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Resumen

RESUMEN

Las enzimas fructosiltransferasas, en panicular la 1cxiahsacamsa dc Bacillus subtilis

han sido ampliamente estudiadas y resuhan polcnc:almenle mleresames debxdo a su

capacidad para formar pohmeros de

transferir fructosa a diferentes azucare ara ‘dar. origen'a diversos oligosacéridos con . -

gran potencial de aplicacién industrial
Durante ¢l presente trabajo se llevé a cabo la p}bduccién"y éémclenzaé n de unaye'ri-‘

zima levansacarasa producida por una cepa de Bacillus czrculans quc fue alslada e

identificada durante un trabajo de tesis de licenciatura en la Facultad de Qunmlca en el.

Depto. de Alimentos (Bibbins 1890).

Como parte de la caracterizacién de la enzima, en este trabaJo se determmaron las :

constantes fisicoquimicas caracteristicas, su es(abxhdad a la lem ratura’y. al almace-l‘

namiento. Se realizé un estudio cinético y se estud,nj el efecto de’1a presencia de leva-

jo las cuales:se.

tores.

Debido al comportamientd tan‘caracteristico que presentd el fluido de reaccion en pre-




Resumen

sencia de sorbitol, se realizé un estudio reolégico con el fin de caracterizar su compor-

tamiento durante el transcurso de la reaccién. ‘

Por tltimo, se purificaron los productos de reacc:iéni “con soi'bilo]; para su posterior
andlisis por espectrofotometria de masas, RMN y cromaldgmf ia de gases, con él_ finde:.
conocer el tipo de productos y enlaces formados por la transferencia de f ruétoSa al sor-

bitol.

o



Introduccién

1. INTRODUCCION:

El termino de carbohidrato se asignd origialmente a Jos compuestos considerados hi-

dratos de carbono, formados por carbono, hidrégeno y oxigeno segiin la fi ormula gene- k

ral C(H,0);,. A medida que se fue disponiendo de mayor ihfdﬁnaéiéh a definicién’ o

dos, -cetonas, -alcoholes, -acidos y -aminas), sus derivado:

formados por la condensacién de estos diferentes comphésl S s de enlaces. gli¥ f

cosidicos.

El estudio de los carbohidratos y sus denvados ha ennquecndo notablemenle a la bxo— -
quimica y a la medicina. Recxentes 1nvesllgac1ones en concreto, han influido’ de una.
manera decisiva en la caracterizacién de diversos antibiéticos y agentes antxtumqrales : L
de naturaleza osfdica. Se ha llegado as al descubrimiento de nuevas reéccidhés bio-

sintéticas y mecanismos de control enzimdtico, asf como de nuevas aphcacnones co-

merciales en distintas dreas (medicina, alimentos, agncultura quxmlca fma elc ) de

una gran variedad de carbohidratos, debido a sus propxedggies_ xslqas,y su compona-

miento.

Este rclauvameme nuevo mterés por los carbohldratos se debe en buena medlda ala

mtroduccxon de nuevos metodos de punr icacién .y andlisis como ]a cromalograf ia de

diversos upos l

SPGC roscopxa C reson cxa ‘Ia ESPCCU‘OfOlOme-

tria de masas“ ' el andlisis por difraccién de rayos X, asi como'l di‘skpvohibilidad de en-

zimas que . acluan con, gra ‘ especx i xdad ’lo que ha dado origen una nueva dxscnpll-

na; la ghcobxologla que a su \'cz ha conlnbuxdo al desarrollo e procesos tecnologlcos
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importantes.

Existen actualmente compaiiias que se especializan en la produccioén de toda una gama
de gluco-derivados tales como neoaziicares, carbohidratos halogenados o aminados,
ésteres de azicares, oligosacdridos y polisacdridos. El presente trabajo trata principal-

mente sobre estos dos tltimos tipos de carbohidratos.

Las fuentes tradicionales de carbohidratos han sido por mucho ti}e‘rzhp,d;prcr)duck:tos de

origen vegetal y marino, pero precisamente su origen les confiere un ‘ dad y dlspo-
nibilidad variable ademas de una variedad limitada. Sin embargo, emslé una gran va-
riedad de polisacdridos y oligosacdridos de origen microbiano cuyo uso se ha ido ge-
neralizando. Entre estos polisacdridos podemos citar a las xantanas; lés dextranés, las

pululanas, los alginatos y las levanas entre otros; la mayoria de los cuales son produci-’

dos extracelularmente por una gran variedad de microorganismos.

Entre las aphcacxones medxcas podcmos citar su uso como v lscosanles o vehlculos de

med:camentos para la formacxon de cncapsu]ados en medxcamentos de hberacxon pro--
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longada, como agentes inmunogénicos en vacunas, COmo agcntcs antitumorales o anti-

virales, como sustitutos del plasma sangufneo, enla fabncac:én de fibras humectantes

para curaciones, como sustituto prowsnonal de’piclienq madums, como lubricantes

Las principales enzimas responsables de la sintesis de polisacdridos y oligosacdridos
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son las transferasas. Estas enzimas tiene la capacidad de transferir residuos glicosidi-
cos a una gran variedad de aceptores como alcoholes primarios, aziicares simples o ca-
denas glicosidicas, dando origen a toda una variedad de polisacdridos y oligosacdridos

algunos de ellos de interés comercial.

En el grupo de trabajo del Dr. Agustm Lépez Mungma se traba_]a con dos enzimas

transferasas, la glucosiltransferasa y la fructosnltransferasa l_,as glucosnltmnsfemsas

transfieren residuos de glucosa a dxferentes ! el caso de la demransacamsa
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lonias y se utiliz6 un medio selectivo para obtencr la ccpa pura procedlendo a su iden-

tificacién. De esta forma se cncontré que el mlcroorgamsmo correspondla por las

varia demasiado. La temperatura 6pnma para la produ;:cxén

transferasa resulté ser de 30 °C.

Al estudiar el efecto de la fuente de carbono uuhzada durante la fermentacién se’ b—

~

servé que la enzima s6lo es inducible en presencia de sacarosa como fuente de carbo—
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bal transferasa e invertasa sin medir y diferenciar cada una de las dos actividades pre-
sentes. Asi se determiné que la temperatura éptima para la actividad global fué de 40

°Cy el pH 6ptimo de 7.

Al llevar a cabo una hidrdlisis del polimero formado se concluyé que estaba compues-

to iinicamente de fructosa, por lo que muy probablemcnte se _tiﬁtaba de una levana.

Con base en estos antecedentes se planleé c'omd‘objéti‘ ;"del‘p‘resente trabajo la pro-

duccién y caracterizacién cinética y fi sxcoqmmlc de’la Ievansacamsa producida por

la cepa de Bacillus circulans, . con el F nd nstantes cmeucas y f' snco- o
qufmicas y lograr las cond:c:ones de ]
estudios de estabilidad y de las reacc ne

esta enzima para transferir fmctosam ’ ra§ x_rvyno‘ Vecu“l‘a‘sademé‘s dela AlAe\'ahaiyAélr agua:’
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2. ANTECEDENTES
2.1 Fructosiltransferasas.

Las fructosiltransferasas pertenecen al grupo de las enzxmas transghcos1dasas Son en-
zimas que catalizan la transferencia de aziicares a una gran vanedad de’ moléculas
aceptoras. Las fructosiltransferasas tienen como pnncxpal sustrato a la sacarosa, de la
cual transfieren moléculas de fructosa al agua, a alcoholes o a otros aziicares aceptores

dando origen a gran variedad de oligosacdridos.

Las Fructosiltransferasas mas importantes son la levansacarasa, la inulinsacarasa y
una tercera enzima conocida tinicamente como fructosiltransferasa que, a diferencia
de las dos anteriores, no forma polimero y que da origen a diversos fructooligosacari-

dos.
2.1.1 Levansacarasa.

La levansacarasa es una enzima extrace]ular produmda por diferentes bacterias como

Aerobacter levanicum 'y Baczllus subulzs e lre ’otras ‘Esta enzima ha sido amplia-

mente estudiada en B. subrilis d : 'nde es inducible vy e\lrace] ular y consiste de una so-

la cadena polipeptidica de 50 KD. ‘

La levansacarasa cataliza a siguiente reaccién de transfructosilacion:

sacarosa + aceptor -

_ \'ana po-

limero de fructosa con enlaces 8(2-6) y ramif; icaciones B(1-2) que puedcnfllegar ate-
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ner mds de 10,000 residuos de fructosa. Cuando plv aceptor es la lgvana, la enzima pue-

de sintetizar polimeros de hasta 60, 000 pnid@és de fruc_(’c}s'a‘_‘fib

2.1.2 Fructosiltransferasas.

Estas enzimas son de origen fiingico en su'mayorfa.y.en muchos casos intracelulares.

Llevan a cabo la transferencia de una,_dd s de fructosa a la sacarosa,

dando origen a las kestosas. Dichos fruct sacdridos tienen un efecto muy impor-

tante en la respuesta fisiolégica debido a qﬁe 'nc;'son Vdegradados por el intestino huma-
no y favorecen el crecimiento de ja flora intestinal (bifidobacterias), por lo que ya son

utilizados como aditivos en alimetos en paises como Japdn y Estados Unidos.

Fig.1 Estructura de los principales productos de las fructosiltransferasas

CHz0H

HOHzC O 0
1-kestosa HO,
CH20H

2.2 Fuentes de Fructosiltransferasas.

Las fuentes microbianas de enzimas fructosiltransferasas son principalmente bacterias

¥ hongos. Es posible afirmar que las levansacarasas son producidas en suﬁma).ion’é por‘

10
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bacterias, algunas de ellas de- vnda llbre como las del gencro Bacillus y otras patSge-

nas como Slreplococcus ) Pseudomonas en las que la infi eccion eslé asociada a la

formacnén de e da adhenrse asu hospedero

Las frucloslltransferasas ormad prg’du-:
cidas por hongos y por lo general no son excreta s al:medio, lo’que facilita’su ihmo_{

vilizacién en el mismo mlccllo

En las tablas 1 y 2 se presentan las principales especies productoras de los dos grupos
de enzimas Fructosiltransferasas de origen microbiano, resumiéndose las condiciones

6ptimas de funcionamiento.

Tabla 1. Microorganismos productores de enzimas levansacarasas.

Microorganismos  |pH 6ptimo| T éptima |Actividad |Referencia

especifica
Bacillus subtilis 7 30 | 100 U/mg T(j‘g%j’
Rahnella aquatilis 6 60 731 U/mg | Obhtsuka
(1992)
Erwinia herbicola 72 25 — Keith
v . (1991)
Erwinia amilovora B 20U/mg . Gross
- N (1992)

Bacillus polymyxa Han
e : (1989)
Zymomonas mobilis. 3 Yanase. |-

Bacillus circulans.:

U = la cantidad de enz

Otros microorganism m levanicum,

Corinebacterium levaniforme was sp., Streplococcus sp. -
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Tabla 2. Microorganismos productores de fructosiltransferasas.

Actividad | Actividad
especifi sobrenadante
Microorganismos pH éptimo | T éptima Hiea n Referencia
Cheetham
Bacillus subtilis 5 ~ 168U/mg | 2.46U/ml (1988)
Hatashi
Aurobasidium sp. 5 50-55 ~ - (1991)
) lLee
Aureobasidium pullulans 5 &0 2406 U/mg - (1992)
Penicillium frecuenians - 30 - 5.4 Uml- §.(1991) =
Apergillus niger 5.5 55 | 550 U/;n,o_ 5
Aspergillus phoenicis 8 60 R

= la cantidad de enzima que libera 1ymol de giucosa/min.

2.3 Otras fuentes de Fructosiltransferasas.

Otra fuente de fructosiltransferasas son las plantas donde se prod en levansacarasas €
inulinsacarasas. Estas enzimas son utilizadas por las planlas para producxr f ructanas
(del tipo inulina y levana) que son almacenadas en ,altasconcen!racnones en algunos

tejidos de las plantas como una reserva similar al almiaéﬂ (Pollock 1986).
2.4 Produccion de Levansacarasas.

La levansacarasa se produce gencralmente en culuvo sumergldo y por ]o comun es ex-

cretada al medio por el microorganismo, en la’ mayona de los’ cas 's la en ma es mdu-

cible en presencia de sacarosa como fi uenle de carbono durante el culti vo, aunque exis-

ten e_;emplos como el reponado por (Perlol & M‘ na levansacarasa de

Bacillus subnlhs consmuuva que cs. smlcuza duranle la fermentacxon a partir de

glicerol como f ueme dc carbono
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2.4.1 Medio de cultivo.

La mayoria de los medios de cultivo reponados para las dlfcrenlcs cspccncs producto—

ras de levansacarasas utilizan sulfato de amonio como f uente de mlrégeno y en algu- :

cepade Rahnella aquattlls

La temperatura de cultivo de los mncroorgam smos pr

es de levansacarasas osci-

la entre los 30°y 37° C v el pH usualmeme' ntre 6 y 7

2.4.2 Purificacion.

La levansacarasa ha sido purif'céu‘i'w po niiv e todos dentro de los que destaca

elusodeja prcc:pxtacxén con su]f alo de amonio v/o etanol como p! mer paso de pun-
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levana que se encuentra unida a la enzima. Por olro lado Le ‘Brun (1980) en un trabajo

sobre punﬁcacnén y cristalizacién de la Icvansacarasa B subnlzs también mencio-

na el uso de una columna de hldromapauta par_z; ‘eliminar ¢’,' po!l‘r_nero de la enzima y

poder cristalizarla para dilucidar su estructura terciari

Existen dos reportes de purificacién a homogeneid ograﬁa de intercam-

bio iénico de levansacarasas intracelulares: :uﬁo: de Rahnella aqu (Ohtsuka 1 '992)', :

y otro de Zymomonas mobilis (Lynes 1983).

Es importante sefialar que no existe ningiin reporte:sobre el uso de’ po»lgetllengliiéol'y

PEG como agente precipitante para la obtencién d‘e’l;‘i" levansacarasa.:

2.5 Ingenieria Genetica

tuar como alcnuador Por otro lado se: ha dxlucxdado la f uncxon del gen sacR cma mu-

14
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tacién provoca la expresion constitutiva de la levansacarasa en-B. subtilis. Esta regién

se localiza a 450 pb del inicio del gen sacB.
2.6 Ingenieria de proteinas

Los trabajos de ingenieria de proteinas realizados a'la levansacarasa dc B subnlts

han sido enfocados al estudio de la naturaleza del smo acuvo y la especﬂ" c1dad de dl-v

cha enzima para llevar a cabo la reaccién de smtesns del polfmero ¢ o de hldl’OhSlS de la e

sacarosa.

Por medio de mutagénesis sitio dirigida Chambe

15
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2.7 Mecanismo de reaccion.

2.7.1 Actividad hidrolitica y de transferencia.

E! mecanismo de reaccién de la levansacarasa de Bacillus subtilis ha sido estudiado
por varios investigadores. Dedonder (1972), propuso la formacién de un intermediario

fructosil-enzima durante la reaccién en presencxa de sacarosa Sin embargo Dedonder

considera que el esquema general de accién de la a.nsqcarasa es muy complicado ya

que la enzima puede llevar a cabo varias reacc n mismo tiempo.

La reaccidn reversible para la sintesis de Jevana puede representarse como :

Sacarosa + Levana(n) —————* Levana (1) '+ ~ Giucosa

y la reaccién de hidrdlisis de 1a sacarosa ;

 Sacarosa. -———-—-———> Glucosa S Fructosa

Por lo anlenor Dendonder buscd las condwnones en las cuales solo se llevara a cabo

la reaccnc’m dc sm e! er vy, no Ia hldrolxsxs v de esta manera poder proponer

un mecanismo de reacc:on mas senc:llo

16
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Asi propone un mecanismo de rcaccnén upo plng pong, donde la enzima se une a la

sacarosa para dar un intermediario enzima sacarosa que despues de llbcrar ala glucosa

de la sacarosa da origen al mtermedlano f ruclosﬂ enznma Es lumo en presenc:a
del aceptor levana, incrementa cl Lamano de la levana Es mlcresantc nolar que cl

aceptor y el producto son prdcticamente el mismo compueslo :

Sac Glue ; Lev(n) Lev(n+1) L ’

E E-Sac ~  E-Fruc E-Fru-Levn) . E
: E-Lev(n+1)
Donde
E= Levansacarasa . Fru = Fructosa Glu = Glucosa
Sac = Sacarosa Lev= L,eva;ia el

Chambert y col. (1974) pubhcaron un trabajo donde reportan las med|c1ones de las ve-A

locidades mlcxales de 1odas l

ue lleva a cabo la Levansacarasa de B

subtillis asi como Ia mc

brio. En dlChO lrabajo concluven que la formamon de. un mlerm dlano fruclosnleanI-

ma F-E es un paso obhgado para lle\ ar a a cabo cualqune‘ra de'ylas reacc:oncs que calah-”

zala levansacarasa

17
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En dxcho estudno proponen nucvamente el mecanismo de reaccién tipo pmg-pong, co-

mo el que més se apega al componammnto cméuco de la levansacarasa de B subnlls

En este modelo, 1a formacién del comp]e_;o F-E puede dar lugar en presencxa de leva—
na, a la sintesis de levana de mayor tamafio 0 en ausencia de levana a la hldréhsw de

dicho complejo F-E para liberar fructosa.

Fig. 2 Mecanismo de reaccién de la levansacarasa de B. subtilis prbpuesto '
por Chamberty col. (1974) -

k; (]

> ES

<
<«

k2

kg [L] Ko k3||ks [C]

l‘fl————}m

Donde

E = Enzima, § = sac}i‘rosa‘,ﬂc, =Glucoss, L=Levana

En la tabla 3 muestran los valores de: las constames cméucas calculadas en el mlsmo

trabajo. donde se puede observar que k5>>k9 Ioiqu 1nd1ca que la reaccxén de smte51s '

de levana es much, ‘mas réplda ' 6n de dr6 1515 de la sncarosa en presen-

cia de ]evana en el medlo de reacc16n a'22a C y pH 6' Esto se demuestra en parlc por-

18
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que la levana a bajas concenlracnones aclua como acuvador Vv a concentraciones altas
funciona como inhibidor. Esta duahdad del rol cinético de la levana, se explica por su

funcién quimica, ya que actiia tanto como aceptor, como donador de fructosa.

Tabla 3. Constantes cinéticas aparentes para el mecanismo
tipo ping-pong de la Levansacarasa. Tomada de Chambert

y col. (1974).
Constantes cinéticas Valores
k; 6.6e> M1 seg ~!
k, 83 ¢3 seg !
k3 52e? scg'1

aron aislar el inter-

gllCOSldlCO con el B-carboxllo de un grupo aspamco de la prolema ;. :

19
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El grupo carbomlo dcl res:duo aspémco de la levansacarasa actua como un nuclcéi‘ lo

Asi, se propor la eaccion de irélnsfruclosilaéién

quellevaa cabo la levansacarasa de
Primer paso:

Después de la f ormacion ‘del: mlermedxano ES ocurre una reaccwn catalitica :Scxdo :

base que abre' €

r olecula aceplora para aumen!ar su

reaclzwdad _ucleofﬂxca Ya; en form de amon el aceptor lleva a cabo un ataque nu-l

cleofilico sobre el cnlace esler del comple_]o F-E
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2.7.2 Sitio activo

La naturaleza del sitio acuvo de la lcvansacatasa de B subnlzs va ha sido dx]ucndada

por Chambert y Petit- Glatron (199]) qmenes a pamr de u

na cepa mutanlc que presen-‘

azucares.
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2.8 Propiedades de la levansacarasa
2.8.1 Cinética (modelamienio)

La cinética de la levansacarasa es compleja ya que generalmeme la enzima lleva a ca-

bo mds de una reaccion a la vez. Algunos aulorcs 1raba_]ando con la levansacarasa de

primer orden 'y contiene cl factor dé’cohgéht ici

A continuacién se muestran los valores de dichas constantes para‘la cepa silvestre .

(Arg 33’):
Reaccién de hidrélisis Reacéién de fr'ansferencia'.‘ -
Kear 35 (seg") 102 \<k,e‘m/km0) CiaM
10%x Km 0.4 My - 102 K iaMo
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2.8.2 Aceplores

La levansacarasa es una enznma con poca especnf C|dad en cuanlo a aceplores es de-

cir, es capaz de transferir fructosa 2 toda una anedad de moleculas pn

ncxpal_m(;ntc
carbohidratos aunque tamb;gn 1ransfi ‘

Entre los primeros lrabajosrepo 2

1993) galaclosnlf' cv

Biochem; Blofermm Pharm:: 199’) lo que nos mdlca que estos fructoolluocacandos v

pueden lem;r lmpqxjtgnc1a co‘mqrvcxaly.
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2.9 Productos de la levansacarasa y aplicaciones
2.9.1 Levanas

Las levanas son los principales productos de la Levansacarasa; se trata de polimeros -
de fructosa con enlaces B(2-6) de alta solubilidad en agua, a difé.rehéia de las inulinas,

cuyo enlace B(2-1) las hace poco solubles.

Las levanas tlenen potencnalmente las mismas aphcacxones que las dextranas Uno de :

dem'cmas esen la punF cacnon de moleculas bloléglcas por

los pnncnpales usos ‘de

medio de la f 1 Lema de dos fases, lo que pemute conlar con un melo— :

Las de\lranas se ‘utilizan como usutulo del plasma sangumeo En soluc10n al 6% pre—

sentan la v lscosxdad y el c m rta 1enlo CO]OIde osméuco s:mllar a] p]v

neo humano. Pueden ser uuhza

i€ para la admmnstmcnén de hJ mo en casos'

de anemia, en forma de complejos dextrana -hlerro va que Ia de\trana se absorbe rapl-

damente.

Franz y col. (1988) reportan el uso dc le\ anas como agemes mmunogemcos basén- o

dose en el efecto que l “nen aJ : 7n ‘ la leva.na):para modli“- :

carla respuesta mmune.del mdmduo de esla fo a~el hospedero de tumores puede o

oblener la capacndad de deslrulr las células lumorales por medlo de su proplo snstema

mmune

Lalew ana tamblen cs produc:da por a]gunas baclenas de la p]aca denlal v ha 51do por -

lo tanto 1mpllcada en la canes yven enfennedades penodenta]es por lo que el estudlo
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de sus prodiedades resulta de sumo inl:crés'pam 1a prevencién de estas enfermedades.
2.9.2 Kestosas.

Las kestosas también conocndas como fi ructooh gosacandos son compueslos que se en-,

cuantran en algunos vegeta]es como'el p]élano la cebolla; las'raices de csparragoy 'el .

tomate, la cebada, elc Tamb'

gica debido a sus pro

(Bmdobaclenas) no on-de

perfringens, Closmdmm;dlﬂictl o Escherlchm col

la prohfcramon de as bxfxdobactenas tiene un efecto ﬁsloléglco mu posmv de'b'i»do_f

alo sxgmente

*) Producen acndo lacuco o acéuco que ejercen un efcclo annbaclenano v producen :
una d15mmuc1on de la absorcxon de amomo y ammas a lra\ es de las paredes del mles--

tino.
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*) Producen vitaminas ¥ ehzimas como vitamina B1.y- B6, dcido félico, lisozima.

*) No hay prodl_‘lccién‘;iey amonio, aminas o H,S a pmii"'de_iaminoééidoys, ni produc-

cién de nitritos a partir de nitratos o amonio a partir de urea. ; P :

Estos productos son ya ampliamente utilizados en Japén, donde existen mas de 500 -

productos alimenticios para humanos, que contienen f ruclooh goc: os como aditi-

vos. También se utilizan como aditivos para alimentos de animales en E.U y Japon.

Actualmente se realizan estudios en E.U. para ut}ilizéir:losvfrﬁc_looligosaééddos como

edulcorantes no caléricos en yogurts comerciales: .+
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Produccion de la Levansacarasa.
3.1.1 Microorganismo

El microorganismo utilizado fue aislado en la Facultad de Qunmlca a pamr dejugo de
cafia y fué identificado como un Baczllm c:rculans produclor de una levansacamsa

extracelular.
3.1.2 Reactivos

Todos los reactivos utilizados en*estaesté;pa'@érdq ag.la;iﬁafca Baker, a excepcion
del extracto de levadura que fué de Difco laboratories. Se utiliz6 un ensayo enzimatico

de Boehringer para medir glucosa y fructosa: -
3.1.3 Medio de Cultivo

El medio de cultivo que se utilizé para la produccxon de la enz.lma por fermenlacnén, o

fue el propuesto por Tsuchiya y col. (1957 : op 1mxzado por Barroso (1995) Esva ul-r
timo se empleé para todas las ermemacxones y producclon de méculos En la tabla 4;'

se describe su composicion.
3.1.4 Produccion del Imiculo

La produccién del moculo se lle\ da cabo en malraces de ”50 m] con 30 ml de medxo k

estéril utilizando un. ual conlemendo a la cepa de Bac:IIu: ctrculans conservada en‘ :

i m’o se crecxo a 30°¢ v "OO rpm por 12
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dilucién 1:10.
3.1.5 Fermentacion para produccion de la Enzima

La fermentacion para fa produccién de la enzima se lievé a cabo en matraces Fernbach
de 2 litros con 1 litro de medio estéril v con un inéculo del 10% del volumen total. Las’
fermentaciones se llevaron a cabo con control de la temperatura pero sin control del

pH.
Condiciones de fermentacion:

- Temperatura controlada a 30° co

- Agitacién de 200 rpm en zrllgikl;'a’dobr orbital con control de téinpcratura .

- En fermentador de 2L,

*) agitacién 100 rpm
*) aireacién 0.5 vvm
-pH im'ciaiidel medio: 7 sin control

- Tiempo aproximado de {ermentacién: 10-14 hrs.
3.1.5.1 Controles durante la fermentacion

Durante la fermentacion se hizo un segui‘miem'_cy:)”dfélw éﬁécimiehto celular midiendola
densidad Sptica del caldo de cultivo a 650'r“1r'n,"ﬁlili”z’éndo un espectrofotémetro Spec-
tronic 601 Milton Roy (E.U.). También se vrﬁ‘o'ritil‘or‘e‘é,el,pH utilizando un potenciéme-

tro Coming (E.U.).
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Al final de la fermentacién se centrifugé el caldo a 10,000 rpm a 4° C por 25 min. en

una centrifuga marca Beckman J2-21 (E.U.), relenicndo el sobrenadante.

Tabla 4. Composicién del medio de cultivo

Componentes g/l
Sacarosa 30
Extracto de Levadura 20
KoHPO, L A
CaClp * 5H0 006671 |
b Mi_gis%-ﬁ;d; 5 'jo 02"98,{?

« 7H,0. '—:00183 L

 Feso,

 ooime |

NaCl oot

3.1.6 Determinacion de la actividad

La actividad total de la enzima (invertasa y: lransferasa) fué medlda \'xa la determma-, -

ci6én enzimdtica de la glucosa liberada’ durante la reaccnén para o cual se unhzo un

analizador bioquimico Y SI 2700 Select (E U‘)

Las acuvndades tmnsferasa e m\ enasa,f ueron medldas \ dlfercnmadas uuhzando un

ensayo ermmanco de Boehnnger para medlr glucosa A f i‘uclosa de la 51 gulenle for~
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ma:

(GT) = Glucosa total liberada, proveniente tanto de la reaccidn de transferencia como

de hidrdlisis. -

-VT (Ve1001dad de transferencxa‘ = d[Gp]/dt = [GT Fi]/d[

Todas las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrof §16melro Beckman:
DU-650 (E.U.) a 365 nm. ERRE

3.1.6.1 Definicion de unidades de actividad

La unidad de aclmdad transferasa se definié como la cantxdad de enzxma que llbera

dad total eslasumade las dos acuvldades y se defme ‘como la cantidad de enzima quef‘.

llbera un mlcromo] de glucosa total en un mmuto En todos, Io casos! ba_]o’las si-

guientes condmones lempcratura 30°C, [sacarosa] 6%, pH 7 envbuf fer fosfatos 50

mM.
3.1.7 Cuantificacion de proteina

La proteina soluble se midi6 utilizando el método descn'lbf‘pér Bradford (:1.976)‘, em- .

30



Materiales y Métodos

pleando albumina sérica de bovino como estandar.
3.2 Purilicacion de la Enzima
3.2.1 Obtencion del extracto crudo

La enzima fué obtenida dc! sobrenadante de fi ermemamon por precxpl tamén con polie-
tilenglicol PEG 1500 al 50%. El PEG sec agregé al sobrenadame de fermcnlacrén libre
de células hasta observar la precipitacién. El precipitado se rccuperé por centrifuga-
ci6én a 8,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se elimind y se recuperé la pas;illa

conteniendo la actividad deseada, y se resuspendi6 en buffer fosfatos pH 7, 50 mM.

3.2.2 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes

Se llevé a cabo una electroforesis en condiciones desnatumhzantes en‘gel de Pohacn-‘v :

lamida (PAGE-SDS), segun método de Laecmmili (1970) Se ‘
para electroforesis vertical Hoeffer SE—”OO Los m '

pleados son los siguientes: 97 kD fosfonlasa B, ‘66.7 kD albumina de suero bovmo
45 kD ovoalbumina, 31kD anhidrasa carbémca de bovino. Todos los reacuvos uuhza- ,

dos son grado electroforesis marca B:oRad
3.2.3 Enfoque Isoeléctrico en condiciones nativas

Para la determinacidn del punto isoeléctrico en gel de pohacnlamxda se Hevo a cabov .

iciones nativas para lo que se utiliz6 una mlm cémara mo- -

un electroent oque en ¢

delo 111 IEF sxgu:endo las» nstruccxones del fabricante. El gradxeme de pH se logro

uulwando Pharmah\e al ”% Todoq los reactivos uuhzados f ueron marca B:oRad

3]7
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3.2.4 Enfoque Isoeléctrico en lecho granular

El enfoque isoeléctrico en lecho granular para la detesminaci6n del punto isoeléctrico
de la enzima se llevé a cabo en una cdmara Multiphor IT LKB de Pharmacia, siguien-
do las instrucciones del fabricante. Se utilizé Pharmalite 3-10 y Sephadex IEF. El res-

to de los reactivos fueron BioRad.
3.2.5 Cromatografia de liquidos de alta presién HPLC

Se llevé a cabo una separacién por cromatografia de filtracién en gel en elHPLC utili-

zando una columna BioSep-SEC-84000, para proteinas.
Condiciones de operacién :

Detector' UV Waters 486

Longlmd de onda: 280 nm.

Volumen de inyeccién : 160 uL

Compc;sicié_n de la fase : Buffer fosfatos pH 7, 50mM.
Flujb: 1 mV/min.

Intervalo entre fracciones : 0.6 min.
3.3 Identificacién de fos productos de reaccién
3.3.1 Identificacion por HPLC

Los productos de reaccién que se obtuvieron al utilizar dikferet‘esftirpos ‘de aceplores

Tueron detectados por medio de HPLC, utilizando uha cd]:urh_f‘l'a paraanahsls de carbo— .

hidratos de 3.9 x 300 mm marca Walers. -
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Condiciones de operacién: |

Volumen de myeccxc')n 10 ”O ,uL
Composxcxdn de la fase : acetonitrilo-agua 75:25

Flu_;o I'ml/min,
3.3.1 Cromatografia en capa fina (TLC)

Se realizaron cromatografias en capa fina como un método allemativo al HPLC para
la identificacién de compuestos produclos de reaccnon con los aceplores unhz.ados Se ,

utilizaron placas de silica gel HP-K de'10 x 10 cm marca Whatman

preparativa, uuhzando una columna pBondapaL NH-,

Se empleo como fase moy Acelommlo H-,O 75 "5 con un flujo.de 8 ml/mm

lectaron )as fracmones correspondlemes
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Produccion de la levansacarasa

En trabajos previos con el microorganismo productor de la leva.nsaca.msa se defi nieron

las condiciones Gptimas para el crecimiento de la cepa de Bac Ilts c:r l ans De estai;i

forma se sabe que dicha cepa crece mejor a 30°C, a un pH inicial de 7 ya ‘700 rpm cn’ i

constatar ]a prescncxa de dos activ 1dades (lransferasa c hldrola.sa) se pu de’ éniﬁc‘:"sk-‘ »

34



Resultados y Discusion

1o el error en esa determinacidn, ya que al. medxr poder reduclor se cuenta dentro de la

actividad levansacarasa no solo la acuwdad mvertasa (cuando se mlde glucosa total

(g osa lolal + fructosa de hidrélisis). Por

producida) sino que esta iltima se dp pl

esta razén se disefié el método descﬁl en matenal‘esb y. métodos.

1.2 3
E 14
=
a =
¥ 0.8+ =3 g
£
= -
.E 0.6 2
=
= =
-~ 0,4~ 1 <
= :
£ oo
=
04— T T T 0
4] 2 4 6 8 10 12 14 16

TIEMPO DE FERMENTACION (hrs)

Fg. 3 Perfil de crecimiento y actividad enzimdtica durante la fermentacién para la produccién
de lalevansacarasa de Bacillus circulans. (M) Biomasa en unidades de densidad dptica v ()
Actividad enzimética total. La actividad se determiné utilizando un analizador bioquimico
YSI para medir glucosa.

4.2 Purificacion de la Jevansacarasa

4.2.1 Recuperacion de la levansacarasa del sobrenadante de fermentacion

La recuperacién de la levansacarasa se llevé a cabo por precipitacién con polietilengli-
col (PEG) del sobrenadante de fermentacién. Se aproveché esta técnica dado QUe el

mecanismo de Ia reaccién que lleva a cabo la enz:ma para smlenzar la levana mvolu? ‘

cra la unién covalente de dicho pohmero con la enzxma por lo que la ]cvan<acarasa -
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siempre tiene adherida una molecula de le\jana_n v

Siguiendo el mismo principio reportado para la punf icacién de la dextransacamsa

(Paul y col. 1984) se agregé PEG hasta lograr la apancnc’m vxsual de precxpnado en

principio conteniendo al polimero adhendo Ja nZIma con lo cuaJ su obtencién se

vuelve muy selectiva ya que el resto de las prolemas permanccen en el sobrenadante.

Lo anterior da lugar a un método muy eficiente y ‘xy':;piac’) H'cja’tbbtencién de laenzima cn
el que se pueden alcanzar 8 veces de purificacion en‘ﬁh solo paso. Dicho método no
ha sido reportado anteriormente para esta enzima en particular, siendo la precipitacién
con sulfato de amonio y etanol los principales métodos empleados como primeros pa-

sos de purificacion de las levansacarasas reporiadas.

En la tabla 5 se muestran los resultados de la precnpxtacnén de la levansacarasa con

PEG. Antes de llevar a cabo la prec1 pxtaczén se agregé sacarosa pam'promover ]a for-,

macién de mayor cantidad de pohmero y

de pol 1mero (le-

vana) provoca un'aum en la \elomdad de reacc16n (Chamben ycol. 1974 v Tana-

kay col 1979 )
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Tabla §. Purificacion de 1a Levansacarasa de Bacillus circulans

Volumen [ Protefna mg] Concentracidn| Actividad | Actividad T Vecesde | Rendimicato
ml de levana Total Especflica. | Purilicacién %
mg/ml (W) Ulmg
-{- Sobrenadante T
L 740 | 19787 - 750 1379
“=Extracto PEG .} B I TR TR N
oo o220 3905 | 179 | 119515 306

ugtsnasg & sopogmsay
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4.2.2 Otras etapas de purificacion

Los siguientes pasos de purificacién se llevaron a cabo con el fin de comprobar que Ja
actividad detectada en el extracto de PEG provenia de una sola enzima y que no exis-
tfa ninguna enzima contaminante (invertasa) que fuese responsable de actividades si-

milares a las de la levansacarasa.

4.2.3 Separacion de la levansacarasa por Cromatografia de Filtracion en Gel en
HPLC

Una pequefia alicuota del extracto enzimdtico obtenido por medio de PEG se inyectd
en una columna de filtracién en gel en HPLC y se obtuvieron los perfiles de proteina y

actividad que se muestran en la figura 4.

Como puede observarse, en el perfil de proteina se obscwaron dos picos que absorben
a 280 nm. Las actividades transferasa e hidrolasa comcrden con el pnmcr pxco de pro-

tefna, no habiendose detectado actividad en ninguna otra zona.

Los resultados de la cromatograffa por fi illracién en gel Shgiéfcn que el extracto de
PEG consiste en su mayoria de una enzima levansacarasa con actividades transferasa e

hidrolasa y que no presenta otra enzima de distinto tamafio, con actividad similar.

4.2.4 Determinacion del Peso molecular de la enzima por Electroforesis en condi-

ciones desnaturalizantes

Las fracciones colectadas en la separacién por cromatografia de filtracién en HPLC,
fueron sometidas a una electroforesis en condiciones desnaturalizantes. En todos los

casos en Jos que la fraccidn presentaba actividad se obtuvo una banda de mayor inten-

a8
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sidad que el resto (fracciones 6 a 10), disminuyendo dicha intensidad en las fracciones
mas alejadas del pico de actividad. Por esta razén se determind el peso molecular de
las bandas mencionadas, por existir una alta probabilidad de que corresponda a la le-

vansacarasa de B. circulans .

5 1,25
£
E 44 ~- 1 £
=
: E
g 34 075
o ]
x =
3
a 24 J os 3
J Z
Q
i g
a 14 Lo2s &
[=]
E 4
o T T T T T T o
6

4 8 10 12 14 16 18 20 22 24

No FRACCION

Fig. 4 Perfil de proteina y actividades de las fracciones obtemdas por cromalo-
grafia de filtraci6n en gel en HPLC con una columna BloSep-SEC-4000 o

(A) proteina, (I fructosa transferida, (O) fructosa hxd.mhmda (+) fruc(osa to—  '
tal producto de las dos reacciones anteriores. : R

La figura 5 muestra el gel obtenido, pudiéndose obsc’r"v que la f : ccnén que mostré la

mayor concentracién de proteina (fracc. 7) y mayor acti

min a las fracciones 6 a 10 con mayor mtensxdad De. acuerdo con los marcadores de

peso molecular, dicha banda resulta ser de apromma amenle 52'KD, un valor muy
cercano al de la levansacarasa de B. subtilis 50 KD (!abla 6) por lo que podria pen-

sarse que se trata de la misma enzima.
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| KD.
— 974
™ |66.2

: ifiee

i — gy —— - 45.0

;[

{ - |310

5 )

| -

Fracciones Sobrenadante 14 13 11 10 9 7 6 4

Fig. 5 Electroforesis en gel de poliacrilamida de la levansacarasa de B. circulans

Tabla 6. Comparacién de los PM de levansacarasas de diversas fuentes

Fuente PM (KD) Método Referencia
Le Brune
Bacillus subtilis 50 SDS-PAGE (1588)
Ohtsuka
e (1992)
Rahnella aquatilis 4 SDS-PAGE
; C . Y anase
e : (1992)
Zymomonas mobilis 56 SDS-PAGE
Bacillus circulans 52 SDS-PAGE | Este iiabaio ‘

4.2.5 Enfoque isoelectrico en matriz granular

Se llevé a cabo un electroenfoque en Sephadex (ver materia]‘égy métodos) ,delﬁe‘xt'rﬁc- )
10 enzimdtico de la levansacarasa con el fin de comprobar si basandose en la diferen- -
cia de cargas de las proteinas era posible o no detectar otra‘enzima con a‘cl_l;\j'ida‘id saca-" -

rasa en el extracto de PEG. Esto corresponderia a una actividad coniz_irﬁinan;e d_év peso
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molecular similar a la levansacarasa. Al mismo uempo se delcnmné el punto isoeléc-

trico de la levansacarasa de B. circulans . Los resultados s¢ ‘muestran en la figura 6

donde se observa la presencia de un pico muy blgp QCﬁ_p;Qo a pH 4.5 donde se detectd
actividad transferasa e hidrolasa que correspondéﬁ a ’ia'lvevansacarasa. La figura 6 nos
muestra que el PI de la enzima es de 4.5 y quek‘apar‘énteme’nlc no exisle otra enzima
con actividad hidrolasa. Sin embargo, también se observé actividad transferasa e hi-
drolasa aunque en mucho menor proporcién en otras zonas a lo largo del gel, lo que

hace pensar que no hubo un enfoque completo de Ia proteina.

12,5

10 4
:
<] 7.5 4
1
=
a
8 s
5
8 2
=] 2.5 E jg .
-

0 wqpm— T T T

R T LS
253 354 455 55 665 7 7.5 8 85
pH
Fig. 6 Electroenfoque en matriz granular del extracto de PEG. La actividad se deter-
miné incubando alicuotas en buffer fosfatos 50 mM con 6% de sacarosa a 30°C por
4 horas. Los productos de reaccién fueron determinados como se indica en mate- - |

riales y métodos. (CD) fructosa producto de la hidrélisis, (O) glucosa liberada du-
rante la reaccién de polimerizacion.

En base a los resultados anteriores podemos afirmar que el extracto de PEG conuene

una enzima levansacarasa con dos actividades; acuvldad mvenasa y lra.nsf erasa. Este

hecho resultaba importante de comprobar ya que emslcn repones de mlcroorgamsmos _

que producen varios tipos de sacarasas aJ mlsmo uempo, tal es'el caso de la bacteria

41



Resultados y Discusion

Zymomonas mobilis (Hideshi y col. 1992), que produce tres enzimas sacarasas, una
invertasa intracelular, otra invertasa extracelular y una levansacarasa extracelular. Por
otro lado, Hayashi y col. (1991) reportan la produccién de dos B-fructofuranosidasas
por Aureobasidium sp . las cuales se producen simultdneamente y sintetizan el mismo

producto (1-kestosa), pero que dificren en peso molecular.
4.3 Caracterizacion fisicoquimica de la levansacarasa
4.3.1 Determinacion de la temperatura éptima

La presencia de actividad hidrolasa acompafiando a la actividad transferasa, es una ca-
racteristica comtn de las levansacarasas. Sin embargo, en algunos casos las activi-
dades pueden ser regulables simplemente controlando las condicones de reaccién. Un
ejemplo de lo anterior es la levansacarasa de Zymornonas mobilis estudiada por Ya-
nase y col. (1992) que presenta una alta proporcién de actividad transferasa a bajas
temperaturas (15°C); conforme se incrementa la temperatura disminuye la actividad
transferasa aumentando la hidrolasa, a 40°C ha desaparecido la actividad transferasa

por completo.

Con el fin de determinar la temperatura éptima para cada una de las actividades de la.

enzima levansacarasa y determinar si ia temperatura era un factor a considemr p'a'r’akfa-, :

vorecer el predominio de alguna de ellas, se llevaron a cabo reacmones a,dlf erentes; o "f

temperaturas. Como puede observarse en la fi ig. 7a la temperatura "Sptim ‘

vidad transferasa es 40°C mientras que pam la* acllvldad mvenasa eslase ubxca en el -

rango de 40- 45 °C.

Por otro lado, en la fig, 7b 's'c,:'kr'nﬁes:tm‘ el efecto de la temperatura de reaccién’en el
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porcentaje de la actividad transferasa. Asi se observa que conforme aumenta la tempe-
ratura, el porcentaje de transferencia se ve disminuido, predominando la actividad in-
vertasa. Lo anterior indica que la actividad transferasa es mas sensible a la temperatu-
ra de lo que es la actividad hidrolasa. Crittenden y col. (1994) estudiando el efecto de
la temperatura sobre la levansacarasa de Zymomonas mobilis , encontraron que des-
pués de cinco horas de incubar la enzima por arriba de 30°C el complejo enzima-le-
vana sufre una disociacién, lo que provoca una caida en la actividad transferasa, sin

pérdida de actividad hidrolasa.

Los resultados muestran que la actividad transferasa predomina sobre la actividad in-
vertasa a 20°C, sin embargo, la diferencia en el pbrcen!aje de transferencia entre 20 y
30°C es minima, mientras que la diferencia en la velocidad de reaccién es grande, por
esta razén se selecciond una temperatura de 30° C para llevar a cabo reacciones de

transferencia.

ACTIVIDAD  U/m!

60

TEMPERATURA °C TEMPERATURA °C

Fig. 7 Efecto de la temperatura en las velocidades de reaccién de la enzima levansacarasa. En el en-
sayo se utilizaron 0.66 U/ml de enzima, 175.3 mM de sacarosa en fosfato de potasio 50 mM pH 7. a)
(O) hidrolasa, ((J) transferasa, (A) actividad total. b)
Efecto de la temperatura en el % de aclividad transferasa de lalevansacarasa.
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A partir de los datos de la figura 7 se calcularon las energias de activacion de la trans-
ferasa e hidrolasa de acuerdo al modelo de Arrhenius (fig.8), obteniéndose un valor de
9,438 cal/mol para la transferasa y 12,788 cal/mol para la hidrolasa, lo que permite

describir el efecto de la temperatura analizado con anterioridad.

Transferasa E= 9,438.2 cal/mol

ta Vmax (umol/ml x min)

Invertasa E=12,788 cal/mol

uT (1/°K)

Fig. 8 Energias de activacién de las dos actividades presentes
en la levansacarasa de B. circulans

4.3.2 Estabilidad térmica de la levansacarasa

Con el fin de estudiar el efecto de la temperatura en la estabili'dad de la enzima, se in-
cubaron alfcuotas del extracto enzimdtico a diferentes temperaturas por 20 minutos y

se midid su actividad residual. Los resultados se muestran en la figura 9.

Como puede observaise, la enzima es estable a 30 y 35°C. Sin embargo, a 40 °C co-
mienza a desactii'arse, perdiéndose toda la actividad después de 20 minutos a 60°C.

Ademas del efecto desnaturalizante de la temperatura sobre la levansacarasa no debe
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descartarse la posibilidad de una influencia sobre los resultados anteriores el efecto
propuesto por Crittenden y col. (1994) quicnes atribuyen a la temperatura la capacidad
de desestabilizar el complejo enzima levana en la levansacarasa de Zymomonas mobi-
lis lo que provoca una disminucién en ia capacidad de la enzima para llevar a cabo la

reaccion de transferencia a la levana prevaleciendo tinicamente la hidrolasa.

8
E 6o
=
2
g 4]
£
g 24 Fig. 9 Efecto de la temperatura de almacenamien-
to en la estabilidad de la levansacarasa. Se incu-
e ) baron alfcuotas del extracto de PEG a las tempe-
0 1T 77}~ raturas indicadas durante 20 minutos, midiendose
‘257730735 40 45 S50 S5 60 65 posteriormente la actividad a30°C ypH 7.

{O) hidro-

"TEMPERATURA ° C lasa, () transferasa. (+) actividad total.

Enla tablé] se muestran los tiempos de vida media de la enzima, calculados a partir
de los datés de la figura 9 para 40 y 45°C. Puede observarse que mientras que a 40°C
el tiempo de vida media para la hxdrolasa es de 25 minutos, para la actividad transfera-

sa es de 203 minutos, es decir el nempo: de vxda medxa de la actividad hldrolasa esla

octava parte del correspondleme 1 la ctividad lransferasa Por Otro lado, 2 45°C el

tiempo de vxda medxa para la'inveria ,.37m1‘nuitos,

cz;sz la:qvl’unt’a pane del tiem-

po de vida mcd;a ;de }a transfgrasa q

actividad hidrolasa es mas sensible a la temperatura que [a transferasa. -
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4.3.3 Estabilidad de la levansacarasa al almacenamienio a 4° C

Se estudié el efecto del almacenamiento a 4°C en la estabilidad del extracto enzimadti-

co. Se almacenaron alfcuotas a 4°C y se les determiné actividad a lo largo de un perio-

f——t—g
6 —4
E 54
35 ol ol
3 4
I s
2 T:—D\.n/o\z
1+ T T ~y ™
0 s 10 15 20 25
Fig. 10 Estabilidad de la levansacarasa al al-
macenamiento a 4° C. (()hidrolasa,
Dias (W) transferasa, (A) actividad total.

do de 20 dias para comprobar la estabilidad del extracto bajo tales condiciones.

La figura 10 muestra graficamente el comportamiento de las dos actividades presentes .

en la enzima, por lo gue puede observarse la enzima es muy. eslab_le‘an4°;(v;, y& ique_vdesr-‘

pués de 20 dias de almacenamiento no se aprecié pérdida de actividad
debido al riesgo de contaminacién se decidié m’iihtenér'éi [ c

-25°) C va que de esa manera el extracto se conserva por tiempo indefinido sin sufrir.
va que de 10 se conserva por tiempo indefinido sin sufri

alteracién.
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4.3.4 Determinacion del pH dptimo

El pH del medio de reaccién puede llegar a tener un efecio muy importante sobre la
_selectividad de la reaccién que se lleva a cabo. Van Balken y col. (1991) trabajando
con una fructosiltransferasa de Aspergillus phoenicis que sintetiyzék_f‘r_ﬁc"ld’oli gosacan-
dos y ademas hidroliza la sacarosa, encontraron que mientras quea pHS pniclica-
mente solo se lleva a cabo reaccién de hidrélisis, a pH 8 se logra 'dis'r"ninufr casi total-

mente esta reaccién y solo se presenta actividad transferasa.

Con el fin de estudiar el efecto del pH sobre las actividades de la levansacarasa de B.
circulans y determinar el pH Sptimo para la reaccién de transferencia, se midieron las
velocidades iniciales de reaccién de la levansacarasa a distintos valores de pH en un
rangode 3 a 9. La figura 11 muestra el perfil de actividad del extracto enzimdtico en

funcién del pH de la solucién.

Se encontr6 que a pH 3 la enzima no presenta acuvndad Por ol lro lado el pH 6ptlmo

para la actividad transferasa estd entre 5y.7 mlentIas que pa.ra la reaccnén de hidrdlisis

la zona Sptima es mas estrecha con un punto 6pumo a pH de‘ 6. Esto es sin duda debi-

10
7.5
E
-
2 5.
g
z
5
<
2.5
Fig. 11 Efecto del pH en las actividades de la
04 T T levansacarasa de B. circulans. Se utilizaron
2 8 10

0.93 U/ml de enzima en cada ensayo.
T=30°C. (D) Actividad hidrolasa, (W activi-
dad transferasa, (O) actividad total.
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do a la mayor estabilidad de la actividad transferasa discutido previamente. A pH de 8
las dos actividades han disminuido notoriamente y a pH de 9 ya no se detecta ninguna
actividad. Como se verd mas adelante, los porcentajes de actividad transferasa ¢ hidro-
lasa estan asociados también a la concentracién de levana en el medio. En este caso la
preparacién contiene una baja proporcién de levaqa. 'Sin embargo, el efecto del pH en

las actividades es independiente de esle otro factor. -

En la tabla 7 se resumen las principales caracteristicas ﬁsjcoqﬁfmicas de la levansaca-

rasa de B. circulans.

Los resultados anteriores indican que el pH dentro del mngo de 5 "éolb uh li; .

gero efecto sobre las actividades de la levansacarasa y que no ex15te un alor de pH al o 3

cual se pueda lograr el predominio de una sola de las acuv:dades de esta enznma.

Tabla 7. Constantes fisicoquimicas de la enzima Levansacarasa de B. circulans

Temperatura ‘Energia de lempo de vida[ Tiempo de vida
Sptima ("C) activacién media a 40°C | media a 45°C .
Actividad | pH 6ptimo (cal/mol) min min
Invertasa 5 45 12788 253 633
Transferasa 6-7 40 9438 203 S 34
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4.3.5 Efecto de la concentracion de sacarosa en el medio de reaccion.

Se llevé a cabo la medicién de las velocidades de reaccion de la levansacarasa a dis-
tintas concentraciones de sacarosa. Durante el ensayo se utilizé una concentracién de
0.66 U/ml de actividad total y la concentracién de sacarosa se varié desde 0.0029 M
hasta 8.7 M. El ensayo fue realizado a 30°C. En las ﬁguras 12a y 12b se presenta la

grdfica de las velocidades de reaccién a dxferentes concemracnones de sacarosa. Como

puede observarse en la fig. 12b, a concentraciones’ amba de 600 mM se presenta un

efecto inhibitorio por exceso de sustmb. k

observarse, las reacciones de tmnsferencx

tos por efecto de la sacarosa. A concentmcxones de,600’mM se observa una menor ve-

20
b

. sy
% 154
2
= 2
ag 104 §
Z
=H] £
g% s 5

1]

o -4

SACAROSA mM
SACAROSA mM
Fig. 12a Efecto de la concentracién de sacaro:

en la velocidad de hidrélisis ¥ trausfcrcncxa de l‘ak’ Fig. 12b Efecto de I concentracién de s a

levansacarasa de B. cirulans a30°C.. en velocidad de hidr6lisis y transferencia de la

[sacarosa] = 3- 300 mM. S levansacarasa de B. circul °
. lans a 30°C.
(O) hidrolasa, (W) transferasa. . ST [sacarosa) = 600 - 1700 mM .

(O) hidrolasa, (I transferasa.
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locidad de reaccién como consecuencia de una inhibicién por sustrato, mientras que la
actividad hidrolasa se mantiene constante después de 100 mM sin mostrar inhibicién -
por sustrato, después de lo cual se observa una ligera recuperaciénkde: la actividad hi-

drolasa.

Un aumento en la concentracién de sacarosa provoca una aumenld en‘la aélividad de

transferencia, partiendo de un 40% de transferencia a 3 mM de sacarosa hasta alcan- '

zar un 70% de actividad transferasa en relacién a la actividad tolal a 300 mM

En contraste, el porcentaje de actividad hidrolasa disminuye cbn

conceniracion de sacarosa.

Chambert y col. (1974), estudiaron las reacciones que lleva a cabo lale

B. subtilis en presencia de concentraciones crecientes de sacarosa. Estos;aut res.prel

tendieron estudiar por separado cada reaccion. Para la reaccitn de hxdréhsns lograron

condicones para llevar a cabo unicamente esa reaccién, uuhzando una enz;ma libre de
polimero y bajas concentraciones de sacarosa (por abajo de 12 mM)—lo que permite
que solo esté presente la actividad hidrolasa. Sin embargo, no lograron deﬁmr las
condiciones para obtener umcamenle actividad tmnsfemsa y aunque no muestran grd- -

ficas del componamlento de las dos actlvldades como f unc16n de la concentmmén de’

sacarosa, encontr

sayla sx‘ﬁteSis de leva

mayor porcen!a_]e_de acuwdad lransferasa de manera sxmllar a ]o observado en este_ =

trabajo.

Dedonder y col.( 1972), lambién han estudiado los aspectos cinéticos de la,le\'a;hsacé- =

rasa de B. subiilis , sin embargo no reportan estudios sobre el efecto de Ia concentra-
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cién de sacarosa sobre las actividades de la enzima.

En ninguno de los casos anteriores se reporta el efecto de inhibicién por sustrato obs-

ervado en este trabajo.

De los resultados obtenidos se concluye que altas concentraciones de sacarosa favore-

cen la actividad transferasa de la levansacarasa de B. circulans .
4.3.6 Efecto de la concentracién de levana en el medio de reaccion.

Con el fin de observar el efecto que tiene la presencia de levana e¢n el medio de reac-

cién sobre las actividades de la levansacarasa de B. circulans , se reahzaron

ciones con una concentracién de enzima de 1.92 U/ml de actividad t talr:

de sacarosa, variando la concentracién de levana desde 2.5 mg/ml'hasta' 50 mg/ml

Como se aprecia en la figura 13 desde el inicio se observa un aumento muy marcado

de Ja actividad transferasa por la presencia de la levana en el medio

menta la concentracién de levana, aumenta la actividad de lm.nsf

polimero hasta liegar a un valor constante. Sin embargo, es mleresante bservar que la :
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LEVANA ADICIONADA mg/ml

Fig. 13a Efecto de la concentracién de Ievana en
el medio de reaccién sobre las actividades de 1a
levansacarasa de B. circulans. A las concentra-

(%) ACTIVIDAD
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LEVANA ADICIONADA wmgim!

Fig. 13b Efecto de la presencia de levana en
las actividades de lalevansacarasa. () sfotesis
de polimero, (M) hidrélisis. '

ciones de levana indicadas en la gréfica debe su-
marse la levana que acompafia a la enzima 2.43
mg/ml de fructosa. Se utilizaron 0.77 U/ml de
medio de reaccién. (O) Actividad hidrolasa, (Q)
actividad transferasa, (A) actividad total.

Posteriormente, Tanaka y col. (1979), estudiando el efecto de l1a Ievana sobre la Sinle-

sis del polfmero, encontraron que ]a ]e\ ana agregada al- medlo actua como acuvador. :

de la transferasa pero no actua como aceptor en‘la'transfrictosilacién. Lo anterior. lo

comprobaron al agrega :
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concentracién de esta. El papel activador de la levana no ha podido ser explicado del
todo, ya que aunque Chambert y col. (1976) proponen un mecanismo de reaccién
donde la levana actia como sustrato aceptor de fructosa en una reaccién tipo ping
pong, no existe ninguna otra propuesta que sustente lo expuesto por Tanaka y col.

(1579).

Robyt y col. (1977) observaron el mismo efecto activador sobre una dextransacarasa
de Streptococcus mutans OMZ176 al agregar tripsildextrana. Estos autores proponen
dos tipos de intracciones por medio de las cuales la dextrana adicionada al medio

ejerce un efecto activador sobre la enzima:

La primera es la acci6n de la dextrana como un nucleéfilo que desplaza del sitio acti-
vo las cadenas de dextrana crecientes que se encuentran unidas covalentemente. El
desplazamiento de las cadenas de dextrana, genera una enzima libre de polimero que
puede reaccionar muy rdpido con sacarosa, lo que podria tomarse como una activacién
de la enzima. Conforme se aumenta la concentracién de dextrana adicionada, la velo-

cidad de desplazamiento nucleofilico de cadenas de dextrana se incrementa.

La segunda propuesta, es un efecto alostérico para formar enzima activa a partir de
moléculas de enzima inactiva por la induccién de una conformacién favorable de la

enzima por efecto de la dexﬁ'ana;':l, k

de la levansacarasa
todavia no se cuenta

con un mecanismo de reaccién detallado para la'levansacarasa: como el que se tiene -
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sobre la dextransacarasa:

a) La dextransacarasa lleva a cabo la sintesis de dextrana adicionando una unidad glu-

cosilo al extremo reductor de la dextrana.

b) Tanto la glucosa como la dextrana se unen covalentemente a la dextransacarasa sin

que esta pierda su actividad.

c) La glucosa acoplada a la enzima sirve como donador para la polimerizacién de la .

dextrana.

En base a estos elementos, Robyt v col. (1974) propusieron un mecanismo de rgacciéni i
para la dextransacarasa que involucra la existencia de dos grupos cataliticos, X1 sz. :
en la enzima, los cuales llevan a cabo un ataque nucleofilico sobre la sacarosa para

formar complejos glucosidicos. El oxigeno del OH del Cs de uno de los giucosilos

realiza un ataque nucleofilico sobre el C1 del otro glucosilo formando un enlace a (1-
6); esto libera uno de los grupos nucledfilos que a su vez ataca a otra molécula de sa-
carosa formando un nuevo complejo glucosil-enzima. De esta forma, la enzima lleva a
cabo la sintesis de dextrana, con los dos grupos nucledfilos formando complejos cova-

lentes con la glucosa y la dextrana alternandamente.

La idea de que este mismo modelo pudiera aplicarse a la levansacarasa no parece ser

muy remota ya que por lo que se sabe dichas enzimas guardan muchas similitudes :

a) Ambas enzimas forman un homopolimero no lineal a partir de la sacarosa.
b) EI polimero que sintetizan dichas enzimas se encuentra unido covalentemente al si-

tio activo de éstas.
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¢) Ambas enzimas ademas ﬁe sinlctiza('el polimero presentan ciena actividad hidroli-

tica. .
d) La adicién del polimero QUe'fbnn}in estas enzimas, en el medio de reaccion tiene in

efecto activador sobre la reaccién de transferencia.

Sin embargo, es necesario continuar la investigacién al respecto para conlarcon 'él{z-_

mentos convincentes que demuestren la semejanza de ambos mecanismos de reaccion:
4.4 Reaccion en presencia de Aceptores

Una peculiaridad de las levansacarasas es su capacidad para transferir fructosa a dife-
rentes moléculas. Ohtsuka y col. (1992) reportan un estudio de reacciones con distin-
tos aceptores en €l que evaltan de manera muy general la capacidad de distintos com-

puestos para actuar como aceptores.

En el presente trabajo se analiz6 la capacidad de la levansacarasa de B. circulans para
transferir a la maltosa, galactosa, lactosa, metanol, inositol, serina y treonina, evaludn-
dose de manera muy general la capacidad de dichos compuestos para actuar como
aceptores. La tabla 8 muestra los resultados de las reacciones enyi'presencia de estos

aceptores, donde se utilizé una relacion sacarosa:aceptor-1:1 molar.

Como se observa en la tabla 8, la levansacarasa de B. circulans presenté gran capaci-

dad de transferencia'a la-maltosa’ vé'!éélés'av, y capacidad moderada para transferir

fructosa a la lactosa y méi;fino ‘mientras que no presentd capacidad para transferir al

inositol, ni a los aminodcidos sérina y. treonina bajo las condiciones mencionadas con

anterioridad.

Posteriormente se realizaron reacciones en-presencia de maltosa, galactosa, sorbitol,
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lactosa y glicerol y se evalué con mayor dctalle el porccn!a_]e de cada una de las reac-

ciones que se llevan a cabo. En la tabla 9 se muestmn los porcentajes de cada reaccién
dependiendo del aceptor que se utiliz6. En el caso del glicerol no se pudo determinar

el porcentaje transferido a este aceptor y al polimero.

Tabla 8. Capacidad de transferencia de la levansa-
carasa de B. circulans en presencia de aceptores.

Aceptor Transferencia a
aceptor

maltosa
galactosa
lactosa
metano}
inositol
serina
treonina

++ % mrmﬁaa‘may&' dc{ ’
ferencia menor de 50%
ferencia. :

Como puede observarse en la tabla 9, en presencia'de maltosa y. galactosa no se llevé

a cabo sfntesis de polimero vy la reaccién qﬁé p ﬁjela transferencia-al 'acep-

tor. El porcentaje de sacarosa hldrohzada fue menor. que pam el control. Esto mdlca
que se trata de aceptores fuertes que evxlan so]o la transferencna alas cadenas de :

fructosa sino que también la transferencia al

Cuando se emplean lactosa Y. sorbitol como aceplores se llevan a cabo Ias tres reac-'
ciones; Lransfcrencxa a pohmero

presencia de lactosa estas t s"r ccnon ocurren cas: ‘en ]a mlsma proporcmn mlen-

tras que en sorbitol SIgUlO predommando la hldI’OhSIS Blo 1mp1|ca que se. tmta de-
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Tabla 9. Reacciones en presencia de aceptores.

% Transferencia a | % Transferencia a

Aceptor polfmero aceplor % Hiﬁrolisis
Maltosa 0 76
Galactosa 0 63

Sorbitol 29
Lactosa 38
Glicerol nd
Control

(sin aceptor) 43

Las reacciones se llevaron a cabo durante 5
por ensayo y una relacidn sacarosa:aceptor d
nd = no se determing :

W POLMERODE FRUCTOSA
FRUCTOSIDO

B FRUCTOSA HIDROLIZADA

% PRODUCTOS

X
x
x,
x
x
I
x
xr
I,
I,
P
5

,

ACEPTORES

Fig. 14 Efecto de la presencia de aziicares aceptores en el medio de reac-
cién. La reacci6n se llevé a cabo durante 5 hrs a 30°C. Se utilizaron 0.66
U/ml de enzima por ensayo y una relacién sacarosa:aceptor 1:1 molar.
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comportamiento.

En la tabla 10 se resume la capacndad de la lc\'ansacarasa de B circulans para transfe-

rir fructosa a diferentes aceptores en comparac 6n con c lras Ievansacarasas reportadas

en la literatura. Como puede obseryarse'no existen’ reporles de reacciones en presencna

de glicerol y metanol, en el caso dél sorbi 0] el umco rcporte encontrado lo coloca co-

mo mal aceptor de la reaccién de tra.nsf ruclosnlac:én

Las figuras 15, 16, 17 y 18 muestran los crdmaiogmmas de las reacciones en presencia
de los diferentes aceptores al tiempo cero y alas cinco horas de reaccién. Estos cro-
matogramas muestran la presencia del fructdsido producido durante la reaccién en
presencia del aceptor. A partir de los valores obv.enidos' de los cfomatogmmas, se cal-
cularon los valores de la tabla 9. La figura 19 muestra el cromatograma de la reaccién

sin aceptor.

Tabla 10. Capacidad de algunas levansacarasas para transferir fructosa a
ciertos aceptores.

AceptorXOrigen Ranhella aquarilis | Bacillus subtilis | Bacillus circulans
maltosa + nr +
lactosa + + +
galactosa + + +
sorbitol m +
glicerol nr nr +
metanol nr m +
glucosa nr + o
Xylosa + + , nr
arabinosa o o me s
Referencia Otsuka (1992) Dedonder (1972) 1] = Este uébajo‘ ‘

or. prucba no realizada o no reporlada '
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Fig. 15 Cromatograma de HPLC de los productos de reacci6n en presencia de galactoss, utilizando
una columna para analisis de carbohidratos. Fase mévil: acetonitrilo-agua 75:25. La reaccién se llevd
a cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosay 60 mg/ml de galactosa. Se utilizaron 0.66 U/ml de
medio de reaccién. (- - -) tiempo cero, (— ) 5 hrs. de reaccitn.
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Fig. 16 Cromatograma de HPLC de los prdduclos de reacci6n en presencia de maltosa utilizando una
columna para andlisis de carbohidratos. Fase mévil: acetonitrilo-agua 75:25. La reaccion se lievé a
cabo en presencia de 60 mg/mi de sacarosa y. 120 mg/ml de maltosa. Se utilizaron 0.66 U/ml de me-

dio de reaccién. (- - -) iempo cero, (~ ) 5 hrs. de reaccién.
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Fig. 17 Cromatograma de HPLC de los productos de reaccién en presencia de sorbitol utilizando una
columna para an4lisis de carbohidratos. Fase m6vil: acetonitrilo-agua 75:25. La reaccién se llevé a
cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosay 60 mg/ml de sorbitol. Se utilizaron 0.66 U/ml de medio
de reaccidn. (- - -) iempo cero, (—) 5 hrs. de reaccién.
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Fig. 18 Cromatograma de HPLC de los productos de reaccién en presencia de lactosa utilizando una
columna para andlisis de carbohidratos. Fase mévil: acetonitrilo-agua 75:25. La reaccién se llevé a
cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosa y 120 mg/m! de Jactosa. Sc utilizaron 0.66 U/ml de me-
dio de reaccién. (- - -) tiempo cero, (—) 5 hrs. de reaccién.
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Fig. 19 Cromatograma de HPLC de lo

una columna para andlisis de mrbohldralos mtnlo-agua 75:25. La reaccxén se llevé

a cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosa Se utilizaron 0.66 U/ml'de’ medlo de reaccxén (- -‘-)
tiempo cero,  {~—) 5 hrs. de reaccién. - B ; :
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4.5 Reaccion en presencia de sorbitol y glicei‘ol.

Del andlisis de la literatura que se presema en la tabla 10 se conc]uye que no ex:stf:n

reportes sobre actividades de uansferasa al sorbnol y hcero' y aunque los resulLados

de la labla 9 muestran que el ghcerol“y el sorbnol no resultan ser Jos. aceptores més

potemes se dec1d16 estudlarlos. opumxzando las condxcmnes para dmglr 1a reaccién

hacia la transferencxa Es probable que buena pane de los resultados obtenidos de es-

tos expenment ‘dan xt:apolarse a otros aceptores

4.5.1 Reaccion e preseﬁcia de glicerol.

Como pnme pasose lleva.ron a cabo reacciones a dxferemes concemracxones de ghce-

as:aclividades:de la: le ansacarasa ‘La f' gura 20‘,

muestra los re ul

Actividad invertasa

B Actividad transferasa

[H Actividad total

ACTIVIDAD  U/ml

0 25 50 GLICEROL (%)

0.996 0.928 0.803 aw
Fig.20 Efecto del glicerol en las actividades de la levansacarasa de B. cir-
culans. Se utilizaron 0.57 U/ml de enzima por ensayo, con 6% de sacarosa

a 30°C y pH 7. Las actividades de agua se calcularon basandose en los da-
tos dc (Chen 1987) y en la ecuacién de Ross (Ferro y col. 1980)..
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Resultados y Discusién

llevé a cabo en presenc:a de 50% de ghcerol el efecto del ghcero] sobre Ia acuvxdad

hidrolasa fué mas mar" 1do,"ya que hubo atn menos hldl‘él" is que e” eI caso amcnor P

midi6 el efecto que. uene la concentramén de sacarosa sobre la misma reacc16n Como ;

puede observa:s en: la ﬁgura 21 ‘un aumento en la concentracxén de sacarosa no uene

5.00

4,00
3.00 INVERTASA
Bl TRANSFERASA

2.00 4 [N ACTIVIDAITOTAL

ACTIVIDAD U/ml

% SACAROSA
aw

Fig. 21 Efecto de la concentracién de sacarosa en la reacci6n en pre-
sencia de 50% de glicerol .Las condiciones de reaccién son las mis-
mas que las de la figura 20. Las actividades de agua fueron calcula-
das a partir de los datos de (Chen 1987 y Chirife y col -1980) uuh-
zando la ecuacxén de Ross (Ferro y col, 1980) (SN
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Resultodos y Discusidn

un efecto importante sobre la reaccién de transferencia, observdndose sin embargo,

una disminucién en las velocxdades de rcacc16n dc transferencna e hidrélisis, como

consecuencia de la dlsmmuc1 enla actmdad dc agua.

Por ultimo se lievé a 'cabo na‘reaccion en: presencxa de 50% de ghcerol y 28% de sa-

realizar una separacién de ]os produclosjde reaccion de manera mas gurosa para po—’

der obtener una conclus16n mas conrundente aeste respeclo

Flg 22 Rcaccxon de ]a le\ ansacarasa en

preseucna “de 30% de glicerol y'28% de sa-

carosa corrcspond:en(c a'una aw de 0.785

Sc utilizaron 0.7 U/ml dc cnzima para la .
_reaccién 'y se signié durante 36 hrs,

(M) fructosa transferida, () fructosa libre
TIEMPO  (hrs) v(O)sacarosa.

SUSTRATO Y PRODUCTOS mg/m}




Resultados y Discusién

La levansacarasa de B. circulans transfiere fructosa al ghcerol aunque no es p031ble

deﬁmr a que posmén deI glicerol ni el numcrov de fmctosas que puedan traprgfenrse_'a ‘

400}
o
E
300 s
e Z
g
o o
2 ‘r.n
200}~ g {“
e
i
g
E

e e—l

Fruclosido

——

presencia de 50% de gli Y.
de carbohxdratos Seen pleé como ﬁse movil aceton
de rcaccndn T

ilo "gua 75: 25 '( ) ucmpo cero (---) 46 hrs



Resultados y Discusion

4.5.2 Reacciones en presencia de sorbitol

Con el fin de estudiar el efecto de la concentracién de sorbxtol en Ias actmdades dela

levansacarasa se llevaron a cabo reaccxones a dlferemes concemracxones de sorbltol en

presencia de 6% de sacarosa. La f" gura 24 mue ' COmO'Se: mcremc a la veloc1dad

enla vel}orc_lvdad‘ global de rea

6

5
E 44
=S . Actividad invertasa
2 3 B Actividad transferasa
g 7
2 [N Actividad total
E 2
-

L
0 25 50 60 SORBITOL (%)

0.996 0.965 0.896 0.845 aqw

Fig. 24. Efecto de l1a concentracion de sorbitol en las actividades de la levan-
sacarasa de B. circulans. Se utilizaron 0.6 U/ml de enzima por ensayo:y 6 %
de sacarosa, Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C y pH 7. Las acuvxdadcs
de agua fueron claculadas a partir de los datos de (Chen’ 1987 y Chmfe y col.
1980) utilizando la ecuacxén de Roes (Ferro y col 1980) :
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Resultados y Discusién

Postenormcnle se llevé a cabo un andlisis del efec 0 e a' menlar Ia concemracxén de

HIDROLASA
El TRANSFERASA

[N activibamroraL

ACTIVIDAD U/ml

10 20 30 40 50 60 SACAROSA (%)
60 50 40 30 20 10 SORBITOL (%)

0.843 0.887 0.907 0.916 0918 0.890 aw

Fig 25. Efecto de la concentracion de sacarosa y de sorbitol en las actividades -
de la levansacarasa de B. circulans. Las actividades de agua fueron claculadas

a partir de los datos de (Chen 1987 y Chirife y col. 1980) uuhzando la ECu'lClén
de Rocs (I‘ erro y col. 1980). . :

67



Resultados y Discusién

por tratarse de una mezcla de sustralos Dado quc se LraLa de un producto n rcporta-

do, 0 al menos cuya smlesxs no se habfa plameado por esta via,'se estudla todawa con :. :

mayor detalle el efeclo dc la concentraciér de acarosa

Actividad invertasa

Bl Actividad teansferasa

N Aciividad 10tal

ACTIVIDAD U/l

20 30 40 SACAROSA (%)

0.887 0.875 0.859
aw
Fig. 26 Efecto de la concentracién de sacarosa en la reaccién de la'le-
vansacarasa en presencia de 50% de sorbitol. Las actividades de agua -
fueron claculadas a partir de los datos de (Chen 1987 y Chmfe y col
1980) utilizando la ecuacién de Ross (Ferro y col. 1980)
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Resultados y Discusion

velocidad de hidrolisis.

De los reéuha‘d o§ ‘an

res: puede observare el efeclo que uene un aumemo en la )

concentramdn de sorbitol y: ‘sacarosa’ 'la consecueme dlsmmuc16n de la acuvxdad de

Fxg 27. Seguimxemo dc la reaccxén en pre-
l—sencxa de 50% de ‘sorbitol y 40% de sacaro- -
sa, correspondxeme auna aw de 0. 8594 La
Aa:‘cabo en: u rcactor de

FRODUCTOS  my/ml
" SUSTRATO . myfmt

TIEMPO (hrs}

) zando una cun'a cslanda: de qacdro
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Resultados y Discusién

La reaccién termina con el agotamxemo casi lotal de la sacarosa Durante la reaccxdn‘ ’

se producen 3 fruclésxdos de’ los cua]es el fructésldo 1 se smteuza e mayor propor-

bitol y 40% de sacarosa se debe a la preseﬁc} de Ievana ene ,medxo e reacmén La' ‘
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VISCOSIDAD (Pas)

Resultados y Discusion

disminucién en la viscosidad aparente que se observa conforme transcurre la reaccién

puede deberse a una hidrélisis del polimero presente para dar origen a la sintesis de

oligosacdridos.

=48 ]

Fig.28.Reaccidn de la levansacarasa en 50% de sorbitol y 40% de sacarosa, a 30°C y pH7,
agitacién 225 rpm. Puede apreciarse el efecto Weissenberg.

10.0 ¢

® TIEMPO0OHRS |GEOMETRIA:

& TIEMPO 50 HRS {CONO Y PLATO
A TIEMPO 10 HRS | PK20/4

<+ TIEMPO 16 HRS

Fig. 29. Comportamiento reold- -
gico de las muestras de reaccion
e ‘ en 50% de sorbitol y 40% de si-

' a0 1000 carosi (ver figura 27). Se toma-
10 1 ron mucstras de las primeras 16
horas de reaccion, -

041

— ————————— e TR T T T
;.
»

VELOCIDAD DE DEFORMACION (1/5EG)



Resultados y Discusién

TEMPERATURA @ 30C

10.00 F CONCENTRACION DE LEVANA ENAGUA: : C REOMETRO RV‘ZO ;
e S e < @10 mg/ml.’ GEOMETRIA;.
1 - ‘025 maimi.” |CONO Y PLATO‘
N I 5 e Asomgiml |
@ D P (e} 75 mg/ml
,rfu“ 1.00 - o 2T e '1oomglml
: g L. [ ] !
2 b *
O 0.10 - -8 8 [
U . E - R v Q .
w o F : - 5] : [ ]
o :
R ~ ¢ ’
N TR R § o
: %: ‘

tenidas. fueron enwad

fin determmar su eslruclura y npo de enlace.

72



Volts

Resultados y Discusién

———_, Sorbitol y
glucose

ueo; o ‘
|

Sacaroso

040 —

Fructosido |

Fryctosa

020

Fructosido 3

000!

50% y sacarosa 40% de la levansacarasa de’B. c:rculan.r i "‘sevllevd a'cabo en un reactor
de 100 m1 con agitaci6n a 225 rpm y.30", C. Se uuhzé una columna’ reparativa j.lBondapack -NH2.
Las condicones de separacién se indican en matenales y métodos; Los produclos de ‘reaccién fueron
colectados y enviados para su anahsxs por RMN y especl.rofotomeu'fa dc masas (- - -) uempo cero,
(— ) 96 hrs. de reaccién, el : ; S :
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Conclusiones

5. CONCLUSIONES
La levansacarasa de Bacillus circulans se produce mcdianlék‘fermcntaci»’(‘in intermi-
tente en un proceso que dura doce hdras,ioybte,nvic‘hdosé: un ‘sobi'renadaﬁl'e con.2 U/ml

de actividad total (umoles de ’glu(:qsya‘:li.be ada’

Se obtiene una soluci

sa respon}sablq}de‘

partir dela so- e

‘que la’cepade B: circitlans”

En condiciones dcidas de reaccidn'sc favorece la reaccién de hidrdlisis y en condi-
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Conclusiones

ciones de neutralidad se favorece la sn‘nlesis de levana.
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Perspectivas

5.1 Perspectivas

La produccién de nuevos {1 ructoohgosacandos por melodos enzxmaucos plantea toda

una gama de nuevas aphcactoncs en las a:eas de ahmenlos y farmacxa conlmuando as{

con la prowsxon de productos dc nuevas:tecnologias que vi nen'a revolucnonar la m-.

El estudio de reacciones de aceptor con'la levansacarasa en presencia de’solvemés or- L

gém‘cds representa,un campo:sin’ e\plorar v.puede:presentar mulup]es venta_;as sobre s

las reaccxones quese llevan a cabo hoy en d)a en soluctén acuosa.
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