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Resumen 

RESUMEN 

Las enzimas glucosUtransferasas, en p1rtlcutar las dextransacaresas producidas por 

Leuconootoc mesenletoldes, son do lntor's debido • que producen polisacáridos conocidos 

como doxtranas. Adicionalmente, es!lls enzimas 11 han utilizado en la producción do diverso• 

ollgo11cáridos can gran potencl1t do apllcecl6n Industrial. Tal os ol caso do los oligoucáridos 

producidos por 111 dextran1acen1u do cepl NRRL B-1299 do L•uconostoc mesonleroldes, que 

por su alto cont1nldo de enlaces a·(1-+2) han encontrado aplicación como complemento en la 

allmenlllclón animal. 

Con la finalidad de establecer un proceso de obtención de estos oligosaciridos de lnte,..s, • 

nivel pHoto en el presento trabajo 11 raailz6 la caracterización de las glucoslltransfarasas 

producidas por la cepa NRRL fl-1299 (•ctivldad e><tracelular y asociado 11 paquete celular) en lo 

que respactl • 111 Hlllbllldad en función del pH, al comportamiento cln6Uco en presencia de 

aceptar y al partil do dligosocáridos producidos. 

Se decidió uUlizar la enzima Inmovilizada, por lo que se elaboró un blocalallzador con la enzima 

asociada • las células por atrapamlento en gel de alglnatos. Se estudió el electo del lamallo de 

catalizador •obre la transferencia de masa lntraparticula y se determinaron caracterfaticu f11k:a1 

del calllHzador de lmporlancla en el dluno del reactor, como son la distribución del lamano de 

partlcula, la densidad y 11 lracclón vacla. 

Fina Imante, con el Interés de establecer un proceso en conUnuo, se dispuso un reactor de lecho 

empacado. Se vari!lc6 el modelo cln6Uco, el comportamiento de flujo dentro del reactor, los 

efectos diluslonales externos y la estabUldad operacional. 



lntrrxtucddn 

INTRODUCCION 

La qufmlc. de lo1 azút:11ras en l•s cfenci•s blol6gfcas tiene sua cimientos en 1• notable 

conlrfbuclón del qulmlco •lem•n Emil Flacher on 1891 al comprobar I• configuración de la forma 

aldehídlca abí- de la D-(+)-glucosa. Dur11nla 111 evolución do la bloqulmlca, 1• química de 

carbohldratos fue sinónimo de loa grandea doscubrimlentos d• las rutas metabólicas de glicólisls 

y gluconeogénesls. Lm preaenci• de azúcaT111 1aocl•dos con proteínas fue reconocld• por el 

ano de 1900. Par11 el ano de 1949, la modificación covalanta de cadenas de pollp6ptldos por 

polímera1 de azúcmres fue establecida totmlmente. No obst1nte, el foco del lnterW1 bioquímico 

lntemacional fue cmpturado primero por la pro tainas y luego por 101 -'cldo1 nucleicos. EJ estudio 

de carbohldratos como efectorws blológfco1 o determln•nte1 funcionales de proteln11 no se dio 

sino ha1tli ano1 recientes, ya que los estudios durante la primera mitad de este 1lglo se concre
taron •1 metlibollsmo intermediario y • la qufmlcm de productos Mtural11, pues durante mucho 

tlempo ••tuvo la noción de que los glúcidos eran só/amente compuestos de reserva energ6Uca o 

de soporte. 

Dunmta losª"º' 60'1 alguno• grupos de bloqurmlcos hicieron contribuciones Jmport11nte1 en I• 

definición da estruclurll• do polímeros de carbohldratos, res•ltando 11 Importancia funcional y la 

enorme versaUlldad deeala clase da biopolímeros. Llls caracterisUcas de los pollsaCllridos, tales 

como la capacidad de formar geles, la función como hldrocololdes, las propiedades de dureza o 

de lllaaticldad, sus caracteri1Uca1 neU1tu o altamenle cargadH pareclan IUficlentea par11 

justificar au pA11encl1 en superficies calul-• o en tejidos lntersUclales. 

Una da las causas por las cullles las Investigaciones sobre carbohidrato• sufrieran l'dltaso, Uana 

que ver con los muchos problemas de lndole químico que se presentan al tratar con estas 

suslanclas. Lll manlpulaclón da un determl118do grupo hidroxilo da un carbohidrato plantaa a 

menudo serios problemas, dada la similitud en reacUvldad química de todos los hldroxllos 

preaontas en la mol6cula. Existe una complicación adiciona! an ef hecho de que las proteínas y 

4ddo1 nucleicos forman polímeros lineales, mientras que los polisacáridos suelen estar ramlfi.. 

cados. Esta caraclerisUca aumenla nolabltmente en número de Httuctural posibles y, con ello, 

las dlflcultadaa del estudio da los pollsac4ridos. Por esto razón, el raclente <Maperlllr del lnlan!s 

por los carbohldr11tos vt paralelo 111 desarrollo de métodos 1n1Utlco1 mejoraodo1. Loa bioquímicos 

de la primera mitad del siglo basaban su investigación casJ exclusivamente en transformaciones 

química• culdodosamenta controladas y en mediciones ópticas (principlamente polarimetría). El 

advenimiento de Ja cromatograffa en sus diversas formas yde m6todo1 analfticoa instrumentales 

poderoaoa -e1pectrascopfa de resonancia magn6tk:a i'lucle•, espectrometria de m1u1, 

espectromell!t da lntnmoJo y el análisis por dlfnlcclón de rayos X· así como la dlaponlbllldad da 
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enzim1s que actúan con gran especificidad sobre tos e11rt>ohldratos, ha resultado en una 

transformación radical en Ja capacidad de estudio de Ja relac16n eslructura-luncl6n. 

Como consecuencia de la Introducción de estas nuevas tKnlcas, la bloqulmica de carbohidratos 

ha recibido un gran Impulso, de tal forma que se ha planteado una nueva disciplina en tas 

ciencias biológicas: la gllcoblologla. El panorama general del estudio sobre la bloqulmlca y Ja 

blotecnologla de carbohldrmtos comprende 1spectos de investigación bésica (aislamiento, afnte· 

sis y an6llsl1 de ezúcares) y desarrollo de procesos tecnológicos, ejemplificados en la tabl1 1. 

Tabla 1. Desarrollos tecnológicos recientes en la gllcoblologla. 

Síntesis de medicamentos (ej. heparinas sintéticas) 

Surfactantes (ej. derivados de sacarosa) 

Edulcorantes (ej. sucralos•) 

Incorporación de azúcares en medicamentos como senales 

de diraé:dón hacia un tejido especifico 

(ej. nuevos agentes anUlnnamatortos) 

Producción de pollsaCllrldos por vlas lermentaUvas 

(ej. gomas xantanas ,alginatos) 

En afias recientes se ha observado un Interés comercial Importante sobre el área de carbohl

dratos. Existen, Incluso, companlas que se especializan en la slntesls de toda una gama da 

glUco-derivados tales como neoazúcares, carbohldratos halogen1do1 o aminados, ésteres de 

azúcares y oligcs1cjrido1. Algunos de •stos se pueden aislar de tuentes naturales pero existen 

Umtt.antea, como son la dlsponlbmdad do molerlas primas, bajos rendimientos, diffcll purificación, 

etc. La bfotecnologfa constituye una altemativa en la slntesls de estos compuestos, ya sea por 

vf1 fermentativa o por medio de una bloconversión enzimática. Para estos fines es necesaria la 

utilización de enzimas que catallcen reacciones de transferencia estereoespecífica de grupos 

hacia mono u ollgosacáridos. 

Las enzlmas glucoslltranslerasas (E.C. 2.4.1.5) se caracterizan porqua catallzan reaccionas de 

transferencia de residuos glucosilo para 11 1lnte1l1 de pclisac6rido1, teniendo como único 

sustrato la sacarosa. Se encuentran principalmente en bacterias de los g6neros Streptococcus, 
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Leuconostoc y Lactobacillus (Alsop, 1983). En particular Jas glucoslltn1n1fera1as cbtenidaa de 

Leuconostoc mesenflto/des sintetizan polis•cir1dos conocidos como dextranas. Las d1xtranas 

son polímeros compuestos por unldades de 0-glucoaa unidas con enlaces a·(1-+S) en su cadena 

principal y con enl•ces tt·(1->2), "-(1->3) y "·(1-H) on los puntos de ramificación. La 

variabilidad en la estructura de la cadena principal y de 111 r11mificacione1 depende de la enzima 

y ésto de le cepa del microorg•nlsmo que I• produce, otorgéndol1 diferentes propiedades al 

pollmero (Jeanes, 1979; Robyt, 1988). 

Hasta la fecha, el pollmero producido por la cepa NRRL B·512F de Leuconostocmesenteroidos 

es la dextrana más estudiada y la única producida a nivel Industrial. ConUene 95% de enlaces 

a-(1->6) y 5% de enlaces a-(1->3) (Robyt, 1986). Se han realizado num1rosos estudios sobre 

este polímero y la enzima que lg produce, por lo que se conoce bastante sobre su mecanismo de 

srnte1J1 y su estn.lctura. 

Además de catalizar la sfntesis de polímeros, las glucoslltransferasas en presencia de moléculas 

aceptaras, principalmente azücares de bajo peso molecular, catalizan la transferencia del residuo 

glucosilo de Ja sacarosa al aceptar, dando fugar a una seria de ollgosacéridos. Se ha descrito el 

mecanismo de estas r,eacclones, concJuyenda que la Incorporación da los aceptares a la cadena 

da dextrana finaliza ei'creclmlen!o del pollmero y favorece la síntesis de ollgosaridos de bajo 

peso molecular. Existen diferentes carba hidratos de bajo peso molecular que pueden actuar 

como aceptares, siendo Jos m•• activos la mattosa y la isomattosa (Robyt ele/, 1974; Robyt & 

Walselh, 1978; P•ui •I •l. 1988). 

En los ú!Umos anos ha aumentado el interja en la producción de ollgosaCi\rfdas. Sus 

aplicaciones se han incrementado en la Industria de aumentos, principalmente como 

edulcorantes sustitutos de Ja sacarosa; en la Industria farmacl!lutlca como agentes trombolitlcos, 

lnmunoestimulantes y en fa industria pecuaria como aditivos para mejorar el aprovechamiento de 

los al/mantos consumidos por animales monogástricos estabulados (Yazawa & Tamura, 1982; 

Nilsson, 1988; Monsan el a/, 1989). 

Existe una limltoclón en Jos procedimientos de producción do ollgosacjridos de paso molecular y 

de estructura controlada. Uno de los proca1os lndustri•les utilizado desde la d6cad1 p11ad1 es 

la hldrófisls écida o enzlmética de pollsláridos mlctablenos o de origen v1getal. Avances 

recientes en 1• enzlmologla han demostrado el uso potencial da hidrolasas en fase reversa para 
la slntesis de ollgosacjridos (Monsan al al, 1989). Sin embargo, los bajos nindiml•nto• y la 

p6rdida da especificidad de algunas hldrol1sas en estos sistemas son la• principales razones por 

las que esta tecnologla no sea aún de utíllzación a nivel Industrial. La olnl attemativ1 enzim,tica 

consiste en el establecimiento de procesos de bloconversión utilizando glucoslltransferasas. 
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Particulannente, en los grupos de ttab•Jo del Dr. AguaUn Lópaz (lnsti1uto da Biotecnología da la 
UNAM) y del Dr. Plemi Monsan (Companra BloEurope en TOt1lou1e, Francia) aa tiene 111 Interés 
conjunto y eapeCfflco en la obtención de oligosacáridos con propiedades alimentari11. Este 

ttabajo lonna parte de una línea de fnveatigaclón sobre gluco111transleraaaa cuyo objetivo global 

es alsl11r y caraeterlz.ar glucoaU-11<1&11 con capacidad d9 alntatlzar ctigosaciridoa con 
propiedades tares como p110 motecular, tipo de enlaces, númaro y poslcf6n da las ramllicaCfonea 

controladas. Ea probable qua en el corto o mediano plazo, eato9 prodU<tm -par au •-y/o 
propfed1de1 ti1fcoquímle11s- 111n de utllkf1d en los campos al/mantllrio1 y de química fin• o 
como fntennedlarios en afnleala orgénlcaa. 

Esta línea da Investigación •• justiflca Igualmente, ante la necesidad da diversificar Ja utillzadón 
del azúcar de cal'i1, con el fin de obtener productos da mayor v11or 1gregado. AdlciOnatrnente, 

ae realiza lnveaUglCfón b6slca anlocad1 a Ja profundización dlll conocimiento cln6Jíco da estas 
enzimas (con el objeto de contar con un eventual conlrol &obra la asll\lctura de loa produelos) 
abriendo nuavea p11<1pectlvaa dentro da la química da camohldratoa. 
EspeCfflcament•, esla Investigación eslj orientada hacia el estudio y diseno de procesos 
blocataliHcos para la producción de glucoollgosacértdos con une alta propordón de enlaces 
a-(1->2), util'izando Ja éepa NRRL B-1299 da Leuconostoc meaenten>ldes. Eate lntar6a ae debe 

a que •e ha comprobada la utilidad de eatos ollgosacéridos como agentes pnsproblóllcoa en la 
alfmenlaclón animal (Valette el a/, 1993). 
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OBJETIVOS 

El obJeUvo glob1I de este trabajo H conlrlbulr al estudio de 181 glucooiltronlf.,.u1 de 

Leuconostoc meNnl9,_s, ••i como al deurTOHo de un proceso J>W8 la proclucclón de 

ollgo1a"'"1do1 de lnter61 comercial por bioconveralón enzlmittcai utRizando glucoslltranlferaoas 

de L mesenl9mides NRRL B-1299 inmo11ilizad•. 

Los objetlvo1 particulares son: 

• Pmducir la •nzJm• glucoalttransfermsa de L•uconostoc mesenteroldes NRRL EJ..1299 en 

cultivo alimentado. 

• Caracterizar la enzima en t6rmlnos de actividad y estabiDdad al pH. 

• Realizar un astudi0 clnttico en presencia de maltosa como aceptar y determinar el perfil de 

oUgoucártdos producidos. 

• Producir un caitallndor con 111 enzim• de inter61 y coracterizllrto en lo que ra1pecta • 

rendimiento de lnmoviiizaclón, propiedades fislca• y fislcoqulmlcais. Detennlnar el modelo 

cinético de la enzima inmovlllzada. 

Dlsenar un reactor de lecho empacado para verificar el modelo cin6tlco y el comportamiento 

del flujo dentro del reactor. distribución de tiempos de residencia, cald• de praslón, efectos 

dlfuslonales extemos y estabilidad operacional. 
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Antecedentes 

ANTECEDENTES 

DEXTRANAS 

Un problema comlln relacionado con los allmen101 que contienen azúcar es el cambio en aua 

propiedades reológlcas como conncuenci1 de contaminación microbiana. Lo anterior se ha 

observado en frutas en conserva, cerveZll de rafz. Jugos de frutal, vinos, embutidos CUl'lldDI con 

11t11rou, etc. Especlflcamente, ei 1umanto de viscosidad en jugos de cafla representa un 

problema 1erlo en la Industria azucarera debklo a que provoc. obstrucciones en filtros y tuberfas, 

Inhibe la cristalización y disminuye Jos rendimientos durante el refinamiento del azúcar. 

Pasteur, en 1861, contribuyó grandemente a esclarecer el origen de la gomosidad en Jugos de 

frutas al demostrar que se debla a la actividad de microorganismos. Posteriormente, en 1874, 

Sctteubler encontró que dicha viscosidad se debla a la presencia de un carbohidrato con fórmula 

emplrica C6H10o5 quo presen!Jlba rotación óptica positiva, por ro que 10 le llamó dextrana. 

Cuatro anos mis tarde, Van Tieghem aisló e Identificó • la bacteria CIUHnte del problema como 

Leuconostoc mesenteroldes. Investigaciones posteriores demostraron que la dextrmna podla ser 

producida por otros mícroorganlsmos, pero no se contaba con una estructura ni propiedades 

especlflca1 definidas del pollmero. No fue sino hasl• mediados de este siglo cuando se contó 

con lnfonnación más precisa sobre la estrudura y caracterlstlcas de la dextrana (Alsop, 1963; 

Robyt, 1986). 

Dextrana es el nombre colectivo que se le da a una gran clase de homopollsacárfdos extrace

lulares de origen bacteriano compuestos por unidades de a-0-glucopiranosa unidas principal

mente por enlaces a-(1-.6) en la cadena principal, con grado variable de ramificación. Estos 

polisacáridos son producidos a partir de sacarosa por acción de enz1ma1 glucosillrllnsferasas 

denominadas dextransacarasas. Dichas enzimas son producidas por bacterias lácticas de las 

especies Leuconostoc y Streptococcus qua slntaUzan dextnmHcarasas de diferente naturaleza, 

fo que origina glucanos de estruduras variadas. Estos microorganismos están muy relacionados 

entre al, liando ambos cocos, gram positivo y anuroblos facultativos. Sin embargo, se ha 

demostrado que la dextransacaras1 en una enzima lnduclble en las especias da Leuconostoc, 

mientra• que es consmutiva en las especies de Sltr1ptococcus (Neely & Nolt, 1962; Robyt, 1986). 

ESTRUCTURA DE LAS DEXTRANAS 

En 1954, el grupo de Jeanes (JHnes el a/, 1954) aisló, purificó y caracterizó las dextran11 de 96 

cepas da L. mesentero/des, encontrando qua los pollsaw\rtdos presentaban una grai:i variedad 



AntecedenlH 

de propiedades fislcoqufmicas. Los poliH~dos se •n•lizaron por medio de la t6cnlca da 

oxidación con peryodato, determinandose 11 tipo y proporción de enlaces que constltufan cada 

dextrana. Algunas cepas producian dextranas insolubles en agua y otras fonnaban más da un 

tipo dextrana. Por precipitación diferencial con etanol se pudieron separar dos tipos da glucanos 

producidos por algunas cepas. Los más solubles ..que precipitaban con 4~4% de etanos.. se 

denominaren S y los menos solubles -que precipitaban con-= 36% de etanol- se designaron L 

Se encontró que las diferentes dextranas tenlan una alta proporción de enlaces a-(1...S), y 

enlaces 11-(1-+2), 11-(1->3) y 11-(1-+4) en proporciones variables dependiendo de la cepa. Le 

estructura definJUva y la naturaleza de las ramlfiaclones de muchas de estas dextranas se 

detennlnaron posteriormente por anállsls de metilacJón y por resonancia magnética nuclear de 

C13• Con basa en estos estudios, se sabe que la cepa 8-512F sólo sintetiza un tipo de dextrana, 

mientras que las cepas B-1355, B-742 y B-1299 producen dos tipos de polisacáridos. En la tabla 

2 se presenta la proporción de enlaces y las características de solublidad de algunos tipos de 

dextranas. (Alsop, 1983; Robyt, 1986). 

Tabl• 2. Proporción d1 enlaces en diferentes dextrana1. 
lnfo'!"aci6n obtenida por análisis do meülaci6n. (Robyt, 1986) 

Prooorcl6n de enlaces<%\ 
Origen Cadena principal Ramificaciones 

11·(1-6) a-(1-3) a-(1·3) a-(1·2) 11·(1-4) 

L. mesent•roldes B-512F 95 5 

L. mesenl•roldes B-742 50 50 

L. mesenleroldu B-1299 65 35 

L. mesenleroldes B-1355 54 35 11 

S. mutans 8715 64 36 .. ~ .. w, 

L. messnt•roldes B-742 87 13 

L. mesenl•roi<Ms B-1299 66 7 27 

L. mesenteroldes B-1355 95 5 

S. mutan• 6715 4 94 2 

Stmptocuccus mutans produce dos glucansacarasas: la dextransacarasa y la mutansacarasa. 

La dextransacarasa sintetiza la dextrana soluble (fracción S) que tJene un alto grado de ramlfi. 
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Antecedentes 

cacl6n; mientras qua la mutansacarasa alntltlza un glucano, denominado mutana, que tiene más 

del 93% de enlaces 11-{1->3) en la caden• principal y es altamente Insoluble. Ambos glucanos 

son sintetizados en Ja cavidad oral formando parte de la placa dental. Cuando la proporción de 

enlaces a.·(1 _.e) no predomina, al po1ls1c4rido se conoce con otro nombra como ocurre con la 

mutana; asl mismo, el polímero de Leuconostoc mesenteroldes S.1355, conocido como 

altemana, contiene en la cadena principal enlaces a.·(1_.s) alternados con enlaces a-(1-+3). 

~a t'rllcción soluble (S) de la doxtrana de L. mesonteroides B-7~2 presenta una eslruclura muy 

Interesante, ya que la cadena principal eat.6 constituida exdu1lv1mente por enlaces a-(1_.a) y 

cada unidad de glucosa presenta una ramificación con enlace a.·(1-+3) de una sola unidad de 

glucosa. Esta estructura, conocida como •d1 peine", presenta el mayor grado de ramifteaci6n y 
una resistencia absoluta a la hldr611s por endodextranasas. En la figura 1 sa representan las 

estruduras de algunas dextranas donde se puede observar otro tipo da estructuras como la de 

peine alternado (estructura 8). 

DEXTRANA DE LA CEPA 8·1299. 

La cepa de L mesent9roldes B-1299 sintetiza dos tipos de poli11cárido. Existen muchas 

publicaciones relacionadas con el estudio de ambas dextranas en lo que respecta a la slntesls, 

composld6n y detennlnacl6n de estructura. Se ha analiz8do la estructura de ambas dextranas 

por los métodos do hldróllsls ácida. oxldacl6n con poryodato. acet611sls, melilacl6n. espectros

copia de resonancia magn6Uca nuclear, estudlos lnmunoqufmlcos, cromatografla gas-liquido 

acoplada con espectrometria de masas e hidr61isl1 enzimática con dextranasas y enzimas 

desramlflcadoras especificas para enlaces (1->2). Por lo que, después de las dextranas de la 

cepa B-512, las producidas por la B-1299 son las m.6s estudiadas. 

Por observaciones 1'811llzadas sobre la enzima de L. mesente1Dldes S.512, en uno de los prime

ros estudios sobre la dextransacarasa de 11 cepa S.1299 se supone la existencia de un comple

jo entre 1• enzima (qua parecla so encontraba asociada a la célul1) y 11 dextrana soluble (5), la 

que al ténnlno do la slntesls era liberada al sobrenadanto (Ebert & Schenk. 1968; Smllh, 1970). 

Posterionnente, otros trabajos confinnan qua una misma enzima es capaz de sintetizar diferentes 

enlaces glucosldlcos: 11·(1->6), 11-(1->2) y11-(1->3) (Kobayashl & Matsuda. 197n. 

Por trahlmlento hldrollUco llcldo ae pudieron aislar lo11lgulent11 dlllCárldoa: kojlblo1a, nlgerosa 

e lsomallosa (dlsacaridos do D-gluco1a con enlaces 11-(1->2), 11·(1->3) y 11·(1->6) ra1pectlva

mente). ~ existencia y proporción de esto• enl8ces se verifica posterlonnente por resonancia 

magnética nuclear (Seymour el a/, 1979 b). Por otra parte, la prHencla da lsomallo-hexaosa en 
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Antecedentes 

B 

D 

E 

Agura 1. Estructuros de algunas dextnnas. 

A.Da>dnlna de L. me .. ntetD/des B-512F. B.Eatructura de peine altemado. De>dnlna soluble de 

S. mutans. C.E1truc1Un1 de peine regular. De>dnlna soluble de L mesenletD/des B-742. 

D.Mutana. E. Altemana. 

Donde °6 reprHenta un enlace Cl·(1-+6). Y~ o <I' reptesenta un enlace <1·(1->3). 
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AnloCfKienlos 

hldrollzados parciales de ambas dextranas muestra que contienen secuencias de •I menos 6 

residuos de D-i¡lucosa unidos por enlaces a-(1-+6) (!!cuma al al, 1972: Kobayashl al al, 1973 a). 

La localizad6n de los enlaces <1·(1->2) y a·(1->3) se pudo determinar, en parte, por medio de 

análisis lnmunoqufmlcos. Utilinndo anticuerpos antl-dextrana obtenidos de suero de conejo se 

pudo datennlnar que una alta proporción tle cadenas de ambas daxtranas terminaban en 

residuos a·kojlblosllo, mlentrH qua sólo algun111 lo hacian en residuos a·nlgerosilo (Toril et a/, 

1966; Boume eta/, 1972; Seymourelal, 1977; Torll etal,19eo¡ 

Por medio del anéllsls de metilación se demostró qua las fracciones L y S tienen estructuras 

ramificadas, con una altm proporción de enlaces a·(1-t2) en los puntos de ramificación y que casi 

la mayorfa de Jos enlaces a·(1-+3) presentes en ambas dextranas están en porciones lineales, 

especlficamente en los extremos no reductores de las cadenas (Boume eta/, 1972; Kobayashl et 

al, 1973 b; Boume el al, 1974; Seymourelol, 1979 a). 

Como concluslón. en lo que respecta a la estructura de ambas dextranas, se puede decir que las 

dos contlenen el mismo tipo de enlaces glucostdlcos, pero que Ja dextrana L presenta mayor 

proporción de enlaces a·(1~3) en posiciones terminales (loume et a/, 1972; Kobayashl et al, 

1973 a: Saymour el al, 1979 a y b), Esta diferencia estructural sugiere que las dextranaa S y L 

representan etapas sucesivas •n la slntesls, siendo la Ultima •lapa la sfntesls de los enlaces 

a.•(1->3) para formar la dextrana L (Boume et al, 1972). 

Otra herramienta importante en el estudio de la composición de las dextranas, que complementa 

la Información obtenida por los m6todos ya citados, es la utilización de enzimas que hldrcllzan un 

tipo de enlace especlficamenle (Boume el al, 1974; Kobayashl el al, 1984). Este es el caso de la 

endo-(1-+6)-u-D-i¡lucanasa (d•xtranasa, E. C. 3.2.1.11), la endo-(1-+3)-a-D-glucanasa (E. C. 

3.2.1.59), la exo-(1...S)-a·D-i;Jlucohldrolaaa (glucodextranasa, dextrangluoosld11a E. C. 3.2.1. 70) 

y la exo-lsomattohldrolasa (lscmaltodextranasa E. C. 3.2.1.94). Las dos endo-<X-D-glucanasas 

reconocen cadenas con enlaces (1->6) o (1-+3) secuenciales; as!, cualqulerollgosacárldo 

ramificado obtenido como result.cto de esta hidrólisis especifica, provee lnfonnadón acerca de 

la1 ramificaciones del polisacárido. Una desventaja es que la hidrólisl1 es restringida cuando se 

trata de pollmeros con un alto grado de ramificación. las exoenzlmas proveen Información 

acerca de secuencias del extremo no reductor de las cadenas. Otras enzimas que se han 

ut!liz:ado Incluyen exo-hldrolasas especificas para enlaces (1~2) provenientes de F/avobaclerlum 

spp y para enlaces (1->3) de Stroplomyces spp (Kobayashl et al, 1984; Mltsulshl •1•I,1984;.Mc 

Cleary & Malheson, 1996). 
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Estudios de resonancia magn•ttca nuclear complementaron Ja información sobre la aatructur. de 
las -•nas B-1299, siendo 6sta de tipo peino ahornado (Watanabe et al, 1980). En la figura 2 

se representa un sagmento do la dextrana soluble de la cepa B-1299 (Boume eta/, 1974: Me 

Cleary & Matheson, 19i6). 

Figura 2. Estructura propuesta para la fncclón S de la dextra1111 de Leuconoa!OC 

mtnnflrO/da 11-12911. 
Donde: o'O representa un enlaos a·(1->6); ti' represonlll una ramlllcación en a-(1->2); 

'\, represenlll un enlace a·(1->2) lineal y ..e represenlll un enlaos a-(1->3). 
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Las bacterias de la especie Leuconostoc son microorganismos encapsulados. Se podría pensar 

que al polisacárido constituyente de la calipsula debe ser necesariamente dextrana. Se han 

realizado experimentos par11 conocer la naturaleza de la calipsula demostli.ndose que 6sta es un 

complejo que contiene glucosa y galactosa en prciporciones variables de acuerdo a la cepa 
(Bliloy & Oxford, 1959), Los miamos autoras ael\alan quo on algunas cepu do Louconos!oc 

crecldaa en prwisenciai de 11e1roN se puede encontrar dextrana asociada a la cápsula y que 

ésta es muy diftdl de remover. Por otra parte, demuestran que se pueden obtener organismos 

que, aun creciendo en prasenda de sacarou, poseen un pol!sacalirido capsular libra de dextrana. 

La afnteals de dextrana asociada a la pared celular se confirmó por estudios de mlcrosccpfa 

electrónica (Brooker, 1Sn). Cuando la cepa S..1299 de L. mesenteroldes crecla en medio sin 

sacarosa, la pared celular se observaba como una estructura de triple capa slmllar a la de otras 

bacterias gram positivas. Pero cuando a cultivos en fase logaritmlca de crecimiento se les 

agregaba sacarosa en el medio de cultivo, se observaba la fonnacJón de material capsular sobre 

la sup•rflcle de la pared celular. Después de 2 horas de penn•necer en presencia de sacarosa, 

sa completaba la formación de esta cubierta superficial de 110 a 1~0 nm de espesor, constituida 

en gran parte por daxtrane. Al término de 18 horas la capsula alcanzaba el máximo de tamaño, 

con un diámetro máximo de 6 µm. En Investigaciones previas (Ebert & Schonk, 1968; Smith, 

1970) se suponla que la dextransacarasa se encontraba asociada a la cadena de dextrana 

durante la slntesls. Con base en Ja inferencia anterior, se pensó que ta cubierta superfldal de las 

células de L. mesentetokle~ B-1299 creddH en sacarosa estaba constitufda por un complejo 

dextran•dextransacarasa asociado a la c'lula. En reportes anteriores también se detectó 

actividad dextransacarasa tanto en el sobrenadante, como asociada al paquete celular 

(Kobayaahl l. Matsuda, 197~). 

DEXTRANSACARASAS 

Las dextransacarasas (EC 2.4.1.5), (a.-1,6-glucan:P.fructosa-2-glucosiltransferasas) catalizan 

reaccionas da transferencia de residuos glucosllo de la sacarosa -molécula donadora- hacia una 

molécula aceptara. En la slntesls de polfmero la molécula aceptara es la cadena creciente de 

dextrana. SI bien la sacaroH es el único sustrato natural de 11 enzima, se encuentran otros 

sustratos como el fluoruro d• u-[).glucoplranosllo y el p.nltrofenlkl-D-glucoplran61ldo; sin 

embargo éstos son utilizados por la enzlma a una velocidad mucho menor en comparmdón con la 

sacarosa (Robyt, 1986). La reacción que se lleva a cabo en 1• 1fntesl1 de polímero esté 
representada en la figura 3. 
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FJgur11 3. Reacción de 1fntesl1 de dextnin•. 

MECANISMO DE REACCION. 

El mecanismo del• dextransacarasa ha sido objeto de varios ..,as de estudio. En 1943 Hehre 
observó que Ja enzima activa se mantenla asociada a la cadena creciente de polímero y además 
na encontró algún azllcar fosforflado relacionada ccn Ja slntesl1 de dextrllna. Se pensaba que 
ae requería de una mol6cula lnldadora y no 1e sabia con seguridad al la cadena de dextrana 
crecla a partir del eldremo reductor (Eberl & Schenk, 1968). Más adelanle, se demollró que la 

slntesls da dexlrana dilerfa de la del glucógeno y almidón en que no requiere de Intermediarios 

fosfoñlados, ya que la energla necesarm pa1'8 la condensación d• 101 rwmduo1 glucosídlcos es 

proporcionada por la hidrólisis del enlace gllcosldico de la sacarosa. 1.11 '9acción de sfntesis de 

dextrana es Irreversible debido a la diferencia enn 11 energla de hfdróllsl1 de la sacarosa (-6.6 

kcaUmol) y la energfa necesaria para la formación del enlace a-(1....S) en la dtXlrana (2.0 

kcaVmol) (Hassid & Neuleld, 1962). 

En e1tudlo1 posteriores rvallzados sobre la dextransacarasa de I• cepa B·512F (Robyt et al, 
1974; Robyt, 1986 y 1991) ae demueslra que no se necesite de alguna moléeula Iniciadora en la 

sfntesia de dexttana. El mecanismo de I• enzima en 111Jntasls de enlaces a-{1-+6) Involucra la 
existencia de dos nucleófdos en el sitio •ctivo de la enzima. Al principio de Ja reacción, los dos 
nucfaófilos llevan a cabo un ateque sob'9 dos moléculH de ucarosa l/be'9ndo fruclosa y 

lo<m1ndo un lntermedlario enzJma-glucosllo. El hklroldlo del carbono 6 de uno de loa residuos 

glucosl/o es orientado para atacar el carbono 1 del ra1Jduo glucoallo contiguo para fosmar el 
enlace a-(1-+6). El nUCfeófilo que•• liberll ateca• olra mol6cula de ucarosa tonnando un 

nuevo Intermediario enzfma-glucosllo. El hidroxilo del carbono 6 de este nuevo intermediario 
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a!llCll al e11rbono 1 del residuo lsomaltosio, fonnando un lntennedlarlo lsomalloltio1Uo-enzlma. El 
proe1110 continúa da tal lonna en que el glucoallo y el resiwo dextrano1io cnclente son 
transferidos elternadamente entre lo• dos litlo1 nucleófilo1 del lltlo activo durante la elongación 
del pollmero de dextnlna. De esta m-ra la elongación se lleva a e11bo por el eldr9mo 19ductor. 
En la figura 4 sa eaquemaliza este proceso. 

k 

' 
[

XH --o 

X<-> 

'J 
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Figura 4. Mecanlamo propuesto para la 1lntHl1 de dextran11. 
Donde: e-D • moléC\lla de 11caro1a; • • glucoplrano11; D • fructofuranosa: 

~.•enlace a·(1->6) y X(·)• nucleólilo del sltlo activo. 

Se puede postular un mee11nlsmo simil• para a.1 diver111 dexttanHcara111 que sintetizan otros 

tlpoa da enlace. Por ejemplo, en el caso de la mutanucarasa la dWerancla as que lal unidades 
gluco1llo se orientan de tal manMa que el hidroxilo del carbono 3 ataca el Cllrbono 1 de la 

e11dena creclante de mutana lonnando enleces a-(1-+3) en vaz da a-(1->6). Se hace notar el 
respecto de la conllguraclOn de la O-glucoplrano1a, que tanto al hidroxilo del carbono 11 como el 

del Cllrbono 3 ae encuentran del mismo lado del anillo plranólldo y que la dllefente orientación 
en el Hpaclo de loa do• grupos hidroxilo 1e ~ obtaner rotando el rnlduo glucoplran6sldo 

180" en el plano del anillo. 

Poate~onnente, tambl6n el grupo de Robyt en lowa (Fu & Robyt, 1988) demuestra que, en el sitio 
actlvo de la enzima, existen raalduos hlstidlna que son lndilpenaablea P918 la actividad 

enzlm•tlca. En la figura 5 sa esquematiza el mecanismo propuesto. 

Se sugiere, que en el mee11nlamo descrito ani.riomlente, dos grupo1 lmldazonlo (de los residuos 

de hlltidlna) en el sitio activo, donan p-1 al •tomo de oxigeno de lu D-lrucloaaa que sa 
liberan; al ocurrir 61to, lo1lonHlmldazonlopasana19fgrupo1 lmldazol. ~.uno de loa 

grupoa lmldazol extrae un protón dal hidroxilo del carbono 11 de uno de lo1 rwsldU01 D-gluco1llD 
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que fonn•n P•rte del complejo covalente enzlm•-glucosllo, facilitando asl, el •laque nucleomlco 

de este grupo hidroxilo hllci• el catllono 1 de I• oir. unld•d 0-glucolio. El grupo lmlduol 

protonEID que extrajo el protón del hidroxilo del embono 8 •hora transf/et9 su protón al 111s/duo 

D-fructosllo 111/enlll. Esl• procesos• 111pllll anlnt los grupos nucleófllos (X) y los dos grupos 

/m/dazol del sitio •ctivo. 

Figura S. Mec•nlsmo de reacción de loa grupoa lm/duol •n el aH/o •ctlvo de I• 

dextnn11c•ra11. 
Primera elllp•: Función de un grupo lmldazo/ an la ruptura d• 111 mc"cul• de ucerosa. 
SeQunde etapa: lnternnc16n de otro lmlclazo/ en le fonnecl6n del enlace a·(1->8). 

REACCIONES DE ACEPTOR. 

LllÚucclonH de -.:eplor ocurren cu•ndo otros .. rbohldratos edem•s de I• sacrosa estjn 

p¡wffnles durante la reacción; cuendo Hlo sucmde, e/ ras/duo glucos/lo de le .... rosa 18 
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transfiere a la molécula que actúa como aceptor. Lait twaccionea de •ceptor H han utilizada 

para prodUclr dexlnlna1 da peso molecul• c:ontro11do y en la 111111111 efe ollgou-., como la 

palatinooa (lsom1ltulou; e-o.o-[).glucopir8no1l~D-lructoluranou), que 11 ha utillzado como 

edulcoranla (Smlley el al, 1982). 

Se piensa que la reacción de aceptar 1e llev1 •cabo por un desplazamiento nucleofílico, de 101 

grupo1 gluco11!0 y dex1ranolilo del complejo covalenle con la enzima, por un grupo hidroxilo 
especifico del aceptor. En 1118 reacción 11 lorma un enlace gllcolidlco enlr9 ol mcoptor y et 

residuo O.gluca1Uo y dextrano1llo, respeclivamanta. Con base en esto 1e concluye que &as reac

ciones de aceptor terminan la ,.acción de poHmerización de le dtxlrana el de1p!Uar la cadena 

creciente da cfextn1n1d•l1itlo activo de la 1nzfma (Robyt & Wal11th, 1978). En la figure 111 

representa el mecanismo de la re1cdón de maltosa como aceptar con 11 dextrainsacar11u S.512. 

Figura 8. Mecanismo de hlm1lno de pollmerfzaclón da 11 d1xtran1. 

Donde: te ,.presenta un enlace a-(1-tll), ... raprasenta una mo16cula de m1tto1a 

y x<·J rapresenla •• nucleófilo del lltlo ectivo. 

Las mo"cula1 acept0111s reacáonan con dlferenle1 eticlenciu y son de naturaleza vsiada, 

siendo p<lndp11lm1nte azúce,.1 de bajo peso molecular. Se han reportado dlvll'IOI compue1to1 

que actúan como aceptares, sin embargo el m•• estudiado 11 la maJtou, seguido de la 

lsom1ltooa, nlgerou, a-meJil.D-glucoplranósldo, [).glucosa, lactou, celobloH y lructo11 en 

orden decrecienla de -ncla, enlr9 01ro1. 

Duranla la 1intesl1 de daxtrana, el gluceno qui 11 e11á sintetizando pu1cfe 8duar como aceptor. 
entonces da lugar a te slntesls de ramffic.cion11. Hada el final de la reacción di 1inl11l1 la 
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tructou acumUfanda alcanu una concentración elevada y empieza • actuar como aceplor. El 

producto obtenido es un d/saQrido Uamado leueroso (a-O-gl/coplranosi~1->S.0.lructoplranósldo), 

qua 11, a su vez. un acoptor muy pobre (Robyt. 1988 y 1991). 

Cuando la moljcu/a acoptora ••1* praMnla deld• el inicio da la rucckln, el rellduo gJucolUo e1 

tranaterido al aceptar, formando un producto que puede aer t1mbl6n .captor. De Hr uf, ae 

generan serles homólogas de oligosaciridoa. En el caso d• la reacción de la dexttmn11cara1• 8-
512 en presencla de maltosa, ae obtiene como primer prac:Ncto t. panos• (ea..O-a·O-gfucop/rano-

111 maltosa), fa cual, • 1u vez. e1 aceptar con el que se tonna un tatrasacárido (S..Q-a·D

isomaltosil ma/1011), que tl~i6n actúa como aceptar, y asl 1uce1/vamente. Cad1 otlgooac6rido 

es el producto de transfaranda de una unidld glucosllo sobre un ollgosaCl\rldo d• grado da 

polimerización Inferior, presentando un realduo maltosllo en el extntmo reductor. De acuerdo• la 

relación de sacarosa/maltosa presente en la re1cci6n se obtienen proporcfone1 vart1ble1 da la 

serle de lsomalto-ol/gosaCl\rldos (6'-J1omaltodtxtrinosll maltosas) (Paul el 111, 1984 y 1988; Oriol 

el a/, 1987). 

Se han estudiado e1ta1 raatedon11 dHde el punto da vista de Ja cinética de Ja dextran1acarasa 

(Paul el a/, 1984 y 191j6), observ•ndose qua la adición del aceptar provoca un aumento 

Importante de Ja veioc:Jd.d m•xlma de ra.cclón en función a la concontración del aceptor. Los 

autoras proponen que el aumento se deba a que Ja velocidad de iransrerencla del rlliduo 

glucosUo al aceptar•• mucho mayor a la da lnll\lferencJ1 al complejo e-.iexiranoslio. 

Se ha observado qua l1a dextran11caras11 llov1n a wo ra1cclones de desproporclonaclón. 

Estas son reaccionas en las que el azúcar donador de grupos gluco11/o achl• tambJ6n como 

aceptor. Por ejemplo, la reacción de Ja dextransacoraaa 8·512 con J1omaitolrlo11 puede dar 

lugar, en una primera etapa, a Jsom11tosa y a isomaltotetrao1•, y eventualmente a Hries de 

Jsomalto.oligos1cárido1. Estas ntacdonea 1e han observado en la altemansac:wasa de L 
meaenlerol<»s NRRL S..1355 y en otro tipo d• enzimas, como Ja ceiulau, 11 amliasa, la 

giucoamll11a, Ja glucodextrena1a • l1omaltodexlrana1a (Blnder el al, 1983, López-Mungufa el a/, 

1993). 

Las reacciones de oceptor tisnen una 1pllcaclón potencial en la slntesls de oJlgoaaCl\ridoo 

complejos: gllcoprotelnas y gllcollpidoa. Con eote fln se han utilludo gUcoaidaaes •n reacclonea 

de afnteala, pero la prlnclp1I dHventaja del u10 de este tipo de enzimH a comparación de las 

glucosl/lranaferasa1 es qua 111 reacciono• catalizadaa por gllooaidas11 no son regioaspeclfocaa, 

obteniéndose mezcles recémlcas. Esto ocaaionll bajo• rendimientos y procesos de purificación 

complejos. Por aira parte, dlvaraa• gOcolldaaes cotallzan prapondarantlmente Ja slntesia de 
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enl•ce• a-(1-+8), mlentn11 que I• mayor p•rt8de1•11 eslructu1111 de lo• gllcoc:onjuglldoe de 

lnten!a conlionen enl•cea a-(1->2), a-(1-+3) o a-(1-+4) (Nilsson, 1991). 

DEXTRANSACARASA DE LA CEPA B-1299 

L• dexll'llnHCl'llH da la capa NRRL B-1299de l1uconostoc,,,.aentetoide1 ocunw, como ym M 

ha mencionado, en forma extraceluJar y asociada • la ~lula. Por anüsls eramatogrtfico1 en 

DEAE-calulo .. y electrofon!ticos en gela1 de pollacrilamlde u enconlnl que I• enzlm• 

exll'llcelular ae encuenlta en forma de mllltipl•• l1oenzlma1 dfl nmturaleza ollgomtlrice 

(KobmyHhl & Matsude, 1974 y 1975 b). La lsoenzlma I, que 11 ra forma mcncmérice, tiene un 

pese mclacuJar da 42 000. Lm lsoenzlma 11 (dlmaro) llene un P.M. de 83 000 y la• otnis 

lscenzlmaa da 127 000, 169 000, 212 000 h•st. mb dfl 450 000 sucesivamente. Est. fnlcclón 

pollm<lrica se Identifica como enzima N. Trabajo• pcsJeriores de esta mismo grupo da 

Investigadores, demuestran que la Ktivid1d de la enzJma N 11 Incrementa con la JnMncla de 
lonas Ca, Mg, Fe y Co, además se observa que Ja p111sencia de dexll'llnH exógenH eal!mulan 

en mayor grado • I• enzima N que a la l. La le11'4>eratura y pH óptimos da 1• enzima l son de 8.0 

y 40°C, pmre la enzlm.i N 11toa valorea son do 5.5 y 35'C re1poctlvament1. Loa valorea da K,. 
P•l'll •mbas lnlcdonH son slmllare1, 13.9mM para la enzima J y 13.3mM p8111 la fracción N 

(Kobayashl & Mmlluda, 1976). 

Por otro lado, 11 encontJwon do• enzimas Hocfadas a Ja ailul1. Lm1 lsoettzima1 difieran en la 
carga nei., pero praaenlan pesos molecullres seme)•ntes: 89 000 p•111 la enzima 1y79 000 

pal'll I• enzima 11 (Kobayashl & Malsud•, 1974y1975 •). Con respecto a la ca111cterización 

cinética, se observó que la enzima! tiene un pH óptimo enlte 6.3 y 8.5, una tempel'lltUl'll óptima 

da 45. Mlenltas que la temperatura y el pH óptimo de la enzima 11 son 5.5-5.9 y 37"C 

re1pectivamente. 

Mediante anéllsls estNcturalas se hll damosltedo que el polisacárido sintetizado por la enzima 11 
es Ja dollll'llna ca111ct1rlstica B-1299. esto es, que contiene enlacea a-(1->2) y a-(1-+3) -s 

de los a-(1...S). Pero ae hll observlldo que r. enzima N (ellll'llcelulu) pre11nlll un• actividad 

mucho mayor en I• síntesis do esr. Upe de pollmaro, por lo que se 1uglara que Ja lonmi 

•ll"'!l•d• do Ja dextnlnsocerese tiene mayor capllCldad catalltica pa111 slntetillr-na con 

una •sltuctul'll oltament• ramlfoe11da (Kobayashl & Matsuda, 1om. 

19 



Antecedentes 

REACCIONES llE ACEPTOR 

La estructura de los ollgosac4ridos, producto de la reacción de aceptar, puede ser variada y 

depende de la dextransacarasa que so utilice. El grupo do Pierre Monsan en el INSA de 

Toulouse, Francia ha llevado a cabo estudias d1 cromatograffa líquida de alta resolución y de 

resonancia magnética nuclear de '3C, para determinar ta estructura de los ollgosacáridos 

obtenidos en presencia de maltosa con dextransacarasas de varias cepas de Leuconostoc 
mesenteroldes. En particular con la dextransacarasa f3..1299, se ha encontrado que como primer 

producto de una serie de oligosacárldos, ae encuentra la panosa, el cual actúa como aceptar 

para fonnar dos tipos de tetrasacárfdos: uno al transferir el residuo glucosilo en (1-+6) 

{isomallotetraosa) y el otro transfiriendo en (1-+2). Estos, a su vez, actúan como aceptares 

dando lugar a pentasa<:aridos con estructuras diversas que se esquematizan en la figur11 7 

(Castillo el al, 1992). Se ha observado que se produce el mismo Upo de oUgosacáridos utilizando 

la enzima extracelular, como la asociada a las células (RemaucJ..Slmeon et al, 1993). 

Figura 7. Principales productos de aceptar con maltosa utJllzando la dextran11caraaa B-
1299. 

Oonde: .... represenla la mallosa; 0-0 un enlace u-(1-+2) y CY'O un enlace u·(1-+6). 

PRODUCCION DE DEXTRANA Y DE DEXTRANSACARASA 

El proceso tradlclonal de slntasls de dextrana conslslla en llevar a cabo la fennenlaclón sin 

control de pH. El proceso Iniciaba a un pH de 7, el que dlsmlnula hasta valoras Inferiores a 5 por 

el aumento do concentración de ácido lécUco producto del metabolismo mlClOblano. Asl, duranle 

las primeras horas da fennentaclón 11 favorec:la el crecimiento del microorganismo y la 

producción de enzima (pH de 7.0 a 6.5), ya que •sta se encuentra asociada al crecimiento. Al 

acercarse a un pH entre 5.4 y 5.2 se propiciaba la bloconverslOn con I• enzima ya producida. 
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Este proceso duraba unas 20 horas y era poco eficiente debido a la baja concentración de 

sustrato que quedaba disponible para la bloconverslón, lo que ocasionaba una baja produc

tividad. Por otra parte, si se utilizaban a1t111 concentraciona1 de sacaros. en el media de cultivo 

se presentaba represión catabólica, lo que dismlnufa los niveles de producción de enzima. Do 

hecho, se obtenlan unas 0.44 Ul/ml de medio. Tamblttn se presentaban problemas de aumento 

de viscosidad a lo largo de la fermentación, haciendo dificil la separación de las células en las 

operaciones de recuperación del producto (Alsop, 1983). 

Este proceso de obtención se mejoró en los arios 50's haciendo primero la fennentación, 

controlando el pH para mantener las condiciones óptimas para el crecimiento del microorganismo 

y la producción de enzima, minimizando asl la producción de dextrana. En estas condiciones se 

producía de 1 a 2 Ullml de medio. La dextransacarasa extracelular se utiliza cruda o parcial

mente purificada para la slntesls de dextrana por medio de un proceso de bloconverslón bajo las 

condiciones óptimas de temperatura y pH de la enzima (29'C y pH da 5.2). La.concentraci6n de 

sacarosa utilizada en la bloconversl6n es de aproximadamente 150 gil, obteniéndose asl un 

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

Se ha obtenido un m~yor rendimiento en la slntesls de enzima controlando particularmente Jos 

niveles de sacarosa erl la fermentación. López y Monsan (1980) da1arrollaron un sistema de 

fermentación alimentada, que permite mantener baja la concentración de sacarosa en 8' medio 

de cultivo . ésta se debe mantener constante, de 0.5 a 1 %, por adición continua de sacarosa 

durante la fase logaritmica de crecimiento del microorganismo. Lo anterior se Jogra por medio de 

la regulación del pH con una solución de sacarosa alcalina, a una velocidad aproximada de 

20gll·hr. De esta manera se elimlna el fenómeno de represión catabólica y se inaementa la 

producción de enzima de 7 a 8 veces, obteniendo aproximadamente 9 U/mi. El pH se debo 

regular a 6.5 para minimizar la producción de polimero y favorecer la producción de enzima. 

Se han realizado pocos trabajos sobre la producción en contínuo da la dextransacarau, repor· 

tándoserendlmlentos de 0.9 a 3.4 U/ml·h (Lawford el al, 1979; Paul et al, 198<4). Sin embargo, el 

proceso de fermentación por lote alimentado es el más utilizado. El nivel de oxigeno disuelto en 

el medio de fermentación también Influye sobre el rendimiento de producción d• la enzima. 

Recientemente se reportó la obtención de un alto rendimiento c-20 U/mi) en una fermentación 

por lote alimentado sin suministro da aire y uUlizando velocidades de agilaci6n baj11 (Ball<er & 
AJongwen, 1991). 
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PURIFICACION DE LA DEXTRANSACARASA 

Una vez tennlnada la fermentación, dependiendo de la cepa, la enzima se pue.de localizar en el 

caldo de fermentación o bien, asociada • las células. En el caso de que sea extracelular se deba 

concentrar y purificar para llevar• cabo posteriormente el proceso de bloconver1i6n. 

La concentración de la enzima extraceluJ•r se puede llevar • cabo por medio de una operación 

de ultrafiltrado del sobrenadante del medio de cultivo habiendo separado previamente Ja blomasa 

por centrifugación. Para la purificación de la enzima pueden aplicarse las técnicas de cromato

grafia de permeacl6n en gel (habiéndose reportado el uso de Ultrogel Aca 34, DEAE-celulosa, 

Blo-Gel A, DEAE·Blo-Gel A) o de cromatografla do afinidad con Sephadex G-50 (López & 

Monsan, 1980; Binder et al, 1983). Una m1todologia que resulta original consiste en un sistema 

de concentración-purificación por extracción liquido-liquido con polieülenglicol (PEG) de peso 

molecular 1500. En la extracción Uquido-.lfquldo se forman dos fases debido a la Incompatibilidad 

de dos pollmeros, que termodln.tmlcamente no pueden estar disueltos en la misma fase. 

Cuando una enzima se encuentra en un sistema de este tipo, migra preferenclalmente a una de 

las rases, lográndose el efecto de concentración-purificación. En el caso de Ja dextransacarasa, 

la originalidad radica ~n qua ésta se encuentra formando el complejo enzima-dextrana, por lo 

que al adicionar el poU'etileng/lcol la enzima se ubica en la fase dextrana, mientras que ros restos 

de medio de cultivo (rico en otras proteínas) permanecen en la fase PEG. Se pueden llevar a 
cabo extracciones sucesivas con el fin de obtener una preparación enzimática más pura. Para la 

enzima B-512F se reporta que como rasuftado de 5 extracciones se obtiene una actividad 

especfflca de 171 U/mg de protelna con un rendimiento flnal del 95%. Mienlrll1 que, partiendo 

del mismo extracto crudo (1.5 Ulmg), por cromalografla de flllrllclón en gel so obtuvieron sólo 

103 U/mg da protelna. Comparando estos dos métodos se concluye que operaciones sucesivas 

de extracción con PEG resultan en un mayor grado de purificación da la enzima • comparación 

de la cromatografia (Paule/al, 1986, M<>nsan e/al, 19B7). 

DEXTRANSACARASAINMDVILIZADA 

Se han llevado a cabo numerosos trabajos acerca de la Inmovilización de fa enzima 8-512, 
utilizando diferentes métodos de lnmovlllzaclón, entre fas que se encuentran: acoplamiento 16nlco 

a DEAE-Sephadax A-50, OEAE·celuloaa, y unión covalente de la enzima con soportes como 

Biogel P~2, poliacrilamlda, membnmas de acetato de celulosa y fibras ri~ecas de pollsutfato. En 

todos los casos· Jos rendimientos de fnmovlización tueron bajos (Alsop, 1~83). Sin embargo, se 

obtuvieron mejores resultados al utilizar como soporte sfUca aminada porosa (Spherosll, de 

RhOne Poulenc) activada con glutaraldehfdo; se reporta que el rendimiento de Inmovilización se 
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mejoró al a~adir maltosa durante el proceso de producción del catalizador. Adicionalmente se 

encontró que el área especifica de la sllica es uno de los parámetros más Importantes de 

Inmovlllzaclón, los mejores resultados so obtuvieron utilizando sí/lea con un área especifica de 

B m2/g (Monsan & López-Mungula, 1981). 

La dextrana de alto peso molecular producida se pueda acumular en 101 poros del soporte, 

haciendo que aumente la resistencia a 1• transferencia de masa intrapartfcula, por lo que este 

tipo de catalizador resulta da inter6s sólo para la slntesls de dextrana de peso molecular bajo ·o 

lntennedlo. Con este fin, la reacción d• la dextransacarasa Inmovilizada en presencia de maltosa 

puede ser de gran utilidad, ya que a diferencia del proceso Industrial, no requiere de la hidrólisis 

ácida de dextrana de alto peso molecular (Monsan et al, 1987). Sin embargo, la implementación 

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

estabilidad de los catallzadores obtenidos y el mercado limitado de los productos (Alsop, 1983). 

La dextransacarasa no es la excepción a la tendencia adual de efectuar procesos fennentativos 

con células Inmovilizadas. En estudios recientes se reporta el uso de células Inmovilizadas en 

alglnatos para la producción de dextransacarasa extracelular en fermantacione1 por lote, lote 

alimentado y en proc~so semicontlnuo (EJ..Sayed et al, 1990 a y b). Se reporta qua las células 

libres presentan una aCUvldad mucho mayor que las células inmovmzadas. Esto se debe a Ja 

formación de una barrera dlfuslonal causada por la acumulación de dextrana de alto peso mole

cular dentro del soporte. La actividad que se observa es únicamente la de la enzima presente en 

las regiones externas del soporte. Como conclusión, este tipo de sistema de producción es 

menos eficiente en comparación con ol proceso tradicional de obtención de dextrana. 

APLICACIONES DE LOS OLIGOSACARIDOS DE DEXTRANA 

Los ollgosac6ridos con enlaces a9(1-.2) tamblf:n tienen aplicación como aditivos alimentarios. 

El hecho de que estos oligosacáñdos no sean hidrolizados por les enzimas presentes en la saliva 

les confiere propiedades no cariogénicas; tampoco son degradadas en el estómago lo que 

impide su absorción en el Intestino delgado. Estas moléculas son degradadas en el intestino 

grueso por los sistemas enzlmáUcos de la nora Intestinal. Son los microorganismos de la flora 

saprófita, especialmente las btfidobacterfas, los que metabolizan preferentemente estos 

ollgosacárfdos formando écldos grasos volátiles y C02• La flora potencialmente patógena 

(enterobacterias, dostridios, salmoneJlas, etc) no utiliza estos sustratos glucosídlcos (Valette et 

a/, 1993). 

Con base en lo anterior, ha aparecido un nuevo concepto nutrfdanal: las ollgosacáridos 

consUtuyen un sustrato selectivo que permite favorecer el desarrollo de la flora lntestlnal 
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benéfica, tanto en el hombre, como en loa animales. Estos oligosacáridos no matabolizables 

puedan su1Utulr eficazmente la adición d1 microorganismos vivas ~conocidos con el ténnlno 

genértco de problótlcos (levaduras y bacterias lácticas)· y de antibióticos uUlludos como factores 

de crecimiento en alimentación animal (Fuller. 1989; Hoover, 1193; Monsan, 1993; Valatta et al, 

1993) 

Adicionalmente, los oligosaQridos Interfieren con el mecanismo de adhesión de las baderias 

patógenas sobre Ja superficie Intestinal. Estos interaccionan selectivamente con las protefnas 

superficiales de los patógenos (adhesinas), las cuales reecnocen ciertos motivos glucosidlcos 

presentes en la pared Intestinal. Los oligosacáridos también provocan una estimulaclón da los 

mecanismos inmunológicos Intestinales por medio de procesos que no están totalmente 

elucidados, aunque es probable que simulen la acción de determinantes antig•nfcos presentes 

en la superficie de los micniorganismos (Monsan, 1993). 

Se ha observado el efecto de los ollgosacjñdos partlculannente en el área de nutrición animar. 

La adición de un 1.0% de glucooligosacártdos en la ración allmenticla pennlte disminuir 

slgniricatlvamente la motbllldad causada por diarreas en ganado vacuno. Asl mismo, se ha 

observado una dismin,ución de más del 50% en la mortal/dad de pollos a causa de la misma 

afección (Monsan, 19S3). 

Se han desarrollado aplicaciones no sólo en el campo alimentario, también se ha encontrado 

utllldad de los oligosacáridos en el área cosmetológlca. Por ejemplo, la compafila francesa 

BioEurope ha desarrollado recientemente un nuevo producto basado en i. aplicación de 

glucoollgosacáridos en la conservación del equilibrio ecológico de la flora microbiana cutánea. 

De hecho, el desequilibrio de esta nora origina numerosos problemas cosmetol6glco1 y 

dennatológicos (Monsan, 1993). 
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MATERIALES Y METODOS 

Conservación da la cepa, medio da cultivo y condiciones de fennentaclón. 

La cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 se obtuvo da la colecci6n de Peoria, 
llllnols, como parte de 1.m proyecto de colaboración con la compañia BloEurope, Francia, Se 
partió de células liofilizadas que, una vez reactivadas, se conservaron a -4°C en una solución de 
glicerol a una concentración de 15% (v/v). Las soluciones as! preparadas se utilizaron como 

inóculos para las fennentadones a nivel matraz. 

En la tabla 3 se presenta el medio de cultivo utilizado para la reacUvación y creclmJento de la 
cepa B-1299 de L mesenleto/des. El pH del medio se ajustó a 6.9 con écldo ortofosfórico, antes 

de esterilizar. Las fannantaciones allmentadas, se suplementaron con 0.1% (v/v) de 
antiespumante (Slllcón 426R, Prolabo). 

Tabla 3. Compo1Jcl6n del medio de cuttlvo utlllzodo 

para Leuconoatoc m•••nteroldea B-1299. 

COMPONENTE CONCENTRACION 
(gil) 

Sacarosa 40 

Extracto da levadura 20 

K,HP04 20 

Mg504·7H20 0.2 

CaCJ,·2H20 0.02 

FaS04·7H20 0.015 

Mns0.·7H,O O.o1 

NaCI 0.01 

Las fermentaciones a nivel matraz se llevaron a cabo en un volumen de 50 mi en matraces de 
250 mi, en Incubadoras (New Brunswlci< Sclontific, modelo G-25) con agitación orbital a 200 rpm 

y a una temperatura de 30ºC. 
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Se determinó el crecimiento del microorganismo por turbidez• 650 nm en un espectrofotómetro 

Spectronlc eo1. Los cultivos de 12 horas o con una densidad óptica aproximada de 4.0 se 

utilizaron como lnócuJos para las fermentaciones alimentadas. 

Las fermentaciones alimentadas sa l/1varcn a cabo en un fem1entador SGI (Setric Genia 

lndustnel, modelo 7F) de 2 litros, con un volumen da trabajo de 1 litro. Durante la fermentación 

se reguló el pH a 5.5 con la adición de sacarosa alcalina (sacarosa a una concentración de 

400gn en un solución de sosa 2N). La agitación se mantuvo a 400 rpm, la aireación en 0.5 vvm y 

la temperatura a 29°C. 

Al final de la fermentación el pH se ajustó a 5.4. La concentración de Insolubles se determinó 

por pesa seco de una alícuota de 2 mi d• cultivo. Posteriormente, las células y otros Insolubles 

se separaron por centrifugación. El sobrenadante se conservó en refrigeración; una parte de los 

insolubles se mantuvo a -4°C y otra se lloflllzó. 

Concentración-purificación de la actividad extracelular. 

El procesa de extracción de Ja fracción soluble de Ja enzima con polletilénglicol (PM 1500) se 

llevó a cabo agregand9. un volumen de PEG al 50% (wlv) a un volumen de sobrenadante de 

cultivo. La tase inferior rica en dextrana (asociada a la dextransacarasa) se separó por 

cenlrifugación y se lavó con buffer do acetatos 0.05M pH 5.4. La pastilla obtenida se 

resuspendló en buffer y se conservó en refrigeraciún. 

Medición de la actividad enzlmAtlca. 

La actividad glucoslltransferasa se estimó midiendo los azúcares reductores liberados durante la 

reacción enzimática en presencia de 10% (w/v)de sacarosa a 30ºC y buffer de acetatos 0.05 M, 

pH 5.4. Los azúcares reductores se determinaron por el m6todo del écldo 3,S-dinltrosallcillco 

(DNS) reportado por Sumnery Howell (1935). La reacción se lleva a cabo el poner en contacto 

10 mi da una solución enzimática conteniendo de 0.5 a 2 Ul/ml con 2 mi de una solución de 

sacarosa (600 gil), para dar lugar a una concentración final de sustrato de 100 g/I, 

Una unidad de actividad se define como la cantidad de enzima que libera una micramol 

de fructasa por minuta e pH 5.4 y a 30"C. 

Slntesls de ollgasacAridas. 

Las reacciones da aceptor se llevaron a cabo con 300 g/I de sacarosa, 100 g/I de maltosa, 2.5 

Ul/ml de dextransacarasa libre en un volumen de 10 mi de buffer de acetatos O.OSM, pH 5.4, a 
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300C. Después de 24 horas, la reacción se detuvo por calentamiento en bal'\o a ebulllción por 5 

minutos. 

An611sls da productos por HPLC. 

Una vez inactivada la enzima, la muestra de reacción debe ser filtrada a través de una 

membrana Milllpora de 0.45 µm. Los an•Usis de oligosacáridos se llevaron a cabo en un 

cromatógrafo Waters.Milllpore con detector de Indice de refracción con una columna ¡iBONDA· 

PAK C18 Waters--Millipore. Como eluyente se utilizó agua a un ftujo de 0.7 mVmln. Para 

detectar ollgosacéridos de alto grado de polimerización, el eluyente conslst16 en una mezcla 

agua-metanol 94:6 (v/v). 

Para el análisis de azúcares da bajo peso molecular se utilizó una columna de anál11i1 de 

carbohidratos Waters·Millipore. El etuyente en este caso fue una mezcla de acetonltrilo-ague 

65:35 (v/v) a un nu¡o de 1 mVmln. 

Datanninaclón del perfil de actividad enzlmAtii:a al pH. 

Se realizaron una serit¡t de reacciones enzimáticas bajo las condiciones mencionadas 

anteriormente, pero en buffer de pH en un rango de 4.6 a 6.0. Se determinaren Las velocidades 

Iniciales de reacción midiendo los azúcaraa reductores liberados durante la reacclón 

Detennlnaclón de las constantes cln6tlca1 de I• fracción lnaoluble con actividad 
dextransacarasa. 

En el estudio cinético de la fracc16n enzimática Insoluble, se utilizó la cantidad de enzima 

liofilizada necesaria para tener aproximadamente 1 Ul/ml de reacción, agregándose cantidades 

variables de una solución concentrada de sacarosa para cubrir un rango de concentración da 10 

a 300 gil. La velocidad inicial se determinó con ol inótodo anterionnento desa1to a pH 5.4 y 
30'C. 

Se slgu16 el mismo procedimiento para las reacciones en presencia de maltosa, mantenléndosa 

una relación sacarosa/maltosa (w/w) de tres. 

Reacciones de desproporclonaclón con la enzima 8·1299. 

Las reacciones de despreporcionaclón se llevaren a cabo poniendo a reaccionar la enzima llbre, 

en ausencia de sacarosa, con ollgosacárfdos liofilizados. Se experimentó con ollgosacáridos 

obtenidos con la capa B-512. por estar conslituldos da glucosa con enlaces a.-(1->6) 

exclusivamente, y con un grado de pollmertzacl6n comprendido entre 3y15 (O.P. 3 a O.P. 15). 
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También se efectuaron las re1cciones con ollgosacliridos de la cepa S..1299, (qua contienen 

enlaces 11-(1-+2) y 11·(1->6)) on un rango do O.P. 3 a O.P. 8. Los oligosa"'ridos lueron 

proporcionados por la comp1n11 BloEurope. 

Estas reaccionas se llevaron a cebo bajo las 1/guientes condiciones: 2UUml de enzima en un 

volumen total de 10 mi, con una concentración de oHgosa"'ridos de 10mg/ml • 30"C y pH 5.4. 
Se tomaron muestras a diferentes tiempo• da reacción y se analizaron pot HPLC. 

Evaluación de Hl•bllld•d de la• prep•r•clonea enzlmAllc .. 11 pH. 

Se evaluó la astabilkfad de tres preparmclona1 enzimi\ticas diferentes: 

a) Enzima soluble parcialmente purificad• con PEG. 

b) Enzima Insoluble 1lofüizlld1. Esta fracción os" constituid• por c4'1ulas y dextranSIClrasa 
asociada a éstas. 

e) Mezcla da ambas actividades. Esta preparación se obtuvo al agregar PEG ditectllmente sobre 
el cuttlvo al ténnlno de una fermentación. De esta manera se sepa,.. por centrifug1cl6n una 

mezcla de la enzima 1risoluble con la soluble asociada a la fase dextrana en la proporción en que 

son sintetizadas durante la rermentadón. 

B experimento se llevó a cabo utilizando 1oluciones con una concentración de enzimll de 1 Ul/ml 

en diferente• soluciones bUffer da •c:etlltoa O.OSM en un rango de pH entre 4.8 y 5.6; la1 mezclas 

. do raacdón se m1ntuvlero11 en egltllción contlnue a temperaturas de 32 y 40-C. Se tomaron 

muesltils da 1 mi a dfforenlos tiempos y se 181 determinó actividad a pH 5.4. 

Producción del c1t11Jzador. 

Paro la elaboración del blocsta11Z•dor sa partió do la pasta de Insolubles, obtenida da la 

cenb'ifugaclón del medio de fermentación, manlanlda an congelación. Se preparó una 

suspensión de esta pasta de tal form11 que le mezcla preseni.a 8Pf0Xlmadamente una actividad 

de B UVml en buffer de aceta!Os 0.05M pH 5.4. Postoriormenla 1118 au-nalón H mezcló 
perfoctamonto con un volumen lguol de un• solución de 1lglnato da sodio al 4% (wlv), p11111 dar 

lugar• una su-nslón linll con concentración do 1lgln1tos do 2% (wlv) y de onzlma aqulvalonle 

a3UVml. 

La mozda sa dispersó, on forma de pequd11 golas, on una soluclón 200mM de CaCl2 ljustad• 

a un pH de 5.4 con •ctdo acttlco. Llls esferas getificad111e mantuvieron por espacio de un• 

ho111 an la solución de CeCl:z, se l1v1ron y sa conserv1ron on buffer da acotalos 0.05M, pH 5.4 

con 0.1% (wlv) de CaCl2 14"C. 
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Materiales y m6todos 

Modificando el flujo de aire del sistema d• aspersión se varió el tamarao de las esferas, obtenién

dose por separación en tamiz, partículas con diámetros de 0.6, 1.6, 2.1, 3.8 y 4.2 mm. Estos 

catallzadores se utilizaron posteriormente para la determinación del efecto difuslonal lntrapar· 

tJcula. La distribución de tamat\os se determinó midiendo el dii\metro de una muestra de 50 

esferas con un vernier. 

Determinación de densidad del blocat•lizador. 

la densidad del catalizador se determinó evaluando el volumen desplazado por una determinada 

cantidad de catalizador. En una probeta con 1 O mi de solución de CaC'2 al 0.1 % (w/v} se 

agregaron 3.6 g de catalizador húmedo y se observó el volumen desplazado. 

Determinación de humedad del blocatallzador. 

Se determinó gravlmétricamente, por secmdo al vaclo a 604C y utilizando una termobalanza 

Ohaus. las determinaciones en la termobalanza se realizaron a esoe (0.5 watts}, el tiempo de 

secado fue de aproximadamente una hora. Utilizando la termobalanza se evaluó fa curva de 

secado del catalizador. En este caso es importante que la velocidad de secado sea lenta, para 

evitar la fonnaclón de Una capa dura en la superficie de las esferas que dificulte la transferencia 

de masa. 

Detonnlnaclón de I• fracción vacla del biocatallzador. 

El valor de la fracción vacía (is) es igual a la relación entre el volumen Jntrapartícula (vacfo) y el 

volumen total que ocupa el catalizador y representa la fracción de volumen dlsponlble para la 

reacción. Este parámetro se determinó midiendo el volumen desplazado por un volumen 

conocido de esferas. 

Para la medición de la fracción vacfa del catalizador, se tomó un volumen conocido da esferas y 

se secaron hasta alcanzar la humedad critica. Posterionnente se vaciaron en 15 mi de solución 

de CaC\, al 0.1% (wiv). Se permitió que las esferas racuporaran el volumen o~ginal y se evaluó 
el volumen desplazado, éste corresponde al volumen que realmente ocupa la matriz del 

catalizador. la diferencia entre este volumen y el volumen total es el volumen vaclo. 

Determinación de los efectos dlfuslonales Internos del blocatallzador. 

Para evaluar el efecto difuslonal lntraparticula sobre la velocidad lnlclal de la enzima 

Inmovilizada. se calculó el factor de erectlvldad (~)para los diferentes tamallos da catalizador. El 
fador de efectividad corresponde a la relación de la velocidad Inicial observada con el catallzador 
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Malerlales y mllodol 

completo entre la velocidad Inicial observada con el catalizador previa desintegración. Las 

velocidades tnlclales se determinaron a 3o-c en presencia de 10% (wlY) de sacaro11 como se 

describió anteriormente. En el caso de la evaluación del efedo de concentración de sustrato 

sobra el factor de efectividad, la concentración de sacarosa se varió en un rango de 10 a 300 gn. 
Las raaccion•s se llevaron 1 cabo en raactora1de100 mi 1nchlqu1t.do1, el medio de raacci6n 

se agitó con una propela pira g1rantizmr 111 homogenldad de l8 1'8acción. 

Determinación de I• c•lda de prealón en el alatem• de lecho emp•c•do. 

Se montó un sistema según se Ilustra en la figura 1, en el que se midió la calda de presión 

ocasionada por el blocatallzador a diferentes flujos volumétricos de solución de sustrato y a 
diferentes relaciones altura/diámetro del reactor. Se utilizó un manómetro de deformación del 

tipo de tubo Buordon. 
Las dimensiones del reactor utilizado fueren de 1.9 cm de diámetro interno (2.83 cm2 de sección 

transversal) y una longitud da 1 a 5 veces el dillmetro, Se Introdujo sustrato (sacaren 30% w/v 

+ maltosa 10% w/v) a un flujo volumétrico constante en un rango entre 27 y 43 cm3/mln. Las 

determinaciones se hicieron para el reactor empacado tanto con perlas de vidrio da 0.3 cm de 

diámetro (e:=0.4), como con blocatallzador (dilillmetro=0.21 cm). 

Figura 8. Esquema del sistema utilizado para la medición do lo calda 
de presión dentro del reactor. 
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Para estimar la calda de presión se empleó la ecuación propuesta por Leva (Peny & Chllton, 

1973): 

Donde: 

6P 2/m·G2 ·L-(l-e)
1
-n 

dp·p·gc·<l>sl-º·eJ 

/m = 1~~ (para Rc<10). Factor do fricción 

L 

Re=S!.:Q 
11 

G=Q·p 
A 

n=1 (para Re<10) 

4>1=1 para esferas. 

Longitud del lecho 

Número de Reynolds 

Velocidad m•sica por unidad de 

área secclonat del lecho 

Factor de forma 

Determlnacl6n de la distrlbucl6n de tiempos de residencia. 

Se llevó a cabo el ex¡)arimento del Impulso con el fin de determinar Ja distribución de tiempos de 

residencia dentro del reactor de lecho empacado. Dicho experimento consiste en introducir 

Instantáneamente una cierta cantidad de un trazador en el fluido que entra al reactor y registrar 

la concentración del trazador en el fluido que abandona al recipiente. De este experimento se 

genera una curva da respuesta de concentración de trazador con el tiempo C vs t. 

Posteriormente se evalUa el •rea por debajo de la curva, la media y la varianza de la distribución 

(Levensple\ 1985). 

El trazador utilizado tue una solución al 50% (Vlv) de llcldo ortolosfórico. Es Importante qua el 

volumen del trazador sea menor a 0.01 veces el volumen del reactor. Tomando en cuenta que el 

reador tenla una capacidad de 2.1 cmJ el volumen del trazlldor fue de 0.02 mi. El fluido utüizado 

fue un buffer de fosfatos 0.01M, pH 7.0 con0.1% (wlv) deCaCI,. El pH a la salldadel reactor se 

detectó con un mlcroelectrodo Cole-Palmer. El potenciómetro se acopló a una computadora 

Macintosh con un programa capaz de adquirir datos a inteNalos muy peque'1o1, en este caso 2 

segundos. El slslema se representa en lo figuro 9. El reactor enchaquellldo que se utillzó tenla 

2.2 cm de altura por 1.1 cm de diámetro (sección transversal de 0.95 cm"). 

Los valores da pH adquiridos se convierten a concentración equivalente da kJnes hldronlo. 

Posterionnente- se calcula al 'rea por debajo de la curva, que representa la cantidad total de 

trazador Introducido (ecuación 1). 
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Materiales y mdlodoS 

A= J;Cdt=I:C¡M¡ ... (1) 

Donde e es la concentración de trazador y t el tiempo. 

La cwva se normaliza dividiendo cada •rea individual entre el valor de A. Los valores obtenidos 

se grafican contra el tiempo, obtienléndose una curva cuya área es Igual a 1. Con ésto se evalúa 

la media de la curva, que representa el tiempo de residencia promedio (ecuación 2). 

- ftcdt 
!=-º-- ... (2) 

J;cd1 
En el caso que se tengan lecturas lnstantallneas de puntos equidistantes se puede utilizar una 

forriia simplificada que se presenta en la ecuación 3. 
n-1 

_ I:(t¡+t¡+1)(C¡+C¡+1Xt1+1-t;) 
t = - ... (3) 

2~(C¡+C¡+1 )(1;+1-t¡) 

Posterionnenta se ev~lúa la varianza, que representa la dispersión de la distribución (ecuación 
4). 

1•t2 Cdt -2 
a2=-º--- - 1 

J;cd1 
... (4) 

De Igual fonna se utilizó una fonna simplificada para lecturas equidistantes, representada en la 

ecuación S. 

'f(t¡ +1¡+1)2(C; +C/+1)(1¡+1- I¡) - 2 
a 2 

1-1 n-I -t ... (5) 
4 I:(C¡ +C¡+1)(1¡+1-t¡) ,., 

Por último se calcula el número da dispersión, número adlmensfonal, definido como: ~. O en 

ténnlnos del número de Pedet ~= ~ 
uL Pe·L 

Es posible demostrar que este número se encuentra relacionado con la varianza de la curva da 

distribución de tiempos de residencia de acuerdo con la ecuación 6 (Levensplel, 1 SBS). 

a:z=2~ ..• (6) 
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Los experimentos se llevaron a cabo a 30"C, con el reactor empacado con pertas de vidrio de 

0.59 mm da diámetro o con biocatallzador (dlilmatro=0.21 cm). 

Preparación del austrato ullllzado en la slntesls de ollgosacArldoa. 

La composición del sustrato se presentli en la tabl• 4. La nutriosa es un producto comercial y 

consiste en una solución concentrada que contiene 80% de maltosa. Fue proporcionada por la 

compa~la BloEuropa. 

Tabla 4. Sustrato uUllzado para la slntesls da ollgosadrfdoa. 

Companente Concentrllción (gil) 

Sacarosa 300 

Nutriosa 125 

Sulfito de sodio 1.0 

Sorbato de ootaslo 1.0 

·Cloruro de calcio 0.7 

El pH se ajusta 5.4 con H2S04 al 50% (vlv). 

Determinación del modelo cln6tlco de la enzima inmovilizada. 

Con el fin de proponer un modelo cinético qua explicara el comportamiento da la enzima 

Inmovilizada en Ja slntesls de ollgosacliridos, se siguió el consumo de aacarosa durante el 

transcurso de una reacción por lote. El volumen da reacción fue de 90 mi, se agregó suficiente 

catalizador para tener 1. 7 UUml de reacción. Se utilizó el suslrato para la slntesls da 

ollgosacáridos, descrito anteriormente. La reacción se llevó a cabo a 300C en un reactor agitado. 

La concentración de sacarosa se determinó tanto por az\lcares reductore1 previa Inversión asi 

como con un analizador YSI 2700 (Yellaw Springs lnstruments) equipado con una membrana 

para detennlnar sacarosa y otra para determinar O-glucosa. 

Determinación de los efectos dlfualonales externos. 

Para la determlnedón de los efectos difuslonales extemos se utiflzó un sistema recirculado como 
el esquematizado en la flgur• 10. 
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la carga de enzima utilizada fue de 0.7281 UVml y el volumen de reacción de 25 mi, utilizando el 

sustrato para la slntesls de ollgosacárido1. Se detonnlnó la velocidad Inicial a flujos volumétricos 

que se variaron entre 1.87 y 5.8 ml/mln, estando al menor flujo determinado por I• capacidad de 

la bomba utilizada. Se delenn/nó la velocidad inicial en el recipiente fuera del reactor. El reactor 

empacado fue el mismo que se utilizó para determinar la distribución da tiempos da residencia. 

Las reacciones se llevaron a cabo a 300C. 

Flgur1 10. Ol1grom1 del sistema experimental •mpl1ado en el estudio del efecto 

dlfuafon1l extemo •n el Nactor empacado con el bloc1t1llz1dor de d•xtl'lln1ac1ra11. 

Operación del reactor de lecho emp1c1do. 

Se montó un reactor enchaquetado, empacado con catallzador (con una relación U0-1) (figura 

11) operando en continuo. Las reaccJonea ae llevaron a cabo a 3QOC. con el sustrato definido 

para la slntesls de oligosacáridos. la 1llmentación se llevó 1 cabo por la parte superior del 

reactor. Se colocó un papel filtro a una distancia de aproximadamente 5 cm sobre la cama de 
catalizador con el fin de dlstribuJr el sustr•to en la sección transversal del reactor. B reactor 

tenía un área transversal de 78.5 cm2. 

Para verificar el modelo cfn6Uco, se varió el ftujo volumétrico de alimentación y se delermlnó la 

conversión alcanzada midiendo azúcares reductores a la salida del reactor. El volumen de 

catalizador fue de 500 mi, que corresponde a 1662 UI totales. Cada vez que sa modificaba el 

flujo, sa dejaba pasar un tiempo equivalente al doble del tiempo de residencia, paro asegurar que 

el reactor se encontraba en condiciones estables, da régimen permanente. 
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Evaluación de la eatabllldad operacional. 

El re•ctor descrito anteriormente se mantuvo operando en conUnuo durante 200 horas, con un 

ftujo volum61ttco de entrada Igual a 1.4 mVmln. Se evaluó la convensi6n alcanzada detennlnandO 

azúcares reductores a la salida del reactor. 

Figura 11. Eaquema.~el reactor de '8cho empacado en continuo empleado para 
evaluar •I modalo cln6tlco y la eslllbllidad operacional. 
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Resulado• y dlscu5/dn 

RESULTADOS Y DISCUSIDN 

CARACTERIZACION DE LA ENZIMA 

l. Producción de 1• glucoslrtninsfer••• de Leuconoatoc m•••ntero/de• B-1299. 

Se cuenta con un proceso estándar para la producción de la glucoslltransrerasa (GT) de 

Leuconostoc mesentero/des B-1299 mediante una fermentación alimentada de un litro, al guiando 

la metodologla propuesta por López y Monsan (1980) y por Remoud-Slmeon, el e/ (1993), do tal 

manar• que se mantiene baj• hl concentración de sacarosa en el medio de a.lltfvo durante la 

fermentación. Esto se lleva • cabo por adición continua de sacarosa durante la fase logarítmica 

de crecimiento del microorganismo. Así se Incrementa la producción de la enzlma y se evita el 

fenómeno de represión catabólica. 

En la figu,.. 12 se presenta la cinética de una fermentación. Se encuentra actividad glucosi~ 

transferasa asociada al paquete celular y otros insolubles (fracción insoluble), asl como actividad 

extracelular. Como es ,de suponerse, la producción de enzima asociada a la fracción insoluble 

esta asociada al crecimiento, pues al haber mayor cantidad de blomasa, habrá mayor cantidad 

da enzima asociada a •sta. No ocurre lo mismo con la activada extracelular, es Interesante que 

no sa detecta actividad en el 1obrenadante 1ino hasta de1pu81 da transcurridas tres horas de 

fermentación. A las 6 horas se alcanza una concentración celular aproximada a 8.2 mg/ml 

(D.0.050"'14); entonces, se cenlriluga el caldo de fonnontac16n. Bajo estas condiciones so 

obtiene un crecimiento y producción de enzimas según se reporta en la tllbll 5. 

Se puede observar que se obtiene una alta proporción de actividad glucoslltransfarasa asociada 

a la fracción Insoluble. La hipótesis que se reporta en la literatura considera que la enzima se 

encuentra fonnando un complejo con la dextrana: al sintetizarse alrededor de la célula (como 

parte de la cápsula) es da esperarse que se encuentre •ctividad 1nllm,t!ca asociada a las 

células (Brookor, 1977). Otra hipótesis posible ea que la enzima contenga un p6ptido da anclaje 

a la membl'ilna celular, el cual puede ser sujeto a una escisión posterior dando origen a la 

enzlma extracelular. Estos péplid<!s de andaja se encuentran an algunas enzimas presentes en 

las bacterias lácticas (Kok, 1990). La confirmación de esta hipótesis, para este caso en 

particular, implica el conocimiento de la genética molecular involucrada en la blosfntesls de las 

dextransacarasas. 
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o.o. Actividad 
(Ul/ml) 

15 

3 - o.o. 
10 -o- Acl. sol. 

Act. lnsol. 

Tiempo (h) 

Figura 12. Clnlltlca de unm fermentación 
allmantada con 111 cepa 8·1299 de 

Leuconastac masenterald•• 

V de traba]o•1L, pH=S.5, agitación 400 rpm, 
aireación 0.5 wm, T•29"C. 
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Resuttado1 y discusión 

Tabla 5. Producción y distribución de la 

actlvldad GT 11-1299 en culllvo alimentado. 

Volumen de fermentación 900ml 

Actividad GT tolal 3.583UVml 
¡.,.0.242\ 

Actividad extraceluiar 0.447UVml 
lo=0.01981 

Pon:entaje de actividad GT en la 12.6% 
fracción extracelular 

Actividad en la tracción lnsolubl• 0.379UVmg 
¡.,.0.0011111 

Concentnldón d• 18 tracción Insoluble 9.2mglml 
/o=0.41 

Actividad en la fracción Insoluble 3.116UVml 
la=0.2221 

Porcentaje de actividad GT en la 17.4'>'• 
fracción Insoluble 

11. Sinteaia d• ollgoaadrldoa can 11 gluco1lttran1fera11extracelulary11oclad1 a la 

fracción Insoluble de L. m•••ntero/dea B-1299. 

Se llevó a c.bo 1• 1fntesl1 de oligo11cirido1 en preaencta de maltosa como azúcar aceptor con 
el fln de comparar el perfil de productos obtenidos con la enzima extracelular y la enzima 

1sociad1 al paquete celular. AmbH slntesls 1e llev1ron 1 cabo baJo IH mlsmH condiciones de 
roacclón (concentnlclón de sustrato, aceptar y enzima), como y• H mencionó en matarlalH y 

mttodcs. Los cromatogramas corre1pondiente1 se prenntan en la figura 13. 

Como H pueda observar, emb11 lracdone1 1inletlzan el mismo tipo de productos, por lo que se 

podrl• utilizar cualquiera de .. t.,. dos preparaciones para la alnta1i1 de los ollgoHC6riclo1 de 

lnlerés. Sin embargo, 11ta no es una prueba de que M trate d• la misma enzlmL El perfil de 

ollgosociridoa obtenido es el mismo que el ntporlado enteriormente por Ram•ud·Slmeon. et al 

(1993). En dicho trabajo se hace un Htudlo de RMN de ''C de los ollgo1acirldo1 obtenidos, 

determln•ndose la presencia de enlaces a.·(1-to2) en algunos da eU01. Los compuestos 
marcados con una flecha, en la figura 13. repntssntan 101 otlgo1a-01 con •ni- a-(1-+2), los 
cuales H encuentnln con un gntdo de pollmerizaci6n de 4 a 8. 
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Teniendo conversiones slmllares (•90%), la enzima extracelular presenta una mayor producción 

de ol/gosacl!lridos, lo que puede deberse• que 11 enzima presente en I• fracción insoluble está 

sujeta• un efecto difuslonal de sustrato y productos, especialmente cuando 6stos son de alto 

peso molecular(> O.P. 4). 

111. Estobllldad do las proparaclones onzlmiUcas al pH. 

Se pueden obtener tres preparaciones enzlmlllticas al ténnlno de la rennentación: enzima soluble 

(extracelular) parcialmente purificada con PEG; fracción Insoluble (actividad asociada a dextrana 

y a células) y una mezcl• de •mbas activld1des. 

Tomando en cuenta tos resultados anteriores se consideró la posibilidad de inmoviliZllr la fracción 

de GT insoluble o la mezcla de las actividades soluble e Insoluble. Se pensó que, en vista de la 

baja actividad extracelular obtenida en la fermentación, no valla la pena considerar la 

inmovilización de esta fracción, sin embargo se detenninó su estabilidad únicamente para 

tomarla como referencJa. 

Con el fin de definir ventajas y desventajas al optar por alguna de fas posibilidades, fue necesario 

determinar la estabJl/d~d de la enzima a diferentes pHs. Esto es importante, ya que en 

experiencias anteriores, del grupo de Monsan en Francia, se observó qua al llevar a cabo la 

reacción de sfntesls de ollgosacllridos, en ocasiones había una disminución da pH, debido a que 

las células Inmovilizadas aún presentaban actividad metabólica. 

Las determinaciones se llevaron a cabo, de manera preliminar, C\Jn la fracción soluble a 32 ºC. 

Los resultados se muestran en la figura 14. Después de 400 horas de almacenamiento a 

diferentes pHs, la enzima extracelular presentó una mayor actividad resldual • pH de 5.4, 

mientras que a un pH de 4.8 fue menos estable; por esta razón se tomaron dichos valores como 

los extremos en experimentos posteriores. A pH 5.2 la GT extracelular present6 una vida media 

de aproximadamente 340 horas. La vida media (t~ se define como el tiempo en que ae pierde el 

50% de la actividad inicial. Al trabajar• 32 °C, los ensayos llevaban mucho üempo, por k> que se 

trabajó posteriormente a 40 °C. A esta temperatura Ja fracción soluble a pH 5.2, presentó un t~ 

de aproximadamente 30 minutos. Los resuttados se presentan en la figur1115. 

SI se considera que la desactivación enzimática sigue una cinética de primer orden, al graficar el 

logaritmo natural de la actividad contra el tiempo, se obtiene una recta cuya pendiente es la 
constante de lnactivación. En la tabla 6 se muestran las constantes de inactlvac.:ión a 32 y 40 ºC 

en función del pH, para la enzlma extracelular. 
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T•bla 6. Conshlntea de lnactiv•c16n de la GT B-1299 extracelular. 

pH k 32"C (h•I) k 40"C (min-1) 

4.e 1.97E-3 3.01 E-2 

5.0. 1.60E-3 2.63 E-2 

5.2 1.67E·3 1.65 E-2 

5.4 1.23 E-3 1.32 E-2 

Al analizar los valores de k H observa que, un valor mayor corresponde a una pendiente da 

lnactlvadón mayor y, por lo tanto, a una menor establl!dad. Debido a que el efecto del pH es 

más evidente a 40 oC, los siguientes experimentos se llevaron a cabo a esta temperatura. 

En la figur• 16 se compara el resultado del comportamfenlo de las tres preparaciones 

enzimáticas a 40 •e bajo las condiciones de pH extremas (4.8 y 5.4). A pH 5.4 la enzima 

extracelular presentó un t~ de casi 15 minutos, mientras que la enzima da la fracción insoluble al 

mismo pH tuvo un t~ mayor de 50 minutos. Se observa una tendencia similar a pH 4.8. En la 

tabla 7 se presentan IÓs valores de las constantes de desactivación para las tres preparaciones 

enzimáticas. 

Tabla 7. Constantes de lnactivaclón de las prep1r1clones 

de GT B-1299 en fUnclón del pH. 

pH 4.8 pH 5.4 
k lmin·•) k rm1n·•1 

FracclOn insoluble 1.66E-2 1.14E-2 

Fracción soluble 4.31 E-2 2.76E·2 

Mezcla de ambas 3.43 E-2 1.48E-2 

La enzima extracelular fue la preparación enzimática menos estable, mientras que la fracción 

asociada al paquete celular (Insoluble) presentó mayor estabilidad; como es de suponer, la 

mezcla de ambas fracciones tuvo un comportamiento intermedio. Esto se puede deber a que la 

enzima Insoluble tiene un mlcroamblente diferente a la enzima extracalular, donde no se observa 

un efedo tan Importante del pH sobre la velocidad de desactivación de la enzima. 
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Resu1t1dos y discU$/dn 

Tomando en cuenta estos resultados, se concluya que la enzima asociada a la fracción Insoluble 

es la més Indicada para la •laboracl6n del blocatalizador. Adicionalmente se debe tomar en 

cuentai que la utllizlclón del PEG aumenta el costo del catalizador. B costo de manufactura 

debe mantenerse bajo, considerando qu• los 0Bgo1aciñdos sintetizados serán utilizados como 

adiUvo en alimentos para consumo animal. 

Los experimentos subsecuentes se llevaron a cabo con la enzlma asociada a I• fraccfón 

Insoluble Unlcamente o con el catalizador elaborado con esta porción del culUvo. 

IV. Detonnlnaclón dol perlll do pH <111 la fracción onzlmAllca Insoluble. 

Se determinó el perfil de actividad enzimática al pH, obtaniéndose •I comportamiento que se 

presenta en la flgura 17, donde se puede observar que la actividad enzimática se presenta en un 

rango relativamente estrecho da pH, disminuyendo dri1ticamente en condiciones •cldas. Este 

comportamiento es similar al obseivado con las cepas B-512 y S..523 de Leuconostoc 

mesenlen>/cles (Alsop, 1983; Duran, 1990). 

Se sabe que el pH del medio de reacción Influye en la distribución de cargas en los aminoácidos 

básicos y ácidos de la .~nzima. Este efecto as particularmente Importante en la superficie y en 

las zonas vecinales al sitio activo. 

De acuerdo al mecanismo de reacción propuesto por Robyt (Fu & Robyt, 1988), existen dos 

residuos de hlstidina en el sitio activa, esenciales para la actividad enz1m•t1ca. El mecanismo 

Involucra diferentes estados de ionizlldón de los respectivos grupos lmldazol. Dado que en 

condiciones ácidas los grupos H encuentran preferentemente protonados, y que la especie no 

protonada es necesaria en la reacción, resulta congruente observar una calda drástica de 

actividad hacia el pH ácido. En un reparte más reciente, se aislaron y secuenciaron dos péptldos 

que aparentemente pertenecen a los respectivos sitios activos de las glucosittranaferasas 1 y S 

de Stt9ptococcus sobrinus. En ambos se encuentran grupos aspártlcos que parece están 

Implicados en la cetállsls, ya que actuan como los grupos nuclo6filos del sitio activo (Mooser el 

al, 1991). En aste caso, tambl6n se supone que el grupo carboxllo debe estar no pn>lonado. 

Tomando en cuenta k> anterior, se puede 1xpl!car el efecto tan severo del pH sobre Ja actividad 

de la enzima. 

El pH óptimo resultó ser da 5.2; sin embargo es importante establecer un compromiso entre el pH 

de máxima actividad y el pH do máxima ostebllldad. Se decldl6, entonces, quo el pH de trabajo 

serla el de máxima establlldad, esto as a pH 5.4 (• este pH se tiene el 95% de la actividad, 

tomando como 100% la actividad al pH ópUmo). 
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V. Estudio cln611co de I• froccl6n Insoluble de lo onzlm• B-1299. 

En el estudio cinético de la fracción enzimática Insoluble, se utilizó 1 Ul/ml de reacción y se 

dalermln6 le velocidad lnlclol on prasoncl1 do llClrOll en un rango da 10 a 300 gil. Sa siguió el 

mismo procedimiento para las reacciones en presencia de maltosa, manteniéndose una relación 

sacarosa/maltosa (w/w) de tres. En la figur11 11 se observa el comportamiento clnlltico de la 

enzima bajo ambas condiciones de reacción. 

La enzima, en presencia de sacarosa, sigue el modelo d1 Mich•elia-Menten, con una Km de 

10.15 gil y una V-d• 0.988 Ul/ml (determinados por la llnaorlzacl6n de Uneweaver-Burl<), pero 

se observa un ligero efecto Inhibitorio • concentraciones de sustrato mayores de 200 gil. Este 

comportamiento, que se observa t.mbllln en la dextransacarasa de la cepa B·512F (Martfnez· 

Esplndola & López.Mungula, 1985), es un efecto inhibitorio por exceso de sustrato. Reciente. 

manta, se ha explicado como el resultado de la Interacción de la sacarosa con un tercer sitio da 

unión (de baja afinidad) con la enzima, que da como resultado cambios alostérfcos en la 

conformación del sitio activo de tal manera que no se puede sintetizar dextrana, pero si 

productos de aceplor(Tanriseven & Robyt, 1993). 

Por otra parta, en pres.ene!• de un azúcar aceptar (maltosa) se observa un aumento de la 

velocidad méxlma de reacción, efecto también observado en la dextrans1carasa d• la cepa 

NRRL S.512F (Paul eta!, 1986). Al llnearizarla ecuación de Michae\is.Menten por el método da 

Uneweaver·Burk se obtiene un valor de Km de 13.67 gil y un valor de Vmn de 1.44 Ul/ml, 

difieriendo considerablemente de lo observado en I• flgur• 11. El método de Llneweaver.Burk 

tiene la desventaja de que los puntos determinados a altas concentraciones de sustrato no 

tienen un impacto significativo en la linearizacl6n. Por esta razón, se probaron los métodos de 

Woolf·Augustlnsson-Hofstee, de Eadi~Scatchard y la de Hant:ts-Woolf, siendo este Ultimo el que 

mejor se ajustó a los resultados experimentales. Con este mlltodo se obtuvo un valor do Kni da 

45.3 g/I y un valor de Vrnu de 2.73 Ul/ml. En las flgura119 y 20 se presentan ambas 

llnearizacfones, y en el anexo A se resumen los métodos de linearizaci6n. 

Tomando en cuenta que las reacciones se llevaron a cabo con 50 mg de Insolubles en un 

volumen de 12 mi, en la tabla B se reporta la velocidad mhlma en Ul/mg de insolubles. 

La presencia de maltosa en la reacción aumenta la velocidad mh!ma aproximadamente 3 veces. 

Esta activación puede deberse a que el residuo glucosllo 11 transfiere con mayor velocidad al 

azúcar aceptar que al complejo enzima.cfextranosllo que •• fonn• cuando la 1acaroaa es al único 

sustrato, probablemente ocurre algún cambio confonnacional en el sitio activo que favorece I• 

transferencia hacia el aceptar. Otra posible explicación es que en presencia de aceptar, a un 

tiempo determinado, cada grupo nuciéofilo del sitio activo sea responsable de la stntesis de una 
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Tabla s. Propled1de1 cinéticos de 11 GT Insoluble de 

L1ucono11oC me••nteroldU S.1299 

Condiciones K.i, para sacarosa v.,... 
de reacción (gil) (UUmg Insolubles) 

Sacarosa 10.15 0237 

Sacarosa/maltosa=3 • 45.39 0.654 

• C1lcul8dot por .. m6todo de H1nn-Woolf. 

molécula de ollgosacérido, ésto es, se consumen simultáneamente dos moléculas de sustrato 

por molécula de enzima, mientras que en ausencia de aceptar, en el mismo tiempo, sólo se 

consume una mol4cula de sustrato por molécula de enzima. 

Por otra parte, el valor de Krn aumenta en presencia del aceptar. Dado que el sustrato es el 

mismo y que la velocidad de reacción es mayor en presencia de aceptor, no se puede Interpretar 

este aumento como una disminución de la afinidad de la enzima por el sustrato. 

SI tomamos en cuenta que Ja reacción catanzada por la enzima es la siguiente: 

E+S~ES~E+P 
k., Donde E=enzlma libre, S=sustrato, ES= complejo 
enzima-sustrato, P=producto y k1, lc.1 y k 1 son constantes de velocidad. 

De acuerdo a la teoría del estado estacionario, la constante de Michaells.Menten se define como: 
(k +k} k . 

Km=~· SI Ks=t· dando Ks es la constante de disociación del complejo ES, Ja cual se 

relaciona con Ja afinidad de la enzima por el sustrato. Entonces Km 1111!L11111K8, sólo cuando 
k, 

k2<<k,1. 

SI suponemos que las constantes k1 y k.1 tienen el mismo valor en presencia y en ausenda del 

aceptar, eJ aumento en el valor de la Km se explicarla por un aumento en el valor de k2. De 

hecho, si la reacción Involucra a otro sustrato, y si consideramos a Ja maltosa como sustrato, su 

efecto se debe Incluir en k2 (Dixon & Webb, 1979). 
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VI. Reacciones de deaproporclonaclón. 

Las reacciones de desproporcionación se llevaron a cabo con la fracción insoluble de la enzima 

B-1299 bajo las condiciones previamente descritas. Se experimentó con oligasac6rido1 

obtenidos con la GT de la cepa 8-512, que presentan enlaces a·(1-+6) exclusivamente, con un 

grado de polimerización de 3a15 (O.P. 3 a O.P. 15). Tambl•n aa hicieron laa reaccione• con 

oligosacáridos obtenidos con la GT B-1299, con presencia de enlaces a·(1-t>2) y a·(1-t>6), en un 

rango de O.P. 3 a O.P. 8. 

La flguras 21 y 22 muestran el cambio de perfil de productos S.512 después de 22 horas de 

reacción. Por otro lado, el cambio de perfil de ollgosacáridos obtenidos con la enzima B-1299 

después de 22 horas de reacción se presenta en la figura 23. 

Se realizó una curva patrón para relacionar el lirea de los picos del aomatograma con el peso de 

muestra Inyectada, encontrándose una relación lineal peso/área con un valor de pendiente de 

1.037X10-". Las concentraciones de los productos se obtuvieron tomando en cuenta que sa 

Inyectaron 10 µI de muestra. En la tabla 9 se presenta la velocidad de despropordonaclón de 

los oligosac4rfdos. 

En las reacciones de desproporcionadón, que se llevan a cabo en ausencia de sacarosa, se 

transfiere un residuo glucosllo de un ollgosacárido a otf9. Se puede ob•ervar que con los 

ollgosacéridos 8-512 se favorece la transferencia hacia ollgosacáridos de bajo grado de 

polimerización, al aumentar I• cantidad de O.P. 3, 4, y e. En el caso de loa ollgosacéridos B· 

1299 se observa que se transfiere a ollgosacáridos con enlaces a.·(1--t>S). Es Importante hacer 

notar que en ninguno de los casos se transfiere en posiclónes a.·(1-+2). Este comportamiento 

resulta sorprendente, pues era de esperar que se transfiriera con ambos tipos de enlace. 

Probablemente, los grupos nucleofllicos del sitio activo se orientan de manera diferente durante 

la slntesis "de novo" del oligosacárfdo que en el caso de que el azúcar donador sea otro 

oligosacárfdo. Probablemente por razones estéricas na se transfiere hacia ollgosac.trfdos de atto 

grado de polimerización. También sa observa que ocurre un aumento de la concentración de 

glucosa y m11tos•, por lo que se conduye que la enzlm• bajo estas condiciones lleva a cabo 

reacciones de hidrólisis, siendo el aceptar una molécula de agua. 
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G+M+O.P.3 

D.P.4 

D.P.5 

D.P.6 

O.P. 7 

b.P.6 

b.P.9 

O.P.10 

b.P.11 

O.P.12 

b.P.13 

lo.P.14 

b.P.15 

T•bla 9. Velocfdad de 1•• reacciones de 

dHproporclonocl6n con I• GT 8·1299. 

Ollg0Hc•rfdo1 8-512 

s. (all) s. (gil) V (gll·h) Ollgouc•rfdo1 B-1299 

3.089 3.322 1.06 E-02 s. (gil) s. (gil) 

0.262 0.270 3.55E-<M G+M 3.277 4.419 

0.887 0.808 -3.67E-03 canosa 0.326 0.037 

0.644 0.926 1.29 E-02 O.P. 4 a(1->2) 1.551 1.080 

0.794 0.638 -7.18E-03 O.P. 4 a(1...S) 0.042 0.592 

0.700 0.688 -5.43E-<M b.P. 5a(1->2) 3.270 1.261 

0.687 0.583 -4.74E-03 lo.P. 5 a(1...S) 0.950 1.262 

0,546 0.460 -3.92E-03 O.P. 6 a(1->2) 0.259 0.035 

0.327 0.319 -3.78E·04 b.P. 6 a(1...S) o.o 0.163 

0.176 0.162 -8.32E-04 b.P. 7 a(1->2) 0.748 0.264 

0.122 0.071 ·2.31E-03 O.P. 7 a(1...Sl 0.136 0.111 

0.081 0.053 -1.29E-03 b.P. 8 a(1->2) 0.227 0.032 

o.os 0.010 -1.81E-03 

V (gll·h) 

5.19E·02 

-1.31E·02 

-2.23E-02 

2.50E-02 

-9.13E-02 

1.42E-02 

·1.02E-02 

8.34E-03 

-2.20E-02 

-1.13E-03 

-8.85E-03 

Donde GagJucou, M•m•tto .. , O.P.zgl'lido de pollmertucl6n, &o=concenl,..cl6n de su1t1'110 lnlcf•I y s,=conc...u.c:i6n 
tintl. En.a velocldadH corrnponcs.n • una actMd•d tntlm•tlc. d• :z U//ml. {El signo neg.UVO f9P'Hlnt• 
disminución •n l• c::oncentrscl6n dtf cllgoHclirldo). 

CARACTERIZACION DEL BIOCATALIZADOR 

VJI. Jnmovllización de 11 gfucoslltransferas•, fracción Insoluble. 

Tomando en cuenla que la GT B-1299 Insoluble se produce en mayor proporción y que presenta 

una mayor estabilidad ante variaciones de pH, se decidió Inmovilizar eata fracción anzlmáUca. 

Se Inmovilizó par atrapam/anto en gel de 1Jglnatos, ya que es un soporte que presenta buenas 

caracterlsttca• de resl1tencfa, es inerte, de bajo costo y poco agresivo para fa enzima. 

EJ procedimiento de inmovi/1%8.ción se describe en malerfales y m6todo1. Se partió da 75 mi de 

una suspensión de Insolubles con 6 Ullml. Se obtuvieron 102g (peso húmedo) de catalizador 

con 4.1 Ul/g de catalizador húmedo, esto represenla un rendimiento de lnmovlfización de 93%. 
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De la misma manera, se produjeron 5 lotes de catalizador de diferentes tamanos y con 

distribuciones relatJvamente uniformes. A continuación se presentan los vak>res de los diámetros 

promedio, las desviaciones estándar se muestran entre parilntesls: 

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

2.1 mm (a=0.1266), 3.6 mm (o=0.447), 

4.2 mm (o=0.1295). 

VIII. Efecto difuslonal lntemo. 

Las limitaciones difuslonalea lntemas representan con frecuencia un problema importante en los 

catalizadores de células inmovilizadas por •trapamlento en gel. En estos sistemas, la velocidad 

de reacción se ve afectada por la velocidad de difusión del sustrato desde la superficie del 

blocatalizador hasta el sitio donde se encuentra la enzima en el Interior de la partícula. 

Especlficamente, en el caso de la sfnlesls de ollgosacáridos este efecto resulta Importante, 

considerando el peso molecular de los productos. Se han propuesto dos alternativas para 

minimizar los efectos difusionales lntemos: disminuir la carga de enzima (disminuir la velocidad 

del proceso cinético) o disminuir el tamal\o de partlcula. Se prefiere la segunda opción, 11!glendo 

un tamano de partlcul& pequeno, pero lo suficientemente grande para evitar caldas da presión 

considerables en el caso da qua al catalizador vaya a ser utilizado en un reactor de lacho 

empacado. 

Con el fin de eleglr un tamano de partlcula que no presente una barrera dlfuslonal lntema 

Importante, se determinó el factor de efectividad para los diferentes catalizadores. El factor de 

efectlvldad ('1) representa la relación entre Ja velocidad inicial de reacción observada en 

condiciones de limitación d~usional (V...> y la velocidad Inicial de reacción sin reslstanclas 

difuslonales (!"). Esta última se detennlna con el catalizador deslntegredo, ya que et tama~o de 

partlcula es lo suficientemente pequeno como para suponer que la difusión es mucho más rápida 

que la velocidad de reacción. La V ica podrá estar detennlnada por la velocidad da transferencia 

de masa lntrapartlcula, mientras qua la .,. seré controlada cin,tlcamente: el control será cinético 

cuando ambas sean iguales,ésto es, cuando se trabaja bajo régimen permanente. 

En la flgur1 24 se puede observar el efecto del tamano de p1rtfcula sobre al factor de 

efectlvldad. De acuerdo a estos resultados, un tamano de p1rtlcul1 da 2 mm es recomendable, 

ya que no presenta limitaciones difuslonales (11=0.995). Los axper1mentos subsecuentes se 

llevaron a cabo con catalizadores de este dlimetro. 

Es intQresante conocer la dependencia del factor da efectividad al variar la concentración de 

sustrato. En la figura 25 se observa que• concentraciones menores de 100 gll la velocidad de 
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reacción cambia de un control c\n6tico • un control dltuslon11. Esto se debe a que al h1ber 

menor cantidad de sustr1to, I• difusión de 6ste h1ci1 l1 •nzima (que b1}0 estas condiciones se 

encuentra en exceso) será el p1So limltante de la r1acclón. SI se toma en cuenta que el 

catalizador se va a encontrar en un reactor de lecho empacado, este efecto puede resultar 

Importante en la zona de la salid• d1I reactor, donde la concentración de sustrato, en las 

condiciones óptimas, sen\ muy bija. 

IX. Carocterlzaclón !laica del catalizador. 

Una vez elegido el tamafto de partfcula óptimo, en t6rmlnos de resistencia difusional Interna, se 

prosiguió con lo detenn\nación de las carocteristicas fislcas del blocatalizador. 

La densld1d se determinó por desplazamiento de un volumen de 1gua por una canUdad 

determinada de catalizador húmedo. Se hicieron varias determinaciones y se encontró que, en 

promedio, el catalizador presenta una densidad de 0.894 g/cc (cr=0.0341). 

En la que respecta a la medición de humedad se obtuvo un valor promedio de 90.6% 

(oa0.~038). 

Un parimetro muy im¡lorUnte dentro de la caracterizacl6n de un biocalllUzador, es la fracción 

v1cl1 (t.:). Esta fraccl6n representa el volumen lnterpartlcul1, no ocupado por el catatizldo~. que 

quede disponible para ser ocupedo por el liquido de 1• r•acclón. Este v1lor es necesario para la 

posterior caracterización del reador de lecho empae1do, pues se ve lnvoluerado en Jos cálculos 

de la calda de presión, tiempos de residencia, etc. como se veri mis 1delant8. 

No existen muchos métodos para determinar el valor do este parámetro. Además del método de 

desplazamiento de un volumen de Uquldo por las parttculas de catallzador1 se pueden utilizar 

otros, mis sofisticados, que consisten en h•cer una cromatogreffa de exdusl6n. En el caso de 

querer conocer solamente el volumen lnterpartlcula se utiliza una marcador de pesa molecular 

extremadamente alto, como la dextrana azul. Y si se quiere conocer et tamat\o de paro se 

pueden utilizar protelnas de tamono conocido (Buchholz, 1979; Stewart. 1993). 

Utilizando el método de desplazamiento de valumen, descrito en materi1les y métodos, te 

encontró que el blocatalizador húmedo presenta una •=0.56 (5 ml de catllllzador desplazan 2.2 

mQ. Sin embargo, al hacer el estudio da la distribución do Uempo1 do residencia, ae obseN6 que 

tomando en cuenta este valor para el cilculo da tiempo de residencia (ecu1ci6n 12), el reauttado 

difiere de las observaciones experimentales. De acuerdo al tiempo de residencia experimental, 

el catalizador deberfa tener una s>0.56. 
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Resulta evidente que el gel d• a\ginatos prw1enta cierta cantidad de agua que puede ••r 

sustituida por la solución de sustrato. Se propone que esta última tracción representai e1 •agua 

libre* da hldratacl6n del gel. Con el fin de evaluar la fracción vacfa del catalizador una vez 

eliminada el agua libre de hidratación, se determinó la curva de secado. 

En la figura 26 se presenta la curva de secado y en la figura 27 la velocidad de secado en 

función del contenido de humedad. 

Se pueden observar 3 periodos de secado: 

1. Un periodo donde la velocidad va en aum•nto (en los primeros 4 mln). Al principio el 

catalizador tiene que alcanzar la temperatura de equilibrio, lo que ocasiona una alta velocidad 

de evaporación. 

2. Un periodo de velocidad de secado constante (de 4 a 16 minutos de secado}, que 

corresponde a la evaporación del agua libre. En esta zona la velocidad de transferencia de 

calor está en equilibrio con la velocidad de transferencia de masa en la superficie. El agua libre 

puede difundir dentro del sólido hacia la superficie donde se evapora a velocidad constante. 

Este periodo se mantiene mientras la velocidad de difusión hacia la superficie sea Igual que la 

velocidad de evaporación. 

3. Un periodo de velocidad de secado decreciente (de los 16 minutos en adelante). Cuando el 

agua libre sa ellmina, el agua ligada se empieza a evaporar. Debido a que es Inmóvil y a su 

ubicación, el agua se debe evaporar dentro de la partlcula y despub difundir fuera de la 

partlcula hacia el gas que la rodea, por ésto la velocidad de sacado es més lenta. Este periodo 

comienza cuando se alcanza el contenido da humedad critico. 

De acuerdo a los resultados se observa que la humedad crítica es de aproximadamente 40%. 

Por lo qua se secó el catalizador hasta alcanzar esta humedad y se determinó la fracción vacfa, 

como se desaibló previamente, resultando ser de 0.7389 (c:r-0.00516) (3.55 mi desplazados por 

13.6 mi de catalizador). En la tabla 10 se resumen las caracteristlcas fislcas del blocatalizador. 
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T•bl• 10. Propled•de• del bloc•lallzodor. 

Actividad 4.1 UUa 

Tamano de canícula 2.1mm 

F•ctor de efectJvldad• 0.995 

Densidad 0.894niml 

Humedad 90.6% 

Fracción vacia 0.74 

X. Modelo cln•tico de 1• reacción en lote. 

Para el dl1eflo de un reactor, es necesario contar con un modelo cinético qua represente 

adecuadamente el comportamiento de la reacción. Con este modelo se podré detennlnar la 

velocidad de reacción ~o que permitirá definir el tiempo necesario para alcanzar cierta conversión 

y el volumen necesario para una determinada productividad. 

La determinación de las constantes cinéticas de la enzima se lleva a cabo en los primeros 

minutos de la reacción y no se toma en cuenta lo que sucede posteriormente. Por esta razón es 

Importante verificar el comportamiento de la enzima inmovlllzada durante 1• sfntesls de 

oligosacáridos 1 lo largo de toda la reacción. Para verificar la validez del modelo, se siguió el 

consumo de sacarosa durante el transcurso de una reacción en lote. 

La concentración Inicial de sacaro11 fue de 300g/l (Sn .2mM), en un volumen de reacclón de 90 

mi y la carga de catalizador fue equivalente a una actividad de 1.6807 UVml de reacción, medida 

en presencia da maltosa. Cuando Ja actividad se midió sólo con sacarosa fue de 0.918 UVml. 

Adicionalmente, utilizando la ecuación de Mlchaelis-Menten y con 101 valores p•ra 101 par•metros 

obtenidos previamente, aa calculó la concentración de sustrato• cadll tiempo. Se utilizaron los 

valonls de K,,, obtenidas par 101 m6toda1 de Uneweaver·Burk (13.87g/1"40mM) y Hanes-Wooll 

(45.39g/1•132.48mMJ. En la figure 28 se presenlan los resulladas experime~tales, asl como el 

resultado de la predicción teórica con los dos valoras de f<m. 

Sa observa que la predicción que mejor se ajusta es la obtenida utilizando el ~ calculado por la 

linearización de Hanes-Woolf; comprobando que, a pesar-de haber tenido un mal coeficiente de 

correlación, representa mejor el comportamiento de la enzima. Por otra parte, la mejor predicción 

se desvfa de las observaciones experimentales a partir de los 250 mln. Esto es, se sigue el 

so 
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comportamiento del modela de Mlcha•li•·Menten durant• los primeros minutos, ptiro confonne 

transcurre el tiempo, la reacción H hace más lenta desvltindase del modelo. Una posible 

explicación es qua al principio de la reacción el aceptar Inicial (maltosa) es el más activo; 

confonne avanza Ja reacción, la concentnlci6n de maltosa decrece apareciendo productos de la 

reacción do aceptor (panosa, O.P.~. D.P.5, etc.) Cada producto es un aceptor más débil que el 

previo, da tal manara que la velocidad da reacción va cambiando con •1 transcurso del tiempo. 

El modelo, por el contrario, supone que la relación sacarosa/maltosa se mantiene constante Se 

propone, entonces, que la velocidad de la rwacción esté determinada por la suma da las 

velocidades de reacción con los diferentes aceptares: 

dS vT =-dí=V.,... +v ... +V""' ... (1) 

Donde VoP3• V0p4 y Yops representan las velocidades de formación de panosa, de O.P.4 y de 

0.P.5, es decir la velocidad de reacción de aceptar con Ja maltosa, la panosa y el 0.P.4 

respectivamente. 

dMalt v .. , =----¡ji= /(S, Mal!) ... (2) 

V,..,=-dDd~·3 =/(S, D.P.3) ... (3) 

V005 = - d ~~·4 = /(S, D.P.4) ... (4) 

Donde cada reacción depende de las concentraciones da aceptar (panosa, O.P. 4 y O.P. 5) y de 

sacarosa respectivamente. Por otro lado, el modelo debe lnduir un término que Incluya la 

lnnuenda de la concentaclón de aceptar; ademés es Importante considerar qua en la reacción se 

cuenta con dos "sustratos" (la sacarosa y el aceptar), por lo que el modek> no es el d6slco 

propuesto por Michaelis y Menten. La comprobación da este modelo requiere llevar a cabo las 

determinaciones de los parámetros cinéticos en presencia de cada uno de los aceptares, pues 

sólo sa cuenta con los valores para Ja slntesls de panosa. Para esto habrfa que sintetizar y 
purificar cada uno de ros ollgosacárldos, lo cual saldría de los objetivos de esta tesis, por lo que 

se decidió desarrollar una ecuación emplrica del tipo Michaelis--Manten basada en unas 

constantes cinéticas globales. 

Para el cálculo de estas con&tantes, se ajustó un polinomio de tercer grado (ecuación 5) a la 

curva experimental de consumo da sacarosa (ver ngura 29). 

S=295.13-0.4717t+6.6523x10.5 t' +t 1371x10"'t' ... (5) 
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Con el polinomio se pudo determinar fácilmente la pendiente entre cada punto (la derivada), de 

donde se generó lo ecuación de la relación J'¡=/(S): 

~~=V =-0.4717+1.3305x10""'t+3.4113x10-1 1' ... (6) 

En la figura 30 se observa qua la gr4fica da I• ecuación 6 gener11 un perfil como el del modelo 

de Michaells.Menten, por la que se determinaron las constantes cinéticas utilizando el método de 

Uneweaver-Burk. La llnearización da la ecuación 6 &e muestra en la figura 31. 

Como es de esperarse. al utilizar las constantes globales de Mlchaelis-Menten obtenidas de la 

figura 31 para la predicción del consumo de sustrato en Ja reacción batch, se describen 

adecuadamente los resultados obtenidos experimentalmente (figura 32). 

En la tabl• 11 se resumen los valoras de las constantes cinéticas para esta reacción, 

detenninadas bajo diferentes condiciones. 

Tabla 11. PropJedades clnéUc•• de la GT B-1299 lnmovillz•da. 

Condiciones 
Km para sacarosa v.., 

(mM) (Ul/ml) 

Sacarosa/ma1tosa=3 (w/w) • 132.5 1.68 

Sacarosa 29.7 0.918 

Global b 120.5 1.412 

1) SI 1upone que 11 r1\adOn ucarc11im11to11 11 mantiene constante dut11nte tod1 
l•reacclón. 

b) V•lorn •mplrico1 que involucr•n •I cambio d• •c.plo'n •Jo l•rgo d• I• , .. cc16n. 

Es de esperarse que el mayor valor de velocidad m~ma sea el determinado en presencia de 

maltosa, seguida del valor global y por último en presencia sólo de sacarosa (bajo estas 

condiciones 1610 ae 1intetiza dextrana). Con respecto al valor de Km se obtuvo un valor 

Intermedio entra el determinada en presencia del mejor aceptar y el determinado sólo con 

sacarosa, situación bastante justificable tom•ndo en cuenta que bajo las condiciones globales se 

considera una velocidad Intermedia de fonnación de producto, entre la de síntesis de dextrana y 
la da formación de panosa. 
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La línea continua representa la predicción teórica con fas 
constantes obtenidas a partir del ajuste. 
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CARACTERIZACION DEL REACTOR DE LECHO EMPACADO 

XI. Detenninaci6n de la calda de pre1i6n en el reactor. 

La calda de presión •• un factor muy lmpcrtante que debe considerarse para et disefto de un 

reactor de lecho empacado con blocatallzadares. Se recomienda determinar este paré metro 

experimentalmente; especialmente si el lecho es compresible ya que cuando se presenta una 

alta calda de presión •• provOCll deformación de las partículas, baja transferencia da masa y 

resistencia •1 flujo que puede llegar al extremo de obstruir el sistema. 

Se determinó la carda de presión experimentalmente con el catal!zador y con perlas de vidrio, 

para comparar el comportamiento entre un lecho compresible y uno no compreslble, con 

diferentes gastos de alimentación y variando la relación attura/dlimetro, como se detalla en 

materiales y métodos. En la tabla 12 se resuman las condiciones de trabajo y en la figura 33 se 

presentan los resutados experimentales del reactor empacado con el catalizador. 

Tabla 12. Condlclone1 • las que se determinó I• calda de 

·. pre1I6n d•ntro del reactor de lecho empacado. 

Q(an'tmin) Catalizador PeriH de vidrio 
Re Re 

26.6 0.6696 1.2606 

26.2 0.9211 1.3349 

30.0 0.9766 1.4186 

32.0 1.0440 1.5135 

33.3 1.0675 1.5760 

35.3 1.1514 1.6667 

40.0 1.3050 1.8914 

42.9 1.3963 2.0266 
Dimensiones d• r .. ctor: 1.9 cm d• d16metro lntamo y un• longitud de 1 • 5V.CU111 diimetro. 

Adicionalmente se estimó la caida de presión dentro del sistema con la ecuación de Lava (Peny 

& Chllton. 1973; Wayne. 1975): 61'= Z/m·G'·L·{I-•)""' ... (7) 
dp•p•gc•cl>ara,EJ 
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<l.P tSOCl-•J2·µ·u 
que es equivalente a la ecuación propuesta por Buchho1z: (1979): -¡:-= 

62
·dp2 ••• (8) 

Para el cálculo, se consideraron las caracterfsticas de una solución de sacarosa al 40%: ...,=4.372 

cp y p=1.1723 g/cc. Los valores des para el catalizador y para las perlas de vidrio son de 0.74 y 

0.4 respectivamente. 

Se puede observar qua los p•r'metros Importantes que controlan la caid• de presión dentro del 

reactor son la velocidad lineal (que se relaciona con el nllmero de Re}, 11 longltud de la columna, 

el diámetro de p•rtfcula y, principalmente, ta fracción vacla. T•mbl6n se debe de considerar que 

el diámetro de partfcula debe ser homogéneo, ya que una distribución de tamarao de partlcula 

elevada modifica el valor de e, lo que provoca un aumento del 6P, 

En la figur1 34 se presentan los resultados del reactor empacado con pertas de vidrio a diferen

tes relaciones altura/dié\metro. Las lineas continuas representan el resultado del cálculo teórico 

obtenido mediante la ecuación 7. Se observa que el modelo desaib• adecuadamente lo que 

sucede en la realidad. Por el contrario, en el caso del reactor empacado con el catalizador 

(figura 35), el AP calculado esté por debajo de lo observado experimentalmente. En la flgura 35 

se presenta la comparación de los resultados para U0=1 y U0=5; lo mismo ocurre con las otras 

geometrfas del reactoi (U0=2 y U0=3). Esta diferencia se puede explicar por el hecho de que el 

catalizador es compresible. Como se afirm6 anteriormente, es importante determinar esta 

condición experimentalmente. pues la ecuaci6n no predice el comportamiento en caso de lechos 

compresibles. 

Algunos autores (Buchholz, 1979) consideran que 3 psi (0.21 Kg¡cm2) representa una <l.P limite y 
recomiendan mantenerse por debajo de este valor. De acuerdo a lo observado en el sistema 

empacado con catalizador, es recomendable operar por debajo de 0.1 Kglcm2, ya que si se 

trabaja a mayores presiones, se observa compresión del catalizador, lo que a su vez hace que 

aumente la presión dentro de la columna. Por lo tanto, para evitar problemas causados por un 

áP alto, se recomienda que para una U0=1 se opere a flujos lineales menores de 17 cm/mln, y 
para una U0=3 a flujos lineales menores de 15 cm/mln. 

XII. Determinación de la distribución da tlompoa de raatdencla. 

En el reactor de lecho empacado, eJ comportamiento ideal considera que el fluido se mueve a 

través del reactor como un pistón donde toda la corriente de sustrato fluye a la misma velocidad. 

Ésto es, la concentración de sustrato en la dirección radial es la misma, sólo se modifica en 

dirección axial como consecuencia del desplazamiento del flujo; todo el material presente en 

cualquier sección transversal dada del reactor tiene el mismo tiempo de residencia. Por 6sto, la 
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posición longitudinal del sustrato dentro del reactor es proporcional •I Uempo que lleva dentro del 

mismo. 

En la realidad, no se observa un comportamiento Ideal. Al determinar la dlslJ1bucl6n de tiempos 

de residencia, se observa una campana de Upo Gausslano, donde la ampUtud di la curva 

determina la magnttud de la desvlaclOn. Las desviaciones del flujo plstOn Ideal 11 deben al 

retromezclado dentro del reactor, asl como• efectos de dtsper&l6n axial. Tales efectos pueden 

ser causados por empacado irregular, por apllcacl6n irregular de la alimentación o por la 

formacl6n de acanalamlentos. 

Para caracterizar la dispersión de los tiempos de residencia se supone que se lleva a cabo un 

proceso de difusión adicional al flujo pistón, La difusión molecular en dirección perpendicular a la 

del flujo (x) se basa en la ley de Flck: 

5C/51 = D·52C/5x2 ... (9) dondeD es el coeficiente de dlsperslOn axial 

La ecuación diferencial básica que representa este modelo de dispersión es el siguiente: 

5C/66 = (D/uL) 52C/5z2 -5C/5z ... (10) 

Donde DI uL eS un grupo adimenslonal llamado número de dispersión y 

z = f ,la distancia 1dlmenslonal en el reactor. 

El número de dispersión caracteriza el grado de dispersión con respecto al tiempo de residencia 

promedio y equivale a una medida del grado de ensanchamiento de 11 curva de trazador. SI 
(DI uL) < 0.01 la curva del trazador es estrecha, por lo que existe una desviación pequena del 

!lujo plst6n Ideal. En la sección do maleriales y m6todos se describe con detalle el procedimiento 

experimental para determinar el valor do D / uL. 

En la figura 36 se muestra la distribución da tiempos de residencia en el reactor empacado con 

pertas de vidrio (c • 0.4) a 4 diferentes gastos de alimentacl6n y en la tabla 13 se resumen los 

resultados obtenidos. 

Se observa que al aumentar el flujo lineal (QIAs.,. u) la curva se hace més estrecha, lo que Indica 

que hay una menor dispers16n de tiempos de residencia (la varianza disminuye}, por lo que el 

valor del número de dispersión se hace mb pequei'lo. A partir de un flujo lineal de 10.53 cmlmln 

se considera que no existe una desviación Importante del flujo pistón Ideal. 

71 



4.5 

4 

3.5 

3 

E 2.5 

2 

1.5 

1 

0.5 

o 
o 

;;:¡ 

--Q=0.9 mVmin 

-o- Q=4.0 mVmin 

--+-- Q=5.5 mVmin 

----<>- 0..6.7 mVmln 

3 

TIEMPO (mln) 

Figura 36. Distribución de tiempos de residencia en un reactor 
de lecho empacado con pertas de vidrio. 

(Reactor de 1.1 cm de dl6metro por 2.2 cm de ettura) 

1 ... 

l 



T•bl• 13. Dl1trtbucJ6n de U.mpo1de1111ldencl• en el n•ctor 
1mp•c•do con 1>9rt1a d1 vidrio. 

Q (mUmln) u(cm/min) r (min) o• (mln") D/uL 

0.9 2.37 1.9198 0.1193 0.0597 

4.0 10.53 0.7188 0.0197 0.0098 

5.5 14.47 0.5842 0.0138 0.0089 

6.7 17.63 0.4886 0.0087 0.0044 
r n ti tl.mpo de rnldenci• pn:xnlldio y a2 n .. wrillnz•. 

Posteriormente se realizó el mismo experimento, pero ahora el reactor se empacó con el 

biocatalizador. En la flgur• 37 y en la tabla 14 se muestran los resultados. 

Tabla. 14. Dl1trtbucl6n de tiempos de residencia en el re1ctor 

empicado con blocat11Jzador. Dp•2.1mm. 

Q (ml/mln) u(an/mln) r (mln) o• (mln2) DluL e (mln) 

0.9 1.28 1.25 0.1288 0.0634 1.64 

1.7 2.42 0.805 0.0408 0.0204 0.87 

2,6 3.70 0.765 0.0385 0.0193 0.57 

3.4 4.83 0.547 0.0207 0.0103 0.44 
r n el tiempo d• rnldencl1 prom9dlo. crJ " a. V1rianz1 y 9 n el tiempo de rnktencl1 calculado. 

De la misma manera que el caso anterior, al aumentar la velocidad superficial disminuye el 

nümero de dispersión, en el caso del blocatalizador se llega a las condiciones de Idealidad con 

un flujo lineal menor, equivalente a 4.83 anlmin, donde se obtiene un DI uL de 0.01. La 
dlferenda esté en la consideración de la fracción v•cla. El reactor empacado con catlillzador 

tiene una fracci6n vacfa mayor que el reactor empacado con las perlas de vidrio, situación que 

repercute de lonn1 Importante en el comportamiento del ftujo dentro del niactor. En este último 
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Resulados y d/scusldn 

caso, el flu(do tiene que recorrer un camino más tortuoso que favorece un patrón de flujo 

perpendicular • le 11cclón transversal Irregular. 

Por otra parte, en el reactor de lacho empacado, el tiempo de residencia promedio está definido 

por la siguiente acuacl6n: 

9 -* ... (11) donde V es el volumen de reacci6n y Q es el gasto de alimentación 

Pero como se tiene la enzjm1 lnmovlllzada en un soporte que tiene una determinada fracción 

vacla, se debe tomar en cuenta este factor en la ecuación: 

V·& 
0=-

Q 
... (12) 

Al hacer el cálculo teórico del tiempo de residencia (9) con la ecuación anterior y compararlo con 

101 resultados experimentales (í) (tibia 14), se observa que se encuentran dentro de la zona de 

í -a y f +a, especialmente en condiciones de flujo pistón ideal. 

Para producir un flujo pistón Ideal se requiere encontrarse bajo régimen turbulento; pero alcanzar 

altos valores de Re es dificil, pues exista un compromiso con el tiempo de residencia necesario 

para alcanzar una alta. conversión (que Implica trabajar con gastos de 1Hmentaci6n bajos), dada 

la baja actividad especifica del blocatallzedor. Aun1do a esto, existe también un lfmlte para 

evitar una calda de presión elevada. 

XIII. Oper1cl6n del reactor a diferentes convenlones. 

Una vez detennlnados los parámetros que caracterizan al catalizador y al reactor, se disefió y 

construyó un reactor empacado de 500 mi con una relación UD aproximada de 1 operando en 

continuo. Se varió el gasto de entrada con el fin de obtener diferentes conversiones. El cálculo 

de 111 conversiones esperad11 a determinado gasto de entrada se basa en la ecuación que 

describe el comportamiento del reactor de nuJo pls16n: 

lx dX J: dS 9=50 -=- -
o -"í s,-"í ..• (13) donde X = ~ representa la conversión s, 

Al sustituir esta ecuación en el modelo de Michaells-Menten y al fntegrar1a se obtiene la siguiente 

ecuación: 

k1E·0 =S,X-K,. ln(l-X) ... (14) 

Para el caso del reactor, S0 • 300 g/I de sacarosa y k1E representa le V mu que se puede 

alcanzar bajo las condiciones de re•cd6~; es la actividad enzlmlltica tolal presente en el reactor 
cv .... ~ =1.624g/l·min, determinada prevlamenle). 
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Resullados y dlscusldn 

Para el cálculo de e requerido para una conversión dada se tomaron las constantes cinéticas 

globales. es declr. se consideró una K,. de 120.5 mM (41.21 g/I) y una V.., de 1.36 g/l·min. 

El valor de V,... global para esta reacción se calculó tomando en cuenta que 

V-at1V- ... (15) 

SI V-,.. =1.624gll·mln, enlences V- =1.476gll·min 

Una vez. calculado el tiempo de residencia nece11rio para alcanzar la conversión dauada, se 

calculó el flujo de alimentaclón considerando el volumen disponible para la reacción (tomando en 

cuenta la corrección por la fracción vacfa). En la tabla 15 se resumen las condiciones de 

operación utilizadas y se presentan los resultados obtenidos (ver ademb resuttados en la flguni 

38). 

T•bla 15. Condiciones de operación y conversión en el reactor 

de lecho empacado en continuo. 

X .B(min) Q(mUmln) u(cm/mln) Sacarosa X 
teórica consumida (gn) observada 

0.87 266 1.39 0.0239 144.66 0.482 

0.59 164 2.26 0.0388 98.15 0.327 

0.44 120 3.07 0.0528 64.99 0.217 

0.29 79 4.66 0.0802 40.29 0.134 

0.15 39 9.46 0.1627 23.72 0.079 

Se puede apreciar que existe una diferencia entre la converslón esperada y lo obtenido 

experimentalmente. En vista de 101 flujos lineales tan bajos a 101 que se operó el reactor, es de 

suponer, con base en la experimentación Inicial, que la diferencia se debe a que se presenta una 

desviación Importante del comportamiento Ideal de flujo pistón; pero sobre todo, a que se 

prasenta una llmltaci6n dlfusional externa. La mayor velocidad superficial a la que se trabajó es 

treinta veces menor que la velocidad superficial en la que no se presenta desviación del flujo 

pistón, por lo que el número da dispersión seri, en todos los casos >>0.01. Defmltivamante, bajo 

estas condlclones, no se presenta ningún problema asoclado a la celda de presión. Con el fin de 

tener la caracterización del reactor completa, se determln6 el efecto difuslonal externo. 
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Resultados y discusión 

XIV. Ev1lu1cl6n de efecto difu1lon1l emmo. 

Uno de los p1so1 que pueden control1r la velocld1d de reacción ea la transrerencia de masa 

externa del sustrato que debe transportarse del seno de Ja solución • la superficie del 

cmtallzador. Cuando no existe una buena trainsrerencl• de mau externa se observa un perfil de 

concentración del 1u1tr11to, donde la menor concentración se encuentra en la superficie del 

catalizador. 

Para conocer las condiciones hidrodinámicas de operación bajo las cuales no hubiera un efecto 

difuslonal externo Importante, se disef'ló el sistema empacado recirculado desaito antertonnente. 

Donde se supone que el reactor empacado es lo suficientemente pequeno para que los e1mbios 

en la concentración del sustrato que pisa • trav6s, tlmbl6n se1n pequet\01: de tal maner1 que 

la composición del fluido sea casi constante a lo largo del reactor (Park et al, 1982). Desde el 

punto da vista experimental este es uno de los sistemas más comunmente empleados para medir 

la actlvldad de enzimas Inmovilizadas. 

Dado que Ja velocidad Inicial en el tanque (que es la medida de la velocidad Inicial observada en 

el reactor) deba ser Independiente del gasto de reclrculaclón, cualqui!U dependencia se 

manifiesta cuando exl~te una limitación difuslonal externa: al aumentar el gasto se contribuye a la 

turbulencia y se observa un incremento en lll velocidad de reacción. Esta situación 11 

mantendri hasta qua el sistema deje de ester limitado dlfuslonalmente y la valocldad H vuelva 

constante e Independiente del gasto, es decir, controlada por la cinética. En la tlbl1 16 y en la 

figura 39 se presentan los resultados obtenidos; en donde se puede observar claramente este 

efecto. Se considera que la velocidad observada a partir de una velocidad lineal de 7 .11 an/mln 

ya no está controlada por la difusión externa, debido a que es aproximadamente Igual a la 

velocidad Inicial medida en reactor por lote agitado, cuyo valor fue O. 7281 UJ/ml. Por el contrario, 

a velocidades lineales menores, se observa que la reacción está controlada por la transf&rencia 

de masa externa. 

Bajo concflclones de limitación da transferencia de masa extema la velocidad está definida por la 

concentracl6n de sustrato en la superficie del catalizador (S•), Inferior a la concentración Sen el 

seno de la solución: 
s• v, =v.., KM +s• ... ¡1e¡ 
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RHultados y dlscusldn 

Tabla 18. V•locldad Inicial obHrvada an funcl6n del gallo 

de reclrculllcldn p•ra un rw1ctor emp•c•do can cmtmUudor. 

Q(mVmln) u(cm/mln) Re V,(UUmQ 

1.87 2.88 0.2377 0.4114 

2.88 4.07 0.3635 0.5052 

3.75 5.33 0.4768 0.5803 

4.29 8.10 0.5453 0.6848 

5.0 7.11 0.8355 0.7004 

5.8 8.25 0.7372 0.7075 

Pa111calcularRe1• con1ider6 c=D.74, dp=0.2 cm, p=1. 17:Z3 glcm'. p=4.3n cp. 

Como 1e conocen Jos valores da las constantes cinéticas y la v1 observada (tabla 16). a partir de 

esta acuaclón se puede calcular al valor des• para cada g11to. Se consideró una K,,,s13.87 gil 

y una v_ de 0.7281 UVml. Por otra parte, la velocidad do transferancla do mau del uno de la 

10lucl6n • ta 1uperllcle del catalizador eaUI definida por. 

r = KLa(S-S•) ... (17) 

Dado que S=300 g/I (concentración de sustrato en el seno de la solución) entonces • partir de la 

ecuación 17 se puede determinar el valor del KLª· 

Con el valor del KLª· se puede calcular el factor de transferencia de masa (jo), el cual 

posteriormente se puede relacionar con Re, con el fin de detennlnar el KLa para cualquier valor 

de Re. 

Jo =!l!c.!!...>"' 
u pA 

••. (18) donde~ ea la difu1ividad de la sacarosa a ta 

temperatura do trabajo • .B=0.4723X10'6 crri'/1. 

En la bbl• 17 se reportan los valores de las constantes da transferenci• de ruu determinadas 

mediante este procedimiento para las diferentes condiciones experimentales. 
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T•blll 17. Detennln•clón Hperlmentll del KL• y¡. en un r .. ctor emp•c•do 
con bloc .. •lludor bojo lmllllcl6n por tr.nafo,.ncl• de mH• extemo. 

u (cm/mln) Re S'(gll) KL•(mln·1) io 

2.118 0.2377 17.758 4.985 E-4 0.07123 

4.07 0.3635 30.983 6.423 E-4 0.06001 

5.33 0.4766 53.672 8.057 E-4 0.05741 

8.10 0.5453 143.567 1.453 E-3 0.09053 

Retomando los resultados obtenidos con el reactor de 500 mi en contrnuo, se considera que por 

operar• Re muy bajos, 1• velocidad de reacción (y por lo tanto la conversión) 1e encuentra 

determinada por el coeficiente de dlfu1i6n externa. Por lo tanto, d• la ecuación del reador de 

flujo pistón: O=SoJ."7 ... (19), 

ahora. r=KL• S (1-X) ... (20) 

por lo que •I integrar I• ecuación. tenemos: 

OKLa = ln(-
1
-) (21) 1-X ... 

Como se conoce la conversión obtenida a cada tiempo de residencia, se puede calcular el KL• y 

compm11rto con los resultados obtenidos en el reactor recirculado. En la tabla 1 a se presentan 

los resultados obtenidos. 

T•bl• 18. De18nnln1clón de IH constont11 de tnnste,.ncl1 de mHI on 
un r .. ctor de 500 mi emp1c1do con bloc1lllludor operodo en continuo. 

9(mln) u(cm/min) xexp Re KLa(min·•¡ io 

266 0.0239 0.482 0.0022 2.603 E-3 41.3448 

164 0.0388 0.327 0.0036 2.550E·3 24.8975 

120 0.0528 0.217 0.0049 2.130E-3 15.311111 

79 0.0802 0.134 0.0075 1.934 E-3 9.1889 

39 0.1827 0.079 0.015 2.189 E-3 5.1550 
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Resull..itJs y dlllCUtidn 

En I• flgur8 40 11 obsetv• 1• reloclón qu. existe entnt j 0 y Re. Se oblt!V• que hly un• buen• 

corral8Clón entre los puntos determln8dos en ll 19•ctor reclrcul8do y los d•tos obtenidos en el 

rwactor de meyor 1sc.I• en continuo. En e1ta ftgura 11 comprueb• que en el último cuo H 

lntb8j6 en un.o zonm - luly un• profund8 linlteclón de lnlnsr...nclll de m8S8 -.. 

Al lgU81 qu. en te dl1tribucl6n de tiempos de 191ldencte, H recomiend• lntb•Jar en r9glmen 
turt>uiento. Al C8mbter 111 goomelri• di! 1911Clor, dl1minuy1ndo te sección lr8nsvers81, u podrio 

aumenta el Re. Sin duda alguna, la mejor opción serf1 aumentar 11 actividad del catalizador para 

requerir menaras tiempo a de residencia y poder aumentar el. gasto de allm•ntación. 

XV. Esllbllldod oper8clon1I. 

Finünente, u operó el 1911Clor en continuo bajo llls condiciones de múim• conversión, pors 

detorminor I• vid• medi• op8r8clonal. En 111 flgurm 41 11 observo 1• ptnlldll de 8Cllvlclld en 

función del tiempo. L• curv• se extrapoló p.,.. C8iaJlor el tiempo de vid• medl•, obtenl6ndou 
un valor de 411 horas. 

An11lizando detenidamente los rasulladoa y dado que la velocidad de reacción 11t6 detenninada 

por la transferencia ~ masa externa, resulta extrafto observar una dlaminuci6n en '8 activJdad 

enzlmatica, puos el poso Umlblnte de I• 19occlón no os el control cinético. Un• expliCllCión os lo 

fonnoclón de C8minos prelorenclllles dentro del rallclor (llCllROlomientos) y que lll P'rdid8 de 

•ctlvld8d obH1V1do c:anw1pond8 111 cotlliiUdor octlvo definido por dichos c:onlliH. Esto podri• 

explicar tambltn 11 baj8 conversión cbtenid1, puH no todo el cmta&izador estuvo en contacto con 

el su1tnito de m•nera homog•ne•. La formación de 101 e.minos praferenciaJe1 que siguió el 

1u1trato, •• pudo deber 1 que I• •limentadón no H llev6 a cabo de un• m•nera homogénea, 

debido a t.1· Umitaciones del reactor experimenlal. De cualquier fonn•. el efecto de 

1cenalaimlento no se p,.sentó en los re•ctores de 5 mi dado el estudio de distribución de 

tiempos de residencia y tampoco explic8 i1 correloclón obtenldll enlnt io y •I número di Ro. Es 
por lo tanto recomend•ble eflC!Wlr estudios de dlstribucl6n de tilmpos di ralldenclo en 
reactores de m•yor volumen en el He.atamiento del proceso. 
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CONCLUSIONES 

l.a cepa de Leuconostoc mesentero/<Ms NRRL B-1299 produce dextranHc:aran extracelular y 

enzlma uociada •la•°"""''• ambu Pf9p .. c:iorle1 anzl!niticll11intetizan el mismo tipo da 

procludos en pni1encia da mlllto11. Sin embargo, la enzima uoclada a la• célula• .. produc:8 

en mayor proporción en comp .. clón con 111 enzlm1 1oluble y ademé• pre1enlll una mayor 

estabildad ante va~ac:iorle1 da pH. 

El pH en que so presenta una mayor estabUldad es do 5.4, mientras qua al pH óptimo de 

actividad da la enzima •• 5.2. Debido • que la perspectiva •• utilizar la anzlmm Inmovilizad•, .. 

decidió trabajar al pH de mayor estabilidad. Se optó por Inmovilizar sólamente la •nzimll 

asociada • las c61ulas tomando en cuenta que 1• obtiene un1 m1yor estabilidad y que M evitli la 

utilización de polietilénglicol. 

En lo que respecta 11 comportamiento cin6tico de la enzlma,se observa un efecto de lnhlbtción 

por exceso de sustrato a concentraciones mayores de 200 g/I. Por otra p1rte, •• observa un 

electo de activación dill aceptar sobre la velocidad de reacción. 

Al seguir el consumo de 1u11r11o e lo largo da une reacción da 1lnttli• de oligooaclwldo1 (hasta 

agolar la sacarosa) se obHrvó qua la velocidad do reacción disminuya con el 1111nscur10 dal 

tiempo, con respecto a lo esperado de 81CU81do al modelo da MlchnUs-Manlan. Se propone que 

esto es debido a que la molécula aceptora va cambiando: lnlcialmonla el aceplor H la mallo11, 

posteriormente Ja panosa y finalmente el O.P. 4. De cualquier m1n1r11, para loa cilcuk>a de 

dlset\o del reactor hay que tomar en cuenta qua las constantes cinéticas no son las d1tennlnadas 

midiendo velocldade1 lnfciale1, ya que I• enzima no •• comporta de acuerdo •11 modelo de 

Mlchaells-Monten. 

SI sa optara por llllbajar con 1• enzima lnmovilza<la en un 1111ema por !ole, al agolars8 el 

sustrato, empezarén a llevarse a cabo reaccione• de desproporcionación. Eata enzima. bajo 

e1ta1 condldonu. sólo lrln1flare en poaiclonos u·(1-+6) acostad• la dilmlnuclón de los 

productos en a.·(1-to2), situación que no es deseable. Porestai razón, M recomienda que en •I 

caso de trabajar en reactor por lotes, .. 1mp1emonle un conlrol -cuado de I• reacción pan 

85 



Conclullont• 

definir el momento en que H agote el 1ustr8t01 J>8ra evitar que di1minuy• 18 concentr8Ci6n de 101 

ollgosa-1 de lnterta. Otr8 opción, n lr8baj11 con un reactor de lecho ....,8C8do. 

LA glucoalltnln1ferlla lnaolubla H lnmovlllZ6 por atrapamlanto an gel de .ig.,_ con un 

-miento del 113'11.. s. encontr6 que un djjmetto de 2 mm ea et -o para -

problemll dilullonele1 lntemo1. Se produjo un cateliZlldot con 90.B'llo de humedad, una 

dansldmd de 0.894 glml y una fnlcclón vecfe de 0.74. Sa ancontr6 un mttodo altematlvo pare 

medir et valor de la fracción vllCfa, por medio de la curva de secado del cate!-. 

Un.o vez 1uperadu la1 barreras diluslonale1 lntam11 existen otro1 lectora1 que ,,._,, -

llmltentea en la operadón del reactor empacado. En primar lugar H deban avll8r - caidu de 

prelkln dentro det reactor, ya qua al calallzador H p..- comprimir lllgando al 9JdrWnO de 

obslriur la columna. e. deseable trabajar a Ro lo 1uflclantem1nt1 altos para .....,.,.. al 

compottamlanto da flujo pistón ldeet y para eliminar 101 efectos dllullonall1 extamo1, paro sin 

legar a aear un ¿p elevado. De acuerdo • los resutt8do1 experimentM• detenninedoa a 

pequefta escala, un flUjo lineal cercano a 6 cm/min estarla dentro de 11 idealidad. 

Al aparar un reactor de mayor aacala en continuo, H encontró un.o dllviaclón del flujo Ideal 

probablemente causado por la formación cll acan.olamllnto1 y una limltlCi6n dilullonal l>lllma 

Importante debido a que el tiempo de,..-. naceHrto p111 afQnzar una alta COl1dfsldn 

Implicaba trabajar con un gasto de allmantación bajo. 

Con asta trabajo se contribuye al desarrollo de un proceso para la produccl6n di o11go-. 

de lntar61 comerdet, al haber apollado elemanto1 di Importancia para et cllallo de un reector a 

nivel de planta piloto, llClualmante en operaclón an Sl Glron1, Frencla. 



-
NOMENCLATURA 

Slmbalo Unidades 

A aJ12 'raa transversal del lecho. 
e M cancenlrac:l6n. 

o aT1 dljmelrD. 
D coeflc:lente de dispersión 1ldal. 

A 
cm' 

• dlfullvldld. 

o.o. densidad óptica. 
O.P. grado de pallmertuclón. 
dp cm d"metro de partlcula. 

/m factor de fricción. 

G -ª- velocidad m'sico par unidad de éraa secciona! del lecho. cm'·• 
le 

Q•Cln 
conslante de 18 fuerza de gnivedad. 

-~'·o. 
io factor de transferencia de ma11. 
le mln·' cansl1nte de ln1ctlvaclón. 

KLa mlrr' caeflclente de lrlnsf"'8ncia de m1&1. 
L cm longitud del lecho. 
Pe oomtlfO de Peclet. 

Q 
cm3 cm3 

ftujo VDlum6trtco. -6-
a mln 

Re númtlfO de Raynolds (.!!P.:!l:.e. ). 
~·A 

s. gll concentración lnlclsl de sustrato. 
s gll concentración de sustnito. 
s• gll concentniclón de 1ustr11to en 18 superficie del cellllzador. 
t mln Uempa. 

1,. mln Uempo de vida media. 
i mln tiempo d• rulclenda pmmedio. 

u 
aT1 

"9loclclad aupertlcill o llujo ..... l. 
mln 

V mi volumen di reacción. 
V¡ "9locld1dlnic181. 
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-
Símbolo Unldadn 

v ... UI 
veloc:ldad lnlclal de rHcc:IOn en condlclonn ñii 

da Umilllckln dilualonal. 

I'" UI 
-1.-ldareacc:IOnlin ñii 

l'Hlatenclas dlfuslonales. 
X conversión. 
6P ~ caída da presión. cm 

fnux:lón veda. 

'1 faclor da ef'ectivldad. 
mln ~empo de residencia. 

µ _g_ vllcotldad del ftuido. 
Cnl•I 

p 
g 

delllldad del fluido. cm' 
desviación estándar. 

ª' .. ~·-· 111, - factor de forma. 
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ANEXO A 

~ dela•cUHiclnde 
Mlchme......_ 
(llegel, 11711) u.-----

llV 

•lll<m 

.!.=...!a.. . ..!.+_1_ 
Y Vmn S Vmu 

H811111-Wooff. 

llV 

!_=_1_,s+..!.m.. 
V v ... Vmx 

VII 

-!'..a-.2..·v+.Y.& 
S Km K,. 
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