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Resunen

RESUMEN

Las en2i glucosiliransf en |as dextransacarasas producidas por

Leuconastoc mesenteroides, son da intarés debido & que p [ 4ri

como Adicl ostas se han utllizado en la produccion da diversas
i dridos con gran polencial de aplicacién industial, Tal es el caso de los oligosacéridos

p por la dext de cepa NRRL B-1289 de Leuconostoc mesenteroides, que

por gu alto contenido de anlaces a-(1-2) han do aplicacidén como pl enla

alimentacién animal,

Conla de l unp da obtencion de estos oligosacdridos de interés, &
nivel pilcto en el presente trabajo se realizd la 1 de las gl

producidas por la cepa NRRL B-1289 (actividad extracelular y asociads al paquete celular) en lo
que respacta a la estabilidad en funcibn del pH, al p lento cinético en p ia de
aceptor y al perfil de dligosacdridos producidos.

Se decidié utiiizar la enzima Inmovilizada, por lo que se elabord un biocatallzadar con la enzima
asociada a las células por atrapamiento en gel de alginatos. Se estudio el sfecto dei tamaiio de
sobre la fi ia de mass yse inaron fisicas

el catalizador de importancia en el disefic del reactor, como son 1a distribucién del tamatio de
icula, (a densidady la 6n vacia.

Finalmente, con el [nterés de b unp enc s8 dispuso un reactor de lacho
empacado. Se verifich el modelo cindtico, el p liento de flujo dentro del reactor, los
efactos difusionall yla | jonal

{1




Introduccidn

INTRODUCCION
La quimica de las aziicares en las cii bioldgicas tiene sus cimi &n la notable

bucién del q lemén Emit Fischer en 1851 al comprobar la configuracién de [a forma
aldehidica abierta de la D-(+)-glucosa. Durante la evolucién de la bioguimica, la q de
carbohidratos fue sinénimo de los grandes di brimi de las rutas metabdlicas de glicdlis!
¥ gluconeogé Lap! ia de azicares conp fuer ida por el
afio de 1900. Para el afio de 1949, la medificacién 1 de de polipépti por
polimeros de azucares fue ' No ob el foco dal interés bioquimico
i fue do pri por las proteinas y luego por los dcidos nucleicos. E! estudio
de carbahil como ef ¢ ] ites funcionales de proteinas no se dio
sino hasta aitos recientes, ya que los estudios durante la primera mitad de este siglo se concre-
taron sl metaboli int diario y a la quimica de product: turales, pues di te mucho

tiempo se tuvo !a nocién de que los glicidos omn séiamente compuestos de reserva energética o
e soporte,

Durante los affos 60's alg grupos de biog! i 68 enia
de as de p de carb ltando la imp \cia d yla

enome varsatilidad de esta clase de POl Las i delosp i tales

como la capacidad ds formar geles, la funcién como ias propled; de dureza o

de d, sus ] o1 p i para

justificar su presencia en superficies calularas o en tejidos intersticiales.

Una de las causas por las cuales las i [ sobre atos sufrieron ratraso, tiene

que ver con fos muchos p! de indole quimico que se al tratar con estas

st La ipulacién de un determinado grupo hidroxilo de un carbohidrato plantaa a

manudo serios problemas, dada la similitud en reactividad quimica de (odos los hidroxilos
prasentes en la molécula, Existe una compﬂcadcn adicional en e hecho de que las proteinas ¥

dcidos nucleicos forman polii i que jos poll suelen estar ramifi-
cados. Esta i on nimero de estructuras posibles y, con ello,
" as dificultadas del estudi de los polisacdridos. Por aste razén, el reciente despertar dai interés
por los carb va al d io de métodos analiticos me} Los bioquimi
de la primera mitad de| siglo basaban su | tigacion casl exclusi en fi ianes
¢ ite ! y en medi Gpticas (princi polarimatria). El
advenimiento de la cromatografia en sus formas y da mé snaliticos il
de Auciear, esp de masss,

)

espectmmeu-(l de lnrmro]o y el andlisis por difraccién de rayos X- asi como la disponibllidad de
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enzimas que actdan con gran especificidad sabre {os carbohidratos, ha resuitado en una
transformacién radical en la capacidad de estudio de ia relacién estructura-funcién.

Como consecuencia de la introduccién de estas nuevas técnicas, la bioquimica de carbohidratos

ha recibido un gran impulso, de tal forma que se ha una nueva iplina en las
clencias biologicas: la g| gia. Elp | del estudio sobre la yla
i ia de carb prende asp dei igacion bésica (ai sinte-
sis y andlisis de azu )y dep ogi ejemplificados en la tabla 1.
Tabla 1. Dasarrolios Iégl H enla i
Sintesis de medi tos (e). heparii inté )
St {ej. dos de )

Edulcorantes (ej. sucralosa)

como

Incorporacidn de azu en
de diraccidn hacla un tefido especifico
{e]. nuavos agentes antiinflamatorios)

ieandid,

Pr dep por vias {i
(ej. gomas xzntanas ,alginatos)

En afios recientes se ha observado un interés comercial importante sobre el drea de carbohi-
dratos. Existen, incluso, compafiias que se especializan en la sintesis de toda una gama da
gluco-derivados talas como ¥ dos o de
azicares y oligosacdridos. Algunos de éstos se pueden aislar de fuentes naturales pero existen
limitantes, como son la dllponlbilidld de matarias primas, bajos rendimientos, dificil purificacion,

etc. La logi uns iva en [a sintesis de estos compuestos, ya sea por
via fermentativa o por medio de una bioconversién enzimética. Para estos fines es necesaiia la
utilizacién de que de ifica de grupos

hacia mono u oligosacéridos.

Las enzimas glucosiltransferasas (E.C. 2.4.1.5) se izan porque 3 de
transferencia de residuos glucosilo para ta sintesis de polisscaridos, teniendo como Unico
sustrato la sacarosa. Se encuentran principalmente sn bacterias de os géneros Streptococcus,
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Leuconostoc y Lactobacillus (Alsop, 19883), En p. las gl btenidas de
Leuconastoc mesenterpides sintetizan poiisacéridos conocidos como dextranas. Las dextranas
son polimeros compuestos por unidades de D-glucosa unidas con enlaces a-(1-»8) en su cadena
principal y con enlaces a-(1-+2), a-(1-»3) y a-(1-»4) en los puntos de ramificacién. La

labilidad en la est de la cadena principal y de ias ramificaciones depende de la enzima
y ésta de la cepa del (o que la p 3 dndole diferentes pi al
polimero (Jeanes, 1979; Robyt, 1988),

Hasta la fecha, el polimero producido porta cepa NRRL B-512F de Leuconostoc mesenteroides

esla més estudiada y la Unica producida a nivel Contlens 95% de enlaces
a-(1-38) y 5% de enlaces o-(1-»3) (Rabyt, 1888). Se han realizado numerosos estudios sobre
aste polimero y la enzima que lo preduce, por {0 que se conoce b sobre su de

sintesis y su astructura,

Ademis de catalizar la sintesis de poli las en presencia de moléculas

aceptoras, principalments azicares de bajo peso if 1l ia del resid!

glucosilo de la sacarosa al aceptor, dando lugar a una serie de olig sridos, Seha ito ol
10 de estas re quelai idn de [os a lacad

de d finaliza el del poli yf {a sintesis de oligosacéridos de bajo

peso molecular. Existen difarentes carbohidratos de bajo peso molecular que pueden actuar
como aceptores, siendo los mds activos la maltosa y la isomattosa (Rabyt et a/, 1874; Robyt &
‘Walseth, 1978; Paul of a/, 1988).

En los Gitimos afios ha aumentado el interds en la p 6n de oli Sus
plicaciones se han i tado en la industria de alimentos, princi| como
adulcorantes sustitutos de la ; en (& industri tica como agentes trombolitices,
ilantes y en la =] ia como aditivos para mejorar el aprovechamlento de
los alimentos consumidos por gastri (Yazawa & Tamura, 1982;
Nilsson, 1988; Monsan et a/, 1989).
Existe una 6n en (os p i de produccitn de ol dos de peso mok y
da lada. Uno de los pi industriales utilizado desde la década pasada es
1a hidrélisis acida o enzimética de polisachrid 1 ianos o de origen vagetal. Avances
i en la enzimologla han d| trado al uso potencial de hidrol enfase para
la sintesis de oligosacdridos (Monsan ef al, 1989). Sin g0, los bajos i yla
pérdida de especificidad de algunas en estos son las p razones por
1as que esta tecnologia no sea a(n de utilizacion a nivel industrial, La otra é
enel lento de p da 6n utilizando glicosiitransferasas.
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Particularmente, en los grupos de trabajo del Dr. Agustin L6pez (Instituto de Biotecnologia de ia
UNAM) y del Dr. Pisrre Monsan (Compafila BioEurope en Toulouse, Fum:a) se tiene of interés
conjunto y especifico en la én de olig: dridos con propiedad rias. Este
trabajo forma parte de una linea de investipacion sobre gl cuyo objativo global
es aislary glucosiitr con dad de 2 dridos con
propiedades talas como peso r lar, tpo de nGmero y posicién de las ramificaciones
controladas. Es probable que en ¢! corto o mediano plazo, estos productos -por sy estructra y/o
propisdades fisicoquimicas- sean de utilidad en los P 08 y de q finao
coimo intermediarios en sintesis crgdnicas.

Esta linea de investigacién se justifica i ante (a de diversificar la utilizacién
del azicar de caria, con el fin de obtener productos de mayor valor agregado. Adicionaimente,
se realiza igacién basica enfocada a la del i ico de estas
enzimas (con el objeto da contar con un eventual control sobn |a estructura de los prodiktos)
nuevas dentro de la de

Espacit: esta igacién esté orl hacia el estudio y disefio de procesos
biocataliticos para la p de g! idos con una alia proporcién de enlaces
a-{1-»2), utilizando (& éepa NRRL B8-1299 do Leuconostoc mesanteroides. Este interds se dabe
a que se ha comprobada ia utilidad de estos como ag prep icos en la
alimentacién animal (Valette of a/, 1993).




OBJETIVOS

El objetivo global de este trabajo es contribuir al estudio de las glucosiltransferasas de

Leuconostoc mesentercides, asi como at de un parala i6n de
4 de interés | por 'l utiizando

de L. mesentercides NRRL B-1289 inmovilizada.

Los objetivos particulares son:

« Producic la snzima gl il det NRRL B-1289 en
cultivo alimentado.

« Caracterizar la enzima en térmi de idad y ifidad al pH.

« Realizar un ntudlé cindtico en pressncia de maltasa como aceptor y determinar el perfil de
oligosacéridos producidos.

« Producir un catalizador con {a enzima de interés y caracterizario en lo que respecta a
I deli 16 iedades fisicas y [mi D inar el modelo
clnético de {a enzima inmovilizada.

« Disefiar un reactor de lecho empacado para verificar el modelo cinético y el comportamiento
del flujo dentro del reactor: distribucién de tiempos ds residencia, calda de presion, efectos
difusi y it P 1al.
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ANTECEDENTES
DEXTRANAS
Un problnma comun relacionado con (03 alimantos que contienen azdcar es el camblo en sus
como ia de Lo anterior se ha
oburvndo en frutas en conserva, cerveza de raiz, jugos de fruta, vinos, embutidos curados con
sacaross, etc. Especif . el to de idad en jugos de cafia representa un
problema serio en iz industria azucarera debido & qu- provoca obstrucciones en filtros y tuberias,
inhibe la y dismil los te ol to del azucar.
Pasteur, en 1881, ibuyd a | origan de la gomosidad en jugos de
frutas al demostrar que s& debia a la actividad de P en 1874,
Sch 6 que dicha vi d se debia ala presencla de un carbohidrato con férmula
empirica CgH 1005 Qua presentaba rotacién dptica positiva, por [0 que se le lamé dextrana.
Cuatro afios mds tarde, Van Tieghem aisié ¢ identificd a la i del p como
L d que la podia ser

producida por otros microorganismos, pero no se contaba con una estructura ni propiedades
espacificas definidas dal palimero, No fue sino hasta mediados de aste siglo cuando se conté

con informacién mas precisa sobre la y dela (Alsop, 1883;
Robyt, 1986).
D esel lectivo que se le da a una gran clase de homopolisacéridos extrace-

lulares de origen 0 POr uni de a-D-g! unidas p
mente por enlaces a-(1—6) en la cadena principal, con grado variable de ramificacién. Estos
pollsaciridcs son producidos a partir de sacarosa por accién do enzimas glucosiltransferasas

d das d Dichas enzimas son p por ias l4cticas de las
p L y Sty que di de diferente I
fo que origina g! de : Estos mi g estdn muy
entre si, siendo ambos cocos, gram positivo y facultati Sin se ha
doque la en una enzima ind on las ias de L f
i que es itutiva en las especies de Strep (Neely & Nott, 1862; Robyt, 1988).

ESTRUCTURA DE LAS DEXTRANAS

En 1854, el grupo de Jeanes (Jeanes of &/, 1854) ais!d, purificé y caracterizé las dextranas de 68
cepasde L. que los polisacd una gran




Antecadenles

de propiedades fisii imi Los se i \ por medio de la técnica de
oxidacién con peryodato, i ol tipa y proporcién de que constitulan cada
dextrana. Algunas cepas producian dextranas insolubles en agua y otras formaban més de un
tipo d Por precipitacién dif ial con etanol se pudieron separar dos tipos de glucanos

producidos por algunas cepas. Los mas solubles -que precipitaban con 40-44% de etancl- se
denominaron S y los menos solubles -que precipilaban con = 36% de etancl- se designaron L.
Se encontrd que las difarentes dextranas tenlan una alta proporcion de entaces a-(1-38), y
enlaces a-(1-2), a-(1-3) y a-(1-34) en proporciones varables d de lacepa. La
estructura definitiva y Ia naturaleza de las ramifiaciones de muchas de estas dextranas se
determinaron postericrments por analisis ds metilacién y por rasonancia magnética nuclear de
C13. Con base en estos estudios, se sabe gue la cepa 8-512F s6io sintetiza un tipo de dextrana,
mientras que las cepas B-1355, B-742 y B-1299 producen dos tipos de polisacdridos. En la tabla
2 se presenta |a proporcién de ¥ las isti de solublidad de algunos tipos de
dextranas. (Alsop, 1983; Robyt, 1988).

Tabla 2, Proporclén de enlaces en diferentes dextranas.
Infory btenida por andlisis de metilacién. (Robyt, 1986)

Proporcién de enlaces (% }
Origen Cadena principal Ramificacicnes

a-(1-6) | a-(1-3) | «-(1-3) | a-(1-2) | a-(1-4)

L. mesenteroides B-512F 95 S
L. mesenteroides B-742 50 50
L. mesenteroides B-1299 65 35
L. mesenlaroides B-1355 54 35 11
S. mutans 8715 64 36
- ghirsngar s vas,
L. mesantaroides B-742 87 13
L. mesentercides B-1299 66 7 27
L. mesentervides B-1355 95 5
S. mutans 6715 4 84 2

Straph mutans produce dos g! asas: la dextrar y lamt
Lad i ia soluble (fi S) que tiene un alto grado de ramifi-
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cacién; mientras que la un i mutana, que tiena mas

dsl 93% de enlaces a-{1-+3) en |a cadana principal y es all insolubla, Ambos glucanos

aon sintetizados en la cavidad oral formando parte de la placa dental. Cuando la proporcién de
enlaces o-(1-+6) no predomina, el polisacdrido se canoce con olro Nombre como ocurre con la

mutana; asi mismo, el p del fdes B-1355, como
alternana, i{ en la cad princip a-(1->8) altsrnados con enlaces a-{1-3}.
La fracci6n soluble (S) de la d del. ides B-742 p una esiructura muy

Interasante, ya que la cadena principal astd ituid: | por a-(18) y
cada unidad de glucosa presenta una ramificacién con enlace a-(1—3) de una sola unidad de
glucosa. Esta estructura, conocida como “de psine”, presenta el mayor grado de ramificacion y
una resistencia absoluta a 1a hidrdlis por endodextranasas. £n la figura 1 se representan (as
estructuras de algunas dextranas donde se puade observar otro tipo de astructuras como la de
peine altemado (estructura B).

DEXTRANA DE LA CEPA B-1299,

La cepa de L. mesenteroides B-1299 sintetiza dos tipos de polisacérido. Existen muchas
publicaciones relacionadas con el estudio de ambas daxtranas en lo qus respecia a la sintesis,

posicion y itn de . Se ha analizado la de ambas dextranas
por los mé de < dcida, con peryodato. acetdlisis, metilacion, espectros-
copia de 0 nuctear, ios i 1 grafia gas-liquido
con ia de masas e con dextranasas y enzimas

delnmlﬁcadoras especificas para enlaces (1-2). Porlo que, después de las dextranas de la
cepa B-512, las producidas por Ia B-1299 son las més estudiadas.

Por observaciones realizadas scbre la snzima de L. mesenterides B-512, en uno de os prime-

ros sobre la d de la cepa B-1299 se supone la existencia de un comple-
jo entre Ia enzima (que paracia se encontraba asociada a la céluls) y la dextrana soluble (S), la
que al té de la sintesis era lib a! sobrer {Ebert & Schenk, 1968; Smith, 1970).

F otros 1 que una misma enzima es capaz de sintetizar diferentes
enlaces glucosidicos: a~(1-»8), a~(1-+2) y a~(1-»3) {(Kobayashi & Matsuda, 1877).

Por tratamiento hidrolitico cido se pudi aislar los sigui : i

L] ( de D-gi! con a-(1-2), a-(1-3) y a-(1 -»6) rupectlva-

mente). La existencia y proporcién de estos so verifica p por

[ et al, 1979 b), Por otra parte, la presencia de isomaito-hexaosa en
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Figura 1. Estructuras de algunas dextranas.

AD del. ides B-512F. B. de peine altemado. Dexirana solubls de
8. mutans. C.Estructura de peine regular. Dextrana soluble de L. mesenferoides B-742.
D.Mutana. E, Aitamana.

Donde O repressnta un snlace a-(1-6). Y% ] 0’0 representa un enlace a-(1-»3).

10
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hidrolizados parciaies de ambas dextranas muestra que contienen secuencias de al menos &
iduos de D-gl! unidos por a~{1-»6) (Boums ef &/, 1972; Kobayashi et &/, 1973 a).

Lalocalizacién de los enlaces a-(1-»2) y a-(1—3) se pudo determinar, en parte, por medio de
andlisis inmunoquimicos. Utilizando anticuerpos anti-dextrana obtenidos de suero de conejo se
pudo determinar que una alta proporcién de de ambas en

id jibi que sdlo al fo hacian en residuos a-nigerosilo (Torit et al,
1966; Bourne et al, 1972; Seymour et a/, 1877; Toril et a/,1980)

Por medio del and!isis de s8 que las fracci Ly S tienen estructuras
ramificadas, con una alta proporcidn de enlaces a-(1-2) en los puntos de ramificacion y que casi
|a mayoria de [0s enlaces a-{1-53) presentes en ambas dextranas estdn en porciones lineales,
especificamente en los no de las (Boums et al, 1972; Kobayashi et
al, 1973 b; Bourne et al, 1974; Seymour et &/, 1979 a).

14

Como en lo que a @ estructura de ambas se puede decir que las
dos contienen &t mismo tipo de enlaces glucosidicos, pero qus la dextrana L prasenta mayor
proporcién de enlaces a-(1-»3) en posiciones terminales (Boume ef a/, 1872; Kobayashi et a/,
1973 a; Seymour et a/, 1979 a y b). Esta diferencia estructural sugiere que [as dextranas Sy L

p 1 etapas Ivas en la sintesis, siendo la ultima etapa la sintesis de los enlaces
a-(1-3) para formar |a dextrana L. (Bourne et al, 1972).
Otra herramienta importante en et sstudio de la P de las d que Wa
Ia informacién obtenida por los métodos ya citados, es |a utiizacidn de enzimas que hldmllzan un
tipo de enlace especificamente (Baurne et al, 1974; Kobayashi et a/, 1984). Este es el caso de ia
endo-(1-8)-a-D-glucanasa (dextranasa, E. C. 3.2.1.11), la endo-(1-3)-a-D-glucanasa (E. C.

3,2,1.59), la exo-(1-8)-a-D-gh (gl i E.C.3.2.1.70)
Y la exo E. C.3.2.1.94), Las dos endo-a-D-glucanasas
reconocen cadenas con enlaces (1-6) o (1-53) sect iales; asl, q li

ramificado como de esta especifica, proves informacién acerca de
ias ramificaci del polisacari Una d ja es que la hidrolisis es i cuando se
trata de polimeros con un alto grado de ramificacién. Las P 6
acerca de ias del no de las Otras que se han
utilizado incluyen exo-hidrolasas espacificas para enl {(1-2) p de Fi! /

8pp y para enlaces (1-3) de Stptomyces spp (Kobayashl ef al, 1984; Mitsuishi et &/, 1984; Mc
Cleary & Matheson, 1988).

11
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de i ética nuclear

7 la i6n sobre la de
las dextranas B-1299, siendo ésta de tipo peins altemado (Watanabe et a/, 1980). En la figura 2
se representa un segmento de |a dextrana soluble de la cepa B-1299 (Boume et @/, 1974; Mc
Cleary & Matheson, 1986).

Flgura 2. Est p

mesenteroides B-1299.
Donde: ™0 reprasernta un enlace a-(1-8); -4 repressnta una ramificacién en a-(1-2);

parala fi {i6n S de la dext de L

representa un enlace a-(1-2) lineal y /® representa un enlace a-(1-»3).

12
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Las bacterias de la especio L son gant ilados. Se podria pensar
que el p -] constituy de la cépsula debe ser i te Se han
para la de la cdp dnd que ésta es un

plejo que contiene g! yg en prop L1 de acuerdo a la copa

(Balley & Oxford, 1859). Los autores sefialan que en alg cepas de L
an pr de s@ pusde encontrar inda a la cdpsulay que

dsta @3 muy dificil de remover, Por otra parte, demuestran que ss pueden obtener organismos
Que, aun doenp ia de [ unp drid far libre de

La sintesis de dextrana asociada a la pared celular se confimé pos estudies de micrescopia
electrénica (Brooker, 1977). Cuando la cepa B-1299 de L. masenteroides crecla en medio sin
sacarosa, la pared celular se observaba como una estructura de triple capa similar a la de otras
bacterias gram positivas. Pero cuando a cultivos en fase logaritmica de cmdmlento se les

agregaba sacarosa en ef medio de cultivo, se observaba la f 6n de e sobre
la superficie de la pared celular. Después de 2 horas de p en pi ia de
so completaba la formacién de esta cublerta superficial de 110 a 130 nm de espesor, constituida
en gran parte por dextrana, Al término de 18 horas la cépsut el de tamario,
con un didmetro maximo de 6 um. En investigaciones previas (Ebert & Schank, 1968; Smith,
1970) se ia que la se er i ala cadena de dextrana
durante la sintesls. Con bass en la inferencia anterior, se pensoé que La cublerta superficial de las
céiulas de L. kies B-1299 idas en estaba itufda por un complejo
di iado a la célula, En reportes se detectd

ividad df tanto en el sobr como iada al paquete celular
{Kobayash! & Matsuda, 1974).
DEXTRANSACARASAS
Las dextransacarasas (EC 2.4.1.5), (a-1,8 :D-fructosa-2-g! )

i de de resid ! ilo de la molécula donadora- hacia una

écul ptora, En la is de poli ta molécul p es la cad creclente de
dextrana. Sibien la sacarosa as el tinico sustrato natural de la anziml se encuentran otros
susiratos como el fluoruro de a-D- yelp iranésido; sin

embargo éstos son utilizados por la enzima a una velocidad mucho menor en comparacién con la
sacarosa (Robyt, 1986). La reaccién que se lleva a cabo en la sintesis de polimero estd
representada en la figura 3.
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Sacarosa Dextrana Fructosa
Figura 3. Reacclén de sintesis de dextrana.
MECANISMO DE REACCION.
El dela ha sido objeto de varios afios de estudio. En 1843 Hehre
observo que la enzima activa se 2 la cadena ] de polit y L
na sncontrd algun azicar fosforilado relacionado con la sintesis da dextrana. Se pensaba qua
86 requeria de una molécula iniciadora y no se sabla con seg 8l la cad de

crecia a partir del extremo reductor (Ebert & Schenk, 1968). Mis adelante, se demostré que ia
sintesis de dextrana diferfa de a del glucégeno y almidén en que no requiere de intermediarios

dos, ya quela gii parala de jos resid [ If 13
prop 1ada por la hidrdlisis del enlace glicos| dela La i6n de sintesis de
dexirana es [rreversibie debido & la diferencia entre [ gla de dela (6.6

kcal/mol) y Ia energla necesaria para la formacién del enlace a-(1—6) en ia dextrana (2.0
kealmol) (Hassid & Neufeld, 1962).

En estudi sobre fa d de la cepa B-512F (Robyt ef al,

1974; Robyt, 1986 y 1991) se d que no se de alguna molécula iniciadora en la
sintesis da dextrana. El mecanismo de ia enzima en [a sintesis da enlaces a-(1-8) involucra la
existancia de dos nuciedfilos en el sitio activo de la enzima. Al principio de la reaccién, los dos
nuciedfilos llevan a cabo un ataque sobre dos moléculas de fn y

un nzima-gh ilo. El del carbono 6 de uno de los residucs
glucosiio es orientado para atacar el carbono 1 del residuo giucosilo contiguo para formar al
enlace a-(16). El nucledfilo que se libera ataca a otra moléculn de un
nuevo io enzi lucostio. El del 6 de este nueve intermediario

14



ataca at carbono 1 del residuo ilo, f doun diario i i ) €l
proceso continia de tal forma en que el glucosilo y el rasidud dextranosilo crecients son
transferidos alternadamente entre ics dos sitios nuciedfilos del sitio activo durante la slongacién
del poli de De osta In o} i6n se ileva & cabo por el extremo reductor.
€n la figura 4 se esquematiza este proceso.

oo
L
[ — [x”.“a; — [ ¢ ”"[x":;

> (V] X~ %
C&?
Figura 4. prop parala de
Donde: @15 molécula de : @ = glucop O'= fructofy

?-o = enlace a-(1-»8} y X(-) = nucledfito del sitio activo.

Se puede postular un mecanismo similsr para las di d que otros
tipos da enlace. Por ejemplo, en i caso de |a mutansacarasa la diferencia es que las unidades
glucosilo se orientan de tal manera qus e! ilo del 3 atacs al carb 1deis

o de mutana f do enl a-(153) en vez de a-(1-»8). Se hacs notar al

P de la conti ion de (s D-gl i qua tanto ¢l hidroxilo del carb 6 como el
dsl carbono 3 se encuentran del mismo lado del anilic pirandsido y que [a diferente orientacién
an o| aspacio de los dos grupos hidroxiio se puede obtsner rotando el residuo giucopirandsido
180° en @l plano del anillo.

Pastariormente, también el grupo da Robyt en lowa (Fu & Robyt, 1888) demuastra que, en ¢! sitio
activodels existen idina que son P paraln
enzimética. En la figura 5 30 esquematiza sl mecanismo propuesto.

Se suglers, que en el mecanismo descrito anterormaents, dos grupos imidazonio (de los residuos
de histidina) en el sitio activo, donan protones al 4tomo de cxigeno de las D-fructosas que se
libmran; a! ocurric ésto, los iones imidazonio pasan a ser grupos imidazol. Entonces, unc de los
grupos imidazol extrae un protén del hidroxilo del carbono 6 de uno de los residucs D-glucosiic

15
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que forman parte del pleji enzima-g llo, facilitando asi, el ataque nucleofilico
de este grupo hidroxilo hacia el carhono 1 de Ia otra unidad D-glucosiio. El grupo imidazol
protonado que extrajo el protén det hidroxilo del carbono 8 ahora transfisre su protén a! residuc
D-fructosilo saliente. Este proceso se repits sntre fos grupos nucledfilos (X) y los dos grupos
imidazol del sitio activo,

Primers etapa: |/

: {@L_. BN

Intermediacic D-glucosl-enzims

Figura 5. Mecanismo de reaccidn de los grupos imidazo! en #f sitio activo de la

dextransacarasa.
Primera etapa: Funcién de un grupo imidazol en fa ruptura de Ia molécula de sacarosa.
Sagunda stspa: Intervencién de otro imidazol en la fonmacidn def enlace a-(1-8).

REACCIONES DE ACEPTOR.

Las ‘ de i cuando otros carbohid demds de la astin
presentes durante [a reaccitn; cuando esto suceds, el residuo giucosilo de la sacarosa se

16
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transfiere & ia molécula que actua como Las iones de se han utilizado
para producir ¢ de peso lar controlado y en s sintesis de olig como fa
(i ltuloss; 6-O-a-D-gl D-fructof que se ha utilizado como

edulcorante (Smiley ef &/, 1682).

Se piensa que (s reaccién de aceptor se lleva a cabo por un desplazamiento nuclaofilico, de los
grupos glucoslio y dexiranosilo del complejo covalente con la enzima, por un grupo hidroxilo
aspacifico del aceptor. En esta reaccién se forma un enlace glicosidico entre 8l aceptor y e!
iduo D-gl! flo y dextr i b . Con base en esto se concluye que las reac-
ciones de aceptor terminan la reaccién de polimarizacién de la al Ia cad
cracients de dextrana dal sitio activo de la enzima (Robyt & Walseth, 1978). En ia figura 6 38
p el dela ién de como aceptor con |a dextransacarasa B-512.

g‘go X nﬁm
[i‘.o — [x"’ oe?
oo

Figura 6, Mi de ino de Imerizacién de la
Donde: “® representa un enlace a-{(1—8), @@ rep una molécula de
y X&) representa el nucledfilo def sitio activo.
Las molécul p con diferentes eficiencias y son de i
siendo principalments azicares de bajo peso mol Se han rap do di compuestos
que actjan como p sin go ol mis i esla saguido de la
i i ig a-meti-D-glucopirandsido, D-g! lactosa, celobiosa y fructosa en
orden decreciente de eficiencia, entre otros.
Durante Is sintesis de d el gl que se esti sintetizando pusde sctuar cono acaptor,

entonces da lugar a la sintesis de ramificacionas. Hacia el final de la reaccién de sintesis la
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fructosa act I una y empieza a actuar como aceptor. El
prod esun el I {a-D-glicop il 1-55-D-fi
que 85, @ su vez, un aceptor muy pobre (Robyt, 1588 y 1991).
Cuando {a molécul estip desde el inicio de ia reaccidn, el residuo glucosiio es
al aceptor, f un prodi que puede ser también aceptor. Da ser asi, se

series homd de dridos. Enelicasodsla da la B-
512 en presencia de maitosa, se obtiene como primer producte la panosa (62-O-a-D-giucopirano-
xll maltosa), la cual, a su vez, es acaptor con el que se forma un tetrasacérdo (8-O-a-D-

il que én actia como aceptor, y asi i Cada ol dri
es el producto de transferencia de una unidad gk ilo sobre un olig de grado de
polimeri. on inferior, pl un residuo llo en el De rdo @ la
én de ] enla ion 58 bles de ia
serie de i (82 2t} (Plul ot al, 1984 y 1968; Oriol

ot a/, 1987).
Se han estudiado estas rescciones desde el punto de vista de [a cinética de la dextrar
(Paul of al, 1984 y 1988), observiindose que la adicién del aceptor provoca un aumento

dela ’ de en funcién a la concentracién de! aceptor. Los
autorss proponen que el aumento se debe a que la velocidad de lrlnsmmdl del residuo
glucosilo al aceptor es mucho mayor a ia de al . I

Se ha observado qua las dextransacarasas llevan & cabo de prop 6
Estas son reacciones en las que el aztcar de grupos gl ilo actua como
aceptor, Por ejemplo, la de la B-512 con isomaltotriosa puede dar
lugar. en una primera etapa, a yaij y a series de
lto-olig Airi Estas A se han observado en a altemansacarasa de L.

mesenteroides NRRL B-1355 y en otro tipo de como la A |a amit la
L ] 1a ghicod [] Ui (Binder of a/, 1983, Lépaz-Mungula ef a/,

1893).

Las raacciones de aceptor tienen una aplicacién potencial en Ia sintesis de oligosaciéridos
plejos: glicop as y ! Con esie fin se han utilizado glicosidasas en reaccicnes
de sintesis, pero a principal desventaja del uso da este tipo de enzimas a comparacion de las
g es que as i por glicosi no son ificas,
bteniénd Esto iona bajos y de purificacién
complejos. Por otra parte, E [\ la sintesis de
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enlaces a-(1-38), mieniras que ll' mayor parte de las estruct: de los gli jug de
interés contienen enlaces a-(1-52), a-(1-»3) 0 a-(1-»4) (Nilsson, 1991),

DEXTRANSACARASA DE LA CEPA B-1298

La dextransacrasa de la copa NRRL B-1289 de Leuconostoc mesentervidas ocurrs, Como ya se
har ionado, en forma lary alacélula. Por anilisis cramatogréficos en
DEAE-caiulosa y el en geles de poliacriiamida se encontrd que la enzima
extracelular s& encuentra en forma de muttiplas isoenzimas de naturaleza oligamérica
(Kobayashi & Matsuda, 1974 y 1675 b). Laisocenzima I, que es fa forma monomérica, tiens un
peso molacutar de 42 000. La isoenzima il (dimero) tiene un P.M. de 83 000 y las otras
isosnzimas de 127 000, 169 000, 212 000 hasta més de 450 000 sucesivaments. Esta fraccién

polimérica se identifica como enzima N, Trabajos p il de @ste mismo grupo de
i d tran que la actividad de (2 enzima N se incrementa con la puunclu de
ionas c: Mg, Fa y Co, ademds se observa queia p de

en mayor grado a laenzimaNqua alal. Latemperaturay pH 6ptimos de la onzlma 1sonde 8.0
y 40°C, para la enzima N estos vaioras son de 5.5 y 35°C respectivamante. Los vaiores de Koy,
para ambas fracciones son similares, 13.9mM para la enzima |y 13.3mM para la fraccidn N
(Kobayashi & Matsuda, 1978).

Por otro lado, 58 dos enzi iadas & la célula. Las isoenzimas difieran enla
carga neta, pero p pesos Ji 89 000 parala enzimaly 79 000
para ia enzima |l (Kobayashi & Matsuda, 1974 y 1975 a). Con respecto a [a caracterizacién
cindtica, se observé que fa enzima | tiene un pH éptimo entre 6.3 y 6.5, una temperatura Sptima
da 45. Mientras que Ja temperatura y ei pH 6ptimo de (a enzima ll son 5.5-5.9 y 37°C
respectivaments.

andlisis se ha d que el por la enzima I}
es |a dextrana caracteristica B-1289, esto es, que contisne enlaces a-(152) y a-{1-+3) ademis
de ios a-(1-8). Pero se ha observado que ia enzima N ( [ular) p una actividad
mucho mayor en ia sintesis de este tipo de polimero, par lo que s sugiere que la forma

greg de la dextrar tiens mayor capacidad catalitica para sintetizar dextrana con
una ramificada hi & A da, 1877).
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REACCIONES DE ACEPTOR
La de los olig producto de [a reaccién de aceptar, puede servariada y
depende dela que se utilice. El grupo de Pierre Monsan en ei INSA de

Toulouse, Francia ha llavado & cabo estudios de cromatografia liquida de alta resolucién y de
resonancia magnética nuciear de 1°C, para daterminar {a estructura de los oligosacaridos

i enpi ja de con de varlas cepas de Leuconostoc
mesentervides. En particular con la dextransacarasa B-1299, se ha encontrado que como primer
producto de una serie de oligosacéridos, se encuentra la panosa, el cual actia como aceptor
para formar dos tipos de tetrasacaridos: unc al transferir el residuo glucasilo en (1-46)
i ) ¥ el otro iendo en (1—2). Estos, a su vez, actitan como aceptores
dando lugar a pentasacéridos con sstructuras que se esq| izan on la figura 7
(Castillo et af, 1992). Se ha observado que se produce el mismo tipo de oligosacaridos utilizando
la i Jlar, como la alas células (Remaud-Simeon ef a/, 1993),

OP3. PANOSA DP4 Des

Figura 7. Principales productos de cen utilizando la dextransacarasa B-
1299. .

Donde: @-@ reprasenta la maltosa; O-O un enlacs a-(1-+2) y OO un enlace a-(1-8).

PRODUCCION DE DEXTRANA Y DE DEXTRANSACARASA

Eil proceso tradicional de sintesis de dextrana consistia en flavar a cabo la fermentacién sin
control de pH. El proceso iniciaba a un pH de 7, el que disminuia hasta valores inferiores a 5 por
el aumento de concentracién de dcido lactico producto def metabolisme microbiano, Asi, durante
las pri: horas de se ol del i yla
produccién de enzima (pH de 7.0 a 8.5), ya que ésta se encuentra asociada al crecimiento, Al
acercarse a un pH entre 5.4 y 5.2 se propiciaba [a bioconversién con la enzima ya producida.
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Este proceso duraba unas 20 horas y era poco eficiente debido a la baja concentracién de
sustrato que quedaba disponible para la bl ion, lo que ionaba una baja produc-
tividad. Por otra parte, si se utilizaban altas concentraciones de sacarosa en el medio de cultivo
se prasentaba represién catabélica, lo que disminuia los niveles de produccién de enzima. De
hecho, se obtenlan unas 0.44 Ul/ml de medio. También se p P de

de wscosldad a lo largo de Ia fermentacién, haciendo dificil la separacion de ias células en las

P de p i6n del prod {Alsop, 1983).
Este procaso de obtencion se mejoré en los afios 50's haclendo primero fa fermentacién,
controlando el pH para las dicl 6 para el del
¥ la produccién de enzima, minimizando asi la produccién de dextrana. En esias condiciones se

producia de 1 a 2 Ul/ml de medio, La dextransacarasa extracelular se utiliza cruds o parcial-
mente punfcada para la sintesis de dextrana por medio de un proceso de bioconversién bajo las
[~ optil de ay pH de la enzima (29°C y pH de 5.2). La ‘concentracién de
sacarosa utllizada en la bioconversién as de aproxi 150 g/, obteniénd aslun

mayor rendimiento y un producto mas puro (Tsuchiya et al, 1952; Alsop, 1983).

Se ha un mayor en la sintesis da enzima controlando particulanmente los
niveles de enla fer 16n. Lépezy M (1980) un de
fermentacidn alf da, que permite baja la cor i6n de en o madio
de cultivo. Esta se debe mantener constants, de 0.5 a 1%, por adicién continua de sacarosa
durante la fase (! de i del mi Lo rior se logra por madio de
la regulacién del pH con una solucién de sacarosa alcalina, a una velocidad aproximada de
20gn-hr. De esta manera se elimina el fenémeno de rep bélica y se ir la
produccidn de enzima de 7 a 8 veces, iendo i te 8 U/ml. E! pH sa debe
regular a 8,5 para minimizar {a produccién de poli yf la p de enzima.

p

Se han realizado pocos trabajos sobre la produccidn en continuo de la dextransacarasa, repor-
tdndose rendimientos de 0.9 a 3.4 U/ml-h (Lawford e! a/, 1870; Paul et 8/, 1984). Sin embargo, 8l
proceso de fermentacitn por lote alimentado es el mas utilizado. El nivel de oxigeno disuelto en
&l medio de fermentacién también infiuys sobre el rendimiento de produccién de la enzima.
Racler se reportd la obtenclén de un alto 1to (~20 U/ml) en una fermentacién
por lote alimentado sin suministro de aire y utllizando velocidades de agitacién bajas (Barker &
AJongwen, 1991).
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PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA

Una vez la fer Y, i de Ia cepa, la enzima se puede localizar en el
caldo de ién o bien, iada a las células. En el caso de que sea extracalular se debe
concentrar y purificar para llevar a cabo p i el deb id

La concantracion de la enzima extracelular se pusde Ilevar a cabo por medlu de una operacién
de ultrafiltrado del sobrenadante del medio de cultivo habi p lab

por centrifugacion. Para la purificacion de la enzima pueden apli las téceni de

grafia de permeacién en gel (habiéndose reportado el uso de Ultrogel Aca 34, DEAE-celulosa,
Bio-Gel A, DEAE-Bio-Gel A) o de cromatografia de afinidad con Sephadex G-50 (Lépez &
Monsan, 1580 Bnnder et al, 1883). Una metodologia que resulta original consiste en un sistema

de i6n por liquido-liquido con polietilenglicol (PEG) de peso
tecular 1500. En ta ion liquido-liquido se forman dos fases debido a la incompatibllidad
de dos poli que no pueden estar disueltos en la misma fase.

Cuando una enzima se ancuentra en un sistema de este tipo, migra preferencialmente a una de
las fases, lograndose el efecto de concentracidn-purificacion. En ef caso de la dextransacarasa,
{a originalidad radica en que ésta se encuentra formando el complejo enzima-dextrana, por io
que al adicionar e] poli:e(ilengllcol la enzima se ubica en fa fase dextrana, mientras qua [0s restos
de medio de cultivo (rico en olras proteinas) parmanecen en la fase PEG. Se pueden llevara
cabo extracciones sucesivas con el fin de obtener una preparacidn enzlméhca més pum Paraia
enzima B-512F se reporta que como itado de 5 i se una

espaecifica de 171 U/mg de proteina con un rendimiento final det 95%. Mientras que, partiendo
del mismo extracto crudo (1.5 U/mg), por cromatografia de filtracién en gel se obtuvieron sélo
103 U/mg de proteina. Comparande estos dos métodos se concluye que oparaciones sucesivas
de extraccién con PEG resultan en un mayor grado de purificacién de la enzima a comparacion
do la cromatografia (Paul et al, 1986, Mansan ef al, 1987).

DEXTRANSACARASA INMOVILIZADA
Se han ilevado a cabo r bajos acerca da la ilk de ia enzima B-512,
utilizando diferentes métodos de inmovilizacién, entre los que se encuentran: acoplamiento iénico
a DEAE-Sephadax A-50, DEAE-celulosa, y unién de la enzima con como
Bioge! P-2, poliacrilamida, membranas de acetato de celulcsa y fibras huecas de polisulfato. En
todos los casos'los de kzacion fueron bajos (Alsop, 1983). Sin embargo, se
obtuvieron mejores resultados al utilizar como soporte silica aminada porosa (Spherosil, de
Rhéne Poulenc) activada con glutaraldehido; se reporta que el rendimiento de inmovilizacién se

22



Antecedentes

mejoré al afladir maltesa durante el proceso de produccién del catalizador. Adicionalmente se
ancontré que el 4rea especifica de Ia silica es uno de los par&metros mas importantes de
Inmovilizacién, los mejores resultados se obtuvieron utilizando silica con un drea especifica de
8 m?/g (Monsan & L6pez-Mungula, 1881).

La dextrana de alto peso molecular producida ss puede acumular en ios poros dat soporta,

haciendo que aumente la resistencia a la transferencia de masa intraparticula, por lo que este
tipo de catalizador resulta de interés solo para |a sintesis de dextrana de paso molecular bajo'o

intermedio. Con este fin, ia ion de la inmovilizada en p ja de
puede ser de gran utilidad, ya que a dift delp i ial, no req dela
dcida de dextrana de alto peso molecular (Monsan et a/, 1887). Sin embargo, la implementacién

de estos procesos a nivel industrial no se ha llevado a cabo entre otras causas por la baja

e Tel

dde los obtenidos y &l lieni de los pi (Alsop, 1983).
La dextrar noesla idn a la tendencla actual de efs P fi tati
con células inmovilizadas. En estudios recientes se repcrla el uso da células inmovilizadas en
g para lap ion de en f \es por lote, lote

alimentado y en proceso semicontinuo {El-Sayed et a/, 1990 a y b). Se reporta quaz las células
libres presentan una actividad mucho mayor que las células inmovilizadas. Esto se dabe a la
formacién de una barrera difusional causada por la acumulacién de dextrana de alto peso mole-
cular dentro del soporte. La actividad que se observa es Unicamente la de la enzima presente en
las regiones @xtemas del soports. Como lusién, este tipo de sist de produccién es
menos eficiente en p i6n con el p tradi | ds obtencién de dextrana.

APLICACIONES DE LOS OLIGOSACARIDOS DE DEXTRANA

Los oli &ridos con en! a-{1-2} tienen aplicacién como aditivos alimentarios.
Ei hecho de que estos oli 4ridas no sean hid dos por las p en la saliva
les confi iedades no cariogénicas; p son di das an el estd lo que

impide su absorclén en el intestino delgado. Estas moléculas son degradadas en el intestino
giueso por [os sistemas enzimaticos de la flora intestinal. Son los mlcmofganlsmos de la flora
sapréfita, especialmente las bifidobacterias, los que bolizan § estos
oligesacaridos !on'nanda tcldos grasos voldtiles y CO,. La flora potencialmente patégena

ria; etc) no uliliza estos sustratos glucosidicos (Valette et

{ente
al, 1993).

Con base en lo anterior, ha aparecido un nuevo p : los
constituyen un lectivo que permite f; el de la flora intestinal
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benéfica, tanto en el hombre, como en los Estos oli aridos no
puedan sustitulr eficazmente ta adicidén de microorganismos vivas -conocidos con el thrmine
genérico de id levad y bacterias licticas)- y de antibléticos utilizados como factores

de crecimiento en alimentacién animal (Fuller, 1989; Hoover, 1893; Monsan, 1993; Valette 6! a/,
1983)

Adiclonalmente, los olig aridos interf con el 10 de adhesién de las b
paté sobre [a superficie intestinal. Estos ir i salecti con |as protaf
de los patdgenos (adhesinas), las cuales ciertos
presentes en la pared Intestinal. Los olig aridos también p 1 una estimulacion de los
ir légicos i inales por medio de procesos que no estin totalmenta
elucidados, aunque es p que la accién de detarminantes antigénicos presentes
en |a supaerficie de los microorganismos (Monsan, 1993).
Se ha abservado el efecto de (o3 olif & par 1te &n al 4rea de nutricién animal,
La adicién de un 1.0% de glucooligosacaridos en [a racion alimenticia permite disminulr
significati {a morbilidad da por di. en ganado vacuno. Asi mismo, se ha

observado una disminucion de més del 50% en la mortaliidad de pollos & causa de {a misma
afeccion (Monsan, 1853).

Se han desarrollado aplicaciones no sélo en al campo alimentario, también se ha encontrado
utilidad de los oligosacéridos en el drea cosmetol6gica. Por ejemplo, la compafiia francesa

BioEurope ha recier un nuevo prod b enla ap ién de
glucooligosacdridos en la conservacion del equilibrio ecolégico de Ja flora microbiana cutédnea.
De hecho, el desequilibrio de esta flora origina n probt cOoSsr I6gicos y

dermatoldgicos (Monsan, 1993).
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MATERIALES Y METODOS

Conservacién des Ia cepa, medio de cultivo y condiciones de fermentacién.

La cepa de Leuconostoc mesantercides NRRL B-1299 se obiuvo da la coleccién de Peoria,
linois, como parte de un proyecto de colaboracién con la compaiiia BioEurope, Francia. Se
partié de células liofilizadas que, una vez reactivadas, se conservaron a ~-4°C en una soluclon de
glicero! & una concentracion de 15% (viv). Las soluciones as! preparadas se utitizaron como

ind para [as fermer a nivel matraz.

En la tabla 3 se presenta el medio de cultivo utilizado para la reactivacién y crecimiento de la
cepa B-1299 da L. mesentervides. El pH del medio se ajustd a 6.9 con dcido ortefosforico, antes
de esterilizar. Las fermentacionss alilmentadas, se suplementaron con 0.1% (v/v) de
antiespumants (Silicén 426R, Prolabo).

Tabla 3. Composicién del medio de cultivo utilizado

paral {des B-1299,
COMPONENTE CONCENTRACION
Sacarosa 40
Extracto de levadura 20
KHPO, 20
MgSO47H0 0.2
CaCl,-2H,0 0.02
FaS0,7H,0 0.015
MnSO,7H,0 0.1
NaCt 0.01

Las fermentaciones a nivel matraz se llevaron a cabo en un volumen de 50 ml en matraces de
250 ml, en incubadi (New B vick Scientific, modelo G-25) con agitacién orbital a 200 rpm
y a una temperatura de 30°C,
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Se 6 el crecimit del i por a 850 nm en un espectrofotémetro
Spectronic 801. Los cuitivos de 12 horas o con una densidad &ptica aproximada de 4.0 se
utilizaron como los para las i

Las fermentaciones alimentadas se {levaron a cabo en un fermentador SGi (Setric Genie
Industriet, modelo 7F) de 2 litros, con un volumen de trabajo de 1 litro. Durante la fermentacién
se reguld el pH a 5.5 con la adicién de alcalina { auna cor de
400g/ en un solucién de sosa 2N). La agitacién se mantuvo @ 400 rpm, la aireacién en 0.5 vwm y
fa temperatura a 29°C.

Al final de la fermentacion el pH se ajusté 2 5.4. La i6n de i se
Por peso seco de una alicuota de 2 mi de cultivo. Posteriormente, las células y otros insolubles
se sep. por i ién. El d 56 conservo en refrigaracion; una parte de [os
insciubles se mantuvo a -4°C y otra se liofilizd.

i, 14 " 1ut
extr .

Ci [én-pur de la

Elp de 6n de la f, 6n soluble de Ia enzima con polietiténglicol (PM 1500) se
llevd a cabo agregando un volumen de PEG al 50% (w/v) a un volumen de sobrenadante de
cultivo. La fase inferior rica en d ¢ iada a la ) se separd por
centrifugacién y se lavo con buffer de acetatos 0.05M pH 5.4, La pastilla obtenida se

resuspendié en buffer y se conservd en refrigeracion.

Mediclén de la actividad "

La actividad gl se astimé midiendo los azucares reductores liberados durante la
i6n atica en p ia de 10% (w/v)de sacarosa a 30°C y buffer de acetatos 0.05 M,

pH 5.4. Los azi d s por ¢ método del acido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS) reportado por Sumner y Howell (1935). La reaccién se lleva a cabo al poner en contacto
10 mi de una solucién enzimatica conteniendo de 0.5 a 2 Ul/ml con 2 ml de una sclucién de
sacarosa (600 g/1), para dar lugar a una cor i6n final de de 100 oA,

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que libera una micromo!
de fructosa por minuto a pH 5.4 y a 30°C.

Sintesis de oligosacaridos.

Las reacciones de aceptor se llavaron a cabo con 300 gi de sacarosa, 100 g/ de maltosa, 2.5
Ul/ml de dextransacarasa libre en un volumen de 10 mi de buffer de acetatas 0.05M, pH 5.4, a
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30°C. Después da 24 horas, la reaccitn se detuvo por calentamiento en baito a ebullicién por 5
minutos,

Andlisis de productos por HPLC.

Una voz inactivada |a enzima, la muaestra de reacclén debe ser filtrada a través de una
membrana Millipore de 0.45 um. Los andlisis de oligosacéridos se llevaron a cabo enun
cromatégrafo Waters-Millipore con dstector de indice de refraccién con una columna pBONDA-
PAK C18 Waters-Millipore. Como eluyente se utilizé agua a un fiujo de 0.7 mUmin. Para
detectar oligosacéridos de alto grado de poli 1on, el eluy istié en una mezcla
agua-metanol 94:6 (viv).

Para el andlisis de azicares de bajo peso melecular se utilizé una columna de anélisis de
carbohidratos Waters-Millipore. El efuyente en este caso fue una mezcla de acetonitrilo-agua
85:35 (viv) a un flujo de 1 mUmin.

Determinacion del perfil de actividad enzimatica al pH.

Se realizaron una serig de reacciones enzimaticas bajo las condiclones mencionadas
anteriormente, pero en buffer de pH en un rango de 4.8 2 6.0. Se detarminaron ias velocidades

iniciales de reaccidn midiendo los azd d libarados durante la 16
Determinacién de las tes cinédticas de la i 16n insoluble con actividad
dextransacarasa.

En el estudio cinético de la fraccién enzimatica insoluble, se utilizé la cantidad de enzima
liofilizada nacesaria para taner aproximadamente 1 Ul/mi de ion, agregdndose
variables de una solucién concentrada de sacarosa para cubrir un rango de concentracién de 10
a300 g/, La velocidad inicial se detarminé con ! método anteriormente desctito apH 5.4y
aoeC.

Sa siguié el mismo procedimiento para las enp. ia de , manteniéndose
una relacién sacarosa/maltosa (w/w) de tres,

Reacciones de desproporcionacion con fa enzima B-1299,

Las reacciones de desproporcionacién se levaron a cabo ponisndo a reaccionar la enzima licre,
en de , con 4 liofilizados. Se experi 6 con it
obtenidos con la cepa B-512, por estar ituldos de gk con a-{1-8)

exclusivamente, y con un grado de polimerizacién comprendido entre 3 y 15 (D.P. 3 a D,P. 15).
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También se afectt las es con olig dridos de la cepa 8-1299, (que contienen
anlaces a-(1-»2) y a+(1-»8)) en un rango de D.P. 3 a D.P. 8. Los cligosacéridos fueron
proporcionados por la compafifa BioEurope.

Estas reacciones sa llavaron a cabo bajo las siguientes condiciones: 2Ul/m! de enzima en un
volumen total de 10 ml, con una &n de 4 de 10mg/mia 30°CypH S 4.

Se tomaron muestras a dif tiempos de 6ny se 1 por HPLC.

Evaluacién de sstabilidad de las preparaciones enziméticas al pH.
Se evalud ia estabilidad de tres preparaciones enzimaticas diferentes:
a) Enzima soluble parcialmente purificada con PEG,

b) Enzima insoluble liofilizads. Esta fraccidn esté constitulda per células y dextransacarasa
asociada a éstas.

¢) Mezcla de ambas activi Estap 8o obtuvo al agregar PEG directamente sobre
el cultivo al término de una én. Dsesta se separa por centrifugacién una
mezcla de la enzima insoluble con la soluble asociada a la fase dextrana en la proporcién en que
son sintetizadas durante la fermentacién.

El experimanto se llevé a cabo utilizando soluci con una de ima de 1 Ul/ml
an dife t | buffer de 0.05M an un rango de pH entre 4.8 y 5.6; las mezclas
. de i6n se on ag continua a temperaturas de 32 y 40°C. Se tomaron

muestras de 1 mi a diferentes iempos y se ies determiné actividad a pH 5.4.

Produccién del catalizador.

Para la elab i8n del b sa partié de Ia pasta de insolubles, obtenida de la
centrifugacién del medio de en lacibn, Sa prepard una
suspension de esta pasta de tal fona que la mezcla p ap una actividad
de 8 Ul/ml en bulfer de acetatos 0.05M pH 5.4, F osta suspension se mezclé
perfectamente con un volumen igual de una solucidn de alginato da sodio al 4% (w/v), para dar
lugar a una suspension final con cor de algh de 2% (w/v) y de enzima squivalente
a3 uiml.

La mezcla se disperss, en forma de pequefias gotas, en una solucién 200mM de CaCl, sjustada
a un pH de 5.4 con dcido acético. Las esferas gelificadas se mantuvieron por espacio de una
hora en la solucién de CaCl,, se lavaron y s& conservaron en buffer de acetatos 0.05M, pH 5.4
con 0,3% (w/v) de CaCl, a 4°C.
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Modificando el flujo de aire del sisterma de aspersicn se varid el tamafio de las esferas, obtenién-

dose por sap 6n en tamiz, (f con did de 0.8,16,2.1,3.8y4.2 mm. Eslos

catalizadores se utitizaron p i parala del efecto difusional intrapar-

ticula. La distribucion de tamafios se determiné midiendo el did de una de 50

esferas con un vemier.

Determinacién de densidad del biocatalizador.

La densidad de! 1i se d ind evaluando el volumen desplazado por una determinada

d de Enunap con 10 m! de solucién de CaCl, al 0.1% (wiv) se

gregaron 3.6 g de i hiimedo y se observo el volumen desplazado,

Determi 16n de h dad del biccatalizad

Se determiné gravimétricamente, por sacado al vacio a 80°C y utilzando una tarmobalanza
Ohaus. Las determinaci enlat balariza se reall 1 a 85°C (0.5 watts), el tiempo de
sacado fue de aproximadamente una hora. Utilizando la tarmobalanza se evalué ia curva de
secado del catalizador. En este caso es importante que la velotidad de secado sea lenta, para
avitar [a formacion de una capa dura en la superficie de las esferas que dificulte la transferencia
de masa.

Determinacién de |a fraccién vacia del hiocatalizador.

El valor de la fraccién vacia (s) es igual a la relacién entre el voli 1 intraparticula (vacio) y el
volumen total que ocupa el catalizador y representa la fraccién de volumen disponible para la
reaccién. Este pardmetro se 6 I el volumen ¢ por un vol 1
conocido de esferas.

Para la medicién de a fraccion vacia del catalizador, se tomd un volumen conocido de esferas y

se secaron hasta alcanzarlah dad critica. Posteri te so en 15 m! de solucién
de CaCl, al 0.1% (w/v). Se permiti6 que las esfi pararan el vol 1 original y se evalud
el vol Y despl; 10, éste ponde al volumen que realmente ocupa ia matriz del

catalizador. La diferencia entre este volumen y el volumen total es el volumen vacio.

Di inacién de los ef difusi internos del biocatalizador.

Para evaluar el efecto difusional int icula sobre la velocidad inlclal de ia enzima
inmovilizada, se calculd el factor de efectividad (n) para los diferentes tamafios da catalizador. E
factor da efectividad corresponde a la ralacién de la velocidad inicial observada con el catalizador
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completo entre la velocidad inicial observada con el previa gracién. Las

se @ 30°C en presencia de 10% (w/v) de sacarosa como se
describié anteriormente, En el caso de la evaluacion del efecto de concantracion des sustrato
sobre el factor de efectividad, la concentracién de sacarosa se varié en un rango de 10 a 300 gA.
Las ionas se acaboen de 100 mi enchaq , o medio de i6

se agitd con una propela para garantizar ia homogenidad de ia reaccion.

Determinacién de ia calda de presidn en el sistema de lecho empacado.

Sa montd un sistema segin se ilustra en |a figura 8, en al que se midié [a caida de presién
ocasionada por el biocatalizador a diferentes fiujos volumétricos de solucidn de sustrsto y a

dif ves altura/dia del reactor. Se utilizé un manémetro de deformacidn de!
tipo de tubo Buordon.

Las dimensiones del reactor utilizado fueron de 1.9 cm da didmetro intermo (2.83 em? de seccidn
transversal) y una longitud de 1 a 5 veces el di . Se jo sustrato (! 30% wiv
+ maltosa 10% w/v) a un flujo volumétrico constante en un rango entre 27 y 43 cm¥min. Las
determinaciones se hicieron para el reactor empacado tanto con perlas de vidrio de 0.3 cm de
didmetro (e=0.4), como con biocatalizador {didmetro=0.24 cm).

q—

Figura 8. Esquema del sistema utilizado para |a medicién de la caida
de presién dentro del reactor.
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Para estimar la caida de presién se emples 1a ecuacidn propuesta por Leva (Perry & Chilton,
1973)

2/m-GL-(=g)
Ap:L'__l__

dp-p-ge- Ps*-e?

Donde: Sfm= % (paraRe<10).  Factor de friccion
L Longitud del lacho
Re= ﬂPu_G Numero de Reynolds
Gs= 2{\2 Velocidad mdsica por unidad de

4rea seccional def lecho
n=1 (para Re<10)

&,=1 para esferas. Factor de forma
D, Inaclén de la distribucién de tiempos de residenci
Se llevé a cabo el experimento del impulso con el fin de la de tiempos de
residencla dentro del reactor de lecho empacado. Dicho experimento iste en introd
1te una cierta idad de un en el fluido que entra al reactor y registrar
1a concentracién del trazador en el fluido que aband: el recip De ests exp se
genera una curva de resp de 16n de dor con el tiempo C vs t.

Posteriormente se evalia el drea por debajo de la curva, la media y la varianza de Ia distribucion
(Levensplel, 198S).

El trazador utifizado fue una solucisn al 50% (viv) de dcido ortofosférico. Es importante que el

volumen del trazador sea menor a 0.01 veces e volumen de) reactor. Tomando en cuenta que el
reactor tenia una capacidad de 2.1 cm? el volumen del trazador fue de 0.02 ml. El fluido utilizado
fue un buffer de fosfatos 0.01M, pH 7.0 con 0.1% (w/v) de CaCl,. €l pH a la salida del reactor se

d 6 con un 17 Cole-Palmer. El potenciémetro se acoplé a una computadora
Macintosh con un programa capaz de adquirir datos a intervalos muy pequefics, en este caso 2
El so rep| en ia figura 9. Elreactor enchagquetade que se utilizé tenia

2.2 cm de altura por 1.1 cm de didametro (seccidn transversal de 0.95 cm?),

Los valores de pH adquiridos se ierten a q e de iones
Posteriormente se calcula el drea por debajo de la curva, que representa a cantidad totat de
trazador introducido {(acuacion 1).

hildrant
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Figura 9. Diagrama del sistema utiizado para
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A=j:cm=zc, Ay ()

Donde C es [a concentracién de trazador y t el tiempo,

La curva se nomaliza dividiendo cada érea individual entre el valor de A. Los valores obtenidos
se grafican contra el tiempo, obtieniéndose una curva cuya drea es igual a 1. Con ésto se evalua
la madia de la curva, que representa el tiempo de residercia promedio (ecuacion 2).

- j'o"tcdt

v (2)
[Fca

En e! caso que se tengan lecturas instantdneas de puntos equidistantes se puede utifizar una
forma simplificada que se presenta en la ecuacién 3.
1= Z('l""lﬂ)(cl"'Cli-l)('lﬂ't i) @
2}_‘,(C,+ Ciattisn-t)

Posteriormente se evalua la varianza, gue reprasenta fa disparsion de la distribucion (ecuacidn
4). !

2 = Eﬁit_ - -[2 e (4)
fTea

De igual forma se utilizé una forma simplificada para eqL repr enla
ecuacidn 5.

- Z(‘ “ln)z(c *Cm)('m"l)
a - (5)
42(Ci“'ci+1)('l+1“l)

Por titimo se calcula et nimero de disp numero 1al, coma: % Oen

términos dal nimero de Peclet: b_ b

Pe:l

Es posible demostrar que este nimero se encuentra relacionado con !a varianza de {a curva de
distribucién de tiempos de residencia da acusrdo con la ecuacién 6 {Levenspiel, 1985).
D

ot=2n . (8)
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Los experimentos sa llevaron a cabo @ 30°C, con el reactor empacado con perfas de vidrio de

0.58 mm de dia 0 ¢on bi (did 0.21 cm),

Preparacién del sustrato utilizado en la sf is de ofig &rid

La 6n del se enlatablad. La es un product lal y
conslsta en una salucié que cantiene 80% de maltosa. Fue proporcionada porla

compariia BioEurope.

Tabla 4. Sustrato utilizado para |a sintesis de olig: di
c " C 6n (o)
Sacarosa 300
Nutriosa 125
Sulfito de sodio 1.0
Sorbato de potasio 1.0
‘Cloruro de calcio 0.7

E! pH se ajusta 5.4 con H,SO, al 50% (v/v).

Determinacién del modelo cinético de |a enzima inmovilizada.

Con el fin de prop un modelo cinético qua el P de la enzima

! en la sintesis de olig: ] , 86 siguid el de sa d L]
transcurso de una reaccién por lote, Elvolumen da reaccion fue de 80 ml, se agragd suficlente
catalizador para tener 1.7 Ul/m! de reaccién. Se utilizd el sustrato para la sintesis de

oligosacaridos, descri i La i6n se llevd a cabo a 30°C en un reactor agitado.

La concentracién de 86 6 tanto por azd previa i 6n asl
como con un analizador YSI 2700 (Yellow Springs instruments) equipado con una membrana
para determinar sacarosa y ofra para determinar D-glucosa.

Determinacién de los efectos difusionales sxternos.

Para la determinacién de los efectos difusionales extemos se utilizé un sistema recirculade como
al esquematizado en {a figura 10,



Materiales y métodos

La carga de enzima utitizada fue de 0.7281 Ul/m! y el volumen de reaccidn de 25 m, utilizando el
sustrato para la sintesis de olig 4 Sa la inlclal a ftujos volumétricos
que se variaron entre 1,87 y 5.8 m/min, estando el menor fiujo porla dad de
fa bomba utilizada. Se determiné la velocidad inicial en el recipiente fuera del reactor. Ef reactor
empacado fue el mismo que se utilizé para determinar ta distribucion de tiempos de residencia.
Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C.

JRL

Figura 10, Diagrama del peri en el estudio del efecto
difusi anel t con el de asa.

-~

Operacién del reactor de fecho empacado.

Se montd un reactor setado, empacado con for (con una relacién L/D«1) (figura
11) operando en continuo. Las reacciones se llevaron a caba a 30°C con el sustrato definido
parala si is de oli 4 La ali tacién se llevd a cabo por ia parte superior del
reactor. Se colocd un papel filtro 8 una distancia de aproximad; 'te 5 cm sobre {a cama de
catalizador con el fin de distribuir el enia én trar i del reactor. El reactor
tenja un drea transversal de 78.5 cm?.
Para verificar el modelo cinética, se varié el flujo volumétrico de alimentacién y se d [né la
16 V reductores a la salida del reactor. Ei volumen de

catalizador fue de 500 ml, que corresponde a 1682 Ul totales. Cada vez que se modificaba el
fiu]o, se dejaba pasar un tiempo equivalente al dobla del tiempo de residencia, para asegurar que
el reactor se er en de régi p
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Evaluacién de la establlidad operacional.

El reactor desczito anteri se en i d te 200 horas, con un
flujo volumétrico de entrada igual a 1.4 mUmin. Se evalud !a cor Wn al d inand

azucares reductores a 1a salida de! reactor,

Figura 11. Esquema.del reactor de lecho do en p para

evaluar sl modelo cinético y la uubmdld operacional.




Resullsdas y discusidn

RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERIZACION DE LA ENZIMA

I. Produccién de la glucosiitransferasa de L B-1299.

Se cuenta con un p 4ndar paralap i6n de la il {GT) de

L ides B-1299 i una f id de un litro, sigulando

la metodologia propuesta por Lopez y Monun {1980} y por Remaud-Simeon, et 8/ (1693), de tal
que se baja i de en el medio ds cultivo durante la

fennan!adén Esto se lleva a cabo por adicién i de d te la fase log i

de del mi gani: Asl se i fa produccién de la enzima y se evita el

fenémeno de represién catabdlica.

En la figura 12 se p la cinética de una fi Se encuentra actividad glucosil-

iada al celular y otros ir fi on i asi como actividad
extracelular. Como es de sup {@ produccion de { iada a |a fracelon insolubl
esta asociada al crecimiento, pues al haber mayor cantidad de biomasa, habrd mayor cantidad
da enzima asociada a ésta. No ocumre lo mismo con la activad, Jlar, @s | e que
no se en el sot sino hasta di és de transcurridas tres horas de
farmentacién. A las 8 horas ss alcanza una concentracién celular aproximada a 8.2 mg/mi
{D.0.as=14); entonces, se centrifuga el caldo de fi ién. Bajo estas cor 50
obtiene un imi y produccién de enzi seguin se reporta en [a tabla 5.

Se puede observar que se obtiene una alta proporcién de gt
4 la fraccion insoluble. La hipétesis que se raporta en ia literatura considera que la enzima se
encuentra formando un complejo con ia . al sinteti de la célula (como
parte de la capsula) es de esp que 50 ctividad enzimética lada alas
célutas (Brooker, 1877). Otra hipStesis posible es que la enzima contenga un péptido de anclaje
ala membrana celular, el cual puede ser sujeto a una escisién posterior dando origen a la
enzima extracelular. Estos péptidos de anciaje se encuentran en algunas enzimas presentes en
las bacterias [icticas (Kok, 19%0). La confi idn de esta hipélesis, para este caso en
particular, implica el conocimiento de la genética enia Intesis de las
dextransacarasas.
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Actividad
D.o. (Ul/ml)
4

[3 —e— oo
Q- Acl, sol.

secatposes
a2 Act. Insol.

Tiempo (h)

Figura 12. Cinética de una fermentaclién
allmentada con Ia cepa B-1209 de
Leuconostoc mesenteroides

V de trabajo=1L, pH=5.5, agitacién 400 epm,
aireacidn 0.5 vwm, T=20°C
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Tabla 5. Produccién y distribucién de la
actividad GT B-1299 en cultivo alimentado,

Volumen de fermentacién 900 mi
" 3.563 Uimi
Actividad GT total (a=0.242)
0.447 Ulml
Actividad extracelular +=0.0198)
Porcentaje de actividad GT enla 12.6%
fraccitn extracelular
0.378 UUmg
Actividad en [a fraccién Insoluble 0,008
o - fraecian inanl 8.2 mgiml
C dela 6 0=0.4
Actividad ia i 3. 118 UMt
en'a (a=0.222)
fPorcentaje de actividad GT enla
fraccidn insoluble 87.4%

1l. Sintesis de oligosaciridos con la glucositt, f t lulary fada ala
1 i6n insoluble de L. B-1299,
Se llevo a cabo |a sintesis de olig en p de coma azucar aceptor con
alfin de p el perfil de prod con la enzima extracelular y la anzima
asociada al paquete celular. Ambas sintesis se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones de
16n (; acion de , aceptor y anzi como ya se menciond en materiales y
étodos. Los cromatog pondi sep ) on {a figura 13.

Como se pueda observar, ambas fracciones sintetizan el mismo tipo de productos, por lo que se
pedris utilizar cusiquiera de estas dos prep parsla is de los olig b de
interés. Sin embargo, esta no es una prueba de que sa irate de la misma enzima. E) perfilde
oligosacdridos obtenido es sl mismo que el reportado antsriormente por Remaud-Simaon, et a/
(1983). En dicho trabajo se hace un estudio da RMN da 13C de los aligosacdridos obtenidos,
detarminéndose la p ia de en! a-(1-»2) en aly de elios. Los compuestos
marcados con una flecha, en la figura 13, rep los of| dridos con eniace a-(1-+2), los
cuales s¢ encuentran con un grado de polimerizacién de 4 a 8
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Voltios

Q8o

Q404

.

-~

RN R (A

-

[ = o

Figura 13. Perfil de oligosacdridon obtenidos con lag
GT de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299.

Columna C18, eluyenta HZO. Flujo 1.1 ml/min.

1, Fructosa
2. Sacarosa
3. Panasa

4. DP§ =(1-2)
5. DP4 =(1-6)
6. DPS&(1-2)

~———— GT extracelular

Q00
Q00

080 1.00 120
x 10! minutos

7.
9.

1.
12,

DPS &{1-6)

« DP6 °(1-2)

DP§ =¢(1-6)
DP7 &(1-2)
DF7 *(1-6)
D8 2¢(1-2)

~~~e—=- GT fraccidn insoluble
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Tanlends 1es simii {~90%), la enzima P una mayar p 16
de oligosacdridos, (0 que pueds deberse a que la enzima prasente en la fraccitn insolubie esta
sujeta a un efecto difusi de yp peci do &stos son de alto

peso molecular (> D.P. 4).

{li. Estabiildad de ias preparaciones enziméticas al pH.

Se pueden ob tres prep: i imdticas al tdrmino de la fermentacion: enzima soluble

{extracelular) parcialmente purificada con PEG; fraccin insoluble (actividad asociada a dextrana
y a células) y una mezcia de ambas actividades.

Tomando en cuenta los d g0 idert la posibilidad de inmavilizar la fraccién
de GT insolubla o la mezcla de las actividades soluble e insoluble. Se pens6 que, en vista de la
baja actividad extracelular obtenida en la f ién, no valia la pena considerar la
inmovilizacién de esta fraccién, sin embargo se d: in6 su ilidad Gni para

tomarla como referencia.

Can el fin de definir ventajas y desventajas al optar por alguna de las posibilidades, fue necesario
determinar fa estabilidad de |a enzima a diferantes pHs. Esto es importante, ya que an
experiancias anteriores, del grupc de Monsan en Francia, se observé que al llevar a cabo la
reaccién da sintesis de oligosacéridos, en ocasiones habla una disminucién de pH, debido a que
las células inmovilizadas atin presentaban actividad metabdlica.

Las determinaciones se llevaron a cabo, de manera preliminar, con la fraccidn soluble a 32 °C,
Los resultados se muestran en la figura 14. Después de 400 horas de almacenamiento a

dif pHs, la enzil Xt lular p 6 una mayor actividad residual a pH de 5.4,
mientras que a un pH de 4.8 fue menos estable; por esta razén se tomaron dichos valores como
los en p i A pH 5.2 [a GT extracalular prasenté una vida media

de aproxlmadnmcmo 340 horas. La vida media (t,) se defins como el tismpo en que se pierde el
50% de ta actividad inicial. Al trabajar a 32 C, los ensayos llevaban mucho tiempo, por lo que se
trabajé posteriormente a 40 °C. A esta Inmpnralum Ia fraccién soluble a pH 5.2, presenté un ty,
de api 30 mi Los se p en lafigura 15,

Sl se considera qua la desactivacién enzimética sigue una cinética de primer orden, ai graficar el
logaritmo natural de la actividad contra el tiempo, se obtiene una racta cuya pendiente es ia
constante de inactivacién. En la tabla 6 se muestran las constantes da inactivacién a 32 y 40°C
en funcién del pH, para {a anzima extracelular.
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Activided residual (%)

Actividad residual (%)

Resukados y discusién

100
——  pHad.8
00 - —a— pH5.0
—e— pHe52
—w— pHe5.4
a0 4
704
80 4
504
40 T T T T
0 160 200 300 400 5
Tiempo (h)
Figura 14. Estabilidad de la GT B-1299
soluble al pH.
{32°C)
100
—+— pHed.0
—e—  pHe5.0
80 - —-@— pHa§.2
——a— pHa5.4
—t—  pHeS.6
40
40
20 4
[ T T v J T
10 20 30 40 50 [
Tiempo (min)
Figura 15. Estabilidad de ia GT B-1299
soluble al pH.
{40°C)
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Tabla 6. Constantes de inactivacién de la GT B-1289 extracelulsr.

pH k 32¢C () k 40°C (min")
4.8 197 E-3 3.01E-2
5.0. 180 E-3 263E-2
5.2 167 E-3 1.65E-2
5.4 123 E-3 1.32 E-2

Al analizar los valores de 4 se observa que, un valor mayor corresponds a una pendiente de
inactivacién mayor y, por lo tanto, a una menor establlidad. Debido a que el efecto del pH es
mas evidente a 40 °C, los sigui pari se ll a cabo a esta temperatura,

En la figura 16 se compara e! resultado del comportamiento de las tres preparaciones
enzimaticas a 40 °C bajo las condiciones de pH extremas (4.8 y 5.4). A pH 6.4 [a enzima
axtracelular presentd un ty de casi 15 minutes, mientras que la enzima de la fraccién insoluble al
mismo pH tuvo un ty, mayor de 50 minutos. Se observa una tendencia similar a pH 4.8. En la
tabla 7 se presentan 168 valores de Ias constantes de desactivacién para las tres preparaciones
anzimaticas.

Tabla7. C dei 6n de las prep !
de GT B-1299 en funcién del pH.

pH 4.8 pH 54

k_{min) k_{min1)

Fraceién insoluble 1.68 E-2 114 E-2
Fraccién soluble 431E-2 276E-2
Mezcla de ambas 3.43 E-2 148 E-2

La il Hlar fue la p i6 imatica menos estable, mientras que la fraccién

asociada al paquete celular (insoluble) presenté mayor estabilidad; come es de suponer, la
mezcla de ambas fracciones tuvo un comportamiento intermedio. Esto se pusde deber a que la

ima Insoluble tiene un e diferente a la enzima extracelular, donde no se observa
un efecto tan importante del pH sobre la velocidad de desactivacién de la enzima,
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Activided residust

100 &

80
60
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—#— w00l pHe5.4
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Figura 16. Estabilidad de las GT B-1299 al pH.
40°C)
100 4
904
204 [ ]
704
ID4
50 -
40 T r T v T
4.0 45 5.0 5.5 .0 5 7.0
pH

Figura 17. Perfll de pH de la GT 8-1299 insoluble.
{30 °C)



Resultados y discusién

Tomande en cuenta estos resuitados, se conciuye que |a enzima jada a la i6 b
es {a mas indicada para la 6n del b i . Adicionaimente se debe tomar en
cuenta que |a utilizacién del PEG aumenta el costo de! lizador. El costo de factura
debe bsjo, 1l do qus los olig Aridi sardn utilizades como

aditivo en allmentos para consumo animal.

Los experimentos subsecuentes se ilavaron a cabo con [a enzima asociada a la fraccion
insoluble oconel i do con esta porcidn de| cultivo,

IV. Determinacién del parfil de pH de [a fraccion enzimitica insoluble,

Se 6 el perfil de acti imdtica al pH, ié ol compor qua se
prasanta en la figura 17, donde se pueds observar que 1a actividad enzimatica se presanta en un
rango relati e ho de pH, dismii di en i Acidas, Este

comportamiento es similar al observado con las cepas B-512 y B-523 de Leuconostoc
mesentervides {Alsop, 1983; Durdn, 1990).

Sa sabe que el pH del medio de reaceidn influye en la dnstnbuc:én de cargas en los aminoAcidos
basicos y dcidos de la anzlma Este efecto as partl P en la superdicie y en
las zonas vecinales al sitio activo,

De acuerdo al mecanismo de reaccion propuesto por Robyt (Fu & Rebyt, 1988), existen dos
rasiduos de histidina en el sitio activo, esenciales para ia actividad enzimatica. El mecanismo
involucra dif dos de ionizacién de los resp: grupos l. Dado que en
condiciones dcidas los grupos se sncuentran p p ¥ que la espacie no
protonada es necesaria en la reaccidn, resulta congruente observar una caida dréstica de
actividad hacla el pH dcldo. En un reporte mas reclente, se aistaron y secuenciaron dos péptidos
Que p @ los resp sitios activos de as glucosiltransferasasy S
do Streplococcus sobsinus, En ambos se tran grupos asparticos que parece estan
implicados en Ia catdlisis, ya que actuan como los grupos nucledfilos del sitio activo (Moaser et
al, 1991). En ests caso, tamblén se supone que el grupo carboxiio debe estar no protonado.
Tomando en cuenta io anterior, se puede explicar el afecto tan severo del pH sobre la actividad
de la enzima.

El pH éptimo resuitd ser de 5.2; sin go es i e bl un p entre el pH
de méxima actividad y el pH de maxima -subllldad Se decidid, entonces, que el pH de trabajo
seria el de mdxima establlidad, ésto es a pH 5.4 (@ este pH se tiene el 95% da la actividad,

tomando como 100% la actividad al pH Sptimo).
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V. Estudio cinético de {a fraccién insoluble de la B-1299.

En el estudio cinético de la fi ié imatica ir la, se utilizé 1 Ul/m! de reaccion y se
determiné Ia velocidad inicial en presencia de sacsrosa sn un rango de 10 a 300 g/i. Se siguid el
mismo p imiento para las i en presencia de maltosa, mantenidndose una relacién
sacarosa/maltosa (w/w) de tres. Enla figura 18 se el indtico de la
enzima bajo ambas condiciones de reaccién.

La enzima, en presencia de sacarosa, sigue el modsio da Michaelis-Menten, con una K, de

10.15 91 y una V,, de 0.888 Ul/mi (di dos por la lir i6n de L Burk), pero
se observa un ligero efacto inhibil a i de mayores de 200 g/l. Este
comp j que se obser blén en 1a d ds la cepa B-512F (Martinez-

Espindola & Lépez-Munguia, 1885), es un efecto inhibitorio por exceso de sustrato, Reciente-
mante, se ha explicado como el resultado de fa interaccién de la sacarosa con un tercer sitio de
unién (de baja afinidad) con la enzima, que da como resultado cambios alostéricos en la
conformacion del sitio activo de tal manera que no se pueds sintetizar dextrana, pero si
productos de aceptor (Tanfiseven & Robyt, 1883).

Por otra parte, en presencia de un azicar aceptor (maltosa) se cbserva un aumento de la
locidad méxima de i6n, efecto lén observado en la dextransacarasa de la capa
NRRL B-512F {Paul et al, 1986). Al li izarla i6n de Mi is-Menten por el mé de
Lineweaver-Burk se obtiene un valor de K, de 13.67 g/l y un valor de V,,, de 1.44 Ul/ml,
difiariendo considerablemente de (o observado en !a figura 18. El método de Linsweaver-Burk
tiene la desventaja de que los puntos aaltas i da sustrato no
tienen un impacto significativo en la linearizacién. Por esta razén, se probaron los métodos de
Woolf-Augustinsson-Hofstee, de Eadie-Scatchard y [a da Hanes-Woolf, siendo ests ultimo el que
mejor se ajusto a los rasultados expert Con este método se obtuvo un valor de K, de
45.3 g/l y un valor de V,,, de 2,73 Ul/ml. En las figuras 19 y 20 se presentan ambas
linearizaciones, y en el anexo A se los métodos dbe i izacid
Tomando en cuenta que |as reaccionss se jlsvaron a cabo con 50 mg de insolubles en un
volumen de 12 ml, en ia tabla 8 se reporta la veloci dxima en Ul/mg de

Lap de enla ion ta |a velocidad ma proxii 3 vaces.
Esta activacion puede deberse a gue ol residuo ilo se con mayor al
azucar aceptor que al Hejo enzi que se fooma cuando la sacarosa @s el Unico
sustrato, probablemente ccurre algin cambio conformacional en e! sitio activo que favorece [a
transferencia hacia el aceptor. Otra posible licacién es que en p ia de aceptor, a un

tiempo daterminado, cada grupo nucléofilo del sitio activo sea responsable de la sintesis de una




Velocidsd  iniclel  (Ulimf)

Resukados y dscusion

+ Sacarss

[} 100 200 360

(Sacarosa) [(1)]

Figura 18 Efecto de la concentracién de .
sacarosa sn I velocidad inicisl de (s GT B-1289,

(30°C, pH 5.4, 1UVmI)
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Figura 20. Linearlzacidén de Hanes-Woolf.

Resullados y discusidn
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Tabla 8. Propledades cinéticas de la GT inscluble de

L oldes B-1299
Condiclones K para sacarosa Vimax
de reaccién (an) (Ul'mg insolubles)
Sacarosa 10.15 0237
Sacarosa/mahosa=3 * 45.39 0854

* Calculsdos por ol método de Hanes-Woolf,

lécula de olig ido, ésto es, se simul dos moléculas de sustrato

por molécula de enzima, que en ia de ptor, en el mismo tiampo, sélo se
consume una molécula de sustrato por molécula de enzima.

Por otra parte, el valor de K, aumenta en presencia del aceptor. Dado que el sustrato es el
mismo y que la velocidad de reaccion es mayor en p. ia de no se pusds fi
aste aumento como una disminucion de fa afinidad de !a enzima por el sustrato.

Si tomamos en cuenta que la reaccién catalizada por {a enzima es la siguiente:
k, k;
E+S "—P‘ ES—— E+P
ky Donde E: ima libre, S= ES= ]
enzima-sustrato, P=productoy k;, k_, ¥ k, son constantes de velocidad.

De acuerdo a la teoria del estado estacionario, la constante de Michaells-Menten se define como:

K, = M Si K, =£‘. donde Kg s [a conslante de disociacién del complejo ES, la cual se
% =% s

relaciona con Ja afinidad de ia enzima por el sustrato. Entonces K, ~-€=L ~Kg, s6lo cuando
A

ky<<k,y.

Sisup que las t k, ¥y k., tienen el mismo valor en presencia y en ausencia del
acaptar, 6l aumento en el valor de la K, se explicaria por un aumento en el valor de k,. De
hecho, i la reaccitn involucra a otro y si consi ala como , SU
efecto se debe Incluir en k, (Dixon & Webb, 1979).
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Vi iones de desprop i6

Las i de desproporci on se il a cabo con ln fraccién Insolublo de la enzima
B-1289 bajo las lei previ itas. Se exp 6 con drid
obtenidos con la GT de la cepa B-512, que p a-(1-+8) con un

grado de polimaerizacion de 3 a 15 (D.P. 3 a D.P. 15). También se hicieron las reacciones con
oligosacaridos obtenidos con la GT B-1299, con presencia de enlaces a-(1—2) y a-(1-6), en un
rangode D.P.3aD.P. 8.

La figuras 21 y 22 muestran el cambio de perfit de productos B-512 después de 22 horas de
reaccién. Por otro lado, el cambio de perfil de oligosacdridos obtanidos con la enzima B-1299
después de 22 horas de reaccion se presenta en la figura 23.

Se realiz6 una curva patrén para relacionar el drea de los picos del cromatograma con el paso de

4 una relacién lineal pesc/drea con un valor de pendiente de
1.037x1o'°. Las concer i delosp se i do en cuenta que se
inyactaron 10 pt de muestra. En la tabla 9 se p ia idad de desprop 6n de
los oligosacéridos.

Entas 83 de desproporcionacién, qus se llevan a cabo en ausencia de sacarosa, se
transfiere un residuo glucosilc de un oligesaciérido a otro. Se puede observar que con los

li aridos B-512 se f. fa ia hacla ridos de bajo grado de
pelimeri; al a Ia { de D, P 3,4, y6. Enelcaso de los cligosacédridos B-
1299 se observa que se a con enl a-(1-38). Es importante hacer

notar que en ninguno de {os casos se transfisre en posiciSnes a-(1-»2). Este comportamiento
resulta sorprendente, pues era de esperar que sa lransfiriera con ambos tipos de enlace.
Probablemente, los grupos nucleofilicos de! sitio activo se orientan de manera diferente durante
la sintesis “de novo™ del oligosacaride que en el caso de que el azucar donador sea otro

i arido. P! por éricas no se hacla olig aridos de alto
grado de polimerizacién. También se observa que ocurre un aumento de !a concentracién de
glucosa y mattosa, por lo que se concluye que [a enzima bajo estas condicicnes lleva & cabo
reacciones de hidrolisis, siendo el aceptor una molécula de agua.
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Voltios

1.00—

080~

Figura 21.

Reacidn de desproporcicnacidn de oligosacdrides .
de alto peso molecular con enlaces o((1-6)
utilizando la GT R-1299.

Columna C‘R‘, eluyente Hy0/HeOk (9416). Flujo 0.7 ml/min
{0igosaciridos]=10mg/mi
{Enzima]=2 UL/m)

0 horas

22 horas de reaccidn
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x10' minutos
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Voltios

100
080
060

040l

020 }-

000!
00c

Figura 22. Reaccién dv desproporcionacidn de oligosaciridos
de bajo peso molecular con enlaces *X(1-6)
utilizando la GT B-1299,

Columna C18, eluyents uzo. Flujo 0.7 mY/min
{01 igosacsr idos1=10ng/m1
{Enzima}=2 UI/m1

0 horas
weeacas 22 horas de reaccidn

200

x 10" minutes
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Voltios
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100~ ‘; Figura 23. Reaccidn de desproporcionacién de
W ﬂ'-l: oligosaclridos con enlaces oK(1-6) y @C(1-2)
= utilizando la GT B-1299.
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Tabla 8, Valocidad de las 1 de
desproporcionacién conta GT B-1299,

Olig & B-512
So M IS (am | vieth) | Oligosaciridos B-1259

G+M+D.P. 3 3.088 3.322 |1.06 E-02 Sg (@M 1S (M) 1 V¥ grh)
D.P. 4 0262 | 0.270 |3.S55E-04 +M 3.277 | 4418 | 5.18E-02
D.P. § 0887 | 0808 |-3.87E-03 §Pancsa 0326 | 0.037 |-1.31E-02
D.P.6 0844 | 0828 | 1.28 E-02 D.P.4a(1-2) | 1.551 1.060 |-2.23E-02
D.P. 7 0.794 | 06838 [.7.18E-03 D.P. 4a(1-0) | 0.042 | 0.592 [ 2.50E-02
D.P. 8 0700 | 0.688 |-5.43E-04 D.P.S5a(1-2) | 3.270 | 1.261 |-8.13E-02
p.P. 8 0.687 | 0.583 |-4.74E-03 0.P. 5 a(196) | 0.950 1.262 | 1.42E-02
D.P. 10 0548 | 04680 |-3.92E-03 D.P.6a(1-2) | 0.259 | 0.035 [-1.02E-02
0.P. 11 0.327 | 0319 |.3.78E-04 DP.8a(1~6) | 00 0.183 | 8.34E-03
D.P. 12 0.176 | 0.162 |[-8.32E-04 0.P.7a(152) | 0.748 | 0.264 |-2.20E-02
D.P. 13 0.122 | 0071 |-2.31E-03 D.P. 7 a{1—6) | 0.136 | 0.111 |{-1.13E-03
0.P. 14 0,081 ) 0.053 |-1.20E-03 D.P.8a(1-2) | 0.227 | 0.032 |-8.85€-03
D.P. 15 0.05 0,010 [-1.81£.03

Donde G=gluccss, M=matose, D.P.=grado de polimerizacion, Sy=concentracidn de sustrata Iniciel y Sconcentraci¢n
final. Estas velocidedes corrasponden @ una actividad enzimdtica de 2 Ulmi, (E0 signo negativa represents:
anla dsl

CARACTERIZACION DEL BIOCATALIZADOR

i

VIL. Inmovilizacién de la gl fitransferasa, fraccién insol

Tomando en cuenta que la GT B-1299 insoluble se en mayor proporeitn y que presenta
una mayor estabilidad ante variaciones de pH, se decidié inmovilizar esta fraccién enzimética.
Se Inmovilizé por atrapamiento en gel de alginatos, ya que es un sop que p bi

de resi es inerte, da bajo costo y poco agresivo para fa enzima.

El procedimiento de inmovilizacidn se describe en materiales y métodos. Se partié de 75 ml de
una suspensién de insolubles con 8 Ul/ml. Se obtuvieron 102g (peso humedo) de catalizador
con4.1 Ul/g de catalizador himedo, esto representa un rer ) de ién de 83%.
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De [a misma manera, se produjeron 5 lotes de izador de dif: flos y con
distribuciones refativaments uniformes. A coatinuacién se presantan los valores de los didmetros
promedio, las desviaciones estandar se muesiran entre paréntesis:

0.59 mm (tamizado en malla 30), 1.6 mm (5=0.2159),

2.1 mm (0=0.1288), 3.8 mm (0=0.447),

4.2 mm (o=D.1295).

Vill. Efecto difusional intemo.

Lasli 103 dif intemas repr con ia un pi imp enlos
i es de células i por engel. En estos sistemas, la velocidad
de reaccion se ve afectada por la velocidad de difusidn del sustrato desde la superficie del
biocatalizador hasta el sitio donds se encuentra |a enzima en el interior de la particula.
Especificamente, en el casc de [a sintasis de sligosacaridos este efecto resulta importante,
cor do el peso de los productos. Se han propuesto dos al ivas para
minimizar los efectos difusionales internos: disminuir la carga de enzima (disminuir a velocidad
del proceso cinético) o disminuir el tamafio de particuta. Se prefiers la segunda opcién, aligiendo
un de particula peq pero lo suficientemente grande para evitar caldas de presién
considarables en el caso de que ¢l catalizador vaya a ser utilizado en un reactor de lacho
empacado.

Con el fin de elegir un tamario de panicula que no prasente una barrera difusional intemna

importants, se determiné el factor de efectividad para los difs lizadores. El factor de
efactividad (n) representa la relacion entre la velocidad inicial de reaccidn abservada en
condiciones de limitacidn difusional (V) ¥ 2 Inicial de ion sin resi

difusionales (¥°). Esta Gltima se conel izador desintegrado, ya que el Ao de
particula es lo suficientemente pequefio como para suponer que la difusién es mucho més raplda
que ia velocidad de reaccién. La V,,, podré estar porla idad de trar

de masa intraparticula, mlentras que la V* seré controlada cinéticamente; el contro| seré cinético
cuando ambas sean iguales,ésto es, cuando se trabaja bajo régimen permanente,

En la figura 24 se pueds observar el efecto del tamaiio de particula sobre el factor de

d¢. De do a estos ltados, un fio de parti de 2 mm es recomendable,
ya que no presenta limitaciones difusionales (n=0.895). Los experimentos subsecuentes se
ltevaron a cabo con de este did

Es intgresante conocer Ia depandencia del factor de efectividad al variar la concentracidn de
sustrato. En la figura 25 se observa que a concentraciories menores de 400 g |a velocidad de
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Figurs 25. Efecto de ls concentracién de sustrato sobre
«l fsctor de efectividad de un cataiizador de oiuias
Inmovilizadas con actividad GT. dpm0.2cm
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reaccién cambia de un control cinético & un control difusional. Esto se debe a que al haber
menor cantidad de sustrato, la difusién de éste hacia la enzima (que bajo estas condiciones se
encuentra sn exceso) serd el paso limitante de Ia reaccion. Si se toma en cuenta que el
catalizador se va a encontrar en un reactor de lecho empacado, este efecto pueds resultar
importante en la zona de la salida del reactor, donde (a concentracién de sustrato, en las
condicionas &ptimas, serd muy baja.

X C izacién fisica del d

Una vez elegido el tamafio de particula dptimo, en términos de resistencia difusional intema, se
prosiguld con la d inacidn de las isticas fisicas de! biocatalizador.

La densidad se determiné por de un vol de agua por una canlidad
determinada de catalizador humedo. Se varias yse 3 que, en
promedio, el izador p una densidad de 0.894 g/cc (o=0.0341),

En lo que resp aiamedicién de h d se obtuvo un valor promedio de 80.6%
{0=0.4038).

Un pardmetro muy imgortsnte dentro de la izacion de un bi iizador, es la fraccién
vacia (c). Estafraccion rep el iculm, no ocupado por el dor, que

queda disponible para ser acupado por el liquido de |a raaccién. Este vaior es necesario para la
posterior caracterizacion del reactor de iacho empacado, pues se ve involucrado en Jos célculos
de la caida de presion, tiempos de dencia, etc. como se vera mas adeiante.

No existen muchoes métodos para determinar el valor de este pard Ademas del método de
desplazamiento de un de liquido por las parti de dor, se pueden utilizar
otros, més sofisticados, que consisten en hacer una cromatografia de exclusién . En el caso de
querer conocer sol el interparticula se utiiiza una marcador de pesc molecular
extremadamente alto, como la dextrana azul, Y si se quiere conocer el tamafio de poro se
pueden utiiizar p de fio conocido (Buchholz, 1979; Stewart, 1993).
utilizando el método de desplazamiento de vo! ito en ¥ métodos, se

6 que e} humedo presenta una e=0.56 (5 mi de catalizador desplazan 2.2
ml). Sin embargo, al hacer el estudio de la distribucién de tiempos de residencia, se observé que
tomando en cuenta este valor para el chiculo de tiempo de resi i i6n 12), el d
difiere de las observaciones experimentales. De acuerdo al tiampo de residencla experimental,
el catalizador deberia tener una s>0.66.
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Resulta svidente que el gel ds algii p clerta de agua que puede ser
sustituida por la solucion de sustratc. Se propene que esta dltima fraccion representa el "agua
libre” de hidratacién del gel, Con el fin de evaluar la fraccidn vacla del catalizador una vez
eliminada et agua libre de hidratacion, se determiné ia curva de secado.

En la figura 26 se presenta la curva de secado y en la figura 27 la velocidad de secado en
funcién del contenido de humedad.

Se pueden observar 3 periodos de secado:

1. Un periodo donde !a idad va en {en los pri 4 min). Al principlo el
tiene que la de equllibrio, lo que ocasiona una alta velocidad
de evaporacién.
2. Un periodo de velocidad de secado {(de4a16 de do), que

corresponde a 1a evap 4n del agua libre. En esta zona la velocidad de transferencia de
calor esta en equilibrio con la velocidad de transferencia de masa en |a superficie. Elagua libre
puede difundir dentro del sdlido hacla la superficie donde se evapora a velocidad constante.
Este periodo se manti mi Ja velocidad de difusién hacia la superficie sea igual que la
velocidad de evaporacién.

3. Un periodo de velocidad de d iente (de los 16 minutos en adelants). Cuando ei
agua libre se elimina, e! agua ligada se empleza a evaporar, Debido & que es iInmévily a su
ubicacién, el agua se debe evaporar dentro de 1a particula y después difundir fuera de la
particula hacia el gas que 1a rodea, por ésto la velocidad de sacado s mas lenta. Este periodo
comienza cuando se alcanza el contenido de humedad critico.

De acuerdo a los resultados se observa que ia humedad critica es de aproximadamente 40%.

Por lo que se secd el i hasta esia h dad y se determiné la fraccién vacla,
como se describié previamente, resultando ser de 0.7389 (5=0.005186) (3.55 ml desplazados por
13.6 ml de catalizador). En latabla 10 se las isticas fisicas del biocatalizad
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Figura 27. Velocldad de eecado del
catalizador de aiginatos.
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Tabla 10. Propiedades del blocatalizador.

Actividad 4.1 Ulg
Tamafio de particula 2.1 mm

Factor de efectividad® 0.995

Densidad 0.894 g/ml
Humedad 90.6%
Fraccién vacia 0.74

“Pars una [S) de 100 g/.

X. Modelo cinético de la reaccién en lote.

Para el disefio de un reactor, es necasario contar con un modelo cinético que reprasente

d d ite el compor delar Con este modelo se podré determinar la
velocidad da reaccién lo que pemitird definlr el tiempo necesario para alcanzar cierta conversién
y el volumen nacasarld para una determinada productividad,

La daterminacién de las inéticas de |a enzima se llava a cabo en los primeros
minutos de ia reaccién y no se toma en cuenta {o qua suceds posteriormente. Por esta razén es
importants verificar el comportamiento de la enzima ir llizada d te la de
oligosacéridos a lo largo de tada |a reaccién, Para verificar la validez det modelo, se sigui6 el
consumo de sacarosa durante el transcurso de una reaccidn en lote.

La concentracién inicial de sacarosa fue de 300g/ (877.2mM), en un volumen da reaccién de 80
mly la carga de catalizador fue equivalente a una actividad de 1.6807 UVmi de reaccién, meadida
enp ia de mall Cuando la actividad se midié sélo con sacarosa fue de 0.918 Ul/ml.
Adicionalmente, utilizando la i6n de is-Menten y con fos valores para los pardmetros
obtenidos previamente, se calcu!d la concantracién de sustrato a cada iempo. Se utilizaron los

) de K, obtenidos por los métodos de Li Burk (13.87g/1=40mM) y Hanes-Weolf
(45.399/1=132.46mM). En la figura 28 se p {os xperl ¥ les, asl como sl
resultado de la prediccidn tedrica con los dos valores da K,

Se observa que la prediccién que mejor se ajusta es la obtenida utilizando €! K, calculado por la
linearizacién de Hanes-Woolf; comprobando que, a pesar-de haber tenido un mal coeficiente de
correlacion, representa mejor el comportamiento de la enzima. Por otra parte, la mejor prediccién

se desvia de las obser i tales a partir de fos 250 min. Esto es, se sigue el
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L Datos experimentaies
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Figura 28, Reacclén en lote con células Inmovilizadas
con actividad GT B-1299.

(30°C, pH 5.4, act. equlvalente a 1.68 Ul/mi)

Sustrato: Sacarosa 300 gfl, maltosa 100 g/, ~
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comportamiento del modelo de Michaelis-Menten durante los primeros minutos, pero conforme

el tiempo, ia i6n se hace mas lenta desviandose del modelo. Una posible
explicacién es que al principio de la reaccién el aceptor inicial (maltosa) es el mas activo;

avanza la ién, la i6n de p: jendo productos de la
reaccién de aceptor (panosa, D.P.4, D.P.5, etc.) Cada producto es un aceptor mas débil que el
previo, de tal manera que la vel d de ion va i conel del tiempo.
El modelo, por el contrario, supone que ia relacién sacarosa/maltosa se mantiene constante Se
propone, que la i dela estd por la suma de las
velocidades de reaccién con los diferentes aceptores:

V,:—%?:VM-H’W +Voes - (1)

Donde Vppy. ¥ppe ¥ Vors rep tan las velocidades de f i6n de panosa, de D.P.4yde

D.P.5, as decir la velocidad de reaccién de aceptor con la maltosa, la panosay el D.P.4
raspectivamante.

Vees =—%= fE Mty  .@
dD.P.3
Vora=-—41 =f(S,DP.3) ..(3
dD.P.
Yoos ==—51 /(5. DP4) ..
Donde cada 16 de de (as iones de aceptor (panosa, D.P. 4 yD.P.5) y de
sacarosa respectivamente. Por otra lado, el modelo debe inciuir un témino que incluya fa
infl jadela ién de aceptor; ademads es imp que enia 0n se

cuenta con dog “sustratos” (Ia sacarosa y el aceptor), por io que ¢l modelo no es el clésico
propuesto por Michaelis y Menten. La comprobacién de este modelo requiere ilevar a cabo las
d ionas de los para en presencia de cada unc de [0s aceptores, pues
sélo se cuenta con los valores para Ja sintesis de pancsa, Para ésto habria que sintetizary
purificar cada uno de los oligosacaridos, lo cual saldria de los objetivas de esta tesis, por lo que
se decidié desarroilar una 6 irica del tipo Mich Menten basada en unas

Para el cdlculo de estas constantes, se ajusté un polinomio de tercer grado {(ecuacion 5) a la
curva i de de (ver figura 29).

§=295.13-0.47171+6.6523 x 10°*¢* +1.1371x 1073 . {5)
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Figua 29. Cinética de reéaccidn por fote de consumo de sacarosa por fa
enzima B-1295 Inmovlilzada y sjuste de un polinomio de torcer grado,
{30°C, pH 5.4, acL. equivalents 1.68 Ulimi)
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enzima B-1299 inmovllizada y sjuste de un polinomio de tercer grado.

(30°C, pH 5.4, act. equivalente 1.68 UU/mi)
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Con e polinomio se pudo ar féci {a pendit entre cada punto (la derivada), de
donde se generd la ecuacién de la relacién V= (S):
% =V =-0.4717 +1.3305 x 1021+ 3.4113x107¢* .. ()

En [a figura 30 se observa que la grafica de la ecuacién 8 genera un perfit como el del modelo

de Michaelis-Manten, porlo quase d i las cor indticas utilizando el método de
Li Burk. La linearizacién de la i6n 6 se muestra en (a figura 31,
Como es de esp , @l utilizar las cor globales de Michaelis-Menten obtenidas de la

figura 31 para la prediccion de! consumo da sustrato en la reaccién batch, se describen
adecuadamente los resultados obtenidos experimentalments (figura 32).

En la tabla 11 se resumen los valores de [as constantes cinéticas para esta reaccion,
daterr bajo di I

Tabla 11, Propiedades cinéticas de Ia GT B-1288 inmovilizada.

K, para sacarosa Vv,
Condlciones i
(mM) (Umi)
Sacarosa/maltosa=3 (w/w) ® 132.5 1.68
Sacarosa 29.7 0.918
Globat b 120.5 1412
1) Se supone que Is relacien 7] durante toda
Is reaccién.
b) Valores que invol ol camblo de a {o targo de lu reaccién.
Es de esperarse gue el mayor valar de velocidad maxima sea el do en presencia de

maltosa, seguida del valor global y por (!imo en presencia sélo de sacarosa (bajo estas
condiciones sdlo so sinteliza dextrana). Con respecto al valor de K, se cbtuvo un valor

ints dio entre el inado en p ia del mejor y el determinado sélo con
sacarosa, situacién bastante justificable tomando en cuenta que bajo las condiciones giobales se
considera una velocit int dia de f ién de producto, entre la de sintesis de dextrana y

ia da formacién de panosa.
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]
Figura 30. Representacién gréfica de los datos de
velocidad generados de [a cinética en reaccién por lote
obtenidos a partir de un sjuste polinomial.
(30 °C, pH 5.4, actividad equivalente 1.68 UVmi)
20
Km = 41,1965 91
Vmax = 0.483 g/ min
S 104
=

y = 2,0705 + 85,203x RA2 = 0905
o T
0,0 0,1 0,2
1181
Figura 31, Rep i6n de Lii Burk de

la cinética de Michaelis-Mentsn definida en Ia tigura 30.
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Figura 32. Reaccién en lote con célules inmovilizadas
con actividad GT B-1299.
(30°C, pH 5.4, act. equivalents a 1.68 Ul/mi)

La linea fi p la prediccion tedrica con las
constantes obtanidas a partir del ajuste,
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CARACTERIZACION DEL REACTOR DE LECHO EMPACADO

Xi. Detarminacién de la calda de presién en el reactor.

La caida de presion es un factor muy importants que debe considerarse para ei disefia de un
reuctor de lecho con d Se da inar asts paré
i ; aspect 1te si el facho es compresible ya que cuando se presenta una

alta calda da prasién se p delasp baja cie de masa y
resistencia al flujo que puede llegar al extremo de obstruir el sistama.

Se determing la calda de presién experir con ¢l lizadar y con perias de vidrio,
para comparar el comportamiento entre un lecho compresible y uno na comprasible, con
diferantes gastos de alimentacién y la relacion altu , como 8o detalla en

materiales y métodos. Enlatabla 12 se resumen las condiclones de trabajo y en |a figura 33 se

del reactor em do con el

P

P los

(¢

Tabla 12, Condiciones a las que se determind la caida de
. presién dentro del reactor de lacho smpacado.

Q (cm¥min) Catalizador Perias de vidrio
Re Re
28.8 0.8898 1.26808
282 0.9211 1.3348
30.0 0.9788 1.4188
32.0 1.0440 1.5136
33.3 1.0875 1.5760
35.3 1.1514 1.6687
40.0 1.3050 1.8914
42.9 1.3983 2.0268

- ore—— e
Dimensiones del reaclot: 1.8 cm de didmelro interno y una longitud de 1 & 5 veces el didmatro.

Adicionalmente se estimé la caida de presin dentro del sistema con la ecuacion de Leva (Pery

Y3 3~
&Chillon, 1973; Wayne, 1975);  Ap=2/m G L-(-e)y
Y ! dp-p-ge-Ds*t.e? m
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Figura 33. Efecto de ia velocidad superficial
y de la geometria (L/D) sn la caida de presién
en un reactor do con bl lizad
(dp=0.2 cm, e=0.74, D reactorat.9cm)
(Fluido: u=4.372 cp, p=1.1723 g/cc)
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AP lSO(l-ﬁ)’-p-u

e (8)

que es equivalente a la ecuacidn propuesta por Buchholz (1979):

Para el calculo, 5@ consil las de una solucién de sacarosa al 40%; p=4.372
cp y p=1,1723 g/cc. Los valores de ¢ para el catalizador y para las perlas de vidrio son de 0.74 y
0.4 raspectivamente,

Se puede observar que los )8 imp que Ia caida de presién dentro del
reactor son la velocidad lineal (que se con el i de Re}, la fongitud de la

el didmetro de particula y, principaimente, la fraccion vacia. También se debe de considerar que
el didmetro de particula debe ser homogéneo, ya que una distnbucién de tamario de particula
elevada modifica el valor de e, lo que provoca un aumento del AP,

En |a figura 34 se presentan los resultados del reactor empacado con perias de vidrio a diferen-
tes relaciones altura/diametro. Las iineas continuas representan el resultado det célculo tedrico

mediante la i6n 7. Se observa que el modalo dascribe adecuadamente lo que
sucede en la realidad. Por el contrario, en e} caso del reactor empacado con el catalizador
{figura 35), el AP calculado estd por debajo de lo observado experimentaiments. En la figura 35
58 p la f idn de los para L/D=1y L/D=5; lo mismo ocurre con las otras
geometrias del reactor (/D=2 y L/D=3). Esta diferencia se puede explicar por el hucho de que el
catalizador es compresible. Como se afirmd anteri es imp esta
condicidn experi pues [a 6n no predice el comportamiento en caso de lechos
compresibles.

Algunos autores (Buchholz, 1978) consideran que 3 psi (0.21 Kg/cm?) representa una AP limite y
recomiendan mantenerse por debajo de este valor. De acuerdo a lo observado en el sistema

con i , 85 dable operar por debajo de 0.1 Kgjem?, ya que sl se
traba]a a mayores presiones, se obsarva comprasién del catalizader, lo qua a su vaz hace que
aumente la prasidn dentro de la columna. Por lo tanto, para evitar problemas causados por un
AP alto, se recomnienda que para una L/D=1 se opere a fiujos lineales menores de 17 cm/min, y
para una L/D=3 a flujos lineales menores de 15 cm/min,

Xil. Dster 6n de Ia de ti de

En el reactor de lecho el p ideal considera que e} fluido se mueve a
través de! reactor como un pistén donde toda |a corriente de sustrato fluye a la misma velocidad.
Esto es, la i6n de en Ia di én radial es la misma, sélo se modifica en
direccién axial como ia del i del fiujo; todo el material presente en

cualquier seccién transversal dada del reactor tiene & mismo tiempo de residencia. Por ésto, la
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Figura 34, Efecto de la velocidad superficial
y da la geometris (L/D) en (a caide de presion
en un rsactor empacado con perlas de vldrio,

{dp=0.3cm, e=0.4, D reactor=1.9cm)

(Fluido: t=4.372 ¢p, p=1.1723 g/cc)

Los lineas representan &l modelo de Leva,

a.
u UDalsxp
® D= axp
.
0,10+ . o
-
0.05 [}
a
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0. T ™ T T
10 12 14 [ 1 20
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Figura 35. Efecto de la velocidsd superficist
y de la geometria {L/D) en ia calda de presitn
en un do con bl lizad:

Las fineas representan ¢l modelo de Leva.
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posicién longitudinal del sustrato dentro del reactor es proporcional al tiempo que lleva dentro del
mismo.

En |a realidad, no se observa un 1 ideal. Ald: inar la distribucisn de tiempos
de residencia, se observa una campana de tipo Gaussiano, donde la amplitud de |a curva
determina 1a magnitud de Ia desviacidn, Las 1es del fiujo piston ideal se deben al

retromezclado dentro del reactor, asi como a efectos de dispearsion axial. Tales efactos pueden
ser dos por er irregular de la alimentacién o porla
1 ion de acar

da i 1

p qular, por

1 a el d

Para izar la dispersion de los tis de residencia se que se lleva a cabo un
proceso de difusion adicional al flujo pistén. La difusién molecular en direccién perpendicular a la
del flujo (x) se basa en |a ley de Fick:

8C/8t=D.52C/5x* .. (9) dondeD es el coeficiente de dispersion axial
La ecuacién diferencial basica que reprasenta aste modalo de dispersién es el siguisnte:

8C/88=(D/uL)8*C/52%-5C/52 ... (10)

Donde D/ uL s un grupo adimensionat llamado nimero de dispersidn y

z={- Jla distancia adimensional en el reactor.

El nimero de dispersién caracteriza el grado de dispersién con respecto al tiempo de residencla
promedio y equivale a una medida del grado de ensanchamiento de !a curva de trazador. Si

(D7 uL) <0.01la curva del trazador es estrecha, por o que existe una desviacién pequefia del
tlujo pistén ideal. Enia seccion de materiales y métodos se describe con detaile e! procedimiento
experi | para d inar el valor de D/ul.

En la figura 36 se muestra la distribucién de tiempos de residencia en el reactor empacado con
perlas de vidrio (e = 0.4) a 4 diferentes gastos de alimentacién y en la tabia 13 se rasumen fos
resultados obtenidos.

Se observa que al aumantar el flujo lineal (Q/As = u) la curva se hace mas estrecha, o que indica
que hay una menor dispersion de tiempos de residencia (la varianza disminuye), por o que el
valor del nimero de dispersién se hace mas pequeiio. A partir de un fivjo lineal de 10.53 em/min
£e considera que no existe una desviacién importante de! fiujo piston ideal.
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—8&— Q=09 mVmin
—0— Q=4.0 m¥min
—*— Q=5.5 mlmin

—0—— Q=8.7 mlmin

TIENPO (min)

Figura 36, Distribucién de tlempos de residencia en un reactor
de lecho empacado con perias de vidrio.
{Reactor de 1.1 cm de diémetro por 2.2 cm de altura)
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Resultados y discusién

Tabla 13. Distrl de tismpos de enel
empacado con parias de vidrio.

Q (mlmin) u (cm/min) T (min) o? (min2) D/uL
0.9 237 1.9198 0.1183 0.0587
4.0 10.53 0.7188 0.0197 0.0098
5.5 14.47 0.5842 0.0138 0.0089
8.7 17.63 0.4886 0.0087 0.0044

e e
T o3 ol tismpo de residencis promadio y 62 es la verianza.

Posteriormente se realizé el mismo experimento, pero ahora el reactor se empacé con el
biocatalizador. En la figura 37 y en la tabla 14 se muestran los resuitados.

Tabla 14. Distribucién de tiempos de residencia en el t
do con bi Dp=2.1mm.

Q (mlmin) « {cmv/min) T (min) a? (min?) D/uL 8 (min)
0.9 1.28 1.25 0.1268 0.0834 1.64
1.7 2.42 0.805 0.0408 0.0204 0.87
26 3.70 0.765 0.0385 0.0193 0.57
3.4 4.83 0.547 0.0207 0.0103 0.44

T o8 ol tiempo de residencia promedio, o2 s la varianzs y 8 o8 ef tismpo de residencis calculado.

De la misma manera que el caso anterior, al aumentar la velocidad superficial disminuye el
nimero de dispersidn, en el caso del biocatalizador se lisga a |as condiciones de idealidad con
un flujo lineal menor, eguivalente a 4.83 cm/min, donde se obtiens un D/ulL de 0.01. La

dif estdon la i6n da la fraccidn vacia. El reactor empacado con catalizador
tiene una fraccién vacia mayor que @) reactor empacado con las perias de vidrlo, situacidn que
P de forma i en el compc del flujo dentro del reactor. En este Uitimo
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——8—— Q=0.9 mi/min
—0— Q=17 mmin
—— Q=2.6 mimin

—0— @=3.4 mVmin

TIEMPO (min)

Figura 37. Distribucldn de tiempos de residencia en un reactor
de lecho empacado con catalizador de alginatos.
(Reactor de 1.1 cm de didmetro por 2.2 cm de aitura)
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Resukados y discusién

caso, el fluldo iene que recomer un camind MAs tortuaso que favorace un patrdn de flujo

ala PR, ! irregul
Por ofra parte, en el reactor de lecho empacado, el tiempo de ia p dio estd
por la sigulents ecuacién:

8-% « (11) donde V es el volumen de reaccién yQ es el gasto de alimentacién

Pero como se tiene la enzima inmovilizada en un soporte que liene una determinada fraccién
vacia, se debe tomar en cuenta este factor en la ecuacién:

Ve
0= — . (12)
Q
Al hacer el cétculo tedrico del tiempo de resi ®) con la 6 y p con
los resultados experimentales (1) (tabla 14), se observa que se encuentran dentro de la zona de
T-0y 1 +q, 6sp en condic de fiujo pistén ideal.

Para producir un flujo pistén ideal se requiere encontrarse bajo régimen turbulento; pero alcanzar
altos valores de Re es dificil, pues exists un compromiso con e! tiempo de residencia necesario
para alcanzar una altd conversién (que implica trabajar con gastos de alimentacitn bajos), dada
la baja actividad especifica del blocatalizador. Aunado & esto, existe también un iimite para
evitar una caida de presién elavada.

Xili. Operaci6n del a dif cor i

Una vez tos p que al y al reactor, se disefi6 y
construy6 un reactor empacado de 500 mi con una relacién LD aproximada de 1 operando en
continuo. Se varié el gasto de entrada con el fin de obtener diferentes conversiones. E! calculo
de las peradas a determinado gasto de da se basa en la ecuacién que

describe ¢! componamlenlo del reactor de flujo piston:

8= S, —— r .. {13) donda X =§"—i representa la conversion
—V, sn
Al sustituir esta ecuacién en el modalo de Michaalls-M yal ra se obtiene Ia siguiante
ecuacidn:
k,E-8=5,X-K,, In(1-X) .. (14)
Para el caso del reactor, S = 300 g/} de sacarvsay k,E representa la V,,,, que se puede
bajo 1as cor de idn; es 1a activid dtica total p en elreactor

(Vinie,,, =162d4g/1-min, determinada previamente),
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Resulados y discusién

Para el cdiculo de 8 req para una ion dada se ias constantes cinéticas
globales, es decir, 38 considerd una K, de 120.5 mM (41.21 g/) y una Vi, de 1.36 g/i-min.

El valor de V, global para esta reaccidn se calculd tomando en cuenta que

Vi, = 11 Vings, . (15)
Sl Vi, =1.6249/1-min, entonces Vnyy =1.478g/1-min

Una vez calculado el tiempo de io para ak la conversién daseada, se
caleuld o) flujo de alir lon i el vol disponible para la 6 do en
cuenta la correccién por la fraccidn vacia). Enla tabla 15 se resumen !as condiciones de
operacién utilizadas y se p fos tad i {ver & dos en la figura
38).

Tabla 15. Condicl de op idny 160 en ol reactor

de lecho empacado en continuo.

X f Sacarosa X
tedrica B (min) { Q(mYmin) | u{cm/min) consumida (gh) | observada
0.87 268 1.38 0.0239 144.66 0.482
0.59 184 228 0.0388 988.15 0.327
0.44 120 3.07 0.0528 64.99 0.217
0.29 79 468 0.0802 40.29 0.134
0.15 39 9.46 0.16827 23.72 0.078

Se pusde apreciar que existe una difarencia entre |a conversion esperada y lo obtenido
experimentalmente. En vista de los flujos lineales tan bajos a los que se opard el reactor, 8s de
suponer, con base en la experimentacién inicial, que la diferencia se debs a qus se presenta una
desviacion importante del comportamiento ideat de flujo pistén; pero sobre todo, a que se
presenta una limitacion difusional externa. La mayor velocidad superficial a ia que se trabajé es
treinta veces menor que la velocidad superficlal en la que no se presenta desviacidn de! flujo
pistén, porlo que el nuimero de dispersién serd, en todos los casos >>0.01. Definitivamante, bajo
estas , nosep ninginp iado a la caida de presion. Con el finde
tener la caracterizacién del reactor completa, se determiné el efecto difusional exteme.

76



Reszultados y discusidn

0.8+

Co nv-}oIOn

0.4+

0.2+

0.0

9 2 4 6

Figura

L
Qo

Q (mlmin)

38. Conversién en un reactor de lecho empacado
con blocatalizador operado en continuo,
en funclén del gasto de alimentacién.
{pH=5.4, 30°C, V=500 m), actividad equivalente 3,32 UUml)
La linea corrasponda a la prediccidn tedrica.



Rasulfu.da 3 y discusién

XIV. Evaluacién de efecto difusional externo.

Uno de los pasos que p Ia velocidad ce énesia de masa
extermna dei sustrato que debe transportarse del seno de la solucién a la superficie del
catalizador, Cuando no existe una busna demasa se observa un perfil de

concentracion del sustrato, donde ja menor concentracion se encuentra en [a superficie del
catatizador,

Para conocer las condiclones hidrodindmicas de operacldn bajo las cuales no hublerl un efecto
difusional externo imp se diseiid el si p o i t
Oonde se supcne gue el reactor eslo pequefic para que las cambios
en la concentracidn del sustrato qus pasa @ través, sean pequefios; da tal que
la composicién del fluido sea casi constante a lo largo del reactor (Park et al, 1882). Desde el
punto de vista experimental es(e es uno de los sistemas mas comunmente empleados para medir

la actividad de enzi i

Dado qus la velocidad inicial en el tanque (que es 1a medida de la valoudad Inicial observada en

el reactor) debe ser independiente del gasto de recirculacion se
manifiesta cuando existe una limitacién difusional extemna: at aumanllr el gasto se contribuye a l2
turbulencia y se observa un i an [a velocidad de i6n. Esta situacién se
mantendra hasta que el sisteama deje de estar dif y la velocidad se vuelva

constante e independiente del gasto, es decir, controlada por la cinética. Enla tabla 16 yenla
figura 39 se prasentan los resultados obtenidos; en donde se pusde cbservar claramente este
efecto. Se considera que [a velocidad observada a partir de una velocidad lineal de 7.11 cmvmin
ya no esid controlada por la difusién sxterna, debido a que as aproximadamente igual a la
velocidad inicial medida en reactor por lote agitado, cuyo valor fue 0.7281 Ul/ml. Por el contrario,
a velocidades lineales menoras, se observa que la i6n estd lada por la i
de masa extema.

Bajo I de limi 1 de de masa {a velocidad estd definida por la
concentracion de sustrato en la superficis del catalizador (S*), inferior a la concentracién S en el
L]
d ion: = ———
seno de la solucién: V= Vaue Ky +5° (18)
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Figura 39. Efecto ditust sobre im velocidsd

iniclal observada a diferentes velocidades linesiss,
para un resctor empacado con blocatalizador.

(pH 5.4, 30°C, sctivided equivalents 0.73 UVmi)
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Tabla 16, Velocidad inicial observada sn funcién del gasto
de recirculacién para un reactor empacado con catalizador.

Q (mi/min) u (cm/min) Re ¥, (Ulmi)
1.87 266 0.2377 0.4114
2.88 407 0.3635 0.5052

a7s 533 0.4768 0.5803 |
| 420 8.10 0.5453 0.68648
5.0 7.1 0.8355 0.7004
5.8 825 0.7372 0.7075

Fara calcular Re s considerd ¢=0.74, dp=0.2 cm, p=1.1723 glcm?, p=4.372 cp.

Como ge conocen los valores de las constantes cinéticas y la ¥; observada (tabla 16), a partir de
asta ecuacion se puo&e calcular el valor de S* para cada gasto. Se considerd una K, =13.67 g/l
y una V., de 0.7281 U/ml. Por otra parte, Ia velocidad de transferencia de masa del seno ds la
solucién a la superficie del catalizador estd definida por:

r=Kya(S-8%) w{17)
Dado que S=300 g/ (concentracion de sustrato en el seno de la solucién) entonces a partir de Ja
ecuacién 17 se puede determinar el valor de! Kg a.
Con el valor del K} a, se puade calcular el factor de transferencia de masa (j,), e cual

[ 1ente s@ puede relacl con Re, con el fin de determinar el K; 2 para cualquier valor
de Re,
o= 5:!-(‘%)”’ .. (18) dondes esla difusividad de la sacarosa a la
termperatura de trabajo, 5=0.4723X105 cm¥/s.
Enla tabla 17 se reportan (os valores de las de de masa i

mediante este procedimiento para las diferentes condiciones experimentales.
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Tabla 17. Deter 6n exp del Kp a y jp @n un reactor empacado
con biocatalizador bajo Nmitacién por de masa extema,
u (cm/min) Re S* (gM) Kpa (min) o
208 0.2377 17.758 4.985 E-4 0.07123
4.07 0.2835 30.983 8.423E4 0.08001
533 0.4768 53.672 8.057 E4 0.05741
6.10 0.5453 143.567 1.453 E-3 0.09053

Retomando los resultadas obtenidos con el reactor de 500 mi en continuo, se considera que por
operar a Re muy bajos, la velocidad de reaccion (y por [o tanto la convarsion) se encuentra

porel de difusién extema. Por lo tanto, de la ecuacidn del reactor de
flujo pistén: 8= S,J:-d%‘- w (19),
shora, =Kpa S (1-X) .. (20)
porioque a! Ia
OKLn = ln(ﬁ) o {21)
Como se |a conversitn ob a cada tiempo de residencia, se puede calcularel Kyay
p con los [ idos en el reactor recirculado. En la tabla 18 se presentan

los resultados obtenidos.

Tabla 18, D i6n de las de la de masa en
un reactor da 500 ml empacado con biocatalizador operado en continuo.
8 (min) | v (cm/min) X exp Re Kga (min) io

286 0.0239 0.482 0.0022 2.603E-3 41.3448
184 0.0388 0.327 0.0038 2.550E-3 24.6975
120 00528 0.217 0.0049 2.130E-3 15.3188
79 0.0802 0.134 0.0075 1.934 E-3 9.1689
39 0.1627 0.079 0.015 2.189 E-3 5.1550
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En lafigura 40 se observa la relacion que existe entre j, y Re. Se observa Gue hay una buena
correlacidn entre los puntos determinados en &l reactor recirculado y ios datos obtenidos en el
reactor de mayor escala en continuo. En esta figura se comprusba que en el Gitimo caso se

trabajé en una zona donde hay una profi de de masa
Abigual que en Is distribucién de ti de residencia, se jenda trabajar en régh

[ Al Iag {a del reactor, Ia se podria
aumenta e! Re. Sin duda alguna, la mejor opcién seria aumnentar la actividad del catatizador para
requerir menores tk de y poder el gasto de alimentacion.

XV. Estabilidad operacional.

Finaimente, se operd el resctor en continuo bajo las condic Go méxima cor ion, para
determinar la vida media opsracional. En ia figura 41 se cbserva la pérdida de actividad en
funcién del iempo. La curva se extrapold para calcular ol iempo de vida media, obteniéndose
un valor de 411 horas.

AnalL los ltados y dado que fa idad de i6n esth d
por la trar da masa resulta extrafio observar una disminucion en ia actividad
lnzlmlﬁcl puaes el paso limitants de la reaccidn no es el control cindtico. Una exphicacion as la
én do i dentro del reactor (i y que la pérdida de
actividad observada conuponda o catakizader activo definide por dichos canales. Esto podria
explicar ién ia baja 6n ob pues no todo el i estuvo en con

el sustrato de manera homogénea. La formacitn de los caminos prefsrenciales que siguit el
sustrato, se pudo deber a que la alimentacion no se llevé a cabo de una manera homogénea,
debido a las limitaciones del reactor experimental. Oe cualquier forma, el efecto de
acanalamiento no se presentd en los raactoras de 5 m! dado el estudio de distribucién de

lsmpos de residencia y tampoco explica la 5n obtenida entre jp, ¥ el nimero de Re. Es
por jo tanto L studios de ibucién de de is en
ranclores de mayor volumen en el ascalamiento del proceso.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

La cepa de Leuconostoc mesenterciies NRRL B-1299 produce y
enzima asocisds a las células, ambas prep izan ¢ mismo tipo de
productos en presencia de matt; Sin ia enzi iada a las células se produce

en mayer proporcién en comparacién con la enzima soluble y adamas presenta una mayor
estabilidad ante varlaciones de pH.

El pH en que se presenta una mayor establlidad es de 5.4, mientras qus ef pH éptimo de
actividad de Ia enzima es 5.2. Debido & qua la persp as ulilizar la ima i ilizada, e
decidié trabajar al pH de mayor estabilidad. Se opté pori it la enzi

asociada a las células tomando en cuenta qus se obtiene una mayor estabilidad y que se svita Ia
utilizacién de polietilénglicol.

En lo que respecta al comportamiento cinético de la enzima,se observa un efecio de inhibicidn
por de sustrato & iones may de 200 g/t. Por otra parte, se observa un

efecto de activacion d}!l aceptor sobre la velocidad de reaccidn.

Al seguir &) consumo de sustrato a lo largo de una i6n de sintesis de olig: icidos (haste

agotar la sacarosa) se observd que la de b conel tr del
tiempo, con resp aloesp de »l modelo de Se propone que
esto es debido a que (a P va di i ol o8 la malt

posteriormente la panosa y finaimente el D.P. 4. De cualquier manera, para los ciiculos de

no son las

disefio del reactor hay que tomar en cuenta que las cor

ya gue la enzima no se D de all de

Michaelis-Menten.

Si se optara por trabajar con la enzima inmovilizada en un sistema por lote, al agotarse el

sustrato, 1all a cabo i de desprop racién, Ests enzima, bajo
estas sélo en posk a-(1—-6) u costa de la disminucién de los
productos en a-(1-2), 6n que no es d ble. Por esta razén, se recomisnda que en ef
caso de trabajar en reactor por lotes, se i un control do de la i6n para
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Conchusiones

definir el momento an que se agote ¢l sustrato, para evitar que disminuya la concentracién de los
oligosaciridos de interds. Otra opcién, es trabajar con un reactor de lecho empacado.

La glucosiitrar i 8 6 por atrap en gelde conun

K dei 83%. Se % que un de 2 mm o3 o adecusdo para evilar
P difusionaies i Se produjo un cetalizador con 80.6% de humedad, uns
dansidad de 0.894 g/ml y una fraccién vacia de 0.74. Se ré un métod para
medir el valor de [a fraccién vacia, por medio de Is Curva de secado del catalizedor.

Una vez sup fas difusionak isten otros Qe dan ser
limitantes en la operacién del reactar empacado. En primer lugar 38 deben evitar sitas caidas de
presion dentro de! reactor, ya qus el catalizador se pusde eimie lleg: al de
obstriur la columna. Es deseable trabajar a Re lo suficientemente altos para acarcarss a!
comportamiento de flujo pistén ideal y para sliminar los efactos difusionales extemos, pero sin
iegar a crear un AP elevado. De acusrdo a los resultados i . [

pequefia escala, un flujo lineal carcano a 8 crymin estaria dentro de la idealidad.

Al oparar un reactor de mayor escala en i se duna i6n del fujo ideal
babl do por la f i6n de acanalamientos y una imitacidn difusional extemna
importante debido a que ! tiempo da resk rio para &k una aita 34

implicaba trabajar con un gasto de akmentacion bajo.

Con este trabajo se contribuye al de un pf parafap i6n de olig
de interés al haber aportad s de imp ia para oi disefio de un reactor a
nival de planta piloto, actuaimente an operacion en St. Girons, Francia.




NOMENCLATURA

Simbala

Doo»

Unidades

REET]

i

=
d
»

drea transvarsal del lecho,
concentracin.

digmetro.

coeficlente de dispersitn sxdal,
difusividad.

densidad optica.

grado de polimerizacidn,

didmetro de particula.

factar da friccion,

valocidad mdsica por unidad de drea seccional del lecho.

constante de la fuerza de gravedad.

factor de transferencia de masa.
constante de inactivacién.

coeficlente de transferencia de masa.
longitud del lscho,

numero de Peclet,

fujo volumétrico.

Ravnads ($2-2-0
de Rey ( A ).

cor 6n inicial de

concentracién de sustrato.
concentracién de sustrato en la superficie del catalizador.

tiempo.

tlempo de vida media.

tiempo de rasidencia promedio.
velocidad superficial o flujo ineal.

_volumen de reaccién.

velocidad iniclal.
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factor de efectividad.
tiempo de residancia.
viscosidad del fluido.

densidad del fluido.

desviackén esténdar.
varianza.
factor de forma.



ANEXO A

Linearizaciones de la scuacién de

Michaelis-Menten.
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