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PmlDOCCIOI T CAl.Ac:TDIZAC10& DE GLOOOSILTIAllSFERASAS DI 

Leucaeoltoc .esenteroidea. 

Las enzisaa.s &lucosiltransferasas y en particular las dextransacarasas 

obtenidas de cepas de Leuconostoc 11esenteroides, son importantes en los 

procesos de síntesis debido a que producen polisacáridos, conocidos 

como dextranas, las cuales presentan diversas aplicaciones en las 

industrias faraacéutica, ali•entaria quí•ica, Adeaá.s , es tas 

enzimas permiten la producción de diversos oligosacáridos con gran 

potencial. de aplicación industrial. 

En el presente trabajo, se llevó a cabo la caracterización de las 

glucosiltransferasas producidas por dos cepas de Leuconostoc •esenteroides: 

NRRL B-1498 y NRllL B-523, estableciendo coeparaciones de 109 resultados 

obtenidos con la cepa industrial NRRL-B512F. 

Estas dos cepas tienen particular interés ya que la primera (B-1498) 

presentó, en estudios preliminares, características 'ii•ilares a la B-512F, 

pero con niveles de producción enzimática muy superiores, •ientras que la 

segunda (B-523) es una cepa productora de una glucosiltransferasa con 

capacidad de sintetizar dextrana insoluble. 

En pri•era instancia, se realizaron c011paraciones a nivel de producción 

enziaática y características químicas de las dextranas producidas. 

Posteriormente. se compararon los productos obtenidos tanto en reacciones 



de síntesis con aceptores, <::G90 en reacciones de bidróltsis con 

de.xt.ran.asas# de los polisacáridos correspondientes. Fin.a.laente. se 

caracterizaron las enziaas en térainos de sus propiedades '-~ataliticas. 

Los resultados llQStraron que la dextransacarasa B-1498 tiene un 

coaportaai~ato .uy s iailar al de la dcxtransacarasa 8-S 12F, ~ro con 

niveles de producción cinco veces &ás altos, lo que reprrsenta una gran 

ventaja para ~l proceso de producción actual. 

Por otro la.do, se confiC'8Ó la producción de dextrana insoluble por la 

dextransacarasa B-523 y se observó que esta eazlaa presenta c.Jracteríst icas 

catalíticas diferentes a la 8-S12F. Sin eabargo, se encontrO cierl8 

siailltud tanto en los productos de reacción con aceptares, cOflO en los de 

hidrólisis con dextranasa, lo que hace suponer que la 

insolubiliz.adón se debe a un aecanisao característico de esta enz:laa que 

oc::urre en el curso de la reacción. 



IW*JCTlOR AMI> CllAIACTERIZATIOI OP GLllCOSYLTllAllSFDASIS 

PRlM LeucoDOttOC 11e1enteroldu, 

ABSTRACT 

Glucosylcransferases and, in particular, dextransucrases C>btained frOll 

Leucnnostoc 11esenteroides strains are enzymes i•partant for tbe processes 

ot synthesis of the polysaccharides known as dextrans, which ha.ve severa! 

applicat ions in the pheraaceutical. the che1dcal and the food industry. 

In this work the characteriz.a.tion of glucosyltransferases produced by two 

strains ot Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1498 and NlUU. B-523 was 

perforaed and the results obtained were compared to the industrial strain 

NRRL B-512f. 

These two strains are specially interesting . .rhe first one (8-1498) shotied, 

in prell.siinary studies, characteristics similar to B-Sl2F, but presented 

•uch higher enzy•e production levels. The second strain (B-323) is a 

glucosrltransferase producer with the ability to synthesize insoluble 

dr.:xtun. 

Initiallr. enzyaatic production and chemical characterization of the 

dextrans produced by the different strains were compRred. Later on the 

produces obtained in reaction synthesis with acceptors were compa.red, as 

well as the products of dextranase hydrolysis of the corresponding 

pol)'saccbarides. Finally, the enzymes were characterized in tetllls 

of thelr catalytic properties. 



Tbe results showed that tbe dextransucrase B-1498 has a ,,-ery si.ailar 

behavior to tbe dextransucrase B-512F 1 but with five t i•es tM pl·oduct ion 

level. Ibis represents a great advantage for the current production 

process. 

In the other hand, product ion of insoluble dextran by th~ 8-523 was 

confiraed, and this enzyme showed different catalytic properties from 

l-512F. Howe .. ·er, a certain slailarity was found in the acceptor reaction 

products and the products fra. dextranase h)•drolysis for bc:h l'OZ)'llleS. 

Tbi& leads \J.S to suppose that insolubilization is due to a DlechJ.nis• 

characte.ristic of this enzyme during the reactlon course. 



t. Iltl-.oDOCCIOI 

Los proceso& biológicos se realizan en gran medid& aedia.a.te reacciones 

catalir.adas pior ciertas eolécula& de naturaleza proteínica conocidas coeo 

enz.iJaas, Desde su descubri•iento por Payen y Per50z. en 1833 1 el 

conoci•iento de lu eaz.iaas evolucionó lentaaente y todavía a principios de 

~iglo se cuestionaba no sólo su for•a de actuar sino su aisea existen..:ia. 

La experienciB en la utlliz.ación de aicroorganlsraos c090 fuente de enziaas 

para uso industrial, se inici6 en los años cuarenta posterior al 

desarrollo de procesos para producir antibióticos en gran escala. Hoy en 

día esta es una industria bien desarrollada coa ventas anuales de 

blocatallz.adores de cerca de 600 aillones de dólares anua.les, siendo la 

11ayor parte de ellos de origen aicrobiano. Para su aplicacióo., las 

enzlaas pueden eaplearse en torea aislada, o bien dentro de los 

microorganismos iatactos para el caso de enzimas intracelulares. 'fn a.Abo& 

casos las bioc.onversiones tlenen la ventaja de presentar aayor 

especificidad en las reacciones químicas necesarias para rendir el producto 

rteseado, con un U:<íllO de control sobre la calidad y los rendlaientos y un 

•Ínimo de subproducto& indeseables, 

En nuestros rlías el uso de enziaas se ha extendido a numerosos campos tales 

como el alimenta.do. el faraacéutlco, el textil o el tratwviento de 

efluentes. 
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Actual.M:Dte se cooocen más de 3,000 enzfMS, la caracterización de éstas 

resulta aecesaria para el entendt..iento del attanis.:> de acción, para la 

búsqueda de nuevas aplicaciones y para el aáxi.a aprovechamiento de su 

actividad catalítica.. Las enzimas que catalizan las reacciones de 

bldróll s Is son predominantes en el conjunto de enzimas de 

aplicación industrial existiendo actualmente un gran potencial para 

enziaas que cataliz.an otro tipo de reacciones C090 es el caso de los 

procesos de sin tes is. 

La clasific:1ción de las enzimas se basa principat.ente en Ja reacción 

quÍ•ica cataliz.ada. De éstas, un grupo de particular interés es el de 

las glfcosiltransferasas, que cataliz.an la reacción de transferencia de 

residuos glicosil de 90léculas donadoras a aceptaras di te rentes al agua. 

La reacción de transglicosUación puede ser expresa.da de la siguiente 

manera: 

R -1- O - X 11-0-R' ,¡===; R -1- O - R' + H--0-X 

donde R es una aldosa transferida del donador glicosil R-0-X a la molécula 

aceptara H-0-R' (tanto el donador como el aceptar pueden ser rlisacáddos, 

oligosacáridos, polisacáridos, etc.). 



Las enzlll&a que cotaliun tale• intercallbios de enlaces glicoeiclicos, 

ocupan una ~kióo clave en las actividades biológicas de las célulu, 

l!ebldo a q"" producen diversos polisacáridos y oligosacóridos con 

funciones !aportan.tes para las células. algunos de los cuales presentan 

!nterh industrial. 

Dentro de estt grupo de enzimas se encuentran las glucosiltra.n.sferasas 1 

siendo la dextransacarasa o sacarosa: 116-a-I>-glucan .. 

-6·a-D-glucosiltransferasa (E~C.2.4. l.5) la enziaa .ás estudiaM d~ este 

grupo, Esta proteína es producida extracelulanience por un gran nú:8ero de 

bacterias pert"'1•ciente• & la fMll!a Lactobaci!Laceae (Alsop, 198)). 

La dextransacarasa cataliza la reacci6n de transferencia de unidades de 

glucoss B. partir de sacacos.a. 1 foraando un poli11iero de glucosa den<l9in.ado 

dextrana 1 coeo lo 11Uestra la figura 1. 

DUTRANA FRUCTO~A 

Flf.U?.A l.- StHTES!S DE UEXTRANA 



Es laportante señalar que esta reacción es irreversible y que no necesita 

inte11edtarios fosfodlados, ya que la energía necesaria para la 

condensación de los residuos glucosilos es proporcionada por la hidrólisis 

de la sacarosa (Hassid )" Neufeld, 1962). 

i.as dextranas son polisacáridos compuestus por unidades de D-glucos;i, 

unidas con enlaces a(l-6) en su caden.i principal y con ramificaciones 

conteniendo cantidades variables de enlaces a(l-2), a(l-3) y u(l-4). 

Basta la fecha, la dextrano es el polüacárido microbiano más estudiado y 

su producción a nivel industrial st:: hd. llevado a cabo utilizando la 

bacteria láctica Leuconostoc aesenteroides NRRL B-512F. Esta cepa 

produce una dextrana que contiene 95" de enlaces a(l-6) )' S'l de enlaces 

all-3) 1 siendo así la dextrana más conocirla y de la que más artículos se 

t.an publicado (Robyt y Walseth, 1979). 

Las aplicaciones de la dextrana en la industria son numerosas >. pordrfan 

5er objeto de un estudio particular. Las aplicaciones difieren según las 

propiedades de la dextrana y éstas dependen del tamaño de las cadPnaf.. 

las dextranas de la cepa industrial tienen pesos moleculares que llegan 

hasta los 200 millones de daltons. Dextranas de bajo peso molecular 

rueden ser producidtis bajo cierta~ condiciones de reacción. 

las dextranas de peso molecular superior a 25 millones han sido propuestas 

i:o.a agentes \'iscosantes en la industria pctrolerl\, particularmente t·n ln 

pe-rforacián de pozos. De igual fou:i.a son utilizadas en le industria 

alimentaria como agentes de textura o gelificantes; en la industria 



farucéutlca co.a taab llOlecular para el alslaalento y purlflcacl6n 

de prot1uctos biológicos (Seph.adex) ¡ así también se utilizan coeo 

substancia de encapsulación y vector de •edica..entos. 

La dextrana de bajo peso 90lecular (75,000 ±: 25,000) puede ser empleada 

como sustituto de plasaa sanguíneo. El iaercado actual más importante 

corresponrle al complejo Hierro-dext rana empleado ca.o medicamento para el 

tratamiento de la anemia. 

l'na aplicación industrial particular se ha abierto a oligosacáridos de 

bajo peso molecular, donde la enziaa. dextransecaras.i puede llegar n jugar 

un papel importante. En las síntesis de dextrana. se ha observado que la 

presencia de ciertas moléculas (que actúan como aceptares), 

La dirección normal de síntesis de políaero sea ir:odificada, 

la producción de oligosacáridos de diversos 

provoca que 

favoreciendo 

grados de 

polimerización. Esta característica ha aumentado el interés no sólo en el 

esturlio de la glucosiltransferasa clásica (proveniente de Leuconostoc 

mesenteroides h'RRL B-512f) sino tubién en la caracterización de nuevas 

enzima5, con énfasis en el tipo de oligosacáridos que sintetizan y en la 

·,¡A.riedad de oltgosacáridos que podrían producir en tales reacciones. 

En este contexto1 el contar con una gllJIB de enzimas glucosiltransferasas 

con 1Hvers1ts características tanto de índole estru1..~tural f'!O el proriucto, 

1..·omo de capncidad para producir ol igosacáridos de peso molecular controlado 

e inclusive de llevar a cabo reacciones de rB11ificación 1 abriría nue\'aS 

perspectivas en la química de carbohidratos. 

\O 



En función de eate interés, la Facultad de QuÍ•lca de la UNA!! y la 

coapadía BioEurope ea Francia, 

de investigación en el cupo 

objetivo de caracterizar 

•icroorganis.as. 

acordaron la realización de Wl proyPcro 

de las glucos iltransferasas 1 con el 

enz.iaas provenientes de diferentes 

El presente trabajo fo['9éJ parte de dicho proyecto y tiene como objet \\•os 

particulares el de carecteriz.ar las glucosiltransfera'iaS producidas por las 

cepas B-1498 y B-523 de Leucooostoc •esenteroides pertenecientes a la 

colección NRRL {Northern Regional Reseerch Laboratory) de Pe"na. 

Illinnls (USA). 

11 



n. CEllEIALillADES. 

II.1. D!XTIWIAS 

Las dextranas son una clase ~ polisacáridos sintetizados a partir d~ 

sacarosa por enzimas pro\·eaientes de bacterias (dextransacsrasas, 

glucosUtransferasas o glucaosacarasds), las cuales forun t>-glucanos 

con t.?'nlaces glucosídicos a(l-6) continuos en les cadenas principales y una 

cantidad \'ariable de ramificaciones con enlaces a(l-2) 1 a(l-3) o a(l-4). 

El téraino "dextrana" fue usado por Scheibler en 1874 (Alsop, 1983), 

i..:u.wdo encontró que el espesuiento del jugo de caña era cau.s.ado por un 

carbohidrato que tenía una rotación óptica positiva. Previaaente Pasteur 

en 1861 había demostrado que este \'ÍScosidad era producida por la acción 

de rni.croorganismos ¡ posterloraente tw'an Tlegen en 1878 aisló a uno de esos 

microorganimsos deno•inándolo teuconostoc •esenteroides. 

Le formación de dextrana fue reconocida COCIO el resultado de la 

transforiaación de soluciones de sacarosa en soluciones viscosas. geles y 

materíal floculento precipitado. 

t . .is dextranas presentan un gran problema en la industria arocarera, 

debido a que ocasionan bloqueos en las tuherías f filtros, inhiben la 

cristalización del azúcar. reducen los rendíaientos y distorsionan las 

medidas de rotación esp'°cífica usadas 

determinación de la pureza del azúcar. 

12 
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Muchas -dextranas ban. sido estudiadas y propuestas para usos industriales 

C090 sustituto de plasaa sanguíneo, taaices 1Wleculares, anticoagulmtes, 

aditivos en aliaentos, explosivos y gosas de alta \'iscosidnd entre otros. 

Sin embargo, actualmente muy pocos usos han sido deserrol lados, 

representando así el grupo de polisacáridos que ha sido más extensa.mPnte 

investlgado pero que ha aportado auy poco al rlesarrotlo industrial (Alsop, 

19831. 

La mayoría de los trabajos relacionados con las dextranas han si.do 

realizados cuo cepas de Leuconostoc 11~senteroides >" ~n particular la cepa 

HRRL B-512F, que fue aislada en 1943 por Benedict en el Northern Regional 

Researcb Laboratory (NRRL) en Peoria, IL, USA, la cual se convirtió en 

el •icroorganismo de elección para la producción industrial y 

estudio de las dextranas. Esta cepa produce una dextrana que r.ontiene 

951' de enlaces a(l-6)-D-glucopiranosídicos y 51' de a(l-3). Actualmente es 

producida y coaercializada en los Estados Unidos, en Cuba y en el Oeste de 

Europa. 

Jeanes en 1954 revisó el tipo de dextrann producida por 96 hacteri:1s. 

principalmente del grupo Leuconostoc sp. y Streptococcus sp. En el 

enfoque usado en este trabajo las dextranas producidas directamente por 

ferwientación. fueron caracterizadas de acuerdo con los principales tipos 

de enlaces pre~entes en el polisacárido (!"llpleando tPcnícas rle 

oxidación con periodato). a su ""iscosidad, a su solubilidad y :\ 

su rotación específico. Se encontró que, los polí•eros tt?nian unn gra.n 

cantiddd de enlaces a(l-6) con cantidades variables de enlaces n(l-1) y 

all-'), dependiendo del tipo de •icroorganismo. Sin embargo la 

13 



clasificacióa de Jeanes no to-6 en cuenta una serte de factores 

deter•inantes para la caracterización, no evidentes en esr tiempo. Las 

dextranas fueron analiz.adas después de la sin tes is durante la 

fer•entación. donde las condiciones son tales que \'arias enzimas con 

di ferentP.S características pudieron estar presentes; además 

no todas las glucosiltransferasas son extrscelulares y la dextrana podría 

ser rHferente st la síntesis se lleva a cabo con eo.ziaas purificadas¡ )' 

aún •.ás, las síntesis de dextranas realiza.da& durante ferwentaciones 

tu\'ieron condiciones óptiaas para el crecimiento ·celular y no las 

ópti11;i,s para la síntesis de dextrana, En trabajos posteriores, ha quedado 

demostrada que si bien las condiciones de reacción no afectan la 

estructura quíaica, sí pueden afectar el peso 80lecular {Paul et: al., 

1986). 

Las diferenc:ias entre las dextranas caracterizadas por Jeannes (1954) y 

las producidas en estudios posteriores con diferentes cepas, pet'lliten 

concluir que las características estructurales de las dcxtranas dependen de 

la cepa en cuestión. La naturaleza de los tipos de enlaces en las 

rA11.tf lea( iones de \'arias dextranas fue objeto de un estudio posterior 

empleando análisis de ••tilac!ón (Tabla 1) (Robyt, 1986). Algunas 

cepas produr-en polisacáridos insolubles alguna.s foraan aás de un 

clase de Polisacárido. los cuales son separados por fraccionación 

di frrenci.-11 con l!tanol r denOfJlinados fracción utenos soluble (L) y fracción 

más súluhle (S) dependiendo de la concentración de alcohol a ln cual 

precipiten. general11ente 36-37" y 40-44''1 respel;ti\·u~ntt~ 

14 



TABLA !. CLASIFICAC!ON DE OE.xnt.\.US DE ACUERDO AL ~ICROORGASISHO. 

DEXTRANA SOL!!BILIDAD 
a(l-6) ..: 

L.•. B-512F s 95 
L.a. B-742 s 50 
L.•. B-742 L 87 
L.m. B-1299 s 65 
L.m. B-1299 L 66 
L.11. B-1355 s 5• 
L.•. B-1355 L 95 
s .•. 6715 s 64 
s .•. 6715 

L.11. Leuconostoc meseateroides 
S.DI. Streetococcus ~ 
S soluble 
L llgeruente soluble 
I insoluble 
Er enlace rBllificado 

Fuente: Robyt, 1986. 

llENLAGES 
1-3) a(I-3)Er a(I-2)Er a(l-4)Er 

50 
IJ 

35 
1 27 

35 11 
5 

36 
94 2 
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Desde 1976, el grupo de Se}-.our del Centro Médico de Texas en Estados 

Unidos, ha trabajado en la· deter9lnacióo de la estructura de dextranas 

produridas por varias cepas de Leuconostoc mesenteroides y Sr:reptococcus 

~ usando metilación, o~idación con periodato y resonancia 

mncnética nuclear de carbono \c-n.a.r.) (Seymour et al. 1976 - 1980). 

Sey;iour y Knapp en 1980 señal.in que las dextranas pueden ser dh·ididas en 

tres clases con base a sus características esrructurales. Las clase I son 

dextranas que r::ontienen una .::ddena principal de residuos glucosírficos 

consecutivos unidos con enlaces a( 1-6) con ramificaciones en las 

posiciones 2, 3 o 4. Las cla.se II son las dextranas que contienen enlaces 

consecutivos a(l-3) y a(l-6) )' ramificaciones en los enlaces a(l-3). Por 

1íltt110 la clase III son de.Jttranas que contienen enlaces consecutivos 

n(l-3) ;- ramificaciones en enlaces a(l.:.6). La Figura 2 esqueaatiz.a la 

estructura de las dextranas. 

A. 51NTES15 DE DEXTIWIA. 

La síntesis de dextrana a p.artir de sacarosa es llevada a cabo por la 

dextransacarasa. Esta síntesis difiere de la del glucógeno y al•idóo en que 

no requiere de inter11ediarios fosforilados. En efecto, la energía 

necPsaria para ]R condensadón de los restduns glucosírlicos es 

proporcionada por la hidrólisis del enlace osídico de la s;icarosa, 

rlL~bido .1 que la energía libre de hidrólisis es iie -6.6 kcal/•ol y la 

~nergía necesaria para la forlldción de un enlace a(l-6) en la dextrana es 
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F!r.URA 2 .• [STRUCTUR~ DE LAS DEXTRAllAS. 

A. - leycoprystoc nes2cteroi des 
~.- Strep!?t?ccus !J1!.Uru. 
e ... LeUC01'0St'lC lf\2Senteroi eles 
O.· Streotococcus "1ut~ns 
E.- Leuconostoc MeS'eiiteroides 
F.· Leucon,Stoc 01esentero1dP.s 
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de 2.0 l:cal/J110l (Rassid y Seufeld, 1962). De esta fo,.., u reacción de 

síntesis de la dextrana (Pig. 1) es irreversiblt a causa de la gran 

diferenda eotre las entr&ias de hidróli&is y condensación (R~bre, 1946). 

Los pri.9eros trab&J05 sobrt- síntesis enzi..aática de dextr&na. ~ lle\•s.ron a 

cabo por Hehre eo 19~6, quien observ6 que existía wu r~la-:iOO t>nrre la 

df>xtra:-:.a y el azúcar rt!ductor producidos y que esu producción estaba 

asociada a la hidrólisis de sacarosa. 

Posttri<'lrmente Brod. Seely r Sott (1962) 1 indicaron que la de'ttransacarasa 

es inducida por la sacarosa }' que aparente•ente la porción fructofuranosa 

de la sacarosa es la que provoca que la inducción tenga lugar. 

Pnr otra parte, luzio y Mayer (1983) demostraron la capacidad de la 

dextransacarasA para catalízar la ruptura de la sacarosa y la foraación de 

los enlaces glucosídicos a(l-6) de la dextrana. Así r..i.abíén observaron 

que en los prtaeros IK>f'entos de la reacción de síntesis. la ruptura de 

la sacarosa: era más: rápida que la formación de dextra.~ r qce conforme la 

rencctón se desarrollaba, la relación disminuía rópidaaente hasta un 

punto donde la fomación de la dextrana era la actividad 

preclow.inante sobrepasando dos veces la velocidad de ruptura. 

rs111s im·e!H igadores concluyeron que la hidrólisis de la s1carosa era. 

competitiva. con la polimerización y con la transferencia di!- residuos 

D-gluco~idicos. presentándose evidencia de que una sola enzillB 

cntalizaba las tres reacciones¡ así propusieron la e~istencia. de una for11a 

0-glucc.sllada de la. enziaa que era común a tas tres dct:vicf.ades. 
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Por otro lado, aunque la sacarosa es el sustrato específico p.ira la 

dextransacarasa, se ha encontrado que el fluoruro de a-D-glucopiré\n~si 1 

y el p-nitrofenil-a-D-glucopiranostdo son también sustratos para la enzimn. 

aunque generan velocidades de reacción mucho más lentas que la 

nbtenida con sacarosa (Robyt, 1986). 

Por lo que al origen de la dextrana se refiere, Hehre (19li6), deraostnl que 

las dextranA.s sintetiz.ada.s enzt.áticaaente en un ambiente libre de 

células, eran idénticas serológica y químicamente las dext nrn.is 

elaboradas en cultivos con bacterias de los cuales deri\•a la enzima. 

B. HECAJIISllO DE SillT!SJS ENZillATICA DE DRXTRANA. 

Se puede considerar la acción catalítica de la dextram.acarasa como una 

combinación de reacriones que ha'en intervenir al su~t1ato y a las 

moléculas aceptoras al lado de los sitios 11ctivos df? la rn1.ima. En este 

caso, tres actividades pueden estar asociadas nl sitio activo de la enzima: 

P.l enlace y la hidrólisi~ del sustrato 

a-D-glucopirnnosil a una wiolécula aceptara. 

la transferencia de r.rupos 

El equipo de Robyt de l.i l'ni.vf'rsidad del Ef:.tado de lnwn (\974-l'Hq) 

publicó una serie de trabajos que demuestran el mecanismo de acción 

catnlitica de la dextransacarasa de teuconustoc 111esenteroii1es. Ese 

11ecanismo hílce intervenir un c011plejo enzi11átíco activo entre la 

dextransaca.rasa, la glucosa y la dextrana. La glucosa PS enlazacia entre la 
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enziaa y la dextraoa por un ataque nucleofílico del oxígeno ligado al 

carbono 6 de la glucosa, sobre el carbono 1 de la dextrana. para foraar Wl 

enlace glucosidico a(l-6). Un grupo nucleofílico del sit lo activo de la 

~nzi•a es entonces liberado y permite- la hidrólisis de la sacarosa, así 

como la forsación de un C011plejo glucosil-enziaa. El oxigeno ligado al 

carbono 6 de esa glucosa repite el mecanismo, atacando al carbono 1 de la 

dextrana (Fig. 3) 

Este ruecanisll(l implica la existenciJ. de dos grupos catalíticos equivalentes 

sobre la enzima· Xl X2. Inicialmente los dos grupos atacan a dos 

n1oléculas de sacarosa dando 2 complejos glucosídicos. A continuación, el 

oxígenC1 ligado al carbono 6 de uno de estos 2 grupos efectúa una ataque 

nucleofílico sobre el carbono l del otro grupo, foraando el enlace 

n(l-6). Se lle\·a a cabo al •isao tiempo otro ataque nucleofílico a 

una nue\'i'i molécuh de sacarosa, de tal manera que la cadena en crecl.Jliento 

\'a despl;lzándose de uno a otro de los grupos catalíticos. El mecanismo se 

repite nue\·a11ente con el ataque del oxígeno del carbono 6. en esta ocasión, 

rl.r la tercera unidad de glucosa sobre el carbono l de la segunda unidad. 

Ll rrrminadón de la cadena se realiza cuando 1.1 fructosa alcanza la 

concent radón suficiente para competir con el complejo glucosil-enzima ele 

uno de los sitios act:.vos. En este 1:aso, la dextrana es liberarla y el 

,~redmit>nto de la cadena es detenido (Fig. 4). En este •ecaniseo un 

grupo hidroxilo rle la molécula aceptara, efectúa un ataque nucleofílico 

sobre el carbono l de la dextrana. 
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C. RUCCIOIES 118 ACUTOll. 

CUando al s isteu sacarosa-dextransacarasa se le añaden otros carbohidratos 

diferente!> a la sacarosa. el grupo D-glucosil de la sacarosa es desviado de 

la síntesis de dextran.a r es incorporado al c:i.rbohidrato añadido llam.ufo 

aceptor. Cuando el aceptar es un azúcar de bajo pes('! molecular, tal 

COGO un monosacárido. l1isac".érido o trisacárido, el pr .. 1rlui:to es tarubi;n 

de bajo peso molecular. incrementándose sólo por el peso molecular del 

irupo 0-glucosil añadiOO. Algunos de P.stos productos son a su \·ez 

aceptares, y en estos e.is.os. el resultado es ·una sede de ptoductos a1·eptor 

h0"1ólogos (Robyt y walseth, 1978). 

~o obstante, con otros azúcares, los productos obtenidos se clasifican 

c0tt0 aceptar pobre o no aceptar. Tal es el caso de la reacción rle la 

D-fructosa coeo aceptar para foraar el disacárido lcucrosa 

(S-0-a-D-glucopiranosil-D-fructopiranosa), el cual ya no actú:t como Aceptor 

(Robyt y Walseth, 19781. 

Se ha observado que una gran diversidad de carbohidratos pueden ílct.uar como 

aceptores. La tabla 2 11uestra algunos de ellos con los productos 

resultantes de la acción de lll dextransacarasa de Leuconostoc me~enteroides 

liRRL B-Sl2f. 
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TABLA 2. ACEPTORES Y Pl!ODUCTOS DE ACEPTOR DE LA REACCION DE 
DEXTRANSACARASA DE Leuconostoc aesenteroldes B-512F 

CON SACARO:A. 

ACEPTOR PRODUCTOS GESERADOS 

O-Glucosa series de isomaltodextrinas 
D-fructosa leut·rosa e isomaltulosa 
O-Manos a a-D-g.lucopi ranosil-B-D-aanopi ranós ido 
O-Galactosa a-D-glucopi ranosi 1-8-D-galectofuranósido 
lsomaltosa series de isoaaltodextrinas 
!'faltosa panosa :o· h011ólo&os superiores de isoaaltodextrina 
Lclctosa 2 (Gluc) -a-D-glucopiranos U-lactosa 
Dextrana B-512F a(l-3)-dextranosil-dextrana o 

a ( 1-3 )-glucopi ranos i 1-dext rana 

Fuente: Robyt, 1986. 
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Los estudios relacionado& con el mecani580 de reacciones de aceptor (Robyt 

y Walseth, 1978), demuestran que éste interactúa con el lntet'8f'diario 

enzi.aa-glucosil o enziaa-dextranosil para liberar las unidades D-glu..:.Jsil o 

dextraoosil d~l sitio activo de la enziaa, con la formación de un 

enlace cO\'alente entre la O-glucosa o la dextrana y el acept~:-. La 

reacción de aceptor termina la polimerización de la dextrana1 liberándola 

del sitio acth·o. 

Durante la síntesis de dextrana. a partir de sacarosa por la 

dextransacarasa 8-512, los disacáridos leucrosa e isomaltulosa son 

foraados s ieapre ce.> subproductos, resultantes de las reacciones de 

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

poll•eri1.ación. Adicional.mente existiría una actividad invertasa asodadA 

a la enzima si el agua actúa como aceptar y libera la unidad n-glucosil 

del sitio activo de la enzlaa. 

La aa.ltosa es considerada el aceptar •i& efectivo en la renccién con 

destransncerasa. Sus productos son miembros de la serie 

isoaaltodextrin-.altosa con grados de poli.•erlzación de a 6, rles\'ianrio 

aá.s del 75% de la.s unidades D-glucosil de la sacarosa a la foruachin de 

estos productos (Robyt y Eklund, 1983) ¡ entre ellos se 

un triolósido llamado panosa (a(l-6)-D-glucosilmaltosaL 

homólogos isoaolto - oligósidos. 

f'n:~1entra 

come sus 

Los t<abajos de Tsuchiya et al. (1953) y de Oriol (1982), han puesto de 

unifiesto los factores que afectan el peso molecular de las Jt"XtrAn<lS 

sintet.lzadas enziaáticaaente y enfatizan el efecto que tiene la relación 

sustrato-aceptor. en el grado de poliRrización de la dextrana slntetiz.1da. 
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Por ntra parte, Hehre en 1953, demostró qu~ las dextranas rle peso molecular 

pequeño actúan como aceptores de una fc1-.a aás eficiente que la ultosa o 

lo:1i glucosa, para la modificación de la síntesis de dextrana, aunque esta 

relación posteriol'9ente fue estudiada con aayor profundidad por Paul et 

al. (1984, 1~86), deaostrando que la adición de ;¡ceptores tal coao la 

111.:1ltosa al aedio de síntesis de dextrana. resulta en un 

.tu.mento significativo en la velocidad de reacción y favorece la 

produ..:ción de oligosacáridos, debido a que la transferencia de los residuos 

glucosídicos al aceptar añadido es más rápida que al complejo 

enzima-dextranosil. 

D. l'IJllllACION DI IWIIFICACIONES. 

La biosíntesis de enlaces a(l-3) (ramificaciones) de la dextrana de 

1.euconostoc ~~ h'RRL B-Sl2f, fue estudiada en 1976 por Robyt y 

Taniguchi. Esto-s autores demostraron que este tipo de enlaces, se producen 

('uando un grupo hidroxilo del carbono 3 dP la dP.xtrana libre en solución. 

efectúa un ataque nucleofilico al carbono 1 del grupo glucosil o del grupo 

tlextranosil del complejo glucosil-enziM o dextranosU-enziaa. De esta 

fo1111., se 1 ibera a la glucosa o a la dextrnna y se fot"llla un enlace 

1.lml f icildo enr re la dext rana iceptora y la glucosa o la dextrana de la 

~nzima (fig. 5). Esta reacción detiene el creciaiento de la dextrana )' 

cuanrln el acepror es la mis•a dextrana. provee un aecanis.o para la 

síntesis de enlaces ramificados. 
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Braswell et al. (19'2) 905traron que durante el curso de la reacción de 

síntesis enzi•itica de· dextra.IUI B-512F, la velocidad de raaificaci6n se 

iocre.enta par&leliMente ...:.1 peso aolecular de la dextrana, mientrns -lUe la 

viscosidad tntrínse~a dt,l. medio de reacción dis•inuye a causa de la 

variación del C.í."aOO de raaificación. 

La dextransacarasa es una glucosiltransferasa, que ca tal iu la reaL:dón de 

síntesis de dextrana a partir de sacarosa. Varios microorganis11as son 

capaces de producirla en foras extracelular, principnlment.e ~ntn~ lo:> 

géneros Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacillu&. 

La cepa aás estudiada productora de dextransacarasa es Leuconostoc 

mesenteroides NRRL B-512F. Este •icroorganismo en condiciones favorables. 

excreta al medio de cultivo la enziaa. 

Estudios sobre la ca.posición de la dextransacarasa B-512F han mostrado que 

esta eoziata está constituícla por ácido aspárrico (12.52'1}, glicina 

(13.JSS), ácido glutáoiico (I0.41S), lisina (IO.OIS), arginlna (q,&7'1.) )' 

alanino (8.81'1). Así aisao, la enziaa auestra \U\ peso molecular de 

280,000 daltons. (Ebert y Schenk, 1968). 

En &enerali la de~transacarasa de Leuconostoc mesenteroides tien'~ un óptimo 

de activ.idad a pH de 5 y o 30ºC. Los valores de Km para la sacarosa ~on del 

orden de 0.01 n 0.001 !1 • 
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En 1979, ltobyt y Walsetb realizaron la hidrólisis ácida de la 

dextransacarasa B-512F purificada y mostraron que se trata de una 

glicoproteina, cuya fracción carlJclbidrato está principat.ente constituida 

por D-•&nosa así coeo por traz.as de glucosa y galactosa. 

Algunos iones metálicos inactivan a la dextransacarasa B-Sl2F. sin embarg .. , 

el calcio restaura la activida.c! Hl.:iaátlca. Por este motivo se hn pt_-n'$ado 

que la enziaa existe bajo la tora1 de una metaloenzima Cf')O el cale io Oh o~k 

Heely, 1960). 

De igual forma, Robyt y W'alseth ( :-~n), observaron que la dextransacarasa 

B-512F purificada y alaacena..da a 4ºC perdía rápida.mente su actividad 

•ientras que el alaacenamiento a -lSºC reducía aproximadamente el 601. de 

la actividad enzimática en un ped\"Xio de 20 días. Sin embargo demostraron 

que la adición de 4 •g/•l de Jextrana estabilizaba a la enzima, 

•enteniendo su actividad origir.al durante el mismo período de tiempo. 

Estos 111ismos autores demostraron qJ' la dextransacarasa B-512F purifkada, 

presenta dos bandas con acthida::! dextransacarasa en electroforesis sohre 

gel de poliacrilamida y que existe un fenÓlleno de agregación de ln enzima, 

aparentemente producido por inte-r-Kciooes entre las mismas moléculas de la 

enzima y que no es debido al c.-..-p1,:o que forma la enzima con la dextrana. 

Por otro Indo existen algunos ~Hudios sobre ln caracterización rle 

dextr:msacarasas producidas por ::"[f°d.S cepas de Leuconostac, como PS rl 

caso del trabajo realizado por F:obayashi y Hatsuda (1975) sobre ln 

caractPrización de las dextrar.s.tcarasns de Lruconostoi.: mesenteroides 



Nl!RL B-1299. Estos investigadores encontraron que la cepa B-129' 

presentaba 2 enzimas relacionadas con esa actividad, con pesos lll'leculares 

de 69,000 para la enzima I y 79,000 para la enziM 11 1 determinados por 

electroforesis en geles de poliacril.aaida-SDS, estas dos «"O.t.iaas no 

presentaron subunid.ades estructurales. La enzi.aa l aostró un pR óptimo 

tle actividad de 6.3 - 6.5, •lentras que la enziM lI de 5.5 a 5.9. Se 

rept.1rtaron, así mismo, valores de Km para la sacarosa de 10.7 r 250 llH 

para las enziinas 1 y 11 respectivamente. El polí•ero sintetizado por la 

enzima 11 está constituído por una cadena principal de enlaces a(l-6) que 

Cl1nstituye el 66-¡ de los enlaces totales 1 27" de enlaces a(l-2) y un 1'1 

de a(l-:J). La dextrana producida por la enzima I está constituida por un 

651 Je enlaces a(l-6) lineales y 35'4 de enlaces r .. lficados a(l-2). 

Cóté y Robyt (1982) estudiaron las glucansacarasas de Leuconostoc 

mesenteroides ~·RRL B-1355 y observaron que el 11icroorganis.o produce dos 

enzimas que stntetil.an dos a-D-glucanos diferentes. Separaron l"'s políaeros 

llamándolos frAccion L y S¡ las fracción L resultó ser un.a dextrana 

similar a 1.1 que produce la cepa B-512F con un 95'1. de enlaces a(l-6) y 5'1. 

de enlaces ra11ificados a(l-3). La fnlcción S fue denominada ·alternan" 

debido a que su estructura estaba compuesta de una secuencia alternada de 

enlaces a(l-6) y a(l-3) y el políaero fue reslstente a la hidrólisis con 

endodextranasa. Por tal moth'o, la enzi111a que sintetizó la fracción S fue 

11 lm.\rla ~lternnnsac.ue~a que presentó un pH óptirao de actividad jf' :;,5 . 
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11.J. PIOOOIX109 Dlt ~. 

El proceso tradicional de producción de dextra.nsacarasA se lleva a cabo 

por el creciaiento de ~stoc •esenteroJdes NRRL ... B-512F en soluciones 

de sacarosa fo.;tificada con nutriaentos y manteniendo condiciones 

óptíaas paca el creci•ieoto del •icroorganisao. Durante la fermentación 

líquida la bacteria. crtte fer9entando la sacarosa r e:<crctando 111 

de.xtranuca.rau al medio d4e cultivo. de donde posterioni.ente pued,. ser 

pur i f!cada. 

ca.o se mencionó anteriormente, una variedad de bacterias pertenecientes 

al grupo Lactobacillace• producen la dextransacarasa. 

típico para la prodnccióa: de esta enzima 

El •icroorganis'*> 

es Leuconos toe 

.esenterotdes, esta bacteria ea aletlbro de la foil ia Streptococcaceae 1 

género 1'-uconostoc. Lu células pueden ser esféricas pero frecu~ntemente 

son lent {colares y usualMflte existen en pares )' en cadenas. Es gram 

positivo y anaerobio fecultatlvo, no presenta movilidad ;· no forma 

esporas. Sus colonias 500 pequeiiaa, generalmente rtenores de l moz de 

diáaetro. Los cultivos en caldos nutritivos presentan una turbidez 

uoiforap y Algunas cepes forun largas cadenas que tiend("n a sedimentarse. 

La temperatura Óptima de cceciaiento es de 20 a 30 oc, es no 

patogénico, )' requiere ácido nicotíntco, ti.amina, biotina. ácido 

pantoténico, asi COiia los •inoácidos valina. y ácido glutállico pera su 

creci•iento. 
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El '"'"ii."'- .lle """"' :n!oro~ H~P<!nU. .tte lln ¡pnatnrtiÍD <lle 1un 

carlx;ihi~.a 1~JthJie: ne ,;Llucmm •e& rffll'lrerttutiu ;por tla w.::ia lbeXDBB 

illl'OOO'fnsCa1.o ;c:-rtdu.cl-entlc :iicifui liÍat::ian. 1tfiñ~ilo de u.--utb01w ;.y ·l!tnnril. IBx:hrt:r. 

t..azdt>iéc 'UD ft'!UibiliBSD uernbi.1.D :oxitbniliro.., 1gue ¡pxotluat: .tliüx-tifo ilb:! r.:nthonl\, 

alp...~• ct';JBS 1.o:ncadorlli> de .l'ieJ;'tT"nnn ·COllL"...i!!nen ,dext:runbacltnuw .wútln .,a 

h J'BT.f'.4 ~!L-ulat. 1un1gue •.en ;&l¡nnuu; <Dt!JUUi :lie J1llTe9t!t1?¿11 rsalt.L~ •OllJHUiur,, illD 

~ fv.n:a ua.z¡. 'l-'!":T:indeza .di;u:n.L!.Ja :Li!it."Leiiim:w .(Gm.',\".H», l.ll)U6J. ''5u art!'C:init!Jtto 

"S-r t'f!tliza éi -i"EltlL'f.."f; .t\f> ¡pi1 ~ '5 a -¡ :Y Ilw;. u:teyns ¡protluctnrm; 1ür 0ticxtrutia 
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Durante el curso de la feraentación, el pB del medio de cultivo dPcrece 

debido a que el •icroorganisllO Produce ácido láctico al fermenrnr la 

sacarosa. 

El efecto de la concentraci6n inicial de sacarosa fue estudiado también por 

Tsuchiya, habiendo deteniinado que el rendi•ientu de la enzima es óptimo 

a concentraciones de sacarosa del 5'1.. Sin embJrgo, a estos niveles la 

viscosidad del medio es alta por la producción de dextrane, lo que 

dificulta la separación de las células al concluir la ferwentación. Oe 

esta aanera definió una concentración óptin.a de sacarosa del ~'l. para 

producir la enzima. 

Así ta.abiéo, deteniinó un pH inici•l de 6. 7 para la máxiae producción de 

enz.i•a y observó que los iones a.:>cio ejercen un efecto desfavorable sobre 

el creci•iento del microorganismo y por lo tanto, sobre la producciéín de 

la dextrAilSacarasa. Por esta razón recomendó la utilización de soluciones 

de NaOR o KOH para controlar el pH del medio de cultivo. 

Dentro del intervalo de temperatura de 20 a 29°c, Tsuchiya et al. (1952) 

observaron el máximo rendimiento enzimático a 23 oc, alcanz.ando una 

actividad final de dextransacarasa de 40 a 70 UDS/•l (UDS = llnldades 

dextransacarasa), 

Rasta hace poco estas condiciones se consideraban como las óptimas. para la 

producción ctt dextraru;acer1sa. Sin l!•bargo, el sisteea empleado por López y 

Honsan (1979), resultó en niveles 11t1cho más elevados de dextr.1nsacarasa. 

Se reportan 180 UDS/•l, •Lentras que Alsop (1983) reproduciendo el método 
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de Sclmeider obtuvo 300 UDS/111. tas elevadas concentraciones de 

dextr.msacarasa, se obtuvieron gracias a la cuidadosa opti•iz.aci6n de las 

condiciones del proceso, y en particular al control de los nh·eles de 

sacarC1sa durante la fer11entacióo. Dichas concentraciones se aantuvieron 

alrededor de 0,5 a 1.01. por adición continua de sacarosa, particularmente 

durante la. fase de crecimiento donde la producción de la enzima es 

inducida. 

p!! DEL HEDIO DE FERllENTACIOM. 

Koepsell et 01. (1952) deter•inaron un pH óptimo de 6.5 - 7 .O para la 

producdón de la enzill8 y un pU de 5.0 - 5.2 para la aáxiu actividad 

enzimática así como para la estabilidad, pues a pH de 6. 7 la enziaa es auy 

inestable. 

Alsop (1983 )i sugiere que la ferwentacióo se lleve a cabo regulando el pH 

a 6. 7 para favorecer la producción de enzima y que al término de la 

ferwenta.ción, el pH del medio se ajuste a un valor de S.2 para favorecer la 

estabilidad enzimática. 
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TEIU'El!ATVllA. 

La regulación de la teaperatura de la fermentación es un paráJietro crítico 

e lnterdepend!ente del pH. Así aunque Koepsell (1952) mostró que el pH &. J 

es óptimo para el creciaiento, este valor es aplicado para una te11perntura 

de 2J 0 c. La te.peratura óptima para el crecmiento de Leuconostoc e!' de 

29 a 30°c, pero este \'alor es auy alto para una máxima producti\'idad de 

enz iu. COmo se puede ver 1 la combinación ideal de temperatura y pR 

ÓptillOs es extreaadaaente crítíca paro la obtención de máximos rendimientos 

de la enz isa, 

AlREACIO~. 

Jeanes et al. (1948), observaron que la aireación del medio de culti\•o 

desfavorecía la foraación de dextrona aparentemente sin afectar le 

producción de enzia, Colla consecuencia, se evitaba el BUU1ento de 

viscosidad en el •edlo y la separación de células se realizaba fácilmente. 

Alsop (1983). reporta que •ediante la aireación se incrementn el 

crecimiento del •icroorganisao y por consecuencia la pruducdón de la 

enziaa. 
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El medio de crecimiento para Leuconostoc aesenteroides y de producción de 

dextransacarasa, deberá contener sacarosa ca.> fuente de carbono, una 

fuente de nitrógeno orgánico, general.ente sólidos de agua de re90jo de 

11aíz o extract1J de levadura, que adicionalmente provean de factores de 

rrecirniento necesarios para el microorganis110. Adeaás 1 es necesaria una 

fuente de fosfato, normalmente K2HP04, que tiene la capacidad 

;idicinnal de 380rt.igua1· el pH del medio de cultivo. Por otra parte 

es importante adicionar elementos traza para asegurar un buen 

rlesarrollo de la bacteria. Koepsell Tsuc:hiya (39) reportaron la 

ut i 1 ización de una mezcla de minerales, conocida C090 •sales R", que 

incluye sales de aagnesio, manganeso, fierro r sodio. En estudios aás 

recientes se introdujo el empleo de cloruro de calcio al 0.0051 para 

11btenf!r una m;1.yor estabilidad de la enzima (L5pez y Konsan, 1980). Así 

también, la adición de un dete1·gente no-iónico collO r.l lWeen-80 a 

concentración de 0.1'1 ha demostrado estabilizar c011pleta11ente a la 

rlP.xtransacarasa. según datos reportados por ?1iller y Robyt (1984) ¡ 

Ade•ás de que ~ste tensoactivo ayuda a la penteabilización de la pared 

celular dtl microorganismo, 

medjo de cultivo. 

favoreciendo la excreción de la enzima al 
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C, f'PJlllUTACIOll DISrollrlJIUA, 

Toa.ando en cuenta que la sacarosa jueg11 un doble papel en la product.· ión de 

de•transacarasa, c090 sustrato y coeo tnductór de la enzíu, A. López. 

(1979) realizó una serie de experiaentos que lo condujeron a la obtención 

dt- altos rendi•iento& de enzima. L6pez produjo la dexcransarRrasa B-$12F, 

partiendo de un .,dio de sacarosa al n y añadiendo en foma contínua 

durante el creci•iento del 11lcroorgR.nismo. wia solución de sacarosa de 

lk&ll a razón de 20 s/l•h. De esta foras la feraentaC'lón $e prolongó por 

!O horas y se obtuvieron 180 UDS/al, debido a que la velocidad de ddición 

fue m.iy se11ejante a la velocidad de consUllO de sustrato. 

los estudios hasta aquí reportados se refieren B la dextransacarasa 

6-Sl2F. Sin embargo en los esc11.sos reportes sobre producción de 

de.'ll;transacarasa. B-523 y dextransacarasa B-1498 se utiliza el 11ismo medio de 

cultivo. 

lI. ~. PIJllIYICACIOI DE U DKltUllSAc.uASA. 

las técnicas convencionales utiliuda.s para la purificación de enziaas, se 

basan principal•ente en propiedades flsicoquímicBs de las particulas. tal 

es el cnso de la carga eléctrira en la electroforesis, pJ pPso molecula1: 

en la cr01Wtografía de exdusión en gel. las fuen:as de atracción entre 

aol~cules en ln extracción líquido-líquido. Entre estas técnkas. la 

~'ttracción liquido-líquido resulta de particular 

purificación de dextransacarasa. 
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En los procesos biolóaicos, la extracción con solventes or¡l.ntcos ea 

utilizada sólo en casos llUY espedf!cos, debido a que las blOllOUculas 100 

genernt.eote- dañadas por tal tratSJatento. tas grandes dtferencfu ea 

tensión superficial y constante dieléctrica entre soluciones acuosas y 

solventes orgánicos, causa el desdoblaalento de las btomoléculas por la 

exposición al aisao tiempo n los dos solventes (Hattiasson, JQ83); de esta 

foran, los sisteaas acuosos resultan c()IM) alterMti\"a para lA separación 

de enzimas. 

A. EXTllACCIOll LIQUIOO-Lllll/IDO COll POLlETILl'.llCLIQJI.. 

Lns 11oléculBs de taJuño i.aportante y solubles en un mísao solvente, 

i:.onrlucen frecuenteiaente a la aparición de fases liquidas hwlscibles. Este 

fen6meno es lluado .. inco•pstibi lida.d de polí•e¡-os". La razón de la 

tnc001patibil!dad es la incapacidad de la cadena pollllérica para penetrar 

dentro de Ja estructura del otro políaero. Por lo tanto, si se .ezcla un 

polí•ern .\ cnn un Polímero B a ciertas concentraciones, no se obtienen 

mezclas h090géneas sino grandes agregados de aacr09oléculas con una 

fuerte tendencia hacia la separación de fas•• (l:ula, 1979). 

F.ntre los !iíste•a bifásicos cás conocidos, se encuentra el ststeu 

<!extrana-polietilenglicol (PEG.). En este sisteDla., la. separactón de fases en 

ngua, es la consecuencia de la desesrabilizac-ión del sisteM por la 

introduce ión de dos especies 111oleculares, una de las cuales presenta un 

carácter hidrofóbico netuente superior al otro. El polímero hidrofóbico 
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(en ute caso e"l PEG) ~ ..,. dl .. lnucl6n de la entrop!o del agua 

alrededor de los grupos CB2-CRZ, quedando el slsteaa soluble gracias a las 

fuoclones éter y alcohol. 

La separacf6n de fases c011fenu cuando el nivel energético de moléculas de 

agua, ligadas a la dextrana. es superior al nivel energético de las 

.,1éculas libres asociadas entre ellas. De esta forma, el comportamiento 

de los pol Í8eros eo solución, puede caracterizarse por un diagrama de 

fases como el que se presenta en la figura 6. F.n este sisteaa, la 

dextransacarasa es obtenida ea la fase rica en dextrana, ya que la enzima 

se encuentra ligada a las cadeoAs de polímero naturalmente existentr.s en la 

fementaclón. 

La dl&tribución de .oleculas entre las dos fases es caracterizada por el 

coeficiente de partición (l part>. definido como la relación de las 

coocentraclones en la fase superior (C sup) y la fase inferior (C inf). 

l part e sup / e lnf 

Ea el sistesa dextrana-PEG, el coeficiente de partición de algunas enzimas 

varía ligeraaente con la temperatura; los valores del coeficiente de 

partición usualaente soo aá.s altos a baja temperatura, pero el trabajar a 

temperatura ambiente favorece el decremento de la viscosidad del sistema y 

posteriormente resulta aás fácil la recuperación de la fase. de:<trana. De 

esta manera. la extracci6n en sistemas acuosos, ofrece una técnica 
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DIAGRAMA DE FASES 
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FIGURA 6.- DIA'lRA'IA DE FASES DEL SISTEMA DEXTRA~A-PDl.JETILE!IGLICDI. 

Las lineas PO o P'D' reoresentan la cor.10osici6n de las 
dos fases en eqJil ibrio·. 
Los ountos P y •' representan la CO!'loosición de la fase 
rica en oolietilen~licol. 
Los puntos O y O' reoresentan la comoosici6n de la fase 
rica en dext raria . 
El ~unto A reoresenta la composición t~tal del sistellil.' 
K es el ounto critico, 
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ll l. llATEllIALES Y "ETODOS 

111. l. PllESERVACIOll DE LAS CEPAS. 

Las cepas fueron obtenidas de la colección SRRL (Northern Regional 

Research Laboratory) de Peo ria, IL. (USA). Los 1 iofi lizados fueron 

disueltos en SO al del lle'd.L:i reportado por López y !1onsan 1 1980 (ruertio A, 

tabla 3) y fueron incubados a 30°c durante 12 horas. Posteríormentc> se 

tomaron muestras de 1 ml de este cultivo en viales. se les nñadió 1 ml de 

glicerol al 30~ r se preservaron en congelación a -t5°c. Cadn \'i.11 se 

utilizó COllO iniciador de un inóculo. 

111.2, PRODUCCIOll DE DEnlWISACARASA. 

MEDIO DE Cll.TIVO. 

Se to.ó como base el 11P.dio de cultivo reportado por López y Honsan (1980), 

para el creclaiento de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F (medio A, 

Tabla 3) ,_. se probó otro medio de cultivo (medio B) agregando maltosa }' 

Tween 80 al medio ,\ (Tabla ~). 
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TABLA 3, COl1POSICION DE LOS HEDIOS DE CL'LTIW 

" E D I O 
( g / 1) 

SACAROSA 
EXTRACTO DE l.E\'ADl'RA 
K2HP04 
HgS04 
CaC12 
NaCl 
Hn504 
FeS04 

HALTOSA 
TliEEN 80 

~ E D l O 
C g / l ) 

~EDlO A 
+ 

A• 

20 
20 
20 
0.2 
o.os 
0.01 
O .Ol 
0.01 

B • 

10 
l 

• El pH del medio de cultivo se ajusta a 6.9 
con ác. orto-fosfórico. 
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DESARllOU.0 DEL l!IOCULO. 

Para el desarrollo del in6culo se tollÓ una muestra Je la cepa preservada 

(\•ial congelado) y se inoculó en un matrai con 50 al del medio de cultivo 

A. SP. incubó a 30°C en wta incubadora con agitación reciprocante HncL 

R-25 de ~e,,,; Bruns\o·1i:k. s{.~ienr ific, Edison HJ, USA a 100 rpai y durante 

12 h; de esta foraa se realizan los ináculos para iniciar cada 

fermentación. 

COSVICIOSES DE FERMHTACION. 

Se realiz.aron fer:Jteatacíones líquidas en 11\Btraces Erlenmeyer de SOO •l 

con un volumen de 200 •l del medio A y B b:tjo las siguientes condiciones: 

- 10~ de ínóculo 

- Te•peratura controlada a 29ºC 

- ,\gi radón de 100 rpe 

- pH inicial del aedío de cultivo de 6,q (sin control) 

• Tiempo aproximado de fermentación 7 - 9 h 

También se real iza.ron fez Q'!Otacfones retco-31 imenrnrlas como las descrita.:; 

pc1 r .\. Iópez (1(J79'. fn ·jcis tipos df' fermentadoreos. PrimerA.JDente s~ utiliió 

un f~rmenrndnr d~ r.5 l Bioflo Hod. CJO de Se\. Brunswick. Scientific, 

fdison NJ. USA. ¡,:on controlador dfl pH Hod. pff·22 y posteriormente sr 
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utillzó un feraentador de 4 l de volumen de rrabajo 1 de Lh Fermentation 

2000 Serit-!1> I: estas feraentaciones se rE"aliuron baje• las siguientf>s 

condicíones: 

- 10'1 de inóculo 

- Tempt>rHur.1 controlada a 29ºC 

- Agita.: ¡¿.n de 600 rpm 

- Ail"e-t,·i.~n Je l \'Va 

- pH C1..'0tr.Jlado a 6.9, con una solución de 

sa.:arosa i.OOg/ l en NaOH 2N 

- Tiempo aproximado de fermentación: 7 - q h 

CONTROLES DURANTE U. FERMENTACION. 

Durante la fet"9entación se tomaron muestras cada hora y t>l crecimiento 

celular se determinó por densldad óptica a 650 nm en un espe.:trofotómetro 

U\'/\'15 Lambda JA Perkin Elmer Hod. 41. A e-stas muestras se ajustó el pH a 

5.2 con ácid" :'>rto-fosfórico y se centrifugaron a 10,000 rpm duumt~ 15 min 

y al sobrenAdante se le midió la actividad de dextransacar<ts.l prrsente. 
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D!:TElllINAClON DB LA ACTIVIDAD ENZillATICA. 

La actividad dextransacarasa presentP se estimó por 11ed1chln de los 

azúcares, reductores liberados durante la rea ce ión enz. illá t ica, en presencia 

de 101. de sacaros11 a 30ºC y pH = 5.2. por el método del Ácido 

J,5-dinitrosalicílico (DNS) reportado por Sumner y Ho"'ell (l<n;) 

Una unidad dextransacarasa (UDS) está definida como la cant ili.td Je enzima 

que convierte 1 ag de sacarosa en dextrana en una hora a 30ºL y pH S. 2 

(determinada por el incremento en el poder rPi.iu..;tor ._·;1l:uladv c~Jml) 

frnctosa) (Koepsell et al., 1952). 

La actividad enz.imática ha sido igualmente expresada por l\aholi y R~ill}' 

(1?80). C090 la cantidad de enziaa que libera l µmol de azúcar reductor en 

1 minuti:-. (U) a pH s.: y 30ºC. La equivalencia entre estas dos definiciones 

de .'1ctividad es la siguiente: 1 U= 20.52 UDS. 

La determinación de la actividad enzi.aática se lle\'Ó a cabo midiendo 1n 

velocidarl inicial de producción de fructosa. En una celda dP vidrio 

enchaquetada, a 30 °c y con agitación 11agnética 1 se ponr en contact(} 10 ml 

de una solución enziaática diluida en buffer de acPtato.;; pH 5.2 rle forma 

que prestnte una actividad entre 10 y 40 UDS/ml, con 2 ml de una 

solución de sacarosa de 600 g/J para obtener una concE"ntración final de 

saca rosa d~ 100 g/ 1. 
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DETERllIKACIOS DE PROTEI~A. 

La determinación de proteína soluble, tanto de los sobrenadantes de 

fennentación ccwo de las preparaciones enzimáticas, se realizó slgulendo el 

método de Lo-..ry kl<iificado por Peterson (1977). 

III.3. PUJUnCACION DE DEXTllAHSACARASA. 

Al ténuino dt la fl!rmentación. se ajustó el pH del medio de cultivo a j,2 

<"on .Í('ido of(l')-fosfódco y se centrifugó pnra separar el Raterial celular a 

12 .ooo rpar. durJ.nte: 15 •in a 4 oc en una centrifuga refrigerada Janetzki 

K2li, M.od. KHi. Cuando se realizaron fermentaciones de 4 1. se utilizó 

una centrífuga contínua aarca Sharpless a una velocidad de 15,000 rp1 

con un flujo ¿e 1:::10 mllmin. 

EXTRACCJOS LIQITTDO-L!Qt'IDO. 

Darlas las ventaJas que ofrece la extracción líquido-liquido con PEG en este 

sistema )' basándonos en los estudios de Paul et al, (1983), en el 

presente traba10 se eligió est'e •étodo pat'a la purific.ación de la 

dextransacaras.a. El sobrenadan te obtenido después de la ceotrifugaión se 

pun ficó una extracción lír¡uido-líquido. utilizando 

polietilengli:cl !500 (PEG 1500). 
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Se preparó una soluclóo de PEG 1500 a 500 g/l y se añadió lenta11ente al 

sobrenadante con a,.!tación constante, hasta alcanzar la separación de 

fases. La fase inferior rica en dex.trana (asociada a la dextranS1lcarasa) 

se resuspendió en una solución amortiguadora de acetato de sodio (0.05 

H, pH 5. 2) constituyendo así la solución enzimática que se mantuvo 

a temperatura de coa,gel.ición hasta ser utilizada. 

ELECTROFORESIS. 

Se realizaron electrcforesis en placa sobre gel de poliacri.lamida al 7, 51. , 

pH 8. 3 , en condicio:ies desnaturalizantes por el método reportado por Weber 

y Osbom (19&9), uul!zando dodec!lsulfato de sodio y B-mercnptoetanol. 

para la deterainaciÓ1l del peso molecular de las proteínas presentes en la 

preparación enz.iaática de la dextransacarasa B-523. 

Así t811bién se realiz:.aron electroforesis similares pero eo coodiciones no 

desnaturalizaotes. 
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Ill.4. SDIT!SIS lllZill&nCA DI Du:nAllA, 

La sínte&is de den rana se rtal izó en un volumen de reacción de 100 al a 

una concentración de sacarosa de 100 g/l a JOºC en b\úfer acetatos pH 5.2, 

con una concentración e~iaática de 20.52 UJJS/1111. 

La conversión de sacarosa a dextrana fue monitoreada por la dete['llinación 

de azúcares reductores libres en el medio de reacción por el método del DNS 

antes 11enc!onado (S.,_.r y Rowell, 1935). 

En el caso de la dextransacarasa B-523, la síntesis de dextrana fue 

seguida también por la determinaC'ión de la viscosidad aparente Jel medio 

de reacción, coa un 't'iscosíaetro Brookfield, 11od. RVT de B!"ookfield 

Eng!neerlng Lab con una aguja del No. 3 a una velocidad de 100 rpe y una 

tP.9peratura ele 23ºC. 

Cuando la reacción de síntesis tenainó, se realizó una precipitación 

fraccionada añadiendo lentuente etanol al 9'rl con agitación constante, 

para separar la ~xtrana sintetizada, 

Para el caso de la df!:ttransacarasa B-523, al término de la síntesis 1 el 

medio de reacción se centrifugó a 10,000 rp11 por 15 ain para separar 

el polisncáridl• insoluble formado, posterior11ente al sobrenadante se le 

realizó la pre..:ipitación fraccionada ya mencionada. 
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Después de precipitar el polisacárido. la solución se centrifuaó a 10,000 

rpm por 15 •in y el pol íaero precipitado fue secado en una estufa de vacío 

• 20 in de Hg y J0°c. 

III .5. DETER!IINACION DE LAS aJNSTAllTF.S CINETICAS DE LA 

DEXTRARSACARASA. 

Para la deteninación de las constantes cinétü.as se realizaron •.md serie 

de reacciones enzimáticas a diferentes concentraciones de sustrato 

siguiendo los •étodos cl&sicos de cinética enzimática. 

III .6, DET2lllIJIACION DEL pll Y T!'.llPERA111RA OPTillOS DE ACTIVIDAD 

EllZDIATICA. 

Se realizaron una serie de reacciones enziaáticas a diferente~ \'alares de 

pH y temperaturas con un \'olumen de reacción de 5 ml, una coni:ent ración 

de sacarosa de 100 g/l y una actividad enzimática de 20.52 l'DS/ml. Se 

•idieron las velocidades iniciales de reacción por el monitoreo de los 

azúcares reductores liberado• durante el curso de la reacción. 

49 



111. 7. lt!ACCloe.'5 DB ACEPTOll. 

Las reacciones de aceptor se real izaron de la aisaa foras que las 

reacciones de síntesis de dextra.n.a. añadiendo adeaás maltosa como aceptar 

a concentraciones de 101 25 '! 50 g/l, para obtener una relación 

sacarosa/maltosa de 10, 4 y respectivamente. Durante el curso de cada 

reacción se tOll:aron muestras a las que se les determinaron azúcares 

reductores 1 ibres. Las muestras se filtraron y fueron analiudas por 

cromatografía 1 íquida de alta presión (HPLC). 

III.8. llIDBOLISIS l!llZillAnCA H Dl!IJUllA. 

Para la ·caracterización de los polímeros producidos se realizaron 

hidrólisis enzimáticas de la dextrana, preparando soluciones de 10 a/l en 

buffer acetatos pH S.~ y se añadieron 60 U/al de la endodextranasa 

comercial Amano (Enzi•as y Productos QuÍ•icos, SA de CV). La reacción de 

hidrólisis se desarrolló a ss0 c. Durante el curso de la reacción se 

to•aron muestras cada hora, se filt!'.tron y se analizaron por HPLC. 

111.9. ANALISIS DE CARBOBIDRATUS POI (BPLC). 

Los azúcares involucrados en la síntesis de dextrana con aceptares así 

C090 en la hidrólisis de dextrana. fueron analizados por HPLC en fase 

inversa. Se utilizó un cr093.tógrafo de líquidos Beckaan (Kod, 332, 

Gradient Liquid Chromatograph, Beckaan Instruments Inc. ), una columia 
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Ahn Ultraspbere-ODS CU {4.6 x 25 C8) coa agua C090 sisteaa 

eluyente, un detector de índice de refracción Alrex (Kod. l56, Sed.man 

Instruaents loe.). un integrador Spectra-Physics (~. SPl270) Y un 

graHcador UB Broa• (Hod. 2210). 

Algunas westras de productos de síntesis de dextrana con aceptcres fueron 

e luidas con un sistema agua:aeta.nol (96:4.). Las condiciones de corrida son 

presentnda:: en cada ~ro•atogrruna del siguiente capítul, .. de resultados. 
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IY. RfSULTADOS T DlSCIJSII• 

PARTE l. PRODucctOI Y CAIACTEKIUCION DE !A DEXTKAllSACAKASA 

DE Leucooostoc ...,....teroides lllllL 1-1498 (DS 14911). 

Esta cepa fue seleccionada de la colección NRRL por el interés en el tipo 

de dextrana que produce; según el reporte de Jeanes et al., 1954, ests 

cepa produce 2 tipos de dextranas de diferentes características, que 

pueden ser separadas por precipitaci6n fraccionad& con etanol¡ de esta 

asnera, a una concf!lltcación de 36-37'1. de alcohol precipita una fracción L 

11.aaada "menos soluble" que contiene 94T. de enlace• a(l-6) J 4T. de a(l-3). 

Jeanes asegura que esiste aparte una fracci6n S llaaada •ás soluble" que 

precipita a 40-44'4 el<! alcohol y que contiene 62" de enlaces a(l-6), 27'1 de 

enlaces a(!-4) y 11 T. de a(l-3). Sin eabargo, el trabajo reall!.ado por 

Seymour et al. en 1979 sobre las dextranas de la cepa B-1498, muestra que 

la fracción S está constituida. por aproxintada.11tente 50'1 de enlaces a(l-6) y 

ntro tanto de enlaces .:i(l-3) y propone que la estructura es una secuencia 

alternada de residuos glucosídicos unidos en enlaces o(l-6) )" a(l-3). Por 

otra parte, con respecto a la fracción L, los resultados de Se,-.our et 

al. (1979) concuerdan perfectamente con los reportados por Jeanes et 

al.0954). 
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IV.J. PllOOllCCIOIJ DI DEXTIAISACARASA a-H98 (DS Wle). 

A. PElllll'.llTACIOll g KATRAZ. 

Se realiz.aron feBentaciones en matraces Erlenmeyer. utilizando tanto el 

medio A coeo el medio B. La figura 7 muestra el desarrollo de las dos 

fermentacion~s por •edición del crecimiento microbiano y la vari.iclón de 

pH. 

Al término de las fermentaciones se observó un aayor creci•iento en el 

••dio suplementado con aaltosa (aedio B) obteniéndose 8.9 ag de b!oaasa/al, 

aleo tras que en el medio nonaal (aedio A) se obtuvo 7. S ag/al de medio de 

cultivo. Sin ..t>argo, la actividad enziaát!ca de la fenientación con 

aed!o noraal fue de 176. 7 VDS/al 11ientras que en la suplementada con 

•altosa se obtuvieron 156.8 UDS/ml. Lo interesante de esta cepa es que le. 

actJvidad de 176. 7 UDS/al representa un valor e inco veces SU¡>f?rior a 

la actividad obtenida con la cepa industrial B-512F producida en las mismas 

r.r.indtc iones. 

Por otra parte el creci•ienta del microorganis.a estuvo de acuerdo al 

modelo de Honod y tuvo wia \'elocidad especifica de crecimiento de 0.67 

1/h que resultó ser muy se•ejante a la velocidad a la cual se desarrolla la 

cepa B-512í (0.59 l/h). 
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1. ..-rM:!OI llETRCW.lllEllTADA. 

Basándonos en los resultados obtenidos en las fermentaciones en 11<1traz, se 

realizó una fersentación retroali•entada de 0.5 } . utilizando el medio de: 

cultivo tradicional (ft'dio A). El pH de la fer.euución fue controlado a 

6. 9 con una solución alcalina de sacara rosa, para faw~recer el creci•iento 

del •icroorganisltO y la producción de la enzi.M. La figura e presenta el 

creciaiento del 

microorganismo rn rtlación .1 le actividad enz:i&átic• prodt!:ida. CO.o se 

puede obsen·ar. se obtu\.·feron hasta 230 l'DS/al a las 6 horas de 

fer111entación. sin embargo, hay w1 decremento en Ll actividad hasta un valor 

de 210 UDS/al en la siguiente hora de ferwentaci6o.. En base a los 

resultados obtenidos, se observa un auaento del JOl ea la actividad 

enzimática coa respecto a la feraentación en aatnz. 

rv.2. PURIFICACIOll Dll u DEX'IUllSACAllASA B-1498 (DS 1499). 

El sobrenadan te de fermentación libre de células y a Wl pH de S. 2 fue 

sometido a una extracción líquido-líquido coa polietilenglicol. Se 

agregó paulatinamente la solución de P!G-1500 al 50'I y se observó una 

pP.rfecta separación de fases a una concentración final de 16.91 de PEG. La 

fase inferior ri.i:a en dextrana, donde se encuentra concentrada la 

enziaa. fue recuperada por centrifugación a J0,000 rpmi durante 10 mio 

y resuspendida en 160 1111 de buffer pH S.2, coostitu)·endo de esta foras. 

una solución enzimática de 650 UDS/•l obteniéndose un rendi•iento de casi 

el 1001 . Los resultados se muestran en la tabla 4. 
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TABLA 4, PUl!IflCAClON DE LA DEXTIWISACARASA 8-1498 POI! EXTRACCION 
LIQUIDO - LIQUIDO CO~ PEG. 

SOUENADA!17E FASE PEG FASE Dl!XTJWIA 

VOLUPIEN (•ll 500 750 160 

ACTIVID.W (UDS/al) 210 0.42 650 

CONCEllTRACION 
DE PROTEINA (•&/•l) 4.16 5.21 

ACTIVIDAD 
ESPECIFICA (UDS/•1 prot) 50.4 124. 7 

RENDillIE!iTO DE 
PUl!lFICAClON ('.\) 99 

FACTOR DE 
PUl!lPlCACION 2.47 
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Co90 se puede observar, este método es excelente para la purifk,\i..~ión rlp 

delttransacarasa, habiéndose recuperado en este ensayo casi la totalidad 
;~ 

de la actividad enziaática y concentrándose 3 veces, con un factor de 

purificación de 2.47 veces. Esta técnica genera niveles de purificación 

muy ele\·ados, debido a que la dextra.nsacarasa siempre tiene dextrana 

adherida co\'alente•ente. de forma que f'O estos sistemas PEG-dextrana la 

enzfaa •igra a la fase dextcana mientras que otras proteínas pasan a la 

fase PEG. En este caso el 60~ de las proteínas son eliminadas en la fase 

PEG. 

IY.J. CAllACT'llllZACIOI azI!IAnCA DE !A DUTllAISACAIASA B-1498, 

Después de producir la dextraasacarasa y de purificarla se trab3jó con la 

soluci6n enziaática concentrada para caracterizar el comportamiento de la 

enziaa. 
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A. Dl:TEll!IINACII* DEL pll ! T!llPl'.llATl!ltA OPTillOS DB ACTIVIDAD 

EllZillATICA (DS 1498). 

Se realiu.ron una serie de reacciones de síntesis enziaática con la ns 

1498, \'ilriando la teaperatura y el pff del medio de reacción. Se encontró 

que la te11aperatura óptiaa st actividad enziaática fue dto JOºC y que el 

pH óptiao fue de 5, 2 . Estos paráaetros son exacta.aente iguales a las 

condiciones ópti11as de actividad enziaRtica para la OS S12F (Figura.s 9 y 

10). 

l. Sltn'ESIS EllZI!IATICA llE IJl!ITMllA 1-108. 

tas reacciones de síntesis de poliacro fueron llevadas a cabo con la enziaa 

DS 1498 así coeo con la DS 512F si111Ultáne...,ate, aabos tipos de reacción 

fueron efoctuadas a J0°c con una soluci6n de sacarosa de 100 g/l pi! 5.2 y 

una ~ctivldad enziaática de 20. 52 UDS/al. 

Las dos reacciones de síntesis presentaron un auaento considerable en la 

viscosidad del •edio de reacción durante el curso de la conversión de 

sacarosa a dextrana. Al tén:ino de esta reacción, la primera c011paración 

entre los políaeros fue hf!'cha en térainos de la concentración de etanol a 

la cual precipitan. Se prepararon soluc-iones de polímero al S&. con el 

aedio final de la síntP.sis, realizando la dilución apropiada. Se 

efectuó una preclpitadón fraccionada. agregando poco a poco etanol y 

agitando vigorosamente. So se observó ningún precipitado a la 
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concentración de etanol de 36-371 (en este punto1 de acuerdo con Jeanes et 

al.. 1954, debería precipitar el polí•ero denoainado "fracci6n L"): A una 

concentración de 43S de etanol, precipit6 toda la dextrana 8-1498. El 

polímero se separó por centrifugación y ái. sobren.ad.ante Sf! le continuó 

añadiP.ndo alcohol, sin que se observase precipitación. alguna. 

LB ..::cnclusión después de varias precipitaciones es que la dextrana B-1498 

precipitó casi a la •isaa concentración que la dextrana 8-512F, es decir a 

4J. 5'\ de etanol. Los polímeros preciptados fueron secados bajo un vacío de 

20 in de Rg a J0°C, El rendimiento de la precipitación frnccionada fue de 

95'1 

C, R!ACCIOllES DI ACEPTDll COI LA DEXTIAllSACARASA 1-1498 

(DS 1498). 

Los productos de la reacción de aceptar por la DS 1498 y DS 512F C"'on 

raalt.Jsa a 50 g/1 C090 aceptor, a una relación Sacarosa/~ltosa (S/!1) = 2, 

fueron analizados por HPLC. Los croeatograaas de estas reacciones de 

aceptar se presentan en la figura 11, en la que se observa que los 

productos de las reacciones de aceptor son exactuente los •is11os para 

Uibas enzimas. Se forwan los oligodextranos denominados DPJ (panosa), DP4 y 

DPS resultantes .ie la transferencia de una, dos y tres 90léculas de glucosa 

respectivamente en enlaces a(l-6) a la maltosa. 
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DS B-51H 

DS B-523 
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'IC.URA 11 .- CRO!!ATOGRA~A~ nt LOS PRO~UCTOS DE REACC?ns 
DE ACEP'.!'C•P. ( llALT<'SA 5X) Ce>~ DF.XTnA!ISACARASA B-512 F 
y 8-1498. 

Cn!1DICl('ISES: - Inyección 10 ul , fluio l rnl/e.in. 

NOTA 

Eluyente: a¡tua, 64 IR 
Velocidad del naoel 5 cn/min. 

F• •RUCTOSA 
ll• llALTOSA 
l• l~O!iALTOSA 

S• SACAF.OSA 
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Estos resultados obtenidos r el antecederitf! de Jpanes et al., 1954 de quP 

esta dextrana presenta una estructura muy semejante a la dextran.t 8-Sl2F, 

nos hace pensar que estnlKIS tratando ron una enzima rle carnr.tt"rístii:ds muy 

similares. 

D. BlDROLISIS EllZillATICA DE DEXTRANA B-1498. 

La tercera ca.pareción entre las dextransacarasas 8-512F y B-141)8, se 

realizó en tént1inos de los rroductos de hirlrólisis .-\e la dextrAna tr;ltnda 

con dextrnnasa. Se realizaron hidrólisis simultán('.'\S utiltzando 

endodextranasa Aaano que fue agregada a soluciones de polí1teros B-1498 y 

B-512f' al 11. la figure 12 presenta el croaatograaa de los productos 

de la hidrólisis enzi•ática: en a.abas casos (dextranas de las cepas 

B-1~98 y B-512F) el producto obtenido de la hidrólisis enzil1.itica es 

lso•altosa. Con una .acti\'idad de:<tranasa de 68.6 U/111, a tas 6 horas rle 

hidróli.sls, se generó un poder reducto1· expresado como glucosa de (i.6 )' 

(i,4 •&/•l para las dextranas B-512F y 8-523 resp~ctivaaP.nte. 
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PARTE IT, PRODUCCIOll Y CAllACTERIZACIO" DE LA DEllTllAllSACAllASA DI 

Leucooostoc ftSenteroides WRllL B-523 (OS 523). 

[Ha cepa fue select..~ionada de la colección !i'RRL por el contraste en las 

característ leas de la dextrana quP produce en reLtción e ln dextrana 

B-512F. La princip.il diferencia entrf' estas dos dextranas es en términos de 

sr }ubiJ idad, ye que la rlexr rana B-521 es una dextr.1.na insoluble. Jeanes 

et al. (1954), analizaron esta de-<tnna mediante oxidación con periodato 

y mostraron que está constituida de 61í'l enlRc:P.s a(l-6). 101 a(l-4) y 24'1 de 

a(l-3}. Posterior11ente Se)-.c>Ur )" f\napp (1980) basados en análisis por 

•Pt ilación, confiraaron el Porcentaje de enlaces a(l-3) y encontraron 

e\'idencias de que existen en foras contínUA, d~sconoc::téndose la posición 

de estas cadenas. Según estos autores, la introducdón de segmentos de 

residuos contínu~1s, unidos con enla~es a(l-3) dentro de una dextrana, 

rlis•inuye el núaero de conforaaciones de mínima energía del polímero, 

resultando un producto con propiedades de insolubilidad. De esta foraa, 

Sey90ur y Knapp (1980) relacionaron la longitud de las cadenas de residuos 

g]ncopiranosil Wlidos en a(l-3) con la dificultad del polisacárido pnra 

rtísolverse o dispersarse. El aspecto físico de l<t dextrana l!S el dr tmA. 

pasto blanca hrilldnte de textura blanda. 
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IV.4. l'MlDIJCCilll DE llEXTl!AISACUASA 1-523 (DS 523). 

A. l'EllllElnACION E11 PIATllAZ. 

Las fer11entaciones realizadas en aatrar. Erlenaeyer utiliza.ndo el •edio B, 

proporcionaron mejores rendimientos en actividad enzi•átka 1 habiéndose 

obtenido 13.5 UDS/•l al final de la fermentación (8b), •!entras que con el 

medü.l .l.. esta cepa sólo produjo 9.3 UDS/ml. Durante las fermentaciones 

lle\•ada.s a t:abo con el medio A, se observó que el •icroorgani580 creció 

forsando pequeños agre1ado1 ("pellets•) debido • la dextrana insoluble que 

se iba produciendo en el curso de la fementaC'ióo. Sin eebarao, cuando se 

utilizó el •edio B no se apreció la foraaclón de estos aareaaclos, debido a 

que la ultosa contenida en el 11edto B actuó c090 aceptar de la síntesis de 

le dextrana y evitó la foraación de grandes cadena• de polisacárido. 

Of! esta manera. el •icroorganismo creció disperso en el aedio. La figura 13 

presenta el creci•iento del •icroorganis90 en el •edio 8, así c<*l el 

11onitoreo de la dis•inución del p8 d~l medio de culth•o, 

Por otra plrte, el creci•lento de l.~uconostC'IC aesenteroides NRRL B-523 

si:;uió el modelo de Honod y presentó una velocidad específica de 

crec!•iento de 0.56 l/h. 
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1 , l'ElllE1IT ACIOll llE1'1IOALl!IEllT illo\. 

Se llevaron a cabo una serie de fenaenteciones retroalimentadas en 

fen.entadores de O. S y 4 l. Se util h~ó el medio de cultivo B, y se controló 

'!'l p8 a 6.9 con Wl11 solución de sacarosa 400 g/1 en NaOH 2N. F.l crecimiento 

del •icroorganismo, así COfDO la produccíon de enzima fueron favorecidos 

i:on el control de pH. Con ésro. la actividad dextrnnsacarasa fue 

dtl!Dentada de 13.5 UDS/ml por fe~entación en aatraz, a 44.3 unsfal 

producidas ea fermentación retroaliaentada. De esta formn, el proceso 

~n "fed-batch" produjo 10-¡ más enzi1<a que la fen1ent.1ción P.O matraz. El 

creciaienr:o celular llegó hasta una lectura de 17.5 unidades de densidad 

óptica a 650 IUI. La evolución del creciaiento celular con respecto a lA 

producción en:dútica es presentada en la figura 14. 

IV. 5. P!lllIPlCACIOI DE LA DEXTliHSACAllASA B-523, 

A. CEllTllll'UCAClON Cll!ITlNUA. 

Al término de las fermentaciones el pH del medio de l"Ultivo fue ajustndo a 

5. 2 para evitar la pérdida de actividad por inestabilidad enzimát tea a pH 

6.9 . La CE'ntrifugación en continul1 proporcionó 111ur huenos resultartos, pue~ 

separó la totalidad de ln hiomas.i dejando un sobrenadante traslt'1ddo 

:ibre de células. Cuando se trató de centrifugar la fase PFG (fase 

superior) de la extracción líquido-líquido de dextransacnrase. la 

.:·entdfugación continua proporcionó una buena separación de la enzima 

refR&nente en la fase superior, recuperándose hasta el 99-¡ de la 
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dextransacarasa presente en el aedio de cultivo original. cab(' señalar que 

gt'"neralaente estos sisteaas resultan difíciles de centrifugar en los 

eq_uipos con·rotor d~ nivel laboratorio, debiéndose emplear largos tiempos a 

""' di? 10,000 rpm. 

B. IOO'llACClOI LIQUIDO-LIQUIDO. 

La DS 523 que se encontraba en r.l sobrenadante de fennentnl"'ión ya libre de 

células a Wl pff S.2. se purificó ogregandl) una solución de PEG 1500 al 501 

La separ11clón dt fasts se produjo a una concentración final de PEG de 17' 

La fase inferior rica en dextrana se recuperó por centrifugación continWl 

collO se indicó anterior11r.nte. El prt!cipitado (la fase dextrana conteniendo 

la dextransacarasal se resuspendf6 en 150 a1:l de buffer acetatos, 

constituyendo de esta aanera una solución enz.lraática de 700 UOS/1d y 

obteniéndose un rendiaiento en la purificación de casi el 90~. 

Coao se puede apreciar en la tabla 5. el rendlmiento de la recuperación de 

la enzima fue bueno. habiéndose concentrado la actividad enzirnd:tica u, 

veces del sobrenadante original y purificndo t.57 veces. En esr:e caso 

el 561 de las proteínas contenidas en el sobrenadante de fenriental·ión 

fueron elí1tfnadas f!n la fase PEG. 
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TABL.I S. PUIUFICACION DE U. DEXTRA!ISACARASA B-523 POR l!XTRACCIOll 
LIQUIDO - LIQUIDO CON PEG. 

SOBRENADANTE FASE PEG PASE DEX!RAllA 

VOLUHEN (111) 3, 600 5,400 200 

ACTIVIDAD (UDS/•l) 44.J 3.6 700 

COHCENTRACION 
DE PROTElHA (-1•1) 0.599 S.623 

ACTIVIDAD 
ESPECIFICA (UDS/•g prot) 73 .95 124.48 

QllDllfIE!ITO DE 
PUllIFICACIO• (S) 81.11' 

FACTOlt DE 
PllRIPICACIOll 1.61 
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C. EUCmOf'Olll!SIS. 

Se realizó una electroforesis en placa de la enzima extraída con PEG, en 

condiciones no desnaturalizan tes coo gel de poliacrilaaida al 7 .SI . Se 

observó que toda la 11111estra aplicada pemaneció en la parte superior del 

gel. siendo t"\·idencia de que la dextransacarasa tiene un peso molecular euy 

elevado o de que la ·enzi.. se encuentra en un estado de agregación, ya 

sea ent1·e sus propias cadenas o debido al complejo que farsa con la 

dextrana. Toaaodo en cuenta la últiaa posibilidad, se decidió tratar a la 

preparación enz.i.aática con endodeztranasa Mano, para hidroliz.ar a la 

dextrana preseote. Despul!a del trat:miento con esta en.Et.•, ae realiz6 

nue\'aaente la electroforesis y c<9l resultado se observó la presencia de 

proteínas en el punto de aplicacióo del 1el, lndicando que la preparac:i6a 

enzimática pudo penetrar en el gel, pero desafortunadamente no se pudo 

observar al.auna banda característica de la solución enziú.tica, debido a 

un enaascaraaiento provocado por la preparaci6n de dextranasa que 

presentaba un contenido extremadMente alto de i11purez.as de naturaleza 

proteínica. 

Posteriormente, se realizó urui electroforesis desnaturalizante con SDS y 

B-mercaptoetanol sobre la preparación enzimática, para determinar el peso 

molecular de la(s) enziaa(s) contenida(s) en la muestra. Se observaron dos 

bandas con 11<>vllidades relativas de 0.2837 y 0.8858 lo que lodic6 que en la 

preparación enzi•ática existían por lo aenos dos proteínas. Lo anterior 

presenta evidencia de que probablemente la DS-523 esté constituida por 

estas dos proteínas. Las aoviltdades relativas de los estándares de 
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proteína aplicados en el míS80 gel así COllO de su• pesos 1tOleculares, 

fueron graficados para pred{"cir el peso llQlecular d{" la.s bandas observ:u!as 

pertenec-iences a l.l dextr.ansacarasa B-523. Esta gráfica s~ presenta en la 

figura 15. Los estándares utilizados fueron: pepsina (35.000 da!tons), 

amtlasa (45,000). celulasa (52,000) y albümina (64,000) • 

La interpolación que se presenta en la figura lS auestra que una de las 

cadenas polipeptídkas presenta un peso aolecular aproxisada de JJ2 .000 

daltons y la segunda l..~adena de lii2,000 daltons. COllO sugerencia. para 

l!í1lc11lar el peso 2'olecular de una aanera más precisd, se propone utilizar 

estándares de aaror peso l'!olecular P.n un intervalo en el que pueda 

insertarse el peso 110lecular de la prlaera banda proteínica detectada. 
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IV.6. CAIACTlllIZACIOI DZillllTICA DB 1A DEXTJAllSACA&ASA B-523. 

A. DETERl!INACIOll DEL pll Y TllllPt:aATURA OPTillJS DE ACTIVIDAD (DS 523), 

Se encontró un pH óptieo de actividad enzi11ática de 5.5 (Fig. 16), 

resultanrio ser muy si11ilar al óptimo df" la DS 512F (pff 5. 2). rn t'Uanto a 

la teaperatura Ópti•a. la DS 523 presentó su aayor actividad a J0°c al 

igual que la DS 512F (Fi¡. 17). 

a. DETElllillACIOll K IAS CIETAllRS CillllTICAS. 

Se realizó una serie de reacciones eoziaa-sustrato con la enzisa purificada 

por extracción líquido-líquido a diferentes concentraciones de sacarosa, 

deter•inando velocidades iniciales de reacción. La enzima DS 523 presentó 

el COllportamiento clá~icn de la cinética rle Hichitel ís-Hentf"n (fig. 18). 

Para la determinación Je los paráaetros cinéticos se ap1 icó la fonia 

linea rizada de la ecuación de Hichael is Menten, conocirla como de 

Linew~aver-Burk: 

(!/VI) (l/\"max) + (Klt/V .. xS) ........ (1) 

obteniéndose una constante de ~lchael!s (Km) de O .6058 g/ l (. 00177 H) 

para la sacarosa y una \·tlocidad máxima (Vmax) de 0.237 g/l• min (Fig.19), 
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Con el objetivo de com.probar los Vll}ores de las constantes cinéticas, St' 

realizó una serie de re.tt.~ciones a diversas concPntrdciones de sacarosa (1, 

10 y 301') r a diferentes actl\'ldades enzimáticas (4.J, 20.S y 37 UDS/.t). 

El inverso de las velocidades iniciales de real'ciÓn se grnficó contra el 

inverso •te las concentradones de sustrato, por medio de J;t ecuación ri!­

LinP.Wea\"er-Burk, ohteni.éndose Ja gnífica presentada en la figura 20. Lo~ 

\·aforl!s '~btenidos para jas constantes C"inét ícas en este Pns.1y."I, resul t;¡rrJn 

cercanos a los obtenid•."IS anteriormente y son presentarlos en ld Tabla 6. 

Tomandc· J.15 constantes cinéticas obtenidns en el Pnsayo J (Tabla 6) 

sustit.u)'Pnj(\l.1s en 1.1 ecuación de reactor enzim.itil1J batch para la 

cin~tíca de !iichaelis-~enten (ecuación 1), se obtif'ne la pn•dicción rif: lA 

cor1vers ión de sustrato con respecto al tiempo: 

Vmax t SoX - ÑI ln (!-X) ....................... (2) 

La figur:i 21 preser.ta los datos dP conversión de sustrato (Jbtenidos 

exw~rimentalmente, .-om~arándolos con el modelo para reactor batch (E"C'uación 

2). Coa10 se puede obsernt.r, la cinP.tica de reacción cumple con el mm1elo 

sólo d11r.1nt~ la t>tapa inicial de la reac-c-ión. Posteriormente. conformP la 

rP.ac': tón transcurre, los porcentajes de conve1 s ión s•! n 11• jan del 

mildelu. üt-teniéndose meno1· conversión ile sustr.lto quf' lr1 pr1~11icha pm "2'1 

modelo a un determinado tiempo. Esta disminucicin rh' la 1·nnv1~rsión es 

gt>n~:·almrnt"' dehirl1 a una inhibición por el p1t1fluct~>, lo qne no hn 

rep11rtado para la~ rlextransacarasas. Sin emb.irgo. tomo se deunu~stra mas 

adelante. en este sistema particular la dextrano insoluble l'···mplejn a 
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TABLA 6. COSSTASTES CINET!CAS EN DlfERE~iES ENSAYOS. 

ENSAYO CONCESTRACIOS DOSIS DE Kll V ux 
DE SACAROSA (1') ENZillA (l1lS/•l) (g/1) (UDS/mi) 

I 0.1 - 40 20.5 o. 6058 14 .22 
II 1 • 30 4.1 o. 4325 2.64 

III 1 - JO 20. 5 o. 6524 12 .84 
IV 1 • JO 37 .o o. 5500 18.20 
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la enzima y la precipita, restándollP' capacidad para cat.al iz.ar la reacción. 

Un modelo adecuado de~ría entonces incluir la disminución en l.i \"iaBx 

durante la reacción, lo que reqni~re de un esturtlo mas profunrln .;obre el 

feaó11eno de insolubillzación de LJ enzima. 

C. SINTESIS Df. DEXTKAllA B-523. 

las síntesis de dextrana 8-523 se llev.:tron 1t <.1bo en las t."oudidnnes 

óptimas de actividad enzimática. Como característica fundRmt>ntal rle este 

sistema. se observa que durante el curso de la reacción la aparición dt> una 

foraa de dextrana insoluble. ta conversión de sustrato se mnnitoteó d 

traves de la medición de los ,1zúcares reductores 1 ihrec;. 

En un priae~ ensayo de 300 1111 de volumen, con sacarosa al lO'i y una 

actividad de 20.3 l'DS/rd. se efectuó un balance de polisat:"Áridos al 

téniino de la síntesis. Para el lo se pesó el pul isecárido obtenido p.-ir 

rentrifugru~ión y el precipitado del sohrenndante. Para una 1:011\'t>1siún de 

sustrato del 100-x;, se esperaría obtener alred~drir dP ljg de dextrana. qn 

emb:Jr&0-1 para este ensayo se obtuvo un rendimiento de sínresls rlel 88\. 

Del totnl dP. polÍ•P.ro, el 90'1. (13.lg) estuvo ronstituído rle 11extr:m.1 

insoluble y sólo un l'1. (0.125g) correspondió a la dext1ana so)uhl,,., 

obtenida por predp1tadón con Jlcohol a una omcentracíón dP 44". Esta 

concentración es la 11isma a ld qur precipita la dt'xtr.1na B-512F. 
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ESTA TESIS NO ornr 
SAUB DE 1.A BIBUOIE~A 

Se observó que el 89.31; de la enzi•a utilizada en el ensayo. peraaneci6 

unida a la dextrana insoluble ya seca, pues este present6 una actividad 

rle 0.ltl UDS/ag. De esta for••· se comprueba que durante la rt""acción de 

síntesis, la enzima se acopla a la dextrana insoluble provocándose de 

cierta fnrma una diseinución en la actividad catalítica. !l hecho de 

que la reacción prosiga es e\'idencia de que la enzima no pierde actividad, 

pero los resultados obtenidos en el estudio cinético demuestran la 

disminución de actividad cOllO con~et:uencia de la insolubilización. Esta 

en;:ima tendría entonces la p.:i.rt icolaridad de poder ser reutilizada en una 

nueva síntesis, previa recuperdciÓn dt.>l polímero. 

Aparentemente durante la síntesis de la dextrana soluble, se e•pieza a 

formar una dextrana con tal contenido de residuos glucopiranosil unidos en 

a(l-3) que ocasionan la insolubilización de la misma. Es decir, durante 

el desa1·rollo de la síntesis una cantidad de segmentos de residuos 

glucopiranosil contínuos, unidos con enlaces a(l-3), son introducidos 

dentro de la estnJctura de la dextrana, disminurendo el número de 

conformaciones de 1RÍní11a energía de la dextrana1 quedando porciones de 

la dextrana no solvatadas, lo que produce la insolubilización de la misma 

(Se)'lllour y Knapp, 1980). 

Este tipo de mecanismo de insolubílización no ha sido total.llente 

demostrado, pero según los estudios realizados por Seymour r Knapp (1980), 

la explicación anterior es plausible. Esta teoría explicaría 'el porque se 

encontró una cantidad llU)' pequeña de dextrana soluble, que tal vez no 

contenía las proporciones suficientes de unidades glucopiranosil a(l-3) 

para ser insoluble. 
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Por otro lado, durante la síntesis de dextrana B-523, se obser\'Ó que las 

soluciones de polisacárido, al ser calentadas a so0 c, ocasionaban la 

fonaaci6n de un gel, aW1entando el grado de gelificacíón con el incr~nto 

en la concentración de dextrana. La fof!lllciÓn de geles a partir de las 

soluciones de dextrana B-S.23, puede presentar un gran potenci.:ll para 

di \·ersil!'i aplicaciones. 
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D. !IEDICION DE VISCOSIDAD APARt:llTB DURANTE LA SlllTESTS DE DF.XT\\ANA 

B-523. 

Durante la inis1Da síntesis enzimática se realizaron mediciones rie \"iscosiilad 

"aparente'' en el medio de reacción. ParalelamentP, a nivel de Cl'mparación. 

se llevó a cabo una síntesis de dextrana B-512F a las misma ronrti.·ionPs dt> 

reacción. 

l 1 figura 22 pr.esenta la re ladón dP la viscosirtad con t>l ..._·onstun•l rie 

sacarosa, para las dos dextransacar.isas (DS 523 y DS 512F). 

En esta figura se puede observar que la viscosidad "aparente" del medio de 

síntesis de dextrena B-523 empieza a incrementarse hasta un puntn (casi 200 

cp) a partir del cual disminuye hasta un valor constante, pennan~ciendo 

así hasta el final de la reacción. Probablen11~nte este decremento en la 

Yiscosidad (a las 3 h de reacciún) fue causado por la insoluhil iz.1ción de 

una buena parte de la dextrana ra formad:i, que ocasionó un deC'remento en la 

\'iscosidad del medio de reacción, por lo que este momento r.1r~l'Ía &er 

nítico en el meranismo de iusolubilizacián. Aunque rabe señ.1lar qnf' 

\'isualmente a la primera hora de reacción, ya se obsen·iln algunos 

aglomerados de dextrana insoluble. E:n este contexto se podría espe.~ular que 

al principio de la reacción la velocidad de insolubiliz.1cíón es menor 

que In \'elocidad rte furmacUin de dextrana soluble, qui• rs '.ip<tz dP 

increuiPnlar le \'iscosidad del medio de reacción. Postericirmente. P.n el 

pw1to en que disminuye JA viscosidart, pudo haber sucedido lo rontnu in, es 

<lec1r, que la velocidad de insolubiliz.ación superara a la df' fnnoación tle 

dextran.i soluble. 
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r.onviene insistir en que lo anteriormente expuesto es sólo una 

lnterpretac:ión de los resultados y sería necesario que esta reacción fuera 

objeto de un estudio más profundo para elucidar el •ecanismo de fonaación 

rle la dextrBM insoluble. 
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E, Sl!ITfSIS DE DEXTIAllA !-523 E11 l'RESEllClA DE ACEPTOll!S. 

En ~sto. síntesis se utilizó maltosa como aceptar. llevándose a cabo 

diff"rentes 1eacciones utilizando una relaci~n de concentración 

sacarostt/!Mltosa (S/M) de 10, 4 y 2. A aivel de c .. 11nparaci.ón. se realizaron 

las •ismas síntesis con la OS jJ2F a las mismas rrüpordonPs de S/M )' 

condidone~ .1e reacción. 

Los l'ro&a.togramas de los productos de aceptar se pueden observar en la 

figuu 23 -para la DS 523 y en la figura 24 pan la DS 512F. Como se mut?strA 

en lo~ croutogramas, conforme el nivel de maltosa se incrP.•enta, el 

tamaño de los oligosacáridos forandos decrece. Para la DS 523, el principal 

producto fue la panosa y se produjeron ol igodextranos de hasta un grado de 

poliineriza·:-ión de 8 en la reacción con maltosa al l'X. . 

Los productos de reacción con aceptares gener.tdos par la DS 523 

aparentemente fueron siailares a los producidos por la OS 512F, esto indicó 

que la OS ;23 sintetiza dextranas con un alto contenido dP grupos 

piranosil lineales, unidos con enlaces a(l-6). Sin embargo, existían dudas 

1:on respecto a lA composición de los productos de aceptar, por los 

aut eledentes publ lcndos sobr~ estudios de metí 1aci6n realizados por 

Seymour y Fnapp ( 1980). Estos autores asee;tlt'an que la dextrana B-523 

esta (on~~: tu ida por wl gran porcentaje de grupos pi ranosil unidos en 

e¡1lal~es a{l-1). 
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En relaci6n a lo anterior, se decidió reliz.ar una hidrólisis enzi•ática de 

los productos obtenidos con aceptares, cuyo'i 1·esult.1dos se presentan Pn el 

apartado siguiente, 

Es conveniente señalar que aún en presencia de aceptares se lleva acabo la 

formación de dextrnna insoluble Este fenómeno no fUé estudiado en este 

trabajo. pero representa un 1nreresante fenómeno a describir. 

F. DIDROLlSIS EN7.1MATICA DE PRODUCTOS DE ACEPTOR DE LA 

DEXTRIJISACARASA B-523 (DS-523), 

Con el objeto de comprobar la similitud de los productos de aceptar 

generados por la DS 523 coo los de la OS 512F, se realizó una hidrólisis 

con endodextranasa de los productos de aceptar. Esta dextranasa hidroliza 

enlaces a(l-6) consecutivos. por lo que los productos de aceptor son 

hidro} izados, solo si es tan constituidos con unidades glucopiranosil 

unirlas con enlaces a(l-6). t¡)s productos rle hidróllsis fueron analizados 

por HPLC y los ~·romatogra.as de estos ensayos son prr.sentados en las 

figuras 25 )" 26. 

Como se puerlr ohservar. los productos de la hidrólisis de los 

oligosacáridos producidos por la OS 523 con aceptares, son idénticos a los 

de 11' DS Sl2F, En ambos ca.sos. el principal producto fue panosa r en 111enor 

grado el oligodextrano de grado de polimerización (DP4). Los 
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olfgodextranos de grado de pollaerlzaci6n llás alto, fueron hidrolízados 

rlando lugar a productos de aenor grado de polimerización, gluco$a e 

is011altosa, 

Con P.sto se comprobó la hipótesis plantf'ada e indicó que la dextrana 

B-523 tiene una alta proporción de unidades glucopiranosil consecutivas 

u11idas con enlacPs a(l-6). Sin embargo, con rt>specto .1 la posición de 

los enlaces a(l-J), se desconoce su localización pero podría suponerse que 

se encuentran principal.ente COllO ramifir.aciunes. 

G. 81DROLISIS Elfll!IATICA DE DEXTRAllA 8-523. 

La dextrana soluble de la 8-512F y la insoluble de la B-523 fui>ron 

tratadas con endodextranasa comercial Amano en sus condiciones óptim.is dP. 

reacción. 

Los productos de la hidrólisis fueron analizados por llPLC )' 1.1 figura 27 

presenta los cromatocramas correspondientes a la hid1óJ isis dt! l.1s 

dextranas 8-5!2f y 8-523 (insoluble). 

Los ptoductos rte hidróUsis de la dextrana insoluble 8-523 resuJ tan ser muy 

semejantes a los obtenidos con la dl?xtrana B-512F. El princip<ll prorlul·tu de 

la hidrólisis de las dextraMs fue isomaltosa en ambos casos. Se obser\'an 

Algunos picos correspandientes a la ;>reparación de la dext.ranasa añadida 
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FiüURA 27.- PRODUCTOS DE HIDROLISIS OE DEXTRANAS 

B-512F y B-523 . 

Inyección: 20 ul. , Flujo : ml/min. , IR• 64 
Eluyente: Agua , Vel. papel = 0.5 cm/min. 

1 • ISOMALTOSA 
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(la preparación de enz!JM se anal izó previuente en HPLC y su cr0111atograaa 

se presenta incluido en la figura 27: ca.o puede observarse, co"ntiene una 

alta cantidad de azúcares coeo estabilitantes). 

ta hldrólisis de la dextrana B-512F se llev6 a cabo casl completB11ente 

(851.), generando un poder reductor expresado como glucosa de 8 .34 mg/nil R 

las 8 horas de hll1ról is is. 

Por otro lado. al mlsao tiempo de reacción, se solubiliz.ó e hidrolizó Ser&. 

de la dextrnna B-523, generando un poder reductor expresado como glucosa de 

4.8 t!lg/ml. El otro )0"1. del polisacárido fué recuperado por centrifUgación 

tras 8 horas de hidrólisis con 60 1 8 U/al de dextronasa. 

tas proporciones de los productos de hidrólisis de la dextrana B-523 son 

muy inferiores comparados con los obtenidos con la OS 512F, presumiblemente 

debido a la característica de insolubilidad que presenta.ya que provoca 

impedimentos estéricos para la acción de l.n dextranasa, aunado también a 

que la endodextranasa sólo actúa ro•piendo enlaces a(l-6), dejando los 

conespoudientes enlaces a(l-3) inta.:tos. Esto hace suponer. que la 

dextrana 8-523 está constituida de por lo menos un 504." de unidades 

glucopiranosil con enlaces a(l-&). 

A manera de sugerencia. sería interesante estudiar la estructura de la 

porción de dextrana no hidrolizada, para conocer la localiz.aci6n· de los 

enlaces consecuti\'os a(l-3) que apareote11ente son los que provocan la 

insolubilización del polisacárido. 
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V. COllCl.DSIOllES 

Del o.nálisis de los resultados mostrados se desprende que el comportruaiento 

de la OS 1498 es muy similar al de la OS 512f. Se trata de enzimas 

extracelulares producidas en el mismo 11edio de cultivo y que fwtciPnclO en 

condiciones de pH y temperatura slaila1es. La similitud se t"i'flej3 

igualmente en los productos de síntesis en presencia de aceptares (maltosct) 

así cott0 de degradación del polímero sintetizado con dextranasa. So se 

encontró evidencie alguna de otro polisacárido en la acción de la(s) 

enziaa(s) de Leuconostoc mesenteroides N'R.RL B-1498 sobre todo en la 

fracción que pi-ecipita al 36-37'1. de alcohol seeún reportes de Jea.aes et 

al., 1954. Como conseLuencia de lo anterior, resulta de gran potencial el 

plantear que esta cepo puede sustituir a la B-512F en la producción de 

dextrana industrial. En efecto, en las condiciones más simples de 

fermentación (batch) únicamente con regulación de temperatura es po~ihle 

producir 5 veces más enzima que con la cepi:i. B-521F. 

Por otro lado. la enzima de }.1 cepa L.mesenteroides NRRL 8-523 resu:tl de 

un interesante potencial, tanto en el estudio de los 1necanismos de 

insolubilización de dextranas ). las enzimas que los sintetizan, así como 

en la producción de polisacáridos insolubles. En este tro1bajo se 

establecen los elementos necesarios para iniciar trabajos mas e'ipecificos 

nl respecto. Por un lado, se presenta un sistema rle producción que permite 

obtener niveles suficientes de enzima. Posteriormente se cararteriza la 

enzima tanto desde un punto de vista cinético como fisicoquímfro. 
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Finalaente se establecen la! siguientes característiras rle la enzima: ltt 

totalidad del producto (9gi¡) es insolub!lizado •l final de la síntesis, 

quedando solo una ligera fracción en el sobrenadante: la enzima Po; 

precipit::lda con el poliaero. Conviene recordar que en el medio de 

fermentación tradicional, h actividad en el sobren,1d1mte PS bnja, debido 

a que la enziaa se ubkd ':"'n la parte insoluble del cultivo. Su 

recuperación se ve entonces difkultada por la presencia de cél11las. Al 

introducir maltosa en el l'edio de fermentación. la enzima es en buena. 

11edida solubilizada, obteniendC\se 44 UDS/ml rle 111edio de cultivo. De rsta 

manera se obtiene una "nzima soluble, que será postedunnentr 

insolubilizada durante la reacción de síntesis. Cuando la enzima ,1ctua en 

presencia de aceptares (maltosa), los productos son iguales a los obtenido::; 

con la OS B512F. Sin eabargo. se produce dextrana o bién derivados 

insolubles. Al tratar la dextrana insoluble con dextranasu, un 50'1 es 

solubllizada (determinado por balance de masa) y los ptotiuctos en el 

sobrenadan te, d menos los de bajo peso molecular. son ibtUalcs a los de la 

BSl2F. 

Con este trabajo se contribuye el estudio apl icaclón de las 

glucosiltransferasas haciendo disponible una enzima similar a la util íznda 

actua.laente en la industria, pero con niveles de producción muy superiores. 

Así tambien, los resultados obtenidos con la enzima DS 523 sientan lns 

bases para un estudio fundaaental sobre el mer.anismo rle insolubi 1 izaci1.;n de 

las dextranas, al poner en e\"idencie aspectos de indole cuantitRtivo del 

fenómeno. Así mis-.o pueden surgir algunas aplicaciones que iiprovechen las 

propiedades de este polisacárido. 
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