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PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE GLODCOSILTRAMSFERASAS DR

Leucotoétoc mesenteroides.

RESUMER
Las enzimas glucosiltransferasas y en particular las dextransacarasas

obtenidas de cepas de Leuconostoc mesenteroides, son {importantes en los

procesos de sintesis debido a que producen polisacdridos, conocidos
como dextranas, las cuales presentan diversas aplicaclomes ¢n las
industrias farmacédutica, alimentaria y quimica. Ademis, estas
enzimas permiten la produccién de diversos oligosacdridos con gran

potencial de aplicacién industrial.

En el presente trabajo, se llevd a cabo la caracterizaciém de las

glucosiltransferasas producidas por dos cepas de Leuconostoc mesenteroides:

NRRL B-1498 y NRRL B-523, estableciendo comparaciones de los resultados

obtenidos con la cepa industrial NRRL-BS12F.

Estas dos cepas tienen particular interés ya que la primera (B-1498)
presentd, en estudios preliminares, caracteristicas similares a la B-512F,
pero con niveles de produccidn enzimdtica muy superiores, mientras que le
segunds . (B-523) es una cepa productora de wuna glucosiltransferasa con

capacidad de siatetizar dextrana insoluble.

En primera instancia, se realizaron comparaciones a nivel de produccidn
enzimitica y caracteristicas quimicas de las dextranas producidas.

Posteriormente. se compararon los productos obtenidos tanto en reacciones



de sintesis con aceptores, como en reacciones de hidrélisis con
dextranasas. de los polisacdridos correspondientes. Finalmente, se

caracterizaron las enzimas en términos de sus propiedades cataliticas.

Los resultados mostraron que la dextransacarasa  B-1498  tiene un
compartamieate suy similar al de la dextransacarasa B-512F, pero con
niveles de produccidn cinco veces was altos, lo que representa una gran

ventaja para el proceso de produccidn sctusl.

Por otro. lado, se confirmé la produccidn de dextrsna insaluble por 1a
dextransacarasa B~523 y se observé que esta enzima presenta caracteristicas
catsliticas diferentes s la B-512F. Sin embargo, se encontrd cierta
similitud tanto en los productos de reaccibn cog aceptares, cowo en los de
hidrélisis «con dextranasa, 1o que hace suponer que la
insolubilizacién se debe a un wecanismo caracteristico de esta enziaa que

ocurre en el curse de la reaccidn.



PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF GLUCOSYLTRANSFERASES

FROM Leuconostoc mesentercides,

ABSTRACT

Glucosyltransferases and, in particular, dextransucrases obtained from

Leuconostoc mesenteroides strains are enzymes important for the processes

of synthesis of the polysaccharides known as dextrans, which bave several

applications in the phermaceutical, the chemical and the food industry.

In this work the characterization of glucosyltransferases produced by two

strains of Leuconostoc meseateroides NRRL B-1498 and NRRL B-523 was

performed and the results obtained were compared to the industrial strain

NRRL B-512F.

These two strains are specially interesting. The Eirst one (B-1498) showed,
in prelisinary studies, characteristics similar to B-512P, but presented
wmuch higher enzyme production levels, The second strain (8-323) is a
glucosyltransferase producer with the ability to synthesize insoluble

dextran.

tnitially. enzymatic production and chemical characterization of the
dextrans produced by the different siralns were compared. Later on the
products cbtained in reaction synthesis with acceptors were coapared, as
well as the products of dextranase hydrolysis of the corresponding
polysaccharides. Finally, the enzymes were characterized in terms

of their catalytic properties.



The results showed that the dextransucrase B-1498 has a very similar
behavior to the dextransucrase B-512F, but with five times the production
level. This represents a great advantage for the current production

process.

In the other hand, production of insoluble dextran by the B-523 was
confirmed, and this enzyme showed different catalytic properties from
B-512F. However, & certain similarity was found in the acceptor reaction
products and the products from dextranase hydrolysis for beth enzymes.
This leads us to suppose that insolubilization is due to a mechanism

characteristic of this enzyme during the reaction course.



1. INTRODOCCION

Los procesos bioldgices se realizan en gran medida mediaate reacciones
catalizadas por ciertas moléculas de naturaleza proteimica conocldas como
enzimas. Desde su descubrimiento por Payen y Persoz en 1833, e}
conocimiento de las enzimas evolucioné lentamente y todavia a principios de

siglo se cuestionaba no sélo su forma de actuar sino su misma existencia.

La experlencia en la utilizacidn de microorganismos como fuente de enzimas
para uso industrial, se inicid en los afos cuarenta posterior al
desarrollo de procesos para producir antlbidticos en gran escala. Roy en
dia esta es una industria bien desarrollada con ventas anuales de
biocatalizadores de cerca de 600 millones de ddlares anuales, siendo 1la
payor parte de ellos de origen microbiano. Para su aplicacida, las
enzimas pueden emplearse en forma aislada, o bien dentro de los
microorganismos intactos para el casso de enzimas intracelulares. En ambos
casos las  bloconversiones tienen la ventaja de presentar mayor
especificidad en las reacciones quimicas necesarias para rendir el producto
deseado, con un méximo de control sobre la calidad y los rendimientos y un

minimo de subproductos indeseables.

En nuestros dias el uso de enzimas se ha extendido a oumerosos campos tales
como el alimentario. el farmacéutico, el textil o el tratamiento de

efluentes.



Actualmente se conocen a5 de 3,000 enzimss, la caracterizacidén de éetas
resulta necesaris para el entendimi{ento del mecanismo de accién, para la
bisqueda de nuevas aplicaciones ¥ para el miximo aprovechamiento de su
sctividad catalitica. Las enzimas que catalizan 1las reacciones de
hidrélisis som predominantes en el conjuate  de enzimas de
aplicacion industrial existiendo actualmente un gran potencial para
enzimas que catzlizan otro tipo de reacciones coma es el caso de los

procesos de sintesis.

La clasificacidn de las enzimas se basa principalsente en la reaccién
quimica catalizada. De éstas, un grupo de particular interéds es el de
las glicosiltransferasas, que catalizan la reaccién de transferencia de

residuos glicosil de moldculas donadoras a aceptoras diferentes al agua.
La reaccién de transglicosilacidn puede ser expresada de la siguiente
magera:

R—|]—0-X 4+ B-0—R' g=————v R—]=0-R + HOX

donde R es una aldosa transferida del donador glicosil R-0-X a la molécula
aceptora H-0-R' (tanto el donador como el aceptor pueden ser disacaridos,

oligosacaridos, polisacaridos, ete¢.).



Lag enzimas que caralizan tales intercasbios de enlaces glicosidicos,
ocupan una posicidn clave en las actividades bioldgicas de las células,
debido a que producen diversas polisaciridos y oligosacdrides conm
funciones isportantes para las células, algunos de los cusles presentan

interds industrial,

Dentro de este grupe de eazimas se eancuentran las glucosiltransferasas,
siendo la dextransacarasa o sacarosa:l,6~a-D-glucan-
~-&-a~B-glucosiltransferasa (B.C.2.4.1.5) 1a enzims w=ds estudiada de este
grupo, Esta proteina es producida extracelularmente por un gran nimero de

bacterias pertenecientes 8 la familia Lactobacillaceae (Alsop, 1983).

La dextransacarasa cataliza 1la reaccidn de transferencia de unidades de
glucoss a partir de sacarosa, formando un polimero de glucosa denominado

dextrana, como l¢ wuestra la figura 1.
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SACAROSA DEXTRANA FRUCTOSA

FIGURA 1,- SINTESIS DE DEXTRANA



Es importante sefialar qué esta reaccidn es 1irreversible y que no necesita
intemediorios fosforilades, ya que la energia necesaria para la
copdensacidn de los residuos glucosilos es proporcionada por la hidrélisis

de la sacarosa (Hassid y Neufeld, 1962).

tas dextranas Son polisacdrides coapuestus por wunidades de D-glucosa,
unidas con enlaces a{1-6) en su cadena principal ¥ con ramificaciones

conteniendo cantidades variables de enlaces a(1-2), a(1-3) ¥y a«(1-4).

Hasta la fecha, la dextrana es el pelisacdrido microbiano mds estudiado y
su produccién & nivel industrial se ha 1llevade a cabo wutilizando la

bacteria 1ldctica Leuconostoc wmesenteroides NRRL B-512F. Esta  cepa

produce una dextrana que contiene 95% de enlaces a(1-6) y 5% de enlaces
a{1-3), siendo asi la dextrana mds conocida y de la que mds articulos se

han publicado (Robyt y Walseth, 1379).

las aplicaciones de la dextrana en la industria son numerosas y pordrian
ser objeto de un estudio particular. Las aplicaciones difieren segin las
propiedades de la dextrana y éstas dependen del tamafio de las cadenas.
Las dextranas de la cepa industrial tienen pesos moleculares gue llegan
hasta los 200 millones de daltons. Dextranas de bajo peso molecular

rueden ser producidas bajo ciertas condiciones de reaccidn,

las dextranas de peso molecular superior a 25 millones han sido propuestas
como agentes viscosantes en la industria petrelera, particularmente en la
perforacién de pozos. De igual forma son utilizadas en la industria

alimentaria como agentes de textura o gelificantes; en 1la industria



farmacéutica como tamiz molecular pars el afslamiento y purificacién
de productos bioldgicos (Sephadex): asi también se utilizan cose

substancia de encapsulacidn y vector de medicamentos.

La dextrana de bajo peso molecular (75,000 % 25,000) puede ser empleada
como sSustituto de plasma sanguineo., El mercade actual @ds importante
corresponde al comple jo Hierro-dextrana empleado como medicamento pars el

tratamiento de 13 anemia.

tna aplicacién industrial particular se ha abierto a oligosacdridos de
bajo peso molecular, donde la enzima dextransacarasa puede llegar a jugar
un papel importante. En las sintesis de dextrana. se ha ohservado que la
presencia de ciertas moléculas (que actdan como aceptores), provoca que
la direccién normal de sintesis de polimero sea modificada, favoreciends
la produccidn de oligosacdridos de diversos grados de
polimerizacién. Esta caracteristica ha aumentado el interés no sdlo en el
estudio de la glucosiltransferasa cldsica (proveniente de Leuconostoc

mesenteroides NRRL B-512P) sino tasmbién en la caracterizacidn de nuevas

enzimas, con énfasis en el tipo de oligosacdridos que sintetizan y en la

variedad de oligosacdridos que podrian producir en tales reocciones,

En este contexto, el contar con una gama de enzimas glucosiltransferasas
con diversas caracteristicas tanto de indole estructural en el producto,
como de capacidad para preducir oligosacdridos de peso molecular controlado
e inclusive de llevar a cabo reacciones de ramificacién, abriria nuevas

perspectivas en la quimica de carbehidratos.
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En funcidén de este interés, 1la Facultad de Quimica de la UNAM y la
cospaiiia BloEurope en Francis, acordaron la realizacién de un proyecto
de investigacién en el campo de las glucosiltransferasas, con el
abjetivo de caracterizar enzimas provenientes de diferentes

microorganismos.

El presente trabajo forma parte de dicho proyecto y tiene como objetivos
particulares el de caractertzar las glucesiltransferasas producidas por las

cepas B-1498 y B-523 de Leuconostoc mesenteroides pertenecientes a 1la

coleccién NRRL {Northern Regional Resesrch Laboratory) de Peoria,

11linois (USA).

11



11.1, DEXTRANAS

Las dextranas son una clase de polisacdridos sintetizados & partir de
sacarosa por éenzimas provenientes de Dbacterias (dextransacarasas,
glucosiltransferasas o glucansacarasas), las cuales forman D-glucanos
con ¢nlaces glucosidicos a{1-86) continuos en las cadenas principales y una
cantidad variable de ramificaciones con enlaces a(1-2)}, a(l-3) o a{l-4).
El término "dextrana” fue usado por Scheibler en 1874 (Alsop, 1983),
cuando encontrd que el espessmiento del jugo de cafia era  causado por un
carbohidrato que tenis una rotacién éptics positiva. Previamente Pasteur
er 1861 habia demostrado que esta viscosidad era producida por la accida
de microorganismos; posteriormente Van Tlegen en 1878 afsld a uno de esos

asicroorganimsos denowinindolo Leuconostoc meésenteroides.

La formacién de dextrans fue reconocida como el resultado de la
transformacién  de soluciones de sacarosa en soluciones viscosas, geles y

material floculento precipitado.

las dextranas preseatan un gran problema en la industria azucarera,
debido 3 que ocasionan bloqueos en las tuherias y filtros, inhiben 1la i
cristalizacidn del azicar. reducen los rendimientas y distorsionan 1las
medidas de rotacidn especifica usadas en la estandarizacidn ¥y

determinacidn de la pureza del azicar.

12



Muchas -dextranas han. sido estudiadas y propuestas para usos industriales
como sustituto de plasma sanguineo, tamices moleculares, anticoagulantes,
aditivos en alimentos, explosivos y gomas de alta viscosidad entre otros.
Sin esbargo, actualmente muy pocos wusos han  sido desarrollados,
representando asi el grupo de polisacdridos que ha sido mds extensamente
investigado pero que ha aportado muy poco al desarrollo industrial (Alsop,

19a3).

La wmayoria de lios trabajos relscionados con las dextranas han sido

realizados con cepas de Leuconostoc mesenteroides y en particular la cepa

NRRL B-512F, que fue aislada en 1943 por Benedict en el HNorthern Regional
Research Laboratory (NRRL) en Peoria, IL, USA, la cual se coavirtié en
el nmicroorganisps de eleccion para la  produccidn industrial v
estudio de las dextranas. Esta cepa produce una dextrana que rontiene
95% de enlaces a(1-6)-D-glucopiranosidicos y 5% de a(l-3). Actualmente es
producida y comercializada en los Estados Unidos. en Guba y en el Oeste de

Europa.

Jeanes en 1954 revisé el tipo de dextrana producida por 96 bacterias.
principalmente del grupo Leuconostoc sp. y Streptococcus  sp. En el
enfoque usado en este trabajo las dextranas producidas directsmente por
fermentacidn. fueron caracterizadas de acuerdo con los principales tipos
de enlaces presentes en el polisacdrido (empleando técnicas de
oxidacién con periodato}., a su viscosidad, a su solubilidad y a
su rotacidn especifica. Se encontréd que, los polimeros tenian una gran
cantided de enlaces a(1-6) con cantidades variables de enlaces a(1-3) y

a(l-s), dependiendo del tipo de microorganismo. Si{n embargo 1la



clasificacida de Jeanes 0o tomé en cuenta una serie de factores
detersipantes para la caracterizacidn, no evidentes en ese tlempo, Las
dextranas fueron analizadas después de la sintesis durante la
fermentacion, donde las condiciones son tales que varias enzimas con
diferentes caracteristicas pudieron estar presentes; adends
no todas las glucesiltransferasas son extracelulares vy la dextrana podria
ser diferente si 1la sintesis se lleva a cabo con enzimas purificadas; y
ain mis, las sintesis de dextranas realizadas durante fermentaciones
tuvieron condiciones Gptimas para el crecimiento ‘celular y no las
dptimas para la sintesis de dextrana. En trsbajos posteriores, ha quedado
demostrado que st bien las condiciones de  yeaccién no  afectan la
estructuras quimica, si pueden afectsar el pesc molecular {Psul et al.,

1986},

Las diferencias entre las dextrsnas caracterizadas por Jeannes (1954) vy
las producidas en estudios posteriores con diferentes cepas, permiten
concluir que las caracteristicas estructurales de las dextranss dependen de
la cepa en cuestidn. La naturaleza de los tipos de enlaces en las
ramificaciones de varlas dextranas fue objeto de un estudio posterior
empleande andlisis de aetilacidn (Tabla 1) (Robyt, 1986). Algunas
cepas producen polisasciridos insclubles y algunss forman wmés de un
clase de polisacdrido. los cusles son separados por fraccienacidn
diferencial con etanol y denominados fraccidn menos soluble (L) y fraccidn
wds soluble {$) dependiendo de la concentraciéa de alcohol a ln' cual

precipiten. generalmente 36~37% y 40-44% respectivasente.

14



TABLA 1. CLASIFICACION DE DEXTRANAS DE ACUFRDO AL MICROOGRGANISMO.

DEXTRANA SOLUBILIDAD XENLACES
a(1-6Y ¢ 1-3) a(l-3)Er a(1-2)Er a{l-4)Er

L.a. B-512F H] 95 5

L.m. B-742 s 50 .50

L.m., B-742 L 87 n
L.m. B~1299 s 65 35
L.m. B3-1299 L 66 1 27
L.m. B-1355 s 54 35 11

L.m. B-1355 L 95 5

S.m. 6715 5 64 36

S.m. 6715 1 L] 94 2

L.m, Leuconostoc mesenteroides

S.m. Streptococcus sutans

S soluble

L 1igeramente soluble

1 insoluble

Er enlace ramificado

Puente: Robyt, 1986.



Desde 1976, el grupo de Seymour del Centro Médico de Texas en Estados
Unidos, ha trabajado en la determinacidn de la estructura de  dextranas

producidas por varias cepas de Leuconostoc mesentercides y Streptococcus

mutans usando metilacidn, oxidacién con periodato y resonancia

magnética nuclear de carbopo G-n.m.r.) (Seymour et al. 1976 - 1980).

Seymour y Rnapp en 1980 senalan que las dextranas pueden ser divididas en
tres clases con base a sus caracteristicas estructurales. Las clase I son
dextranas que rcontienen una cadena principal de residuos glucosidicos
consecutivos unidos con enlaces a(l-6) con ramificaciones en las
posiciones 2, 3 o &4, Las clase II son las dextranas que contienen enlaces
consecutivos a{l-3) y a(l-6) y ramificaciones en los enlaces a(1-3). Por
iltimo la clase III son dextranas que contienen ealaces consecutivos
a(1-3) y ramificaciones en enlaces a(1-6). La Figura 2 esquesmatiza la

estructura de las dextranas.

A. SINTESIS DE DEXTRANA.

La sintesis de dextrana a partir de sacarosa es llevada a cabo por la
dextransacarasa., Esta sintesis difiere de la del glucdgeno y almidon en que
no requiere de intermediarios fosforilados, En efecto, la energia
necesaria  para la condensacién de Ios residuos glucosidicos es
proporcinnada por la hidrdlisis del ealace osidico de 1la sacarosa,
debido a que la energia libre de hidrélisis es de -6.6 kcal/mol y la

rnergia necesaria para la formacién de un enlace a{1-6) en la dextrana es

16
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de 2.0 kcalfmol (Bassid y Neufeld, 1962). De esta forms, 1s reaccidn de
sintesis de la dextrana (Fig. 1) es irreversibile a causa de la gran

diferencia entre las energias de hidrélisis y condensacida (Hehre, 1946}.

Los primeros trabajos sobre sintesis enzimitica de dextrana, se llevaron a
cabo por Hehre ea 1946, quien observs que existia una relalidn entre la
dextrana v e) azdcar veductor producidos y que esta produccidn estaba

asociada a 1a hidrélisis de sacarosa.

Posteriarmente Brock Neely y Nott (1962),indicaron que la dextransacarasa
es inducida por la sacarosa y que aparentemente la porcién fructofuranoss

de la sacarosa es 12 que provoca que la induccidu tengs lugar.

Por otra parte, Luzio v Mayer (1983) demostraron 1la capacidad de 1a
dextransacarasa para catalizar la ruptura de la sacarcsa y !a formacidn de
los enlaces glucosidicos a(1-8) de la dextrana. Asi tasbién observaron
que en los primeros momentos de la reaccidn de sintesis, la ruptura de
la sacarosa era mds rdpida que Ja formacidn de dextrana ¢ que conforme la
reaccidn se desarrollaba, la relacién disminuia rdpidasente thasta un

punto donde 1a formacién de la dextrana era la actividad

predominante scbrepasando dos veces la velocidad de ruptura.

tstas  investipadores concluyeron que la hidrdlisis de 1la sicarosa era
competitiva cont la polimerizacién y con 1la transferencia de residuos
D-glucosidicos. presentdndose evidencia de que una s0la enzimg
catalizaba las tres ceacciones; asi propusieron la existencia de una forma

r-gluccsilada de la enzima que era comin a las tres actividades.
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Por otro lado, aunque la sacarosa es el sustrato especifico para la
dextransacarasa, s; ha encontrado que el fluoruro de a-D-glucopiranesil
y el p-nitrofenil-a-D-glucopiranosido son también sustratos para la enzima,
aunque peneran velocidades de reaccién mucho mds lentas gque 1la

nbtenida con sacarosa (Robyt, 1986).

Por lo que al origen de la dextrana se refiere, Hehre (1946), demostid gque
las dextranas sintetizadas enzimiticamente en un amblente libre de
células, eran idénticas serolégica y quimjcamente a las dextranas

elaboradas en cultives con bacterias de los cuales deriva la enziwa.

B. MECANISMD DE SINTESIS ENZIMATICA DF DEXTRAMA.

Se puede considerar la accion catalitica de la dextransacarasa como una
combinacién de reacriones que hacen intervenir al sustrato y a las
moléculas aceptoras al lado de los sitios activos de la enzima, En este
esso, tres actividades pueden estar asociadas al sitio activo de la enzima:
el enlace y la hidrélisis del sustrato y 1la transferencia de grupos

a=D-glucopiranesil 2 una molécula aceptora.

El equipo de Robyt de 14 Universidad del Estade de Town (1974-19579)
publicd una serie de trabajos que demuestran el mecanismo de accidn

catalitica de 1la dextransacarasa de Leuconustoc mesenteroides.  Fse

mecanismo hace intervenir un cosplejo  enzimitico active entre la

dextransacarasa, la glucosa y la dextrana. La glucosa es enlazada entre la
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enzima y la dextrana por un ataque nucleofilico del oxigeno ligado al
catbono 6 de la glucosa, sobre el carbono 1 de la dextrana, para formar un
enlace glucosidico  a{l-6), Un grupo nucleofilico del sitio activo de la
anzima es entonces liberado y permite la hidrélisis de 1s sacarosa, asi
como la formacién de un complejo glucosil-enzima. E1 oxigeno ligado al
carbono 6 de esa glucosa repite el mecanismo, atacando al carbono 1 de la

dextrana (Fig. 3)

Este mecanisme implica la existencia de dos grupos cataliticos equivalentes
sobre 1a enzima: X1 v X2, Inicialmente los dos grupos atacan a dos
mnléculas de sacarosa dande 2 complejos glucosidicos. A coatinuacidn, el
oxigeno ligado al carbono 6 de uno de estos 2 grupos efectla una ataque
nucleofilico sobre el carbono 1 del otro grupo, formando el enlace
a{1-6). Se lleva a cabo al misso tiempo otro ataque nucleofilico a
una nueva molécula de sacarosa, de tal manera que la cadena en crecismiento
va desplazindose de uno a otro de los grupos cataliticos. £l mecanismo se
repite nuevamente con el ataque del oxigeno del carbono 6. en esta ocasidn,

de la tercera unidad de glucosa sobre el carbono 1 de la segunda unidad.

La terminacion de la cadena se realiza cusndo la fructesa alcanza la
concentracion suficiente para competir con el complejo glucosil-enzima de
uno de  los sitios activos. En este caso, la dextrana es liberada ‘y el
crecimiento de la cadena es detenido (Fig. 4). En este mecanismo un
grupo hidroxiln de 1la moléeula aceptora, efectds un ataque nucleofilico

sobre el carbono 1 de la dextrana.
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C. REACCIOWES DR ACEPTOR.

Cuando al sistems sacarosa-dextransacarasa se le afiaden otros carbohidratos
diferentes a 1a sacarcosa. el prupo D-glucosil de la sacarosa es desviado de

la sintesis de dextrani y es incorporado al carbohidrato afadido llamado

aceptor. Cuando el aceptor es un azdicar de bajo pese molecular, tal
como un monosacdride., disacdride o trisacarido, el producto es también
de bajo peso molecular. incrementdndose solo por el peso  molecular del

grupo D-plucosil  afadide. Algunes de estos productes soenm  a  su ver
aceptores, y en estos casos. el resultado es una serie de productos areptor

howélogos (Robyt y Walseth, 1978),

%o obstante, con otros azicares, los productos obtenidos se clasifican
como aceptor pobre o no aceptor. Tal es el caso de la reaccidn de la
D-fructosa  como aceptor para formar el disacdrido  leucrosa
(5-0-a-p-glucopiranosil-D-fructopiranosa), el curl ya no actia como aceptor

(Robyt y Walseth, 1978).

Se ha observado que una gran diversidad de carbohidratos pueden actuar como
aceptores. La tabla 2 muestra algunos de ellos con los productos

resultantes de la accidn de 1a dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides

NRRL B-512F.
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TABLA 2. ACEPTORES Y PRODUCTOS DE ACEPTOR DE LA REACCION DE
DEXTRANSACARASA DE Leuccnostoc mesenteroides B-512F
GON SACAROSA.

ACEPTOR PRODUCTOS GENERADOS

D-Glucosa series de isomaltodextrinas

D-Fructosa leucrosa e isomaltulosa

D-Manosa a-D-glucopiranosil-B-D-manopirandsido

D-Galactosa a-D-glucopiranosil-g-D-galactofurandside
Isomaltosa series de isomaltodextrinas

Haltosa panosa v homdlogos superiores de isomaltodextrina
Lactasa 2(Gluc) -a-D-glucopiranosil-lactosa

Dextrana B-~512F a(1-3)-dextranosil-dextrana o
a{1-3)-glucopiranosil-dextrana

Fuente: Robyt, 1986.
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Los estudlos relacionados con el wecanismoe de reacciones de aceptor (Rebyt
y Malseth, 1978), demuestran que &ste interactias con el intermediario
enzima-glucosil o enzima-dextranosil para liberar las unidades D-glucosil o
dextranosil del sitio activo de la enzisa, con la formacidén de un
enlace covalente entre la D-glucossa o la dextrana y el aceptor. La
reaccidn de aceptor termina la polimerizacién de la dextrana, liberdndola

del sitio activo.

Durante la sintesis de dextrana, a partir de sacarosa por la
dextransacarasa B-512, los disacdridos leucrosa e isomaltulosa son
formados siempre como subproductos, resultantes de las reacciones de
aceptor de 1a D-fructosa liberads de 1la sacarosa en 1la reaccidn de
polimerizacién. Adicionalmente existiria una actividad invertasa asociada
@ la enzima s5i el agua actia como aceptor y libera la wunidad D-glucosil

del sitio active de la enzima.

La maltoss es considerada el aceptor mis efectivo en 1la reaccién con
destransacarasa. Sus productos son miembros de la serie
isomaltodextrin-maltosa con grados de polimerizacién de 3 a 6. desviando
ads del 75% de las unidades D-glucosil de 1la sacarosa a la formacidn de
estos productos (Rebyt y Eklund, 1983); entre ellos se encuentra
un triolésido 1llamade panosa (a(1-6)-D-glucosilmaltosa), come sus
homd logos {somalto - oligasidos.

los trabajos de Tsuchiya et al. (1953) ¥ de Oriel (1982}, han puesto de
manifiesto los factores que afectan ¢l peso moleculay de las dextranas
sintetizadas enzimiticamente y enfatizan el efecto que tiene la relacidn

sustrato-aceptor, en el grado de polimerizacién de la dextrana sintetizada,
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Por ntra parte, Hehre en 1953, demostrd que las dextranas e peso molecular
pequefio actian como aceptores de una forsa mds eficiente que 1la maltosa o
1a gluccsa, para la modificacidn de la sintesis de dextrana, aunque esta
relacién posteriormente fue estudiada con mayor profundidad por Paul et
al, (1984, 1986), demostrando que la adicidn de aceptores tal como la
maltosa al wmedio de sintesis de dextrana. resulta en un
aumento significativo en la velocidad de reaccién y  favorece 1la
produccién de oligosacdridos. debido a que la transferencia de los residuos
glucosidicos al aceptor afadido es mds rdpida que al cosplejo

enzima-destranosil.

D. FORRACION DE RANIFICACIONES.

La biosintesis de enlaces a(l-3) (ramificaciones) de 1la dextrana de

Leucnnostoc mecenternides NRRL B-512F. fue estudiads en 1976 por Robyt v

Taniguchi. Estos autores demostraron que este tipo de enlaces, se producen
cuando un grupo hidroxilo del carbono 3 de la dextrana libre en solucidn.
efectia un ataque nucleofilico al carbono 1 del grupo glucosil o del grupo
dextranosil del complejo glucosil-enzima o dextranosil-enzisa. De esta
forma se libera a la glucosa o a la dextrana y se forma un enlace
ramificado enrre la dextrana .aceptora y 1a glucoss o la dextrana de 1la
enzima (Fig. 5)}. Esta reaccidn detiene el crecimiento de la dextrana y
cuando el aceptor es la misma dextrans. provee un wmecanismo para la

sintesis de enlaces ramificados.
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FIGURA 5.- MECANISMO DE FORMACION DE RAMIFICECIONES

& : DEXTRANA CON UNIDAD GLUCOPIRESISIL
UNIDA CON ENLACE =(1-3)
8,- D?XTR}}NA CON CADENA RAMIFICADL %
1-3
Y y 2 : NUMERO INDEFINIDO PE UNIDRES
GLUCO®IRANNSIL UNIDAS EMoc(1-5}

o
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Braswell et al. (1962) wostraron que durante el curso de ia reaccidn de
sintesis enzimitica de dextrana B-512F, la velocidad de ramificacién se
{ncrementa paralelsmente 2] peso molecular de la dextrana, smientras jue la
viscosidad intrinseca del medio de reaccién disminuye a causa de 1la

variscién del ziado de ramificacién.
11.2. DEXTRANSACARASA.

Lo dextransacarasa es una glucosiltransferasa, que cataliza la reaccidn ~de
sintesis de dextrasa a partir de sacarosa. Varios microorganismos son
capsces de producirls en forms extracelular, principalmente entre los

géneros Leuconostoc, Streptococcus y Lactobacillys,

La cepa wmis estudiada productora de dextransacarasa es Leuconostoc
mesenteroides NRRL B-512F. Este microorganisme en condiciones favorables.

excreta al medio de cultivo la enzima.

Estudios sobre la compesicidn de la dextransacarasa B-512F han mostrado que
esta enzima estd constituida por 4cido aspirtico (12.52%), glicina
(13.38%), dcido glutdmico (10.41%), Lisina (10.0i%X), sarginina {9.67%) ¥
alunina- (8.81%). Asi mismo, la enzima muestra un peso molecular de

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

En general, la dextransacarasa de Lceuconostoc mesentecoides tiene un dptimo

de octividad a pH de 5 ¥y a 30°C, Los valores de Ka para la sacarosa son del

orden de 0.01 a 0.001 M ,
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En 1979, Robyt y Walseth realizaron la hidrélisis dcida de la
dextrensacarasa B-S512F purificada y wmostraron que se trata de una
glicoproteina, cuya fraccion carbohidrato estd principalmente constituida

por D-msnosa asi comc por trazas Jde glucosa y galactosa.

Algunos iones metdlicos inactivan a la dextransacarasa B-512F, sin embarg.,
el calcio restaura la actividad en-imdtica. Por este motivo se ha pensado
que la enzima existe bajo la formi de una metaloenzima con el calcio (Brock

Heely, 1960},

De igual forma, Robyt y Walseth {.373), observaron que la dextransacarasa
B-512F purificada y almacenada & 4&°C perdia rdpldamente su actividad
mientras que el almacenaniento a -15°C reducia aproximadamente el 60% de
la actividad enzimdtica en un periodo de 20 dias. Sin embargo demostraran
que la adicién de 4 wg/ml de Jextrana estabilizaba a la enzima,

menteniendo su actividad origiral durante el mismo periodo de tiempo.

Estos miswos autores demostraron que la dextransacarasa B-512F purificada,
presenta dos bandas con actividal dextransacarasa en electroforesis sobre
gel de poliacrilamida y que existe un fendmeno de agregacidn de la enzima,
aparentemente producido por interacciones entre las mismas moléculas de la

enzima ¥ que no es debido al crapleio que forma la enzima con la dextrana.

Por otro lado existen algunos <studios sobre 1a caracterizacién de
dextransacarasas producidas por -tras cepas de Leuconostoc, como es el
caso del trabajo realizado por Kobayashi y Matsuda (1975) sobre la

caracterizacién de las dextransacarasas de Leuconostor mesenteroides
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NRRL B-1299. Estos investigadores encontraron que la ceps B-1299
presentabe 2 enzimas relaclonadas con ese actividad, con pesos soleculares
de 69,000 para 1a enzima 1 y 79,000 para la enzims 11, determinados por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, estas dos enzimas no
presentaron subunidades estructurales. Ls enzima 1 wmostré un pR Gptimo
de actividad de 6.3 - 6.5, wmlentras que la enzima 11 de 5.5 8 5.5 . Se
reportaron, asi mismo, valores de Km para la sacarosa de 10.7 ¥ 250 aM
para las enzimas [ y 11 respectivamente. El polimero sintetizado por la
enzima 11 estd constituido pov yna cadena principal de ealaces a{l-6) que
constituye el 66X de los enlaces totales, 27X de enlaces a(l-2) y un 1%
de a(1-3). La dextrana producida por la enzima 1 estd constituida por un

65% de enlaces a(1-6) lineales y 35% de enlaces ramificados a(l-2).

Chté y Robyt (1982) estudiaron las glucansacarasas de leuconostoc
mesenteroides NRRL B-1355 vy observaron que el microorganisae preduce dos
enzinas que sintetizan dos a-D-glucanos diferentes. Separaron los polimeros
1lamindolos fraccion Ly S; las fraccién L resultd ser una dextrana
similar a la que produce la cepa B-512F con un 95% de enlaces a(l-6) y 5%
de enlaces ramificados a(1-3). La fraccidn 5 fue denominada ~alternan”
debido a que su estructura estaba compuests de una secuencia alternada de
enlaces a(1-6) y a{1-3) vy el palimero fue resistente a la hidrélisis con
endedextranasa. Por tal motivo, la enzima que sintetizd la fraccidn S fue

11 wmada alternansacarasa que presentd un pil dptimo de actividad de 3.5 .
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11.3, PRODOCCION DE DEXTRARSACARASA,

El proceso tradicional de produccidén de dextransacarasa se lleva a cabo

por el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-512F en soluciones

de sacsrosa fortifiesda con nutrisentos y manteniendo condiciones
éprimas para el crecimiento del microorganismo. Durante 1la fermentacidn
liquida 1a bacteria crece fermentando }a sacarosa y  excretando la
dextransacarssa al medio de cultivo. de donde posteriommente puedr ser

purificada.

Como se menciond anteriorsente, una variedad de bacterias pertenecientes
al grupo Lactobacillacese producen la dextransacarasa. El aicroorganiseo
tipico para 1la prodaccida de ests enzima es Leuconustoc
sesenteroides, esta bacteria es siembro de  1la familia Streptococcacese,
génere Leuconostoc, Lis células pueden sar esféricas pero frecucntemente
son lenticulares y usualmente existen en pares y en cadenas, Es gram
positive ¥ anaerobic fscultstivo, no presenta wovilidad y no forma
esporas. Sus colonias son pequedias, generalmente mencres de 1 ma de
didmetro. los cultivos en caldos nutricives presentan una turbidez
uniforme y Alpunas cepes forman largas cadenas que tienden a sedimentarse,
lLa temperatura Gptima de crecimiento es de 20 a 30 o¢C, es no
patogénico, y requiere &cido nicotinico, tiamina, Dbiotina, 4dcida
paantoténico, asi como los aminodcidos valina y dcido glutdmico para su

crecimiento.
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El craciwdemo fe este mmoroprnpatiwso Hopentde dle In o presencin de wm
cashobifirato fermentdhde: 1a plucoss -us  fermentuin por (e wiia thexosae
aonofosfato prfiuciendo @citio aotden. idxatlo ite wathmw w otopdl.  Bxitaee
1acibién un meihuldsen aerdbap oxidative, que protluce glioxtddo dte cothom,
acidos léctice v actrice. ke 5 D MAUTTOLROSEO prakeslitioe oy
alprnas Oeprs foreafioras e destrans ccontipnen ddestronsacamen e a
1z pared celauler. fungue -2n KLgunes Oepns Be [PYepeIls muoeria capadloar., mo
se forws unn verdadera cipsuls buoteniane (Garvie,  E). Su crecimisnro
se renlizs & Telures fe g He 3 a7y oo aepas pootuctoras e Hoxtoma

pusden ser pisnlafdes dr la vofis de sobo.,

3. PERNENTACHN CONIRRUENEL.
Durante la fermentacifm cuouencinned avurven 3 fnees:

1. Fase de crecimisrts d=1 wicepanganiame.,
2. Fase 8¢ profunciim de la euzisa.
3. Fase de reactidn entre le aivzon v As Btgrone

producisndn devtroos .

En los esrudios de Tsuchiva et 2], (1952) satre dns «tfentos dle «ikantns
factores del medio de culrivo en 1a produccidn die dextransacernsa, Ae
demostré que 1z sacarosa &5 esenciel pars Ja  produsoiin de da amziss, 1
ricroorganisme puede crecer teniente <omo fusnte e carbono mmusn;

fructosa o maltosa, pero sin infaocsdmn de 1 Bextrensacatusn,
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Durante el curso de la fermentacidn, el pH del medio de cultivo decrece

debido a que el microorganismo produce 4acido ldctico al fermentar la

- sacarosa.

El efecto de la concentracidn inicial de sacarosa fue estudiado también por
Tsuchiya. habiendo determinado que el rendimientu de la enzima es dptimo
a concentraciones de sacarosa del 5%. Sin eambargo, a estos niveles la
viscosidad del wmedio es alta por la produccién de dextrana, lo que
dificulta la separacién de las células al concluir la fermentacién. De
esta wanera definid una concentracidén Jptima de sacarosa del 2% para
producir la enzima,

Asi también, determind un pH inicjal de 6.7 para la mixima produccidn de
enzima y observd que los iones amotio ejercen un efecto desfavorable sobre
el crecimiento del microorganismo ¥ por lo tanto, sobre la produccién de
la dextransacarasa. FPor esta razon recomendé la wutilizacidn de soluctiones

de NaOH o KOH para controlar el pH del aedio de cultivo.

Dentro del intervalo de temperatura de 20 a 29°C, Tsuchiya et al. (1952)
cbservaron el miximo rendimiento enzimitico a 23 ©C, aleanzando una
actividad final de dextransacarasa de 40 & 70 UDS/ml (UDS = Unidades

dextransacarasa}.

Hasta hace poco estas condiciones se consideraban como las dptimas para la
produccidn de dextransacarasa. Sin embargo, el sistema empleado por Lipez y
Monsan (1979), resulté en niveles mucho mis elevados de dextransacarasa.

Se reportan 180 UDS/ml, mientras que Alsop (1983) reproduciends el método
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de  Schneider obtuvo 300 UDS/ml, Las elevadas con;entr-ciouel de
dextransacarasa, se obtuvieron gracias s la cuidadosa optimizacidn de lt;s
condiciones del proceso, y en particular al control de los niveles de
sacaresa durante la fermentacién. Dichas concentraciones se mantuvieron
alrededor de 0.5 a 1.0% por adicién continua de sacarosa, particulammente
durante la fase de crecimlento donde 1la produccidn de la enzima es

inducida.

pd DEL MEDIO DE FERMENTACION.

Koepsell et al. (1952) determinaron un pH éptimo de 6.5 - 7.0 para la
produccién de la enzima yun pH de 5.0 - 5.2 para la sixima actividad
enzimitica asi como para la estabilidad, pues a pH de 6.7 la enzima es muy

inestable.

Alsop (1983), sugiere que la ferwentacidn se lleve a cabo regulando el pH
a 6.1 para favorecer la produccién de enzima y que al témmino de la
fermentacién, el pH del medio se ajuste a un valor de 5.2 para favorecer la

estabilidad enzimdtica.
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TEMPERATURA .

La regulacién de la temperatura de la fermentacién es un pardmetro critico
e interdependiente del pH. Asi aunque Koepsell (1952) mostrd que el pH 6.7
es dptimo para el crecisiento, este valor es aplicado para una temperatura
de 23 9C. la temperatura Optima para el crecmiento de Leuconostoc es de
29 a 309C, pero este valor es muy alto para una mixima productividad de
enzima. Como se puede ver, la combinacidn ideal de temperatura y pH
Sptimos es extremadamente critica para la obtencidn de miximos rendimientos

de la enzima,

AIREACION,

Jeanes et al, (1948), ohservaron que la aireacién del medio de cultivo
desfavorecin la formacién de dextrana aparentemente sin afectar la
produccién de enzims. Como consecuencia, se evitaba el aumento de

viscosidad en el medio y la separacidn de células se realizaba fdcilmente.
Alsop (1983), reporta que mediante la aireacidn se  incrementa el

crecimiento del microorganismo y por consecuencia la produccién de la

enzima.
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NUTRINENTOS.

El medio de crecimiento para Leuconostoc mesentersides v de produccion de

dextransacarass, deberd contener sacarosa como fuente de carbono, una
fuente de nitrdgeno orgdnico, generalmente sélidos de agua de remojo de
maiz o extracto de levadura, que adicionalmente provean de factores de
rrecimientc necesarios para el amicroorganismo. Ademds, es necesaria una
fuente de fosfato, normalmeste K2HPO4, que tiene la capacidad
adicinonal de amortiguar el pH del medio de cultivo. Por otra parte
es importante adicionar elementos traza para asegurar un  buen
desarrollo de 1la bacteria. Koepsell y Tsuchiya (39) reportaren la
utilizacién de una mezcla de minerales, conocida como “sales R", que
incluye sales de magnesio, manganeso, flerro ¥ sodio. En estudios mds
recientes se introdujo el empleo de cloruro de calcio al 0.005% para
obtetier una mayor estabilidad de la enzima (Ldpez y MNonsan, 1980). Asi
también, la adicién de un detergente no-idnico como el Tween-80 a
concentracién de 0.1% ha demostrado estabilizar coapletamente a la
dextransacarasa. segin datos reportados por Miller y Robyt (1984);
ademds de que este tensoactivo ayuda a la permeabilizacidn de la pared
celular del microorganismo, favoreciendo la excrecidn de la enzima al

medjo de cultivo.
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C." PERMENTACION DISCONTINUA.

Tomando en cuenta que la sacarosa juega un doble papel en 1la produccién de
dextransacarasa, como sustrato y como lnductdr de la enzima, A. Lopez
{1979) realizé una serie de experimentos que lo condujeron a Ia obtencldén
de altos rendimientos de enzlma. Ldpez produjo la dextransacarasas B-312F,
partiendo de un aedio de sacarosa al 2% y afiadicndo en forma continua
durante el crecimiento del microorganismo, una solucién de sacarosa de
1kg/l a razda de 20 gflvh. De ests farms la fermentscidn se prolangd por
10 horas y se obtuvieron 180 UDS/al, debide a que la velocidad de adicién

fue muy semejante a la velocidad de consumo de sustrato,

Las estudios hssta aqui reportados se refieren s la dextransacarase
§-512F. Sin embarge en los escasos reportes sobre gproduccidn  de
dextransacarasa B-323 y dextransacarasa B-1498 se utiliza el mismo medio de

culetive.

11.4. PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA.

las técnicas convencionales ut{lizadas para la purificacién de enzimas, se
basan principalmente en propiedades fisicoguimicas de las particulas. tal
es ¢] casq de )a carga eldctrica en la electroforesis, el peso molecular
en la cromatografia de exclusidn en gel, 1las fuerzas de atraccidn entre
moléculas en la extraccién liquido-liquido, Entre estas técalcas. la
extraceida liquido-liquido resulta de particular interés para la

purificacidn de dextransacarasa.
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En los procesos bioldgicos, la extraceidén con solventes orgénicos es
utilizads sélo en casos muy especificos, debido a2 que las blomoléculas son
generﬂllfznce dafladas por tal tratamlento. Las grandes diferencias en
tensidn superficial y constante dieléctrica entre soluciones acuosas y
salventes organicos, causa el desdoblamiente de las biomoléculas por la
exposicidn al mismo tiempo s los dos soplventes (Mattiasson, 1983); de esta
forma, los sistemas acuosos resultan coko alternativa para la separacidn

de epzimas.

A, EXTRACCIO¥ LIQUIDO-LIQWIDO CON POLIETILENGLICOL.

Las wmoléculas de tamafio importante y solubles en un miseo solvente,
conducen frecuentewente a ia aparicién de fases liquidas inmiscibles. Este
fendmeno es llasado “incompstibilidad de polimercs®. La razdén de 1a
{ncompatibilidad es la incapacidad de la cadens polimérica para penetrar
dentro de 1a estructura del otro poelimero., Por lo tante, &i se wezcla un
polimera A ¢on un polimero B & clertas concentracienes, no se obtlenen
mezclns homogéneas sino grandes  agregados de  macromoléculas con una

fuerte tendencia hacia la separacidén de fases (Kula, 1979).

Entre los sistema bifisicos wds conocidos, se encuentra el sistema
dextrana-~polietilenglicol {PEG). En este sistema, la separacidn de fases en
ngua, €5 la consecuencia de la desestabilizacion del sistesa por la
introduccion de dos especies moleculares, una de las cuales preseata un

cardcter hidrofdbico netamente superior al otro. El polimero hidrofdbico
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(eﬁ este csso €1 PEG) impone una disminucidn de 1ls entropia del agua
alrededor de los grupos CH2-CH2, quedando el sistems soluble gracias a las

funciones éter y alcobol.

La separacién de fases comienza cuando el nivel energético de moléculas de
agua, ligadas a la dextrana. es superior al nivel energético de las
moléculas libres asociadas entre ellas. De esta forma, el comportamiento
de los poliseros en solucién, puede caracterizarse por un diagrama de
fases como el que se presenta en la figura 6. En este si{stema, la
dextransacarasa es obtenida en la fagse rica en dextrana, ya que la enzima
se encuentrs ligada a las cadenas de polimero naturalmente existentes en la

fermentacidn.

La distribucién de moleculas entre las dos fases es caracterizada por el
coeficiente de particiéon (K part), definido como la relacién de las

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

Kpart = Csup |/ C inf

En el gistema dextrana-PEG, el coeficiente de particidéa de algunas enzimas
varia ligeramente con la temperatura; los valores del coeficiente de
particién usualmente son mds altos a baja temperatura, pero el trabajar a
tesmperatura ambiente favorece el decremento de la viscosidad del sistema y
posteriorsente resulta wds ficil la recuperacidén de la fase dextrana. De

esta manera, la extraccién en sistemas acuosos, ofrece una técenica
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DIAGRAMA DE FASES

% PEG

3c

% DEXTRANA

FIGURA 6.- DIASRAMA DE FASES DEE SISTEMA DEXTRANA-POLIETILENGLICOL

Las lineas PD o P'D' reoresentan la comnosiciéin de las
dos fases en equilibrio.

Los ountos P y F' representan Va composicin de 1a fase
rica en polietilenqliicol.

Los puntos D y D' reoresentan a comoosicibn de 12 fase
rica en dextranra.

E1 nunto 4 reoresenta 1a composicifn total del sistema.
K es ] ounto critico,
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II1. MATERIALES Y METODOS

TI11. 1. PRESERVACION DE LAS CEPAS.

Las cepas fueron obtenidas de la coleccién NRRL (Northern Regional
Research Laboratory) de Peoria, 1L. {(USA). Los liofilizados fueron
disueltos en S0 al del medio reportado por Lopez y Monsan, 1980 {medic A,
tabla 3) y fueron incubados a 30°C durante 12 horas. Posteriormente se
tomaron muestras de 1 ml de este cultivo en viales, se les adadié 1 ml de
glicerol al 30X y se preservaron en congelacion a =15°C. Cadn vial se

utilizé como iniciador de un indculo.

II1.2, PRODUCCION DE DEXTRAMSACARASA.

MEDIO DE CULTIVO.

Se tomd como base el medio de cultivo reportado por Lépez y Monsan (1980),

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

Tabla 3) ¥ se probd otro medio de cultivo (medio B) agrcgendo maltosa y

Tween 80 al medio A (Tabla 2).

41



TABLA 3, COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

MEDPIO At

(gl 1)
SACAROSA 20
EXTRACTO DE LEVADURA 20
K2HPO4 20
MgS04 0.2
€aCl2 0.05
NaGl 0.01
Hnso4 0.01
FeSO4 0.01

MEDIOGC B*
(el 1)

MEDIO A
+

MALTOSA 10
TWEEN 80 1

¢ E1 pH del medio de cultivo se ajusta a 6.9
con dc. orto-fosférico.
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DESARROLLO DEL INOCULQ.

Para el desarrollo del indculo se tomd una muestra de la cepa preservada
(vial congelado) y se inoculd en un matraz con 50 al del medio de cultive
A se {ocubd a 309C en una incubadora con agitacidén reciprocante Hnd,
R-23 de New Brunswick Scientific, Edison NJ, USA a 100 rpuw y durante
12 h; de esta forma se realizan los indeules para iniciar cada

fermentacién.

CONDICIONES DE FERMENTACION,

Se realizaron fermentaciones liquidas en matraces Erlenmeyer de 500 ml

con un volumen de 200 al del medio A y B baje las siguientes condiciones:

- 10% de indculo

- Temperatura controlada a 299¢C

- Agitacidn de 100 rpm

« pH inicial del amedioc de cultivo de 6.9 (sin control)

- Tiemwpo aproximado de fermentacidn 7 ~ 9 b

También se realizaron ferzentacjones retroa)inmentadas como las descritas
pur A, lopez (1979), en dos tipos de fermentadores. Primeramente se utilizé
un fermentador de 0.3 1 BinFlo Hod. C30 de New Brunswick Scientific,

Fdisen NJ. USA. con controlador de pi Hod. pi=22 v posteriormente se
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utillzé un fermentador de 4 1 de volumen de trabajo, de Lh Fermentation
2000 Series 1: estas fermentaciones se realizaron baje las siguientes

condiciones:

- 10% de indculo

- Temperatura controlada a 29°C

- Agitacicn de 600 rpa

- Aireacion de | vvm

- pH controlado a 6.9, con una solucidn de
sacarosa «00g/1 en NaOH 2N

- Tiempo aproximado de fermentacién: 7 - 9 h

CONTROLES DURANTE LA FERMENTACION.

purante la fersentaciéon se tomaron muestras cada hora y el crecimiento
celular se determiné por densidad dptica a 650 nm en un espectrofotdmetro
UV{VIS Lambda 34 Perkin Elmer Mod. 41. A estas muestras se ajusté el pH a
5.2 con fcido >rto-fosférico y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 15 min

y al sobrenadante se le midié la actividad de dextransacarasa presente.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA.

la actividad dextransacarasa presente se estimd por wmedicidn de los

azlicares reductores liberados durante la reaccidn enzimitica, en presencia
-

de 10% de sacarosa a 309 y pH = 5.2, por el wmétode del dcide

3.5-dinitrosalicilico (BNS) reportade por Sumner y Howell (1933).

Una unidad dextransacarasa (UDS) estd definida como la cantidad Je enzima
que convierte 1 =g de sacarosa en dextrana en una hora a 30°C v pH 5.2
(determinada por el incremento en el poder reductor calrulade como

frucrosa) (Koepsell et al., 1952).

La actividad enzimdtica ha sido igualmente expresada por Raboli » Reilly
(17980}, ¢omo la cantidad de enzima que libera I pmol de szlear reductor en
I minute (U) a pH 5.2 y 30°C. La equivalencia entre estas dos definiciones

de actividad es la siguiente: 1 U = 20.52 UDS.

La determinacidn de la actividad enzimitica se llevé a cabo midiendo la
velocidad iniclal de produccién de fructosa. En una celda de vidrio
enchaquetada, a 30 °C v con agitacidn magnética, se pone en contacto 10 ml
de una solucidn enzisitica diluida en buffer de acetatos pH 5,2 de forma
que presente una actividad entre 10 y 40 UDS/ml, con 2 ml de una
solucidn de sacarosa de 600 gf] para obtener una concentracidn final de

sacarosa de 100 g/1.
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DETERMINACION DE PROTEINA.

La determinacién de proteina soluble, tanto de 1los sobrenadantes de
fermentacién como de las preparaciones enzimdticas, se realizé siguiendo el

método de Lowry modificado por Peterson (1977).

II1.3. PURIFICACION DE DEXTRANSACARASA.

Al témmino de la formentacidn, se ajusté el pH del medio de cultivo a 5.2
con dcido orto-fosforico y se centrifugd para separar el material celular a
12.000 rpm. durante 15 min a 4 °C en una centrifuga refrigerada Janetzki
K24, Mod. HLW. Cuando se realizaron fermentaciones de & 1. se utilizd
una centrifuga continua wmarca Sharpless a una velocidad de 15,000 rpa

con un flujo éz 190 ml/min.

EXTRACCION LIQUIDG-LIQUIDO.

Dadas las ventajas que ofrece la extraccidon liquido-liquide con PEG ea este
sistema y basdndonos en los estudios de Paul et Ial, (1983), en el
preseate trabajo se eligid este método para la purificacién de 1la
dextransacarasa. El sobrenadante obtenido después de la centrifugaidn se
purificé mediante una extraccidn 1{quido-~1iquido. utilizando

polietilenglizel 1500 (PEG 1500).
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Se prepard una solucidn de PEG 1500 a 500 g/l y se aladi$ lentamente al
sobrenatianr.e con agitacidn constente, hasta alcanzar la separacién de
fases. La fase inferior rica en dextranas (asociada a la dextransacarasa)
se resuspendid en una solucién amortiguadora de acetato de  sodlo {(0.05
M, pH 5.2) constiturendo as{ la solucidén enzimdtica que se mantuvo

a temperatura de coagelacién hasta ser utilizada.

ELECTROFORESIS.

Se realizaron electrcforesis en placa sobre gel de poliacrilamida al 7.5% ,
pH 8.3 , en condicicnes desnaturalizantes por el método reportado por Weber
y Osbaorn (1969), vutilizando dodecilsulfato de sodio y B-mercaptoetanol.
para la determinacida del peso molecular de las proteinas presentes en la

preparacidn enzimitica de la dextransacarasa B-523.

Asi también se realizaron electroforesis similares pero en copdiciones no

desnaturalizantes.
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III.4. SINTESLS ENZIMATICA DE DEXTRANA.

La sintesls de dextrana se realizd en un volumen de reaccidn de 100 =l a
una concentracion de sacarosa de 100 g/1 a 30°C en buffer acetatos pH 5.2,

con una concentracidn enzimitica de 20.52 UPS/ml.

La conversidn de sacarosa a dextrana fue monitoreada por la determinacidn
de azicsres reductores libres en el medic de reaccidn por el método del DNS

antes mencionado (Sumser y Howell, 1935).

En el caso de la dextransacarasa B-523, la sintesis de dextrana fue
seguida también por 1a determinacién de lIa viscosidad aparente dJel medio
de reaccidén, con un viscosimetro Brookfield, Mod. RVT de Brookfield
fngineering Lab. con una aguja del No. 3 a una velocidad de 100 rpe y una

temperatura de 2539C.

Cuando la reaccion de sintesis termind, se realizé una precipitacidn
fraccionada ahadiendo lentamente etanol al 99% con sgitacién constante,

para separar la daxtrana sintetizada.

Para el caso de la dextransacarasa B-523, al término de 1la sintesis, el
medio de resccion se centrifugd a 10,000 rpm por 15 min para separar
el polisacdride insoluble formado, posteriormente al sobrenadante se le

realizd la precipitacidn fraccionada ya mencionada.
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Después de precipitar el polisacdrido., la solucidn se centrifugé a 10,000
cpm por 15 win y el polimero precipitado fue secado en una estufa de vacio

a 20 in de Hg y 30°C.

I1I.5. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA

DEXTRANSACARASA.

Para la determinacidn de las constantes cinéticas se realizaron una serie
de reacciones enzimiticas a diferentes concentraciones de  sustrato

siguiendo los métodos clisicos de cinética enzimitica.

I11.6. DETERNINACION DEL pH Y TEMPERATURA OPTIMOS DE ACTIVIDAD

ENZINATICA.

Se realizaron una serie de reacciones enzimdticas a diferentes valores de
pH y temperaturas con un volumen de reaccidn de S mll. ung concentracién
de sacarosa de 100 g/l y una actividad enzimitica de 20.52 UDS/ml. Se
midieron las velocidades iniciales de reaccién por el monitoreo de los

azlicares reductores liberados durante el curso de la reaccidn.
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T111.7. REACCIONES DE ACEPTOR,

Las reacciones de aceptor se realizaron de la misma forma que las
reacciones de sintesis de dextrana., adadiendo ademis maltosa como aceptor
a concentraciones de 10, 25 v 50 g/l, para obtener una relacidm
sacarosa/maltosa de 10, &4 y 2 respectivamente, Durante el curso de cada
reaccidén se tomaron muestras a las que se les determinaron azicares
reductores libres. Las muestras se filtraron y fueron analizadas por

cromatografia liquida de alta presidn (HPLC).

111.8. HIDROLISIS ENZIMATICA DR DEXTYRANA.

Para 1a "caracterizacién de los polimeros producidos se realizaron
hidrélisis enzimdticas de la dextrana. preparando soluciones de 10 g/i en
buffer acetatos pH 5.4 y se afladieron 60 U/ml de 1la endodextranasa
comercial Amano (Enzimas y Productos Quimicos, SA de CV). 1a reaccidn de
hidedlisis se desarcollé a 55°C. Durante el curso de la reaccidén se

tomaron muestras cada hora, se filtraron y se analizaron por HPLC.

T11.9. ANALISTS DE CARBOHIDRATOS POR (HPLG).

Los azicares involucrados en la sintesis de dextrana con aceptores asi
como en la hidrélisis de dextrana, fueron analizados por HPLC en fase
inversa. Se utilizd un cromatégrafo de liquidos Beckman (Mod. 332,

Gradient Liquid Chromatograph. Beckman Instruments Inc.), una columna
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Altex Ultrasphere-ODS C18 (4.6 x 25 @) «con agus como sistema
eluyeate, un detector de indice de refraccidn Altex (Mod. 156, Beckman
Instruments Inc.), un integrador Spectra-Physics (Mod. SPA270) vy un

graficador LKB Bromma (Mod. 2210).

Algunas wuestras de productos de sintesis de dextrana con aceptores fueron

eluidas con un sistems agua:metanol (96:4). 1las condiciones de corrida son

presentada: en cada cromatograma del siguiente capituls de resultados.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

PARTE 1. PRODUCCION Y CARACTERLIZACION DE LA DEXTRANSACARASA

DE Leuconostoc sesenteroides NREL B-1498 (DS 1498).

Esta cepa fue seleccionada de la coleccidn NRRL por el interds en el tipo
de dextrana que produce; segin ¢l reporte de Jeanes et al,. 1954, ests
cepa produce 2 tipos de dextranas de diferentes caracteristicas, que
pueden ser separadas por precipitacién fraccionada coa etanol; de esta
manera, 8 una conceatrecién de 36-37% de alcohol precipits una fraccién L
1lamada "menos soluble® que contiene 94% de enlaces a(1-6) y &% de a(1-3).
Jeanes asegurs que eéxiste aparte una fraccidn S llasads "més soluble™ que
precipita a 40-44% de alcohol y que contlene 62% de enlaces a(l-6), 27% de
enlaces a(1-4) y 11 % de a(l-3). Sin embargo, el trabajo realizado por
Seymour et al. en 1979 sobre las dextranas de 1a cepa B-1498, muestra que
la fraccidn S estd comstituida por aproximadamente 50% de enlaces a(1-6) y
otro tanto de enlsces 3(1-3) y propone que la estructura es una secuencia
alternada de residuos glucosidicos unidos en enlaces a1-6) y a{l-3}, Por
otra parte, con respecto 8 la fraccién L, los resultados de Seymour et
al. (1979) concuerdap perfectamente con los reportados por Jeanes et

al.(1954).
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IV.1. PRODUCCION DE DEXTRANMSACARASA 3-1498 (DS 1498).

A. FERMENTACION HATRAZ .

Se realizaron fersentaciones en matraces Erleameyer. utilizando ranto el
medio A como el medio B. La flgura 7 amuestra el desarrollo de las dos
fermentaciones por sedicién del crecimiento microbiano y la variacidn de

eH.

Al término de las fermentaciones se ohservé un mayor crecimiento en el
sedio suplesentado con maltosa (medio B) obteniéndose B.9 mg de biomasafal,
mientras qQue en el medio normal (medio A} se obtuve 7.5 mg/ml de zedic de
cultivo, Sin cmbargo, 1la sctividad enzimitica de la femmentacidn con
sedio normal fue de 176.7 UDS/ml wieatras que en la suplementada con
maltosa se obtuvieron 156.8 UDS/ml. Lo interesante de esta cepa es que la
sctividad de 176.7 UDS/ml representa un valor cinco veces superior a
1a actividad obitenida con la cepa industrial B-512F producida en las mismas

condiciones.

Por atzra parte el crecimiento del microorgsnismo estuve de scuerdo al
modelo de Monod y tuve une velocidad especifica de crecimiento de 0.67
1/h que resultd ser muy semejante a la velncidad a la cual se desarrolia la

cepa B-512F (G.59 L/h).
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B. FERMENTACION REYROALINENTADA.

Basdndonos en los resultados obtenidos en las fermentaciones en matraz, se
realizéd una fersentacidn retroalimentada de 0.5 1. utilizando el medio de
cultive tradiciona)] (medio A). El pH de la fermentacién fue controlado a
6.9 con una solucidn alcalina de sacararosa, para favorecer el crecimiento
del microorganismo y la produccién de la enzima. La figurs 8 presenta el
crecimiento del

microorganismo en relacidn 4 le actividad enzisitica producida. Como se
puede observar, se obtuvieron hasta 230 (DS/al a las 6 horas de
fermentacidn. sin embargo, hay un decremento en la sctividad hasta un valor
de 210 UDS/ml en la siguient¢ hora de fermentacifn. EBn base a los
resultados obtenidos, se observa un aumento del 30X en ls actividad

enzimitica con respecto a la fermentacidn en matraz.

IV.2. PURIFICACION DE LA DFXTRANSACARASA B-1498 (DS 1498).

El sobrenadante de fermentacién libre de células y a un pH de 5.2 fue
sometido a una extraccién liquido-liquido coa polietilenglicol. Se
agregé paulatinamente la solucién de PEG-1500 al 50X y se observé una
perfecta separacidn de fases a una concentracién final de 16.9% de PEG. La
fase inferior rica en dextrana, donde se encuentra concentrada la
enzima, fue recuperada por centrifugacién a 10,000 rpa durante 10 ain
y resuspeadida en 160 =1 de buffer pH 5.2, coastituyendo de esta forma
una solucidn enzimitica de 650 UDS/sl obteniéndose un rendimiento de casi

el 100% . Los resultados se muestran en la tabla &.
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TABLA &, PURIFICAGION DE LA DEXTRANSACARASA B-1498 POR EXTRACCION

LIQUIDO - LIQUIDO CON PEG.

SORRENADANTE FASE PEG  FASE DEXTRANA

VOLUMEN (al1) 500 750 160
ACTIVIDAD (UDS/ml) 210 0.42 650
CONCENTRACION
DE PROTEINA (mg/ml) 4.16 —eem 5.21
ACTIVIDAD
ESPECIFICA (UDS/mg prot) 50.4 ——— 124.7
RENDINIENTO DE
PURIFICACION (%) o —— 99
FACTOR DB

o 2.47

PURIFLCAGION -
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Como se puede ovbservar, este método es excelente para la purificacion de
dextransacarasa, habie’ndﬂse recuperado en este ensave casi la totalidad
de 1la actividad enzlnét;ca y concentrdndose 3  veces, con un facter de
purificacidn de  2.47 veces. Esta técnica genera niveles de purificacidn
wuy elevados, debido a que 1a dextransacarasa siempre tiepe dextrana
adherida covalentemente., de forma que en estos sistemas PEG-dextrana la
enzima wigra a la fase dextrana mientras que otras proteinas pasan a la
fase PEG. FEn este caso el 60% de las proteinas son eliainadas en la fase

PEG.

IV.3. CARACTERIZACION ENZIMATICA DE LA DEXTRARSACARASA B-1498,
Desp{xés de producir la dextrapsacarasa y de purificarla se trabajé con la

solucidn enzimitica concentrads para caracterizar el comportaamiento de la

enzima.
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A, DETERMINACTION DEL pR Y TEMPERATURA OPTIMGS DE ACYIVIDAD

ERZIMATICA (DS 1458).

Se reslizaron una serie de reaccienes de sintesis enzimitica con la DS
1498, variando la temperatura y el pH del medio de reaccién. Se encontrd
que 13 temperatura dptima s2 actividad enzimdtica fue de 30°C y que el
pH Sptime fue de 5,2 . Estos pardmetros son exactsmente iguales a las
condiciones dptimas de sctividad enzimitica para la DS 512F (Figuras 9y

10).

E. SINYESTS ENZIMATICA DE DEXTRANA B-1498.

lLas reacciones de gintesis de polisers fueron llevadas s cabo con la enzims
DS 1498 asi como con 1w DS 512F simultdnesmente, ambos tipos de reaccidn
fueron efectusdas a 30°C con una solucidn de sacarosa de 100 gf) pH 5.2 ¥

uns actividad enzimdtica de 20.52 UDS/ml.

Las dos reacciones de sintesis presentsron un ausento considerable en 1a
viscosidad del medic de reaccidn durante el curso de 1s coaversidn de
sacarasa a dextrana, Al término de esta reaccifn, Ia prisera comparacidn
entre los polimeros fue hecha en términos de la concentracidn de etancl a
la rcusl precipitan, Se prepararon seluciones de polimero al 5%  coa el
medio final de la sintesis, vrealizando la  dilucién uptbpiada. Se
efectud una precipitacién fraccionada agregands poco a poco etanol y

agitando vigorosamente. No se observd ningln precipitado a 1la
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concentracidn de etanol de 36-37% (en este punto, de acuerdo con Jeanes et
al.. 1954, deberia precipitar el polimero dencminado "fraccién L"}: A una
concentracién de 43% de etanol, precipité toda 1la dextrana B-1498. E1
polimero se separd por centrifugacién y al sobreua;ante se le continud

anadiendo alcohol, sin que se observase precip{taciéu-alxunl.

La conclusién después de varias precipitaciones es que la dextrana B-1498
precipitd casi a la misma concentracidén que la dextrana B-512F, es decir a
43.35% de etanol. Los polimeros preciptados fueron secados bajo un vacio de
20 in de Hg a 30°C. El rendimiento de la precipitacidn fraccionada fue de

95% .

C. REACCIONES DE ACEPTOR COW LA DEXTRAMSACARASA B-1498

(DS 1498).

tos productos de la reaccifn de aceptor por la DS 1498 » DS S12F con
maltasa a 50 g/l como aceptor, s una relacidn Sacarosa/Maltosa (5/M) = 2,
fueron analizados por HPLC., Los cromatogramas de estas reacciones de
aceptor se presentan en la figura 11, en la que se observa que los
productos de las reacciocnes de aceptor son exactamente los mismos para
ambas enzimas. Se forman los oligodextranos denominados DP) (panosa), DP4 y
DP5 resultantes Je la transferencia de una, dos y tres moléculas de glucosa

respectivamente en enlaces a{l-6) a la maltosa.
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DS B-512F

DS B-523

&--=-- TIEMFC

FIGURA 11.- CROMATOGRAMAS DE LOS PROPUCTOS DE REACCINN
DE ACEPTOR ( MALTOSA 5%) CON DEXTRANSACARASA B-512 F
v B- 1498,

COXDICIONES: - Inyeceifn 10 ul , Fluio 1 ml/min.
Eluyente: agua, 64 IR
Velocidad del panel 5 mn/min.

NOTA :  F= FRUCTOSA P~ PANOSA
M= MALTOSA OD= QLIGODEXNTRAN
1= ISOMALTOSA DP= GRANO DE POLIHERIZACION

S= SACAROSA
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Estos resultados obtenidos y el antecedente de Jeanes et al., 1954 de que
esta dextrana presenta una estructura muy semejante 2 la  dextrana B-512F,
nos hace pensar que estamos tratando con una enzima de caracter{sticas muy

similares.

D. HIDROLISIS ENZIMATICA DE DEXTRANA B-1498.

la tercera cosparacion entre las dextransacarasas B-512F y B-1498, se
realizé en términos de ins productos de hidrélisis de la dextrana tratada
con dextranasa. Se realizaron hidrélisis simultdneas- utilizando
endodextranssa Amano que fue agregada a soluciones de poliseros B-1498 y
B-5312F al 1X. la figura 12 presenta el cromatograma de los productos
~de 1a hidrélisis enzimética: en ambos casos (dextranas de las cepas
B-1498 y B-512F) el producto obtenido de la hidrélisis enzimatica es
isomaltosa. Con una actividad dextranasa de 68.6 U/ml, a las 6 horas de
hidrdlisis, se generd un pn.der reductor expresado como glucosa de 4.6 v

4.4 mp/wl para las dextranas B-512F y B-523 respectivamente.
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FIGCRA 12.- PRODUCTOS DY KIDROLISIS ENZTMATICA DE DEXTRANAS
B-1498 y B-512F

CONDICIONES DE OPERACION: Inveccidn 30 ul , flujo Iml/min
Eiuyente agua, 64 IR
“Vel., pavel 5 mm/min

T = 1SOMALTOSA
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PARTE IT. PRODOCCION Y CARACTERIZACION DE LA DEXTRANSACARASA DE

Leuconostoc mesenteroides NRRL 8-523 (DS 523).

Esta cepa fue seleccionada de la coleccion NRRL por el <contraste en las
caracteristicas de la dextrana que produce en rtelacion a la dextrana
B-512F. La principal difereacia eatre estas dos dextranas es en términos de
sclubilidad, ya que la dextrana B-523 es una dextrdana insoluble. Jeanes
et al. (1954), analizarom esta dextrana mediante oxidacidn con periodato
v mostraron que estd constituids de 66X enlaces a(1-6), 10X a(l-4} y 24X de
a(]l-3}. Posteriormente Seymour ¥y Knapp (1980) basados en andlisis por
metilacién, confirsaron el porcentaje de enlaces a(l-3)  encontraron
evidencias de que existen en forma continua, desconociéndose la posicién
de estas cadenas. Seglin estos autores, la introduccidn de segmentos de
residuos continuos, unidos con enlaces a(1-3) dentro de una dextrana,
diswinuye el nimero de conformaciones de sinima energia del polimero,
resultando un productoe con propiedades de insolubilidad. De esta forma,
Seymour y Rnapp (1980) relacionaron la longitud de las cadenas de residuos
glucopiranosil unides en a(1-3) con la dificultad del polisacdrido para
disolverse o dispersarse. El aspecto fisico de la dextrana es el de una

pasta blanca brillante de textura blanda.
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IV.4. PRODUCCION DE DEXTRANSACARASA 3-523 (DS 523).

A. PERMENTACION EN MATRAZ.

las fermentaciones realizadas en matraz Erlenmeyer utilizando el medio 8.
proporcionaron @ejores rendimientos en actividad enzimicica, habiéndose
obtenido 13.5 UDS/ml al final de 1a fersentacién (8h), mientras que con el
mediv A, esta cepa sbélo produjo 9.3 UDS/ml. Durante las fermentaciones
1levadas a cabo con el medio A, se observé que el microorganismo crecié
forsando pequedos agregados ("pellets”) debido a la dextrana insoluble que
se iba produciendo en el curso de 1la fermentacién. Sin embargo, cuando se
utilizé el medio B no se aprecid la formacién de estos agregados, debido a
que la maltosa contenida en el medio B actud como aceptor de la sintesis de
la dextrans y evité 1la formacidn de grandes cadenas de polisacérido.
De esta manera. el microorganismo crecid disperso en el medio. La figura 13
presenta el crecimiento del microorganismo en el medio B, asi comso el

monitoreo de la disminucién del pH del medio de cultivo.

Por otra parte, el crecimiento de Ileuconostoc mesenteroides NKRRL B-523

siguié el wmodelo de Honod y presentd una velocidad especifica de

crecimiento de 0.56 1/h.
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B. FERMENTACION RETWOALIMENTADA.

Se llevaron a cabo una serie de fermentaciones retroalimentadas en
fermentadores de 0.5 y & 1, Se utilizd el medio de cultivo B, y se controld
2] pH a 6.9 con una solucidén de sacarosa 400 gfl en NaOH 2N, E) crecimiento
del microorganismo, asi como la produccion de enzima fueron favarecidos
con el control de pH. Con ésto, la actividad dextransacarasa fue
dunentada de 13.5 UDS/ml por fermentacidn en matraz, a 44.3 UDS/aml
producidas en fermentacidén retroalimentada. De esta forma, el proceso
en "fed-batch” produjo 70% nds enzima que la fermentacién en matraz. El
crecimiento celular llegd hasta una lectura de 17.5 unidades de densidad
6ptica a 650 nm. La evolucidn del crecisiento celular con respecto a la

produccion enzimdtica es presentada en la tiﬁra 14.

IV.5. PURIFICAGION DE LA DEXTRANSACARASA B-523.
A, CENYRIFUGACION CONTINUA.

Al término de las fermentaciones el pH del medio de cultivo fue ajustado a
5.2 para evitar la pérdida de actividad por inestabilidad enzimidtica a pH
6.9 , La centrifugacidn en continuv proporciond muy buenos résultados, pues
separé la totalidad de la biomasa dejando un sobrenadante traslicida
tibre de células. Cuando se traté de centrifugar la fase PFG (fase
superior) de la extraccidn liquido-liquide de dextransacarasa. la
centrifugacidn continua proporciond una buena separacién de la enzima

remanente en la fage superior, recuperidndose hasta el BBX de 1la
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dextransacarass presente en el medio de cultivo original, Cabe sefislar que
generalmente estos sistemas resultan dificiles de centrifugar ea los
equipos con-rotor de nivel laboratorio, debléndose emplear largos tiempos a

®as de 10,00G rps.

3. EXTRACCION LIQUIDO-LIQUIDO.

La D5 523 que se encontraba en el sobrenadante de fermentacidn ys libre de

células a un pH 5.2 se purificéd agregandn vna solucidn de PEG 1500 al 50% .

La separacidén de fases se grodujo a una coacentracién final de PEG de 17X .

" La fase inferior rica en dextrana se recuperd por centrifugacidn continua
como se indicé anteriormente. EL ptecipltado‘ (la fase dextrana conteniendo
la dextransacarssa) se resuspendid en 150 m1 de buffer ecegatos-
constituyendo de esta manera una solucida enzimdtica de 700 UDS/ml y

cbteniéndose un rendimiento en la purificacidn de casi el 90%.

Como se puede apreciar en la tabla 5. el rendimiento de la recuperacidon de
la enzima fue bueno. habiéndose concentrado la actividsd enzimdtica 16
veces del sobrenadante original y purificado 1.57 veces. En este caso
el 56% de las proteinas contenidas en el sobrenadante de fermentavida

fueron eliminadas en la fase PEG.
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TABLA 5. PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA B-523 POR EXTRACCION
LIQUIDO - LIQUIDQ CON PEG.

SOBRERADANTE FASE PEC  PASE DEXTRANA
VOLIMEN (al) 3, 600 5,400 200
ACTIVIDAD (UDS/ml} 4.3 3.6 700
CONCENTRACION
DE PROTEINA (mglal} .59% ——— 5,623
ACTIVIDAD
ESPECLFICA (UDS/ug prot) 73.95 ——— 124,48
RENDINIENTO DE
PURIFICACION (%) i e 87.7%
FACTOR DE
PURLFICACION _—— ———— 1.68
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G. ELECTROPORESIS.

Se realizé una electroforesis en placa de 1a enzima extraids con PEG, en
condiciones no desnaturalizantes com gel de poliscrilamida al 7.5% . Se
observé que toda la suestra aplicada permanecié en la parte superior del
gel, siendo evidencia de que la dextransacarasa tiene un peso solecular muy
elevado o de que la.enzims se encuentra en un estado de agregacidn, ya
sea entre sus propiss cadepas o debido al complejo que forma con la
dextrana. Tomando en cuenta la dltima posibilidad, se decidié tratar a la
preparacion enzimitica con endodaxtranass Amano, para hidrolizar a la
dextrana preseate, Degpués del tratsaiento con estsa encies, se realizd
nuevamente la electroforesis y como resultado se observd la presencis de
proteinas en el punto de aplicacida del gel, indicendo que la preparacida
enzimitica pudo penetrar en el gel, pero desafortunsdamente no se pudo
observar alguna banda caracteristica de la solucidn enzimitica, debido a
un  enmascaramiento provocado por 1a preparacién de dextranasa que
presentaba un contenido extremadsmente alto de impurezas de naturaleza

proteinica.

Posteriormente, se realizd una electroforesis desnaturalizante con 5DS y
f-mercaptoetanol sobre la preparacidn enzimdtica, para determinar el peso
wolecular de la(s) enzima(s) contenida(s) en 1a muestra. Se observaron dos
bandas con movilidades relativas de 0,2837 y 0.8858 lo que indics que en la
preparacidn enzimitica existisn por lo menos dos proteinas. Lo anterior
presenta evidencia de que probablemente la DsS-523 esté constituida por

estas dos proteinas. Las movilidades relativas de los estdindares de
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proteina aplicados en el mismo gel asi como de sus pesos moleculares,
fueron graficados para predecir {sl peso molecular de las bandas observadas
pertenecientes a ls dextransacarasa B-523. Esta gréfica se presenta en la
figura 15, Las estdndares wtilizados fueron: pepsina (35.000 daltoas),

amilasa (45,000). celulasa {52,000) v albimina (64,000) .,

La interpolacidn que se presents en la figura 15 auestra que una de las
cadenas polipeptidicas presenta un peso molecular aproxisada de 1}2.000
daltons y la segunda cadena de 42,000 daltons. Como sugerencia., para
calcular el peso melecular de una manera wis precisa,  se propone utilizar
estdndares de wavor peso molecular en un intervalo en el que pueda

insertarse el peso molecular de la primera bands proteinice detectada,
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TV.6. CARACTERIZACION ENMZIMATICA DE LA DEXTRAMSACARASA B-323.

A. DETERMINACION DEL pB Y TENPERATURA OPTIMOS DE ACTIVIDAD (DS 523).

Se encontrd un pE dptimo de actividad enzimdtica de 5.5 (Fig. 18),
resultando ser muy similar 3l Sptimo de la DS 512F (pH 5.2). Fn cuanto a
la temperatura dptima. 1la DS 523 presentd su mayor actividad a 30°C al

igual que la bS 512F (Fig. 17).

B. DETERNINACION DE LAS CONSTANYES CINETICAS.
Se reslizd una serie de reacciones enzima-sustrato con la enzima purificada
por extraccidn liquido-liquido a diferentes concentraciones de sacarosa,
determinands velocidades iniciales de reaccidn. La enzima DS 523 presentd

el comportamiento clésico de la cinética de Michaelis-Menten (Fig. 18).

Para l1a determinacion de los pardmetros cinéticos se aplicd la forma

ligearizada de 1la ecuacién de Michaelis Menten, conocida como de
Lineweaver-Burk:
(Uvi) = (1 1 VY max) + (Km /| V max S)...... (1)

obteniéndose una constante de Michaelis (Fm) de 0.6058 gf/1 (.00177 N)

para la sacarosa y una velocidad mixima (Vmax) de 0.237 g/l* win (Fig.19).
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Con el abjetivo de comprobar los valores de las constantes cindticas, se
realizé una serie de reacciones a diversas concentraciones de sacarosa (1,
10 y 30%) v a diferentes actividades enzimiticas (4.1, 20.5 y 37 UDS/ml).
El inverso de las velocidades iniciales de reaccidén se graficé contra el
inverso Jde¢ las concentraciones de sustrate, por medie de la ecuacidn de
Lineweaver-Burk, obteniéndose la gridfica presentada en la figura 20. los
valeres cbtenidos para ias constantes cinéticas en este ensayo. resultaron
cercanos a los obteridos anteriormente y son presentados en la Tabla 6.
Tomandc  1as constantes cinéticas obfenidas en el ensayn T (Tabla 6) ¥
sustituyéndolas en la ecuacién de reacter enzimitico bateh para la
cinética de ¥ichaelis-Menten (ecuacién 1), se obtiene la prediccidén de la

conversidn de sustrato con respecto al tiempa:

Vmax ¢ = SoX = Ka 1n (21-X) ...ovvnnrnnrenaninnen (2)

La figura 21  presenta los datos de conversién de sustrato obtenidos
experimentalmente, compardndolos con el mndelo para reactor batch (ecuacidn
2). Cono se puede observar, 1la cinética de reaccidn cumple cun el modele
sidla durante la etapa inicial de la reaccidn. Posteriormente., conforme la
reac:ién transcurre. los porcentajes de conversién se  alejan del
modelo.  uocteniéndose menor conversidn de sustrato que la predicha por el
modelo a un determinade tiempo, Esta disminucién de la conversién es
generalmenta debida a una inhibicién por el products, lo que no  se ha
reportada para las dextransacarasas. Sin embargo. «como se demuestra mas
adelante. en este sistema particular la dextrana insoluhle co-mpleja a
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'TABLA 6. CONSTANTES CINETICAS EN DIFERENTES ENSAYOS.

ENSAYO CONCENTRACION POSIS DE Rat V max
BE SACAROSA (%) ENZIMA (1DS/a)) (g/1) (UDS/ml)

I 0.1 - 40 20.5 0.6058 14,22
11 1-30 4.1 0.4325 2.64
1i1 1-30 20.5 0.6524 12.84
v 1-130 37.0 0.5500 18.20

7



la enzima y la precipita, restindole capacidad para catalizar la reaccidn.
Un mwodelo adecuado deberia entonces incluir la disminucién en Ia Veax
durante la reaccidén, lo que requiere de un estudio mas prefunda sobre el

fendmeno de insolubilizacién de la enzima.

C. SINTESIS DF DEXTRANA B-523.

Las sintesis de dextrana B-523 se llevaron a cabo en las condiciones
optimas de actividad enzimitica, Cowo caracteristica fundamental de este
sistema, se observa que durante el curso de la reaccidn la aparicién de una
forma de dextrana insoluble. La conversidn de sustrato se monitored a

traves de la medicidn de los azicares reductores libres.

En un pri-er_ ensayo de 300 =l de volumen., con sacarosa al 10% y una
actividad de 20.5 UDS/ml. se efectué un halance de polisacdridos al
término de 1la sintesis. Para ello se pesd el polisacirido obtenide par
centrifugacién y el precipitado del sobrenadante. Para una conversion de
sustrato del 100%, se esperaria obtener alrededor de 15g de dextranma. %in
embargo, para este ensayo se obtuve un rendimiento de sintesis del 88%.
Del total de polimero, el 90% {13.1g) estuvo ronstituido de dextrana
insoluble v sélo wun 1% (0.1258) correspondié a la dextrama soluhla,
obtenida por precipitacidn con alcohol a uwna concentracidn e 44%. Fsta

concentracidn es la misma 2 la que precipita la dextrana B-S12F,



ESTA TESIS MO nrer
SAUR DE LA BIBLIOTECA

Se observé que el 89.3% de la enzima utilizada en el ensayo. permanecid
unida a la dextrana insoluble ya secs, pues esta presenté una actividad
de 0.41 (DS/mg. De esta forma. se comprueha que durante la reaccidn de
sintesis, la enzima se acopla a la dextrans insoluble provocdndose de
cierta forma una disainucidn en la actividad catalitica. EI hecho de
que la reaccion prosiga es evidencia de que la enzima no pierde actividad,
pero los resultados obtenidos en el estudio cinético demestran la
disminucidn de actividad como consecuencia de la insolubilizacién. Esta
enzima tendria entonces la particularidad de poder ser reutilizada en una

nueva sintesis, previa recuperacién del polimero.

Aparentemente durante la sintesis de la dextrana soluble, se empieza a
formar una dextrana con tal contenido de residuos glucopiranosil unidos en
a(1-3) que ocasionan ia insolubilizacidn de la misma. Es decir, durante
el desarrollo de la sintesis una cantidad de segmentos de residuos
glucopiranosil continuos, unidos con enlaces a(l-3), son introducidos
dentro de la estructura de 1a dextrana, disminuyendo el nlrero de
conformaciones de minima energia de la dextrana, quedando perciones de
la dextrana no solvatadas, lo que produce la insolubilizacién de la misma

{Seymour y Knapp, 1980).

Este tipo de mecanismo de insolubilizacién no ha sido totalmente
demostrado, pero segin los estudios realizados por Seymour y Knapp (1980),
la explicacién anterior es plausible, Esta teoria explicaria ‘el porque se
encontré una cantidad muy pequefia de dextrana soluble, que tal vez no
contenia las proporciones suficientes de unidades glucopiranosil a(1-3)

para ser insoluble.
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Por otro lado, durante la sintesis de dextrana B-523, se observé que 1las
soluciones de polisacdrido, al ser calentadas a B80°C, ocasionaban la
formacifn de un gel, aumentando el grado de gelificacidn con el incremento
en 1a concentracién de dextrana. La formacidén de geles a partir de las
soluciones de dextrana B-523, puede presentar un gran potencial pars

diversas aplicaciones,
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D. MEDICION DE VISCOSTDAD APARENTE DURANTE LA SINTESIS DE DEXTRANA

B-523,

Durante la misma sintesis enzimitica se realizaron mediciones de viscosidad
“aparente” en el medio de reaccidn. Paralelamente, a nivel de comparacién.
se llevé a cabo una sintesis de dextrana B-512F a las misma condi:-iones de

reaceibn,

la figura 22 presenta la relacléa de la viscosidad con el consumo de

sacarosa, para las das dextransacarasas (DS 523 y DS 512F).

Fn esta figura se puede observar que la viscosidad "aparente™ del medio de
sintesis de dextrana B-523 empieza a incrementarse hasta un puntn (casi 200
cp) a partir del cual disminuye hasta un wvalor constante, permaneciendo
asi hasta el final de la reaccidén. Probablemente este decremento en la
viscosidad (a las 3 h de reaccion) fue causado por la insolubilizacion de
una buena parte de la dextrana ya formada, que ocasioné un decremento en la
viscosilad del medio de reaccidn, por lo que este momento parecia ser
critico en el mecanismo de insolubilizacidn. Aunque cabe sehalar que
visualmente a ia primera hora de reaccion, ya se observan algunos
aglomerados de dextrana insoluble, En este contexto se podria especular que
al principio de 1a reaccidn la velocidad de insolubilizacidn es menor
que la velocidad de furmacidn de dextrana soluble, que es capaz de
incrementar la viscosidad del medio de reaccidn. Posteriormente. en el
punto en que disminuye la viscosidad, pudo haber sucedido lo centrarin, es
decir, que la velocidad de {nsolubilizacidén superara a la de fnrmacidn de

dextrana soluble.
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tonviene  insistir en que lo anteriormente expuesto es sélo una
interpretacion de los resultados y seria necesario que esta reaccidn fuera
ohjeto de un estudio mds profundo para elucidar el mecanismo de formacidn

de 1a dextrana insoluble.
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E. SINTESLS DE DEXTRANA B-523 EN PRESENCIA DE ACEPTORES.

En esta sintesis se utilizd maltosa como aceptor. llevdndose a caba

diferentes reacciones utilizande wuna relacidn de  concentracidn
f

sacarosafmaltosa (S/M) de 10, & ¥y 2. A oivel de cumparacién, se realizaron

tas mismas sintesis con la DS 512F a las mismas fproporciones de §/H ¥

condiciones Jde reaccidn.

Los rn;nat,csramas de los productos de aceptor e pueden observar en la
figura 23 para 1a DS 523 y en la figura 24 para la DS S12F. Como se muestra
en los cromatogramas. conforme el nivel de wmaltosa se incrementa, el
tamafic de los oligosacdridos formados decrece. Para la DS 523, el principal
producto fue la panosa y se produjeron oligodextranos de hasta un grado de

polimeriza~idn de 8 en la reaccidn con maltosa al 1% .

Los productos de reaccion con  aceptores generados por la DS 523
oparentemente fueron similares a los producidos por la DS 512F, esto indicé
que la DS 523 sintetiza dextranas con un alto contenido de grupos
piranosil lineales, unidos con enlaces a{1-6). Sin embargo, existian dudas
con  respecte a la composicién de los productos de aceptor, por los
antecedentes publicados sobre estudios de metilacién realizados por
Seymour y Fnapp (1980). Estos autores aseguran que la dextrapa B-523
esta cunsfituida por wt gran porcentaje de grupes  piranosil unidos en

enlaces a{1-%).
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En relacidn a lo anterior, se decidid relizar une hidrélisis enzimitice de
los productos obtenidos con aceptores, cuyos resultados se presentan en el

apartado siguiente.

Es conveniente sefialar que adn en presencia de aceptores se lleva acabo la
formacidn de dextrana inscoluble Este fendmeno no fué estudiade en este

trabajo. pero representa un interesante fendmeno a Jescribir.

F. OIDROL1SIS ENZIMATICA DE PRODUCTOS DE ACEPTOR DE LA

DEXTRANSACARASA B-523 (DS-523),

Con el objeto de comprobar la similitud de 1los productos de aceptor
generados por la D5 523 coo los de la DS 512F, se realizd una hidrdlisis
con endodextranasa de los productos de aceptor. Esta dextranasa hidroliza
enlaces a(1-6) consecutivos. por lo que los productos de aceptor son
hidrolizados, sola si estan constituides con unidades glucopiranosil
unidas con enlaces a(1-6). Llos productos de hidrolisis fueron analizados
pur HPLC y los cromatogram3s de estos ensayos son presentados en las

figuras 25 y 26.

Como se puede ohservar. los productos de la  hidrélisis de los
oligesacdridos producidos por la DS 523 con aceptores, sop idénticos a los
de la DS 512F. En ambos casus. el principal producto fue panosa ¥ en menor

grado el oligodextrano de grado de polimerizacidn & (DPs). Los
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FIGUPA 25.- HIDPOLISIS DE PRODUCTOS DE ACEPTOFR ( DS B-523)

Inveccidn: 20 ul », Flujio

2 w1/ min. , IR = 64
Eluyente : Agua, Vel. Panel !

0.5 cm/ min. B

P (DP3) = Panosa , bp, = nligodextran de grade de nolimerizacidn 4

87



PROD. ACEPTOR HIDRCLISIS PRCOC. ACEPTOR

TIGURA 26.- HIDROL1SIS DE PRODUCTOS BE ACEPTOR ( Dt 5-512)

Inveccidn : 20 vl , Flujo : 2 ol/min , IR = 6&

Eluvente : Apua , Vel. de napel : 0.5 cm/min.

pr- Olipodextran con rrade

P(DF3) = Panosa N
de polimerizacién de &
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oligodextranos de grado de polimerizacién mds alto, fueron hidrolizados
dando Iugar a productos de wmenor grado de polimerizacidn, glucosa e

isomaltosa.

Con esto se comprobd la hipdtesis planteada e indicé que 1la dextrana
B-523 tiene una alta preporcién de unidades glucopiranosil consecutivas
unidas con enlaces a(1-6). Sin eabargo, con respecto a la posicién de
los enlaces a(1-3), se desconoce su localizacién pero podria suponerse que

se encuentran principalmente como ramifiracianes.

G. HIDROLISIS EN2ZIMATICA DE DEXTRANA B-523,

La dextrana soluble de la B-512F y la insoluble de la B-523 fueron
tratadas con endodextranasa comercial Amano en sus condiciones dptimis de

reaccifn.

Los productos de la hidrélisis fueron analizados por HPLC y la figura 27
presenta los cromatogramas correspondientes a la  hididlisis de las

dextranas B-512F y B-523 (insoluble).

Los productos de hidrélisis de la dextrana insoluble B-523 resultan ser muy
semejantes a los obtenidos con la dextrana B-512F. El principal productu de
la hidrélisis de las dextranas fue isomaltosa en ambos casos. Se observan

algunos picos correspondientes a la preparacidn de la dextranasa anadida
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(1a preparacidn de enzims se analizé previasente en HPLC y su cromatograms
se presenta incluido en la figura 27: como puede observarse, contiene una

nlta cantidad de agicares como estabilizantes).

La hidrélisis de 1a dextrana B-512F se llevé a cabo casi completamente
(85%), generando un poder reductor expresado como glucosa de 8.34 mg/ml a

las 8 horas de hidedlisis,

Por otro lado. al mismo tiempo de reaccidn, se solubilizd e hidrolizd 50%
de la dextrana B-523, generando un poder reductor expresado como glucosa de
4.8 mg/mi., El otro 50% del polisacdrido fué recuperado por centrifugacidn

tras 8 horas de hidrSlisis con 60,8 Ufml de dextranasa.

Las proporciones de los productos de hidrélisis de 1s dextrana B-523 son
muy inferiores comparados con los obtenidos con 1la DS 512F, presumiblemente
debido a la caracteristica de {nsolubilidad que presenta.ya que provoca
impedimentos estéricos para la accidn de la dextranasa, sunado también 8
que la endodextranasa sdlo actla rompiendo enlaces a{1-6), dejando los
corvespoudientes enlaces a{1-3} intactos. Esto hace suponer, que 1a
dextrans B-523 estd constituida de por lo menos un 50% de unidades

glucopiranosil con enlaces a{l-6).

A manera de sugerencia. seria interesante estudiar la estructura de la
porcidn de dextrana no hidrolizada, para conocer la localizacién de los
enlaces consecutivos a(1-3) que aparentemente son los que provocan la

insolubilizacidn del polisacdrido.
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V. CONCI.DS1O0NES

Del pndlisis de los resultados mostrados se desprende que el comportamiento
de la DS 1498 es muy similar al de 1la DS 512F. Se trata de enzimas
extracelulares producidas en el mismoc medio de cultivo y que funcicpan en
condiciones de pH y temperatura similares. La similitud se refleja
igualmente en los productos de sintesis en presencia de aceptores (maltosa)
asi come de degradacidn del polimero sintetizado con dextranasa. So se
encontré evidencis alguna de otro polisacdrido en la accion de la{s)

enzima(s) de LeuconostoC gmesenteroides NRRL B-1498 sobre todo en la

fraccidn que precipita al 36-37% de alcohol segin reportes de Jeanes et
al., 1954, Como consecuencia de lo anterior, resulta de gran potencial el
plantear que esta cepa puede sustituir a la B-512F en la produccién de
dextrana industrial. En efecto, en las condiciones mds simples de
fermentacién (batch) dnicamente con regulacidén de temperatura es posihle

producir 5 veces mds enzima que con la cepa B-521F.

Por otro lado. la enzima de ]a cepa L.mesenteroides NRRL B-523 resulta de
un interesante potencial, tante en el estudio de 1los mecanismos de
insolubilizacidén de dextranas y las enzimas que los sintetizan, asi como
en la produccién de polisacdridos insolubles. En este trabajo se
establecen los elementos necesarios para iniciar trabajos mas especificos
al respecto. Por un lado, se presenta un sistema de produccidn que permite
obtener niveles suficientes de enzipa. Posteriormente se caracteriza la

enzima tanto desde un punto de vista cinético como fisicoquimico.
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Finalmente se establecen la: sigulentes caracteristicas de la enzima: la
totalidad del producto (99%) es insolubilizado al final de la sintesis,
quedando solo una ligera fraccidn en el sobrenadante; la enzima es
precipitada con el polimero. Conviene recordar que en el medio de
fermentacidn tradicional, la actividad en el sobrenadante es baja. debido
a que la enzima se ubica 2n la parte insoluble del cultive. Su
recuperacifn se ve eatonces dificultads por la presencia de célnlas. Al
introducir maltesa en el wedio de fermentacidn, la enzima es en buena
wedida solubilizada, obteniendose 44 UDS/ml de medio de cultivo. De esta
manera se  obtiene una  enzima snluble, que serd posteriormente
insolubilizada durante la reaccidn de sintesis. Cuande la enzima actua en
presencia de aceptores {maltosa), los productos son iguales a los obtenidos
con la DS BS512F. Sin embargo. se produce dextrana o bién derivados
insolubles. Al tratar la dextrana insoluble con dextranasa, un 50% es
solubilizeda (determinade por balance de masa) y los productos en el
sobrenadante, al menos los de bajo peso molecular. son iguales a los de la

BS12F.

Con este trabajo se contribuye al estudio ¥ aplicacién de las
glucosiltransferasas haciendo disponible una enzima similar a la utilizada
actualmente en la {ndustris, pero con niveles de produccidn muy superiores.
Asi tambien, los resultados obtenidos con la enzima DS 523 sientan las
bases para un estudic fundamental scobre el mecanisme de insolubilizacidn de
las dextranas, al poner en evidencia aspectos de indole cuantitativo del
fendmeno. Asi mismo pueden surgir algunas aplicaciones que aprovechen las

propiedades de este polisacarido.
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