cromatografla por filtración en 

gel. 

SI 
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G 

-TIEMPO (hr) 

ncUllA 9. EVOUICION DI: u llEACCION DE SINn:SIS 

Condiciones: plf ele 5.2, (sacarosal•lllll, 

al PURIFICACJON PARCIAL EUPlEANDO UN SISTEMA DE EXTRACCJON LIQUIDO-LIQUIDO 

CON POUtTILENGUCOL (l't:GJ. 

S.!sl>lendo Ja metodoloefa .,.._ia pcr Paul 1 col.,1984, para la 

purJrlcacl6n ele dextransacarasa producida por LJMttnterotdes NRRl..-8512 

utilizando PEG, al sobrenadante ele fermentación libre de células 1 a un 

pH-S.2 se Je a¡re¡¡ó paulatinamente una solución ele PEG (Pll•ISOO) al ~ 

hasta observar la formación de dos rases, Jo que ocurre cuando el PEG 

alcanza una concentración del 2SX. 

Esta tc!cnlca se basa en la ronnacldn de dos fases IJquldas en soluciones de 

PEG y pollsadrJdos como las dextranas o bien con sales como el k2HP04. las 

protetnas migran a la fase PEG y put'den asJ separ.¡¡,n¡.e de otros componentes 

del medio de cuJUvo. En el caso muy particular de la dextransacarasa. el 

mecanismo d~ reacción es tal, que la enzima siempre tiene dextrana adherJda 

covalentemente de forma que en los sistemas PEC-dextrana, la enzima miara a 



la rase dextrana, mlentru que lu otras P,.otelnn pasan a la rue PEG. 

Esto 1enera un muy elevado nivel de purlflcacldn de esta enztma por esta 

tknlca a tal grado que podrla cataJogarse como de afinidad. Por esta razQn 

se decidió ax.plorar la aptlcación de esta tk:nlca a la rructoslltransferasa 

estudiada. 

Se supone entonces que en el mecanl'Smo de slntesls del pollmero tambJ~n 

para esta enzima se forma un complejo cnzlma-pollmero y al agre¡ar el PEG 

hasta una cierta concentración se presenta una partición acuosa de dos 

fases, una fase de PEG rlca en protelnu del sobrenadante 1 la rase 

pollm~rlca en la cual se presenta ta acti'tlcbid. Se determinó la actividad 

en las dos fases 1 se calculó el rendimiento en la extracción. L.ot 

resultados se presentan en la tabla 6. 

TABLA 6. PURIF'ICACION DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR 8. c!rculans 

MEOIAN'Jl: EXTIIACCION CON PEG 

Volumen Actividad fprotelnal Rendimiento de 
actl•ldad 

(mi) CU.llmll lmglmll (:1) 

Sobrenadante 300 2.12 9.77 100 

Fase PEC 600 O.DO n.d o 

fase pollmero 54 10.90 0.40 92.4 

De los datos reportados en Ja tabla 6, se Uene que el 92.4~ de la 

actividad cnzlmá.tfca migra hacia la fas.e pollm~rJca, por lo que se puede 

decir que la eficiencia de extracción con PEG es bastante buena y como lo 

indica et balance de acti\'ldad, no se reporta actividad en la fase f>EC. 
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b) PURJnCACION 1'111 PlllX:IPrTACION FRACCllJNADA UTll,IZANDO SUU'ATO DE AMONIO. 

Un volumen de 200 mi del sobrenadante de rermentaclOn con una actividad 

total Inicial de 893.24 U.I mantenido a 4°C, se trato con sulfato de 

amonio. 

Esta tknlca' ámpllamente usada se basa en las' diferencias de solubilidad 

que presentan las protelnas a distintas concentraciones de agentes 

precipitantes como el sulfato de amonio (saltlna out). 

Con tal flnalldad se sometió el sobrcnadante de fermentación libre de 

c61ulas a un tratamiento con sulfato de amonio, como lo muestran los datos 

de la tabla 7, la preclpltacl6n de protelna se pre90nt6 desde un 20 hasta 

un 101. de saturación de sulfato de amonio. Ademds se encontró que cada una 

de las fracciones preclpitadu presenta actividad como se muestra en la 

tabla 7. 

TABLA 7. PURIF"ICACION CON SULFATO DE AMONIO DEL SOBRENADANTE 

DE F"ERllDITACION DE B. clrculans • 

Fracción 1. de saturación Actividad 
de !NH4l

2
S04 (U.I) 

o - 10 0.00 

2 10 - 20 0.00 

3 20 - 30 8.36 

4 30 - 40 25.09 

40 - so 54.97 

so - 60 33.51 

60 - 70 100.35 

TOTAL 222.26 

Recuperación 
( ~) 

0.93 

2.81 

6.15 

3.75 

11.23 

24.89 

Nota: Volumen Inicial del sobrenadante fue de 200 mi. Cada fracción (3 a 7) 

se recuperó en un volumen de 20 mi. 
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TUU. l. RENl>llllENTQ DE ACTIVIDAD DE LA P\JltITTCACION 

CON SULFATO DE AMONIO 

Volumen Actividad Rendimiento de 
actividad 

(mil (U.l/mll (11) 

Sobrenadan te 200 4.46 100 
de 

fermentación 

Final de re- 100 Z.22 24.8 
cuperaclón 

Como wi criterio para definir o caracterizar el tipo de actividad presente 

en cada una de lu fracciones • reaJlz6 un anAUsls de loa productos de 

reacción r........ios durante una reaccl6n en presencia de 1011 de sacarosa bajo 

laa condlclOMS anteriormente especlrtcadas. 

Como se muestra en los cromato¡ramas en HPLC del (a) al (d) en la fl¡ura 

10, la actividad encontrada fue slmllar para cada fracclOn, encontr"1dose 

la formación de fructou 1 &lucosa en el medio de rcacclOn, no hablndose 

toarado separaclOO aJ.¡una en la precipitación. Aunque con este m6todo se 

esperarla que la enzima precipitara en una sola fracción a una cierta 

concentración del sulfato de amonio, lo anterior puede deberse a la 

posibilidad de que la enzima se encuentre en diversos estados de 

agregacl6n1 dando corno resultado la precipitación a distintas 

concentraciones del agente precipitante y por tanto que la tknlca no de 

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

FRACCIONES EHZillATICAS PRECIPITADAS CON SULFATO DE AMONIO 

Cromatogramas obtenidos en una t·eac:ción con 10'/, de sacarosa, 
C1·omatoqrama: \<;1.; frac e l6n p1·ec ip l ta da con 4(11. de satura.e ion de 
sul.fato de amonio, (b) .fracción precipitada. con 40-50%, <e> 
fracción p1·ec1p1tada con 50-bOX y (d) -fracc16n precipitada con 
60-70%. Nota: 5¡= sulfat.o de amonio, S.., setcarosa, ¡::i: f'r·uctosa. 
G•gluc:osa. 
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e) PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL 

Oespu!s de purlrtcada con PEG, la enzima concentrada se purificó por 

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

m~todos. Los resultados se resumen en las tabla 9 y el diagrama de eluclón 

se muestra en la figura 11. 

TABLA 9. PURIFICACION DE LA ENZIMA DE B. círculans 

POR FIL TRACION EN GEL 

Volumen Actividad A. T. fprotelna) A.E F.P R 
(mil IU.l/mll (U.ll (mg/m l (U/mg) (:1) 

Fase 0.7 6.53 
pollmero 

Frac.1 12 O.Z4 

A.Y• Actlvld.d total 

r.P• F.ctw de purlflc•clon 

4.57 

2.92 

0.26 25.1 

6.5xl0-3 37.4 1.5 64 

A.E• Actividad np.clílc• 

R• Rendhnl•nto de actividad 

En la tabla 9 se puede observar que en la purificación por este método 

basada en la separación de las protelnas por i su peso molecular, se obtuvo 

un rendimiento de 647. con un factor de purificación de 1.5. Aunque 

aparentemente la cromatografla por flltr-ación en gel se padrla considerar 

como un m~todo eficiente para la purificación, no se puede concluir que Ja 

etapa aporte algo al proceso de purificación, dado el alto nivel alcanzado 

con la extracción en PEG, pues debe recordarse la especificidad de la 

t~nlca. 
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FIGURA U. DIAGRAllA DE FILTRACIOH EN GEL DE LA EJCZllCA 

PROOUClDA. POR B. circul.ans 

Condiciones de operaciOn: (1. 7ml de soluci.On de enzin1a purificada 

con PEG, se eluyeron por una columna de agarosa tA-51"1> de 65ml de 

volumen. con buffer acetatos (1. (1SH. pH de 5. 2. 
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Como "" observa en la rlpa ll, el crom1to¡¡rama de flltracltm en gel de la 

enzima presenta 2 fracciones que absorben a 280 nm. Sin embargo, Ja 

actlvldad enzimática esté presente solame~te en la primera fracción 

correspondiente al volumen muerto determinado por la dextrana azul y al 42~ 

de la protelna total aplicada a la columna. Esto nos indica que el peso 

molecular de la enzima es mayor de S mlllones que es el rango de exclusión 

del soporte utiUzada (a¡arosa ASM}. Con esto se puede decir que, la enzima 

se encuentra seauramente en diYerSOS ettados de aareaaclón lo que hace que 

se comporte como una macromolkula. lo anterior tambi~n se observó en la 

purifla.cldn utlUzando sulfato de amonio ya que la enzima pre<:ipha en 

dl1tJntas fracciones y no en una sola corno se esperarla. Esta situación ha 

sido reportada por l.ópez (1980) para la dextranasaarasa y sine como base 

para su purlrJcaclón. 

Los productos de reacción en presencia de la enzima purtrlcada por esta 

tknlca • analizaron con la rln1Udad de cooocer si se habla I011rado 

pW'iflcar waa actividad espec:tflca o se: tenla la misma actividad estudiada 

hasta el momento. En el crom&top'am& de la figura 12 se puedeon observar los 

resultados. 

Se o~a que la enzima presenta el mismo comportamiento de ta enzima 

purlrtcada con los m~todos anteriores. Despui!s de estos intentos de separar 

ambas enzimas se planteó con mayor ntvel de probabllldad que la actbidad 

de inverta.sa, pudiese ser inherente a ta actividad de rructosUtrlUlsfcrasa 

en 8. c!rcufans. A continuación se lncluye una tabla en donde se observa el 

desarrollo de la slntesis mediante el seguimiento de Ja concentración de 

saearasa, 1lucosa y tructosa durante la reacción. 
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4.0 3.5 3.0 z.s z.o l. 5 l. o º·; 
- TIEMPO (hr) 

FIGURA 10!!. PRODUCTOS DE REACCION DE LA ENZIMA PURIFICADA CON PEG 

Y FILTRACION EN GEL 

Cond1c1oncs: columna oara anAi1sis de car-bor*>l ~~·atos. 
tempe•·:atur·a de- ;.;.:. C, elL1yente ¿.gua. T-lujo ( 1 • ="T".:1min, 
IR de :<:. 
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TABLA 10. EVOLUCION DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE L\ i:'l:ZIMA DE 

8. clrculans PURIFICADA POR FIL TRACION EN GEL 

Tiempo [sacarosa) (glucosa) ffructosa) 
lhr l 11.l (1.) (1.) 

o.o 10.0 0.9Z 0.5 

0.3 9.1 1.16 0.62 

1.0 8.4 1.38 0.13 

1.3 1.3 1.48 0.81 

2.0 6.8 1.16 0.92 

2.3 6.3 2.03 1.04 

3.0 5.2 2.40 1.14 

3.3 4.1 2.50 1.25 

4.0 3.4 2.60 1.30 

En la tabla 10 se puede observar claramente que, la proporción en la que la 

glucosa y la fructosa se van presentando guarda una relación aproximada d" 

2 a l., con lo anterior se puede corroborar que durante la reacción parte 

de la fructosa se emplea en la formación de algOn compuesto que no es 

detectado en el análisis y que de acuerdo a nuestra hipótesis correspondl" 

al blopollmero del tipo de las levanas. 

Dado el comportamiento de la protelna en la preclpltnclón y en la 

flltraclón en gel, la conclusion aparente es que tratamos con una sola 

enzima con las dos actividades. 
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IV. caracterlzaclon enzlmAtlca 

En este punto se Incluyen los resultados de la caracterlzacl6n cln~tlca de 

la enzima en estudio, asl como de sus productos. utillzando como criterios 

el tratamiento del poltmero sintetizado con endodextranasa. y con Acldo, asl 

como el ant.llsis de los productos de reacción por cromatoarafla llqulda. 

l. CINETICA ENZlllATICA 

a)Oeterminacltrn de la temperatura óptima de actividad 

Se reallz.~ _mi ensayo determinando actividad para diferentes temperaturas a 

un pH de 5.2. Los resultados se muestran en la figura 13, en donde se puede 

observar que la temperatura óptima para la enzima es de 40°C a un pH-S.2. 

Tambl6n se enc:ontr6 que a temperaturas mayores se presenta una calda riplda 

de la actividad. 

b)Determlnacl6n de pH Optimo de actividad. 

Conociendo la temperatura Optima se realizó un ensayo p.ra determinar el pH 

óptimo a la temperatura Optima encontrada. Los resultados se muestran en la 

figura 141 donde se observa que el pH óptimo de actividad es de 1. Sin 

embarao, tambi~ se puede ver que el rango d~ pH donde la enzima presenta 

actividad abarca desde 5 hasta 10 tenlmdose actividades muy semejantes en 

el ranao de 6 y 8.5. 

,, 
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FIGURA 13. IJETERMINACIOH DE LA TEMPERATURA OPTillA DE ACTIVIDAD 

DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR B, clrcuLan.s 

Cond1c:1ones: enzima purificada cor1 PEG pH de 5.2, 

(sa~arosaj de !(IX 
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11 .. 
FIGURA 14. DETERMINACION DEL pH OPTIMO DE ACTIVIDAD 

Condiciones: Temperat:...1r= de 40°C. (sacarosa] de 10% 
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2. CARACll:RIZACION 

a) Tratamiento del pollmero sintetizado con endodextranasa J con Acido 

Se reall:tó una ~lntesis de poiJmero y se recuperó por precipitación con 

etanol al 501.. El precipitado se secó y se trató primeramente con una 

endodextranasa. El. .objetlwo de este experimento era el descartar de forma 

definitiva el que se tratase de una dextransacarasa. .No se detectó 

hldr6Hsls, concluy~ndose que el pollmero producido no era dextrana. Se 

procedió a hacer una hidrólisis ácida con H
2
S0

4 
2.4N, los productos de la 

hidrólisis se analizaron por cromatoarafla llqulda de alta presión. Los 

resultados se muestran en el cromatograma de la ffaura 15. 

SA 

F 

FIGURA 15. CltOMATOGIUllA EN HPLC DE LOS PllODUCTOS DE U HIDROLISIS 

ACIDA DEL POLIMERO SINTETIZADO 
NOTA1 S•• • ·~V'J"ct~.~· sodio producto de la nautulluclon del H2S04 

Se puede observar que el pollmero hldrollzado presenta solamente 

fructos• que fue detectada con un tiempo de eluclón de 18 mlnutlls 

lo que es una prueba contundente y derlnltlva de que el 

carbohidrato sintetizado por la enzima está constituido v,,r 

unidades de rructosa, tratándose de una fructosiltransferasa. 
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b) Caracterización de la reacclOn de slntesls por determinación de 101 

productos de reacción 

Se realizo una reacción de slntesis en presencia de 10-;t de sacarosa bajo 

las condlclones anteriormente establecidas y se hizo una primera estimación 

del curs'o de la reacción por determlnaclOn del poder reductor generado 

durante la reacclOn por el ml!todo del DNS obtenl~ndose los resultados que 

se muestran en la tabla 11. 

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

B. clrculans PURlflCADA CON PEG 

tiempo 
(hr l 

o 
2 

poder reductor como glucosa 
(mg/mll 

o 

J.7 

Sl 

72 

74 

74 

CONDICIONES DE REACCION: TemP4Jrt.tura JO C, pH dt S.'Z, sacarou al IOX en 

buífu acetato1, 68.4 ULS/ml, 

Se observó que la concentraclOn rlnal de reductores es de 74 mg/ml. Cabe 

seftalar que en el caso de haberse tenido una lnvcrtasa pura, se hubiera 

generado un poder reductor equivalente a lOS mg/ml del azúcar reductor. 

Los productos de la reacción de slntcsls fueron analizados por 

cromatografla llqulda y los resultados se muestran en el cromatograma de la 

figura 16. 

Como podemos observar, al final de la reacción se observa la aparición de 

glucosa y fructosa,. esta última en menor proporción, como ya se habla 

mencionado, Con el fin de efectuar un balance de materia sobre el slstcmn, 

al término de lil reacción se hldrolizó el producto encontrAndose que los Jl 

mg/ml de azúcares faltantes, constituyen el blopollmero. 
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En el sistema enzlmético producido el 59X del sustrato es transformado a 

goma, mientras que el 41'1. restante es Invertido sin que la actividad 

invertasa y rructoslltransrcrasa puedan separarse por las t~cnlcas ch\sicas 

de precipitación con sulfato de amonio o- la t~nlca mh especifica, casi de 

afinidad en este caso, de partición en fase Uqulda con PEG. 

El sistema aislado permite entonces contar con una enzima 

rructosiltransrerasa aunque deben hacerse esfuerzos por eliminar, 

probablemente por inhibición selectiva, la actividad Jnvertasa. 
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PARTE lb PRODUCCION DE LA ALTI;RNANSACARASA DE L mt!sent.!roldes NRRL-81355 

Considerando que el objetivo del presente proyecto era el estUdlo y 

caracterlzaclón de gluooslltransferasas de microorganismos aislados de ta 

caf\a de azí&car, al detectar que el microorganismo producla una 

fructoslltransferasa se desarrolló paralelamente la caracterlzaci6n de una 

glucoslltransferasa de un microorganismo de coleccl6n. Considerando los 

trabajos realizados por el grupo del Departamento de Alimentos 

Dlotecnologta de la F'acultad de Qulmlca de la UNAM y el proyecto global de 

producción de glucoslltransferasa de la Facultad de Qutmlca, el CIIGB y la 

compaftla BloEuropa en Franela, se selecciono la cepa L. mesenterotdes NRRL 

B-1355 y se decidió reproducir las condiciones para la producción de esta 

erizlma y su apllcacl6n en la slntesls de oll¡osacirldos de estructura 

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

t. Condlclonu de fermentación 

Las condlcloncs de rermentacl6n son las empleadas por Cot y Robyt (1982), 

para la produccl6n de alternansacarasa. 

Se crecl6 L.mesentcro[des realizando una fcrmentacl6n de 

retroallmentada utlllza.ndo el medio A con 4~ de sacarosa y 27. de maltosa 

esta íiltlma con la finalidad de evitar la formación de polimero insoluble 

en el roed.lo, controlando el pH una vez alcanzado el valor de 5.7, con una 

soluclón de sacarosa alcalina. 

La evolución de la fermentación se siguió determinando el crecimiento 

microbiano por medición de la O.O a 650 nm. Los resultados se muestran en 

la figura 17. 
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FIGURA 17. CINETICA DE CRECIMIENTO 

DE 

L. mesenteroldes NRRL-Bt355 
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Se puede obsernr que el tiempo de fermentacl6n fue de 6 hrs. teni~ndose 

una µ (velocidad especifica de creclmlentol de 0.423 °hr-! 

El sobrcnadante de fermentación presentó una actividad total de 

glucoslltransferasa de 0.5 U. l/ml. 

11. Purlflcaclón de la enzima alternansacarasa 

La puriflcaclón de la altcrnansacarasa se realizó en dos etapas. la primera 

fue utilizando una extracción llquldo-llquido con PEG del sobrenandante de 

fermentación una segunda etapa utilizando la propiedad de la 

alternansacarasa de resistencia al tratamiento térmico. En la extracción 

con PEG se logró recuperar un 991. de la actividad producida. En Ja tabla 12 

se muestran los resultados. 

TABLA 12. PURlFlCACION DE LA GLUCOSILTRANSFERASA PRODUCIDA POR 

L. mesenterotdes NRRL-1355 trllLIZANDO PEG 

Fase Volumen A.et 1 vldad Recuperación 
(ml l (U.ll (~) 

Sob r enadante 2570 1222 100 
de 

fermentación 

PEG 3600 o o 

Poli mero 250 1221 99 

L. mcsenteroldcs NRRL-81355 produce cuando crece en presencia de sacarosa 
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dos gluc:oslltransferasaa, una dextransacarasa capaz de producir dextrana de 

estructura similar a la producida por L.mesenteroldes NRRL 0-512.f' y una 

segunda enzima que ha sido llamo.da alternansacarasa (E.C.2.4.1.140} (López 

y Monsan, 1981. ). 

Como ·se ·muestra en la 'tabla 13, la actividad de glucosiltransrerasa 

producida en el sobrenadante de fermentación disminuyó casi un soi al ser 

tratada t~rmkamente a 45°C por 30 mln. Con lo anterior se pensaba tener 

solamente a la alternansacarasa que se caracterizarla posteriormente dada 

su mayor termoestabllidad. 

TABLA 13. PURIFICACION POR MEDIO DE TRATAMIENTO TERMICO 

DE LA ALTERNANSACARASA PRODUCIDA POR L. mesenteroldes B-1355 

Actividad Actlv idad Rendimiento de 
Inicial despuh del act 1 vldad 

tratamiento 
(U.l/mll lU.l/mll (1.) 

4.88 Z.6B 55 

111. Caracterlucl6n de alternansacaras:a 

Los criterios utlllzados para caracterizar a la alternansacarasa, fueron la 

acción de enzimas de degradación como la dcxtranasa, sobre los pollmeros y 

ollgosacá.rldos sintetizados. Otro criterio fue el anttlisis de los productos 

de reacción en presencia de maltosa haciendo una comparación con los 

productos de enzimas provenientes de otras cepas. 
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l. Esthnacltm de la concentraclOn de dextrana en utia mezcla de pollmeros. 

Con. la flnalldad de conocer la cantidad de dextrana sintetizada en una 

mezcla de pollmeros producto de la slntesls de la enzima antes y despub 

del tratamiento t~rmlco se realizó una comparaeldll utillzando como 

referencia el poder reductor atmerado por una dextrana comercial (T70) al 

ser tratada con dextranasa. y comparando con el aenerado al tratar los 

'Pollmeros sintetizados. 

El pc-oducto de la slntesl• con la enzima sin tratamietJto ttrmlco presenta 

un "'6~ de dextrana y el pollmero de la slntesls con la enzima tratada 

tttmlcamente presentó un 251. de dextrana. Esto óltlmo se explica por la 

actividad residual de dextransacarasa presente al no haber sido el 

tratamiento lo suficientemente efectivo p.ra ellmlmlnar to mejor posible 

nta actividad. 

El ~~lterlo anterior puede ser empleado para CQnocer 1a efectividad del 
\ 

tratamleto ttrmlco en ta purlflcaci6n de ta alterna'.nsacarasa ya que a 

medida que ta cantidad de dextrana sintetizada disminuya. se puede decir si 

ta alternansacarasa est• m6.s pura. La tabla 14 muestra tos resultados 

obtenidos. 

TAllU 14. ESTIMACION DE LA CONCENTRACION DE DEX!R>.NA EN UNA 

MEZCLA DE POLIMEROS 

Producto 6 A.bsorbancla 10.xt.._I 
lg/I l 11'1 

Oextrana 170 0.342 100 

Dextrana 1355 0.158 -16.2 

A\ternano 1355 0.08'7 25.-' 
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2. Ani.llals de 101 productos de la reacción de ace..a-- ea presencia de 

~ 
Además de utilizar como criterio de caracterización -el efecto de la 

dextranasa sobre el pollmcro sintetizado por la enai:na despuH de ·ser 

tratada t6rmlcamente, se realizó un estudio de los proc:iul:cos formados en la 

reacción de stntesls en presencia de maltosa como aceptar- utilizando HPLC y 

el efecto de la dextranasa sobre los ollgosacArldos slnteti:r.114os. 

Robyt J Walseth en 1978, describieron el mecanismo por el cual las 

reacciones de aceptor se llevan a cabo '1 conclu,a que sirven para 

finalizar la pollmerlzacl6n, esto Oltlmo permite obte_. productos de bajo 

peso molecular que pueden ser estudiados por un ani.Hsls en HPLC. 

Analizando los cromatovamu de los productos de la ..-16n en presencia 

de aceptar obtenidos con diferentes preparaciones enzlml.ticas que fueron : 

enzima del sobrenadante de fennentacl6n de l. mesenterotdes NRRL-81355, 

alternansacarasa t~lcamente tratada, alternansK&rasa purificada 

(BloEurope) y la ·dextransacarasa de L. mesenrerotdes NRltL e-s12r, tenemos 

que como se muestra en el cromato¡rama de la fll\Jf'a 18, utilizando la 

enzlma del sobrenadante de fennentaclón, se forman los ollgodextranos 

denominados como OP 
3

, OP 4 1 DP 5, resultantes de la transferencia a maltosa 

en enlaces a(l-+6) de 1,2 y 3 mol6culas de 1lucosa respectivamente y ·los 

ollgoalternanos OP3, G
3

, G4 y G5 resultantes de la transferencia de a:Iucosa 

a la panosa (DP
3

l en enlaces a(l--K>) y a.(1--tJ). Al ser estos productos 

tratados con dextranasa los o11godextranos DP 4 DP 5 pré.cticamente 

desaparecen, lo cual es 16glco ya que la dextranasa actl'.la sobre los enlaces 

a.{1--t6), en cambio los ollgoalternanos permanecen prácticamente constantes 

ya que presentan enlaces a(l---4o3} que son resistentes a esta actividad 

hldrolltlca. 
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En el cromatoV.- 19' .. puede observar loo productos rormadoo al emplear 

la enzima t~rmlcamente tratada, presentando diferentes proporciones ya que 

la concentrilción de los ollgodextranos fue menor que para el caso de la 

enzima sin· tratamiento y la concentración de los ollgoalternanos permaneció 

coilstantC. Al ser tratados con · dextianasa los · ollgodextranos son 

hidrollzados mientras que los ollgoalternanos presentan diferentes 

comportamientos. El ollgoalternano G4 si se ve afectado por la dextranasa, 

mientras que el G3 y G
5 

son más resistentes. 
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(A) (B) 

FIGURA 18. PRODUCTOS DE REACCION DE ACEPTOR DE LA ENZIMA 

PRODUCIDA POR L. mesentero!des B-1355 SIN TRATAMIENTO TERMICO 

(A) Productos de reacción; {Bl tratamiento con dextranasa 

NOTA: F=fructosa, S=sacarosa, M;maltosa, !=panosa IDPJ), 2=ollgoalternan 
(G3), J=ollgodextran tDP-t) oligoalternan (G4), 4=ollgoalternanos lGS), 
S=ollgodextrano {OPS). 
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FIGURA 19. CROMATOGRAMA DE LA REACCION EN PRESENCIA DE ACEl'TOR 

DE LA ENZIMA PRODUCIDA POR L. mesenteroldes B-1355 

CON TRATAMIENTO TERMICO 

lAJ productos de reacción¡ (B) tratamiento con dextranasa 

NOT .... : f=fructosa, S=sacarosa, M=maltosa, \=panosa, 2i:::oligoaltcrnan tGJJ, 
3=oligodextran lOP4) y oligoalternan (G4), 4=oligoalternan lGS). 
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Es conocido que las glucoslltransferasas presentan acttvldad hldrolltica y 

de desproporcionación en ausencia de sustrato. López y Monsan en 1981, 

reportan que el producto c
3 

es extremadamente sensible a esta propiedad 

enzlmá.tlca: una alternansacarasa no purificada tiene altas velocidades de 

desproporcionaclón, hecho que se observa en los cromatogramas 16 y 17 en 

donde se aprecia que al tratar los productos con dextranasa los 

ollgoalternanos que son resistentes a esta enzima también disminuyen. Esto 

se puede explicar porque al térmlmo de la reacción de slntesls determinado 

por la finalización de la sacarosa, no se dasactlvó la enzima, por lo que 

al estar presente durante el tratamiento con la dextranasa se presenta ta 

actividad de desproporcionaclón. Uno de los productos que se ve més 

afectado el ollgoalternan G3 disminuyendo su concentración casi un 507. de 

la Inicial. 

Por otro lado, en la reacción de aceptar utilizando Ja aJternansacarasa 

purificada BloEurope se puede observar claramente, que prActlcamentc no hay 

formación de ollgodextranos y que los ollgoalternanos al ser tratados con 

dextranasa prActlcamente no se ven afectados. 

En el cromatograma corespondlente a la enzima de la cepa B-512f, se observa 

la formación de ollgodextranos ti picos DP 4 y OP 5 St.'flsibles al tratamiento 

con dextranasa. 
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FIGURA 20. CROMATOGRAMA DE LOS PRODUCTOS DE REACCION DE ACEPTOR 

DE LA ENZIMA AL TERNANSACARASA BIOEUROPE 

(A)productos de reacción; lB)tratamiento con dextranasa 

NOTA: f=fructosa, S=sacarosa, M=maltosa. l=panosa lOPJ), 2=ollgoalternan 
(GJ), 3=oligodcxtran (OP-ll ollgoalternan lG4), 4=ollgoaltcrnan (GS), 
S=ollgodcxtran lDPS). 
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FIGURA 21. PRODUCTOS DE REACCION DE LA DEXTRANSACARASA PRODUCIDA 

POR L. mesenterofdes 512F 

(A)productos de reacción; (B)tratamlento con dextranasa 

NOTA:F=íructosa, S=sacarosa, M=maltosa, l=panosa <DPJ), 2=ollgodextran 
(DP41. J=ollgodextran lDPSJ. 
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El estlldío anterior sirvlO para comparar Jos productos de reacción de 

acepttir formados por Ja enzima producida. por Ja cepa de L.mesenterolde.s 

81355 con Jos formados por la enzima purlrlcada alternansacarasa y los de 

la enzlm:a de la cepa BS12F. De taJ íotma que 'se cuenta ahora ·con una 

metodoloeia para la produccJl>n de toda una gama de ollgosacáridos. 
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CONa..USIONES 

- El microorganismo aislado a partir de aZúcar mascabado se ldentifi.:ó por 

' su morfologla y caracterlsttcas bloqulmlcas como 8. clrculans. 

- El microorganismo produce una enllma extracelular con actividad aparente 

de fructosiltransferasa asociada a una actividad lnvertasa. 

- La actividad producida en et sobrenadante de fermentación se encuentra 

asociada al crecimiento microbiano y se ve afectada por el pH en el que 

crezca el microorganismo. Se encontró el valor óptimo a un pH de 1. 

- La enzima es lnduclble en ~ocia de sacarosa y no con glucosa y 

lactosa como fuente de carbono. 

- Los parámetros óptimos de. actividad de la enzima en estudio son T=40ºC, 

pH•7 .O a una concentracl6n de sacarosa del 10~. 

- El pollsacá.rldo sintetizado, está. formado por unidades de fructosa 1 de 

acuerdo con estudios de hidrólisis y HPLC del pollmero sintetizado. 

-La alternansacarasa producida por L. mesen tero ldes NRRL-81355 después de 

ser purificada utlllzando 1a proph:dad que presenta de estabilidad al 

tratamiento térmico, sintetiza un poHmero resistente a la degradaclon de 

la enzima hldrolltlca dextranasa. 
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- En presencia de sacarosa y maJtosa, la alternansacarasa sintetiza 

oligosacérldos de PM bajo que presentan tiempos de retención diferentes de 

lo!> producidos por la enzima proveniente de la 

cepa L. 'mesmteroldes NRRL-B512F, ademis · de ser resistentes la 

degradación por la dextranasa. 
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