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RESUMEN 

LAs dextr•nsac•r•sas (DXS) E.e :a..s.1.4 son enzl....,s que pertenecen •I grupo 
de las glucoslltransfer•sas. Catallzan la '-C<lón de transferenci. de residuos 
glucosllo de I• SKaros. • aceptores distintos •l •gu. for....,ndo •si un pollmero de 
glucosa llamado dextr•na. Son producidas por diversos mlcroorg;onlsmos entre los 
que se encuentra dlstlnt•s <epu de &.ftl<"onosto< mesenteroklft. 

En este tr•baJo se tr•bi1J6 con la Dxs de i. cepa NRRL a-~:t.F ya que es i. 
mejor <•racterlz•da y ademls es la que tiene un. mayor •plk;ocl6n • n!Vel 
lndustri.I. Este tipo de enzlm•s tienen su temper•tur• 6ptlm• de actlv~d 
•!rededor de los 40•c pero • est. temper•tur• son muy lnesübles, por lo quese 
tr•ba.i- la enzima • :10 ºC en donde se s;ocrlfka en •lgunos <•sos twist• el 80'M> de i. 
actlvlct.d tnaxlma. 

El objetivo de este tr•bilJo es logr•r obtener un. Dxs que - -ble • 40 
ºC medl•nte el desarrollo y 1'" •plk;oclón de m•todos de modlfka<l6n qulm-. 

Se desarroli.ron y probAron :a protocolos de derlV•tlzaclón par• la DXS que 
Involucran en entrecruzamiento de las <•denils later•les de .zll<•r de i. enzl...., 
previ. -lclM:l6n. El primero utlllu kldo "lpko dlhldr•zlda (AAD) como ~te 
entrec:ruz•nte par• obtener el derlv•do DXSAAD (:t.) y el segundo se tNisa en el 
acoplamiento de dextr•n. • la enzl...., utlllundo un. •lqullacl6n reductlv• par• 
obtener el derivado DXSDEX. Se compar6 la -bllldMI y i. especlfklded de los 
derivados con respecto • la enzlm. sin modlfk•r utilizando el tiempo de vida 
mediil (t.,,.) • 40 "~ y el perfil de producción de ollgoMclrldos con ....,lt­
respectlv•mente. 

Los t,,. aku1'"dos • partir de los datos de desactivación son de 19.69 mln., 
:a.8.88 mln. y 7:a.:a.o mln. par• el control (D><S), los derlv•dos DXSAAD y DXSDEX 
respectlv•rnente. ~ est.t>lllZKl6n observ•da puede deberse •I entrecruumlento 
lnter o lntr•molec:ul•r en el c•so de DXSAAD y • i. unl6n <ov•lente entre la 
dextr•n. y i. enzima en el <•so de DXSDEX, ya que la est•bllldad persiste •&'.in 
despu& de u- reacción de slntesls de dextr•-· lo que lndk• que i. Dxs no 
lnterambNI la dextr•n. acoplada. 



l 

\. 
\ 
\­
\ 

\ 
i 
1 
\ 

RESUMEN 11 

En cu.nto a la flPl!Ciflcldad, cabe notar que DJCSAAD. no presenta 
diferencias en el Pfffll de oligosac6rldos proclucldo5 con maltosa si se compara con 
IDX5. En cambio, DXSIDEX casi no produce ollgoMC6rldos y presenta una tendencia 
mayor a hldrollzar la sacarosa a costa de la reaccl6n de transferencia.Sin embargo, 
la actividad transferasa se recupera si se af\ade 4elctrana a la reacción, este cambio 
en la especificidad puede deberse a que la enzima no puede por si sota. 
intercambiar los derivados de dextrana que se agregan y generan durante la 
derlvatlz,acl6n. 

5e logr6 Incrementar la estabilidad de la delctransacarasa de Lftll:onostOc 
nteWntero#Ms NIUlL 9-st:aF mediante la mocliflcacl6n qulmka de su estructura 
glkollta. Hasta la fecha. todo Intento por estabilizar esta enzima habla sido 
Infructuoso. 
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l. INTRODUCCION 

LAs clextranwcarasas (E.e. :a,.5.1.+) son enzimas que pen:enecen al grupo d., 
las glucoslltransft!rasas. Estas ..nzlmas catallzan la rt!a<Cl6n de transft!rt!n<la dt! 
rO!slduos glucosllo de molfculas donadoras (sacarosa) a molfculas aceptaras 
dlferentn al agua, formando asl un pollmt!ro dt! glucosa llamado clO!xtrana. son 
producidas por bactt!rNls de la O!SP"<le LO!uconostoc m•••nt•rold•• y 
L-conostoc d••tr•nlcum asl corno por ftf"'CIH dO! ••clllus y 
Str•ptococcus. E•lsten varios tipos de glucoslltransfO!rasas producidas por 
dlferentn cepas de L•uconostoc mO!s•n t•rold••· cuya diferO!ncla principal a el 
tipo de pollmftO q.. cada una de O!llas sintetiza. Los tipos de pollmt!rOS difieren 
t!ntre si seglln las propledadt!s dt!rlvadas de su atructura, tipo de t!nlac•, tamafto 
de la C...-.... y ramlflcaclona. 

En 9""0!ral, las de•transacarasas puedO!n tamb~ trandt!rlr ralduos de 
glucosa a d"-nta a<"Ptora que casi sl..mprO! son azOcarn dO! bajO P"SQ 
mol«ular (maltosa, fructosa, lsornaltosa) para formar ol~rlclos. DO! atO! 
modo 5" dO!flnO!n corno buO!nos a<"Ptora aquellos que producO!n un gran cantidad 
dO! ollgosaclrldos y una PO!qu.fta cantidad dO! poltsa<arldo (de•trana). Algunos. de 
atos oligosa<lrldos tlenO!n un gran pot~lal de apltcac16n en la Industria. LAS 
apllc:aciona de las dt!stranas "" la Industria son muy variadas y nurnerósas y 
dO!p..ndO!n justamentO! dO! la atructura y proplt!dades dt!I pollm.,ro. 

Est" tr•bajo forma partO! de un proy..cto cuyo objt!tlvo en la prl,,,.,ra O!tapa 
fu.. atudtar la slntals de oligosaclrldos utlllZando dt!stransacarasas de dl-rsas 
c~s dO! L•uconostoc m•s•nt•rold•s tanto de c°"'<c16n corno alsladas 
durant" la r..allzacl6n dt!I proyt!<to. En la Hgunda O!tapa 5" ha venido lntO!ntando 
mejorar las caractt!rlstkas en cuanto a su fttabllklad y a su O!Spe<lflcldad de las 
enzimas de las cepas sel«clonadas, dado qu" algunas dO! ..itas han akanzado 
aplkaciona a n""'I industrial, como H O!I caso dO! la t!nZlma de la cepa de 
L-conostoc m•••nt•rold•• NRRL B-s1:a.F y B-1:a.99. 
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En este trabejo se pretende mejorar la estabilidad de i. de><transac:arHa de 
Leuconostoc m•••nt•rold•s NltltL •-st;aF. TI- como antecedentes 
Inmediatos el hecho de que, en el grupo de lngenlerla enzlm6tlca del Instituto de 
Blo«ecnologla de la UNAM se han elaboradO trablljos relacionados con la 
carac:tertzacl6n y producci6n de esta y otras enzimas de cep.8s de Leuconostoc 
m•••nteroldes, lncluyendO la 5t;a. la t;a99, la tJ86, entre otr•s. Actualmente se 
estudia el mecanismo de ,_..cl6n con baw en i. carac:terl~16n clnftlca de la 
enzima. E•lste tamb~ un proyecto que tiene como objetivo la clonacl6n def gene 
que codifica para esta enzima, ya que a la fecha se conoce muy poco ac:en:a del 
9CftDma de L•uconostoc m•s•nt•rold••· 

En la actualidad. se presenta UfMI paradOja entre actlvld4d v estabilidad ~a 
este tipo de -mas, es decir, tienen su temperatura 6ptlma de actividad 
alrededor de los 40•c pero a esta temperatura la enzlm. es muy Inestable. Esto se 
resueiv. llevando a cabo la reaccl6n con la enzlme a -·e, en donde es mucho mas 
estable_ pero se sacrifica en algunos ca- hasta el 8o9t> de la actividad m6•1ma que 
podrla desarrollar. Por otro lado, la posibilidad de contar con enzimas 
tennoestables resulta de gran lnter._ en los proc.,_ Industriales, ya que se 
contarla con catall~ que presentan mayar velocidad de racci6n y sobre 
todo menor susceptlbllldad a la contamlnac:i6n. De este modo, logr4r obtener una 
deortranuaorasa estable a <t()9C y que conwrve su actividad normal, representarla 
una gran venta.)9 desde el punto de vista de rendimiento de la reacci6n y de la 
product1Yld9ct. 

p.,.. el desarrolio de este proyecto se uliliZó I• de•rransacaraN proouc1da 
por Leuconostoc m•••nt•rold•• NRRL •-s•aF. la cual puede sintetizar 
ollgosacararldos con una estructura que consta de UfMI cadena principal de glucosa 
con enlaces •1'•-•.d. Se dft:ldl6 trabejar con la enzima de esta cepa ya que es la 
mejor caractec-lzada y sirve como un buen modelo de estudio. Ademas es la que 
tiene una ..._yor apllea<i6n Industrial en la actualidad. · 
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Obtener una dectr•nMC.,.•M es~t.t. IJllr• i. stntesls de oll~ridos me.ti.nte el 
deurrollo y •pliQc:l6n de diferentes estr•tegi.s de modlfk.cl6n qufmk•. 
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11. GENERALIDADES 

1.1 ESTABILIZACION DE ENZIMAS 

se dice que UIM enzima es termoesuible <&M1ndo es capaz de conservar su 
actlvkMd cauilltic. despues de ser expuesui a altas temperaturas. La actividad 
catalltka de las enzlriMs depende de su estructura tridimensional. En esta, los 
residuos lnvolucr.clos en la cat411sls estan alineados de modo que reconocen a su 
sustrato y pueden llevar cabo la ....,.ccl6n. En otras palabras, una enzima es mas 
termoesgble que otra mientras mas resistente sea su estructura contra .. 
desnaturalizacl6n t~mlca, es decir, mientras esa estructura sea capaz de mantener 
alineados a los residuos de catAllsls. Por esg raz6n. si se pretende modificar UIM 
enzima para que adquiera termoestabllldad, se deben buscar estrategias para que 
la estructura tridimensional de la protefna resista mejor las reacciones de 
desnaturalizacl6n t~lca. 

a.1 .. 1 ESTRUCTURA DE LAS PAOTEINAS 

Las Interacciones que riMntlenen la estructura tridimensional de una 
protefna son bien conocidas:' 

1.- Interacciones entre las cadenas laterales de los amlno6cidos hldrof6blcos. Este 
tipo de Interacciones es considerada corno la mayor fuerza estabilizadora en las 
protefnas. 

:a.- Puentes dlsulfuro. que se generan cuando dos clstelnas se encuentran lo 
suficientemente cerca en la estructura tridimensional. Este tipo de 

! " lnter«ck>nes proveen de estabiltded conformKIC>nill. 
J.- Interacciones 16nlcas, que son lnter..:clones de cargas formales dentro de la 

estructura de la protefna y se cl6 entre las cade!Ms laterales de los amlno6cidos 
que a un cierto pH se encuentran cargados. 

4-- Por llltlmo, los puentes de hldr6geno, responsables de la estructura 
secundarla, jueg.n un papel lmporUlnte en la estabilidad de la estructura 
tridimensional. 

'.____________ --~-~---------------·-------··-··-· -----------·--· - ·---· 
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Flgur• 1.- Esquem• de l•s lnteHcc:lones respons.bles de mantener la 
estruc:tur• trldUnenslonal de las proteln•s. • 

DESNATUltALIZACION 

El proceso de desn..tur•llzac:l6n tWmka que conduce • la perdida de la 
•ctlvldad, puede explk•rse mejor si se divide en dos et•p.is•. En I• primer•, el 
desplegamlento de la c•de.,. pollpeptldk•. consiste en la p4!rdlda de "" -tn•ctur• 
trldlmenslonal v por lo t•nto de su actividad. Sin embargo, bajo c:l-s 
cond~lones. •lgun.is protein.s son capkes de plegarse de nuevo. de modo que 
recuperan complet.imente su actlvldMI. La segun.a et.ip.i. la ln.octlvaclOn, consiste 
en cambio qulmkos Irreversibles en la a.sen.. pollpeptrdka desplegada. ya que un 
poll....,tldo desplegado es m..s susceptible a cambio qulmkos como I• prote611sls. 
La Flgur• a muestra este proceso de manera esquen>atlc•. 
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Flgur• :a.-Esquem• del proceso de desn•tur•llHc16n t•rmlc• de l•s 
proteln•s. 

1.:a CiENERALIDADES DE LAS DEXTllANSACAllASAS 

~ deactr•ns.c.r•Ms E.C.:a.s.4-•· c•teliz.n i. torm.cl6n de deact••- • p.rtlr 
de s.c.ros. tr•nsflrlendo residuos de glucOM • u- c...sen. creciente de dext••­
corno se esque,_tln • contlnu..cl6n: 

SACAROSA+ DEXTRANAll--""'"""'""'~=--DEXTRANA. + 1 + FRUCl"OSA 

a..s deact••-s son pollmeros de 9lucOS11 con eni.ce 01 ..... 6 v pueden 

presenter remlflceclones en .. , ..... ,. ca1-:a v 01 ..... 4. Los tipos v i.s proporclOnes de 

los eni.ces en el polfmero v..,,..n dependiendo del mkroorg,.nlsmo que lo produce. 

Asf, en i. Tebi. 1. se praent•n los tipos v los proporc16n de eni.ces en 111 
~ prlncl~l del polfmero, Hf como los tipos v los porcent•Jn de enlecn en lils 
r.miflceclones que se logr•n empl.,.ndo deactr•n~r•W1s de dlstlnhs c.,...s de 
L•uconostoc m••ent•rold•• lncfuvf!ndo I• ce~ B-51:aF selecclorNt~ P'"''" 
..... unr este treb'ljo. 

C.be hacer notar CIUf!' en O'!"•r•I ... l•s dlstlnt'A~ r:tl!pa!' ~ L~u-:ono.stoc 

m•••nterold••· producen i.. enz1.- de ,_nere -trecelui..r (soluble) v solo 
algu-s c.,...s de fth especie presenten ectlvicMd dextrensec•r•M •soc...,. • i..s 
cerui..s (Insoluble). Como se puede ver en I• T•bi...1, los productos de i..s dlff!rentn 
frecclones de u- mi.,_ c....- venan en cu.nto •su cornposkl6n de eni.ces. 
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T•bl• 1.- Tipos y proporcl6n de·enl•ces en l•s de•tr•n•s producld•s 
por diferentes ce~s de ~euconostoc mesenteroldes.• 

'~m~ ,._, _ ... ~....,.-..,, ... ~ -..~ t:L 

01,6 p a1,,.1 p C&'t,,.I r ª"•ª r a1,,4 r 

t..m. •-s1:aF(soluble) 9S s 
L.m. 1t-1:a99 ._ .... uo1e} os .ll5 
L.m. 1t-1:a99 (tn ... uu..,.1 .... 1 :a7 
L.m. lt-7~ (tn...,UDle} •7 1~ 

L.m. lt-7~ \._U.....,,1 so so 
L.m. -·~ss (SO•u~,, 54 ~s 11 
o..m. --·~SS ... n~u~,, 95 s 

P• En~es~ .. c-·- pr ne·~·· 

LAs de•tr•n.s han sido utlllU«Ms como -.ntes texturlnntes, 
vlscoswic:.ntes o gellflc•ntes en .. lndustri. de los •llmentos. Se IMI observ.., que 
evl~ i. crbt•llz•l6n de los •z.:íc•res en .t-r•bes y se utlllz•n gmblen como 
-.ntes flocul•ntes. En i. lndustr.. f.ntMC:htk•, se utllmn como ~tes de 
-psui.cl6n y como vectores de medk•mentos. T•mbW!n se utlllnn de•tr•n.s 
de peso molecui.r control•do como sustituto de pi.s~ ungurneo y como 
complejo Fe-de•tr•n. en el tr•gm1ento de •neml•. Oerlv•dos de delctr•n. se 
utillun como t•mlz molecular ~r• i. se~r•l6n y purlf~l6n de compuestos 
blo~k:os, siomdo ei nh\s 'oncxido de todos el !oepn.ciex.• 

· En gener•I. i.s ~r•ns.c•r•us son c•~es de llev•r • c•bo i.s li.~s 
•re.cclOnes de •eptor", que consisten en .. tr•nsferenci. del residuo glucosllo de 
i. s.c•rOM a un •eptor, que por lo general son carbohldratos pequeftos, •ndo 
como resultado la sfntesls de ollgosac;Arldos. 

SACAROSA+ ACEPl'OR--"•!!!!•"!!!!!!!!!!:!!,_!!!!.-o(o(GLUCOSA -ACEPTOR) + FRUCl'OSA 
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La varl~. asl como ta concentracl6n de oligosaclrtdos producidos por 
estas enzlm.s ~de de varios factores como son la naturaleza v ta 
concentr..:16n del aceptor. Los aceptores pueden ctaslfkarse en fuertes v ~lles 
dependiendo de su ca¡>M:kMd para desviar la slntesls de dext:rana hacia la 
form.cl6n de oligosaclrldos. De este modo, tos aceptares fuertes son aqu•ttos que 
cut eliminan la formación de deJCtrana haciendo que la enzima produzca 
principalmente oligosac6rldos. En cambio, los aceptares ~blles son aqu•llos que al 
no tener gran afinidad por la enzima, permiten ta formación de dextrana en la 
reacción. El tipo de ollgasaclrldos tambl~ depende de la fuente de la enzima. En 
ta Figura ~ se esquematizan los diferentes productos de la reacción con maltosa 
como aceptor, utilizando diferentes dextransacarasas. 4 

c••AS NaaL .J,UNIDADeS • UNIDA.Des 

a - s•a óQ.p ~ 
9 • tJSS óQ.p 8898• 
• -1299 óQ.p 8888 

,...,,. ..... ......, a1.4 -ª··~ =ª"·1 

Ftgur• ~.- Esquema de los ollgosaclrldos producidos con maltosa 
como aceptor utlllzando dextransacarasas provenientes de diferentes 

cepas de t.euconostoc mesenteroldes.• 

La slntesls enzlm6tka de oligosaclridos representa una alternativa 
ventajosa a ta slntesls qulmka. La catllisls enzlrnltka presenta una alta 
especlfkldad, en cuanto al tipo de enlaces. Ademas, las condiciones de reacción son 
fklles de controlar v no es necesario ta utlllzac16n de reactivos peligrosos o 
dal'ilnos. Los ollgosaclrldos pueden tener aplicaciones Industriales, por ejemplo 
como edulcorantes, agentes probl6tkos v sustitutos no car~nkos de la 
sacarosa .. entre otros. 

'---------·--·-· -- -- ---· ------- ----------- -· -
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:a.J PRODUCCION Y PURIFICACION DE LA DEXTRANSACAltASA DE 
L•uconostoc m•s•nt•rold•s NRRL. a-s1:aF. 

Esta c..,. fue aislada de la cana de azúcar y •n la actualladad se utiliza para 
la produccl6n de de•trana a nlv•I Industrial. E•lst•n num.rosas publlcac:lones en 
donde se d.scrl,,.n m•todos ~ra producir y purificar a la dextransacarasa de este 
mkroorganlsmos.•.7

• De hecho, aunque .i ~lvo de ~tas publkaclorM!s no Ha la 
purlflcacl6n de la enzima, gen,pralmente los protocolos son m«>clonados, lo que 
nos da u- Idea de la lmportacla de este punto. 

:a.J.1 FERMENTACION 

La enzima es e.cretada por •I microorganismo durante la fennentac16n de 
manera asociada al crt!Clmlento del mismo, de modo que la max1ma actividad en 
un cultlvo en lote se logra al final de la fase de crt!Clmlento ....ponenc1a1•. Cabe 
mencionar que la produccl6n de la enzima es Inducida por la presencia de sacarosa 
en el medio de cultivo. La ausencia de sacarosa se traduce en la no eiq>reSl6n de la 
actividad. Puede realizarse la fermentacl6n de manera alimentada ya que la 
allmentacl6n con sacarosa reduce el fen6meno de represl6n catab61ka 
lncrem•ntando la formacl6n de la enzima. obten...,dose un sobrenadante con 
mayor actividad". 

:a • .J.:a PUIUFICACION 

El h~ho ~ c;ue !a dO!xtrans;oo::aras;o se produz.:.;o s.610 «• ¡wesen.tla de 
sacaro1111, lmplka que e.lsta produccl6n de dextrana paralela a la produccl6n de la 
enzima. De ht!Cho, una de las t~nlcas de purlfkacl6n mas sencillas, consiste en la 
preclpltacl6n de la enzima asociada a la de•trana. en una partkl6n de dos fases 
acuosas.Esto se logra con la adkl6n de polletllenglkol (PEG), al sobren.dante de la 
termentac16n de modo qu• la dextrana se agr~ y ~lplta junto con la enzima 
asoclildaa.ila. 

La ~ncia de dextrana y la alta afinidad de la enzima por ella. dificulta su 
caracterlzacl6n. El problef'na es por lo tanto, obtener extractos enzlm&tkos libres 
de ,dextrana. Para este fin se rt!Curre entonces a la adkl6n de -.tranasas (que 



GENE,.ALIOADES 21 

hidroliz•n I• dextr•n• produciendo lsomaltow) seguida de dl61illls y diversos tlpo5 
de cro...,..tograff.-s. 

Los problem..s ..-ra la uracterlza<l6n di! la enzlm.-, asl como .,.ra obt-r 
un extracto enzlmAtko libre de dextran.-. h.- sido el objeto de v•rios tr•b.-Jos de 
lnvestigki6n con resultados diversos. Por ejemplo. -1sten repones en la 
llteratur• en los que se logr• purlfk.-r proteln.-s con actividad dextr•nsa<•r•s.- con 
un peso molecu .. r de 64-65 KDa •, y otros con pesos molec:u .. res de hasta 170 
ICD•7·•·,º. 

Un. forma de evitar el problema de .. pretenc:I• de dextr•na. ha sido 
generando c.,...s constltutiv•s a .,.n1r de .. a-512 utlliz•ndo nltrosogu.-nidln.­
PAra producir mutaciones al ,...r y posterior seleccl6n de coloni.s .,.ra obtener 
un.- c.,... nuev• con la ca1M<idad de producir ~r•nsac•r•.. libre de 
de•tre.,."·u."•. 

2.4 ESTRATEGIAS DE ESTAatLIZACION 

Teniendo conocimientos previos acere• de .. estructura de I• proteln.- es 
posible Implementar estrateg .. s SNra logr•r ...,..ntener .. estructur• 
trldlmenslOnal. Los tipos de estrategias p.-r• est•blllz•r enzimas pueden 
c .. slfl<arseen dos 9f"•ndl!s tlpo5: 

1.- GENETICAS.- En donde qued•n lncluid.-s l•s tknk•• de manlpulac16n del 
D~ i11g0:11....-;., dot protei1,.s, y muta~is dirlglde. 

:a.- QUIMICAS.- Que Incluyen los distintos tipos de re.-cclones que se pueden 
realizar sobre ... protefn•s como acopl.-mlentos y entrecruz•mlentos, y 
tamb..,. .. adkl6n de solutos al medio de reacción. 
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Dur•nte i. ..... uz.cl6n del proyecto, se lmplement•ron dlverMs estr•teglas 
qufmk•• par• establllz•r i. de•tr•n~r•M de Leuconostoc mesenteroldes 
NfUtL •· s• ::a F. Estas estrategi.s Incluyeron el entrecruzamiento con 6cldo •dlpko 
dlhldr•Z~ y el -opi.mlento de .. enzlm. con ~tr•NI de •lto peso molecui.r. 

::a.4.1 MODIFICACIONES GENETICAS PARA LA ESTA•ILIZACION 
DE Pft.OTEfNAS. 

Lai modtflc:ac:l6n raion.I de residuos en i.s protelnas con un fin 
determln..to es -tualmente un are. de lnvestigKl6n de frontera de .. c1enci.. Se 
tr•~ de el poder ~Ir el efecto que tendrl clertil mut-16n en una poskl6n 
determinada de una protelna, lo que constituye •lln un reto,..r• i. ciencia. 

Par• poder llev., • cabo con hito u.,. estr•tegi. de este tipo. es neceMrlo 
un c-lmlento profundo .cerc• de i. enzlm. en cuestldn en cu.nto • su 
M!Cuenc:i. y estructur• trldlmenslonlll, ..temas de cont•r de preterenci. con 
protocolos bien establecidos par• el ••si.miento del gen, par• i. expresl6n de i. 
protefna y por supuesto un slst- eficiente de bOsque<M y seleccl6n de mut•ntes. 
Se hlln repor~do hitos en i. est•blllz.cl<ln de enzlm.s por estos 
m~todos"'·' ..... .,. .... Lais estr•t~i.s v.., desde lncrementilr i. hldrofoblc:lcfilCI de i. 
protefna sustituyendo •mlnokldos en i. superfkle de I• enzlm., hll•t• mutklones 
puntu.les en donde se gener•n Incluso nuevos puentes dlsulfuro o bien, 
modlfkklones en los dominios de lnter.ccl6n de i.s subunldildes par• evltllr 
INICtlV.cl6n por dlsgr~l6n. 
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2.4.2 MODIFICACIONES QUIMICAS 

Existen reportes en la literatura en los que se reportan modificaciones 
qulmicas a diversos tipos de enzimas con objetivos diversos, entre los que 
destacan el cambiar la actividad de la enzima hacia reacciones de lnterh, 
estabillzacl6n t~rmlca, o bien, simplemente el buscar la poslblllclad de nuevas 
iKtlvldades que puedan ser de utilidad para la industria o la lnvestlgacl6n. •• 

Es necesario entender que las enzimas son entes qulmicos, susc.,ptlbles de 
modlflcacl6n. Dentro de la estructura del polipé!ptido existen grupos funcionales 
qu" pueden ser modificados. En general, se trata de las cadenas laterales de 
algunos de los amlnol<ldos que conforman el poli~ptldo, Incluyendo grupos 
amino y grupos carboxllo libres, asl como grupos hidroxilo. 

El caso de las glicoprotelnas es especial, ya que presentan cadenas laterales 
de carbohldratos covalentemente unidas a la cadena polipeptldica, lo qu" hace que 
la ~ma de reacciones que se pueden llevar a cabo sea mayor. Es decir, se pueden 
hacer reaccionar estas cadenas y asl lograr derlvatlzaclcnes sin hacer Intervenir a la 
cadena polipeptldlca, disminuyendo el riesgo de lnactlvacl6n de la enzima. 

La gama de reacciones que se pueden llevar a cabo estAn limitadas, ademAs 
de la naturaleza de los grupos funcionales, por las condiciones a las que es posible 
someter a la enzima sin que hta pierda su actividad de manera d.,flnltlva, como 
son pH .,xtr.,mos y altas t.,mperaturas ., Incluso, la susceptibilidad a r..actlvos 
ncc:~sartos par• 11.e\r«ar a cabo ¡¡.5 reac.clor1~> ~ ~t h'•lW.c1c..iún. A rnenudo, dentro de 
los protocolos de derlvat1Zacl6n, se lncluy., la adlcl6n del sustrato natural de la 
.,nzlma o bl..n, de algún lnhlbidor competitivo con el prop6slto de prote9"'r los 
r.,slduos de amino6cldos Involucrados en la cat61isls. 

Otro aspecto lmportant., que debe tomarse en cuenta • .,. la acceslbllldad de 
los reactivos hacia los grupos funcionales susc.,ptlbles d., la protelna. En algunos 
casos ..s deseable modificar solamente los grupos que se encuentran en la 
superficie de la enzima, como en el caso de cambiar la hldrofillcidad de la prot.,lna. • 



GENEltAL IDA DES 24 

En otros se trata de un reacción qulmlca dirigida para hacer reaccionar 
grupos seleccionados de la enzima que se encuentran en el Interior de la enzima. o 
Incluso cerca del sitio de catallsls. En estos casos se pueden llevar a cabo reacciones 
previas de protección, o bien, reacciones de act1Vacl6n de grupos funcionales.• 

Se han r ... llzado numerosas revisiones en donde se describen los diferentes 
~todos de modifk-16n qulmka de enzimas, ........ asl corno los mecanismos que 
Intervienen en la estabillzacl6n de la estructura activa de las enzimas. En la Tabla 11 
- enllstan los tipos de modlfkaclones qulmkas mas frecuentes que se han 
utilizado p¡1ra estabilizar enzimas••. 

Tabla 11.- PRINCIPALES TECNICAS DE MODIFICACION QUIMICA DE 
ENZIMAS. 

USO DE SUSTANCIAS •!FUNCIONALES: 
Dllmlde>esteres. 
Dltloles. 
Acldos dkarboolnkos -tlvados con C.rbodllmldas. 
Dlaminas con la protefna -tivada con Carbodllmldas. 
Dilsoclanatos. 

Dlhldrazldas. 

MODIFICADORES DE GRUPOS FUNCIONALES: 
Glloxidkl6n de grupos amino. 
Acetllac16n o.. grupos amino. 
Guanldlnacl6n de grupos amino. 
Succlnllac16n de grupos amino. 

Acetimldkl6n de llslnas. 

HIDllOFILIZACION DE GRUPOS SUPERFICIALES. 

ACOPLAMIENTOS: 

Con PEG 
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Seglln O'Flg61n y col•boradores (1988)'•. los ..,.yores logros en i. 
termoeshlbllicMd .., twin dildo prlncl1Nlrnente utilizando estr•teglas que 
Involucran acoplamientos con polrmeros de alto peso molecular y mediante i. 
uttllzac16n de protocolos de entrecruzamiento lnter e lntramolecular. 

Los tipos de modlfkaclones varlan de acuerdo con el tipo de enzima y al 
objetivo del trabajo en cuestl6n. En concreto, los tipos de modificaciones que .., 
pueden llevar a cabo sobre una enzima con el objeto de lograr que ~~ adquiera 
ter..-hlbllldlld, Incluyen la lnmovlllzac:16n de las enzimas en soportes • los que ,. 
enzima se une covalenternente. las modificaciones en el medio de reac:cl6n como la 
concentración de algunos tones y la presencia de elevadas concentr•clones de 
sustrato, tamb..,. se Incluyen a las reacciones de acopl•mtento de la enzima con 
poli u oll90M<Arldos (Corno las delltr-s)'s..•• o bien, con otro tipo de 
pollakofloles&' como el polletllengllcol" ... Y el pollvlnll akohol. En este lllttmo caso, 
previa actlvacl6n de sus grupos hl~llo vla -ldllcHln, para unirse de manera 
covalente a grupos amino disponibles de la enzima y formar asl una base de Schlff. 
IA moNcula que se obtiene muestra una mayor resistencia a la deMctlvacl6n 
t~ka ........ . 

Otro tipo de estrategia mediante la cual se ha obtenido cierto ~xlto, es la 
utlllzac:16n de ·~tes blfuncloNlles- como los dllmld~teres (que reaccionan 
con grupos amino), dltloles (que actllan sobre grupos -SH), kldos dkarboa<Olcos 
activados con c•rbodllmldas ... dlamlnas (que reacclon•n con la enzima 
prevlament~ activada con sarbgdttmtdel) o bien, dHsoc,.rwitos.ª• 

Otra estrateg¡. en este sentido es i• posibiiodotd que ofrecen las 
glkoprotelnas (protelnas que en su estructura cuenhln con c~s de 
carbohldratos unklas a la c•dena de •mlnolcldos). Estas cadenas de carbohldratos 
pueden reac:clon•r con perlodato, de modo que rinden en grupos aldehldo que 
pueden ser modlflc~s posteriormente utilizando agentes blfunclonales como l•s 
dlhldrazldlls y efectuar un entrecruzamiento entre unidades de enzimas 
oligom&kas o bien • entrecruzamiento lntramolecular que lleve a una rlgldlzacl6n 
de la estructura y la -proteja• contra la denatur•lizaci6n t&mka. • 
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IA est.t>llizacl6n por estos procesos esta .s.da por el entrecruzamiento que 
c-N la ~la • estos contpuertos en la for.,... activa de la proteína, lo que 
previene la desnaturaliaci6n t&mk• de la misma. Tam~ en este caso son 
muchas las variantes pues se Incluye • los reactivos. tiempos de reaccldn V las 
temper•tur•s v ~nden • la dlsponlbilldad de grupos reactivos que posea la 
protel'NI a modlfkara. 



MATElllALES Y METOOOS 

111. MATERIALES Y METOOOS 
,ll.t PRODUCCION V PURIFICACION DE LA OE>cTRANSACARASA 
L•uconostoc m•••nt•rold•• NRRL •-s1aF. 

,ll.t.t CONDICIONES DE LA. FERMENTACION 

&A cep11 de L•uconostoc m•s•nt•rold•• NRRL •-staF, se mantl- en 
glkerol •1 as'Mt v/V• o·c. 

,..r• .ictlvar el mkroor~nlsmo e lnklM' .. fermenqcidn, 4 mL de glicerol 
que contlenecflulas vl•bles de L•uconostoc mes•nterold•• NRRL •-s•a F se 
tr•,....san • un matraz <Prlenmeyer de aso mL que contiene so mL de medio de 
cultivo est*r-11 y se coloc:• a .llO"C, aoorpm dur•nte ta hor•s. Transcurrido ese 
tiempo, los so mL de medio se transfieren • un matraz terne..ch que contiene 450 
mL de medlO en..-11. Este matraz .., ~de nuevo a .llO"C, aoorpm. 

MEDIO DE CULTIVO: 

T•bl• 111.- Composlc16n del medio de cultivo ~r• el crecimiento de 
teuconosroc mes•nteroldes NRRL •-s•aF . 

-- - ·-""''"" g,L 
>•<•ros• ªº 
c••r•cs:o -- Leov•aur• ªº 
"'ª"~-. ªº 
MgS04 •7Ha0 ·o.a 

C•Cl~•aH~O o.os 

........ º·º"' 
MnS04 •HaO 0.01 

FeS04 •7HaO 0 .. 01 

AUHer ~" • •.• u ..... z•n•o •<••o ors-oro•.-•r co o •••n,. ..... -ra•••O •• po~•• o. 

DE 
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3.1.:a PUIUFICACION 

Dur•nte el dewrrollo del proyecto, el proceso de purlflcacl6n de i. 
dextr•ns.c.r•M de Leuconostoc mesenteroldes NRlllL B-51:aF se fue 
modmc..tdo Introduciendo mejor•s derw.d•s de i. exper1enci. gener~. A 
contlnu.cl6n, se descrllM!n cu.tro procesos en arder) cronol6gko de d<!Nlrrollo. 

Los paisos elementales de purlflcacl6n y i..s "mejor••• •11 proceso de 
purlftcacl6n • s>Mtlr del sobr~nte de i. ferment.cl6n, quedan llustr.cto1 de i. 
siguiente manera: 

1.- A¡justar el pH a s.:a y .....,.ar cflui.s por centrlfug.cl6n. 
a.- Ultraftltrar a tra,.... de ftbr.,.. huecas con un peso moie.:ui.r de corte de 100.000 

(i. enzlm• tiene un peso moie.:ui.r de 170,000). 

11 
1.- A¡ju1tar el pH • s.:a y MSNrar cflui.s por centrlfugaicl6n. 
a.- Agregar DEXTlllANASA de la marca AMANO h•st• 1 U/mL y 

permitir I• •ccl6n de la enzima durante :a4 h. a 4 •c. 
3.- Ultraftltrar • tr•,.... de ftbr.,.. huecas con un peso motecui.r de corte de 100.000 

(i. enzlm• tiene un peso moie.:ui.r de 170,000). 

111 
•·- Ajustar el pH • 5.:a y separ•r cflui... por centrlfuqaicl6n. 
a.- Agregar DEXTRANASA (Sigma) hasta 1 U/mL y permitir la •ccl6n 

de la enzima dur•nte :a4 h. • 4 •c. 
3.- Ultr•ftltrar • tr•ves de fibr.,.. huecas con un peso moie.:ui..r de corte de 100,000 

ci.. enzlm• tiene un peso moleéui..r de 170,000). 
4-- concentr•r ha1ta un volumen pequefto. 
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IV 
1.- Ajustar el pH a 5.2 y separar <*lulas por centrifugación. 
:a.- Agregar DEXTllANASA (e•tr•cto crudo) h•sta 1 U/mL y permitir I• 

•cct6n de I• enzlm• durante 14 h . ., 4 •c. 
:1.- Ultraflltrar ., traW!s de fibras con un corte en 100.000. 
4-- Agregar DEXTllANASA de alt• pureza h•r;ta 1 U/mL y permitir la 

•cct6n de I• enzima durante 14 h . ., 4 •c. 
5.- Ultraflltr•r ., traW!s de fibras con un corte en 100,000. 
6.- Concentr•r har;t• un volumen pequeflo. 
7.- Lloflltzar y resuspender. 

En la sección de Resultados y Dlscur;t6n, se podrl observar c6mo los 
dlferentn protocolos de purlflcact6n multan en extractos enzlmltlcos con 
dlferentn c•racterlsttc..s, principalmente en el contenido de deKtr•- y en la 
proporci6n de carbohldratos •50Ctados a la proteln•. 

:¡.:a TECNICAS ANALITICA5. 

:¡.:a.1 DETEllMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA 

La unl~ de actividad de la deKtr•n.ac:arasa de L•uconostoc 
mes•nterold•s NllllL 8-51:aF se define como las mlcromoles de fruct~ 
llber•das por minuto, y se reporta en unidades volu~trlcar; (para los dlferentn 
extractos), o bien, referld<a., los miligramos de protelna para .-presar la actividad 
°"(Je<.lfka. 

· La cantidad de fructosa se mide utilizando la t4!cntca del leido 
dlnltrosallcílko (DNS). reportada por Summer"'. El fundamento de nta tl!cnlca es 
la reacci6n cu..ntltatlva de la fructosa con el DNS que dA lugar a un compuesto 
colorldo que se determina espec:trofotom•trlcamente a 540 nm. 
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Los pa- generales para la determinación son: 

•.- Tomar una alkuota del -tracto enzimatico al cual se le va medir actlvlded y 
diluirla con amortiguador de acetatos o.05M a pH-5.;a hasta 'º mL La cantidad 
di! extracto y di! amortiguador dependen de la actividad esperada. lncua>.r a 
3o•c 

;a.- Agregar ;a mL de una solución al 60'J6 di! sacarosa en amortiguador de acetatos 
o.osM a pH~5.;a para inciar la ~cl6n, asegurandosl! de lograr un buen 
mezclado. 

3.- Tomar alkuotas di! 0.5 mL de la reacción a intervalos de tiempo determinados 
y traspasar a tubos di! ensayo que contienen 0.5 mL de DNS. (El pH del DNS es 
suflclt!ntl! para 1nact1var a la enzima lnstanta...,.mente) . 

.... - Los tubos de ensayo conteniendo las dife"'"tl!S mul!Stras y el DNS s.on 
traspasados a un b911o Maria "" ebullkl6n y dl!,Jandose Incubar durante 5 
minutos, con el objeto de que la ......,clón entrl! la fructosa liberada de la 
reacción enzlmatka y el DNS se lleve a cabo. 

5.- Enfriar los tubos Inmediatamente en un ballo de hielo y agua. 
6.- Agregar 5 mL de agua destilada a cada tubo. 
7.- Leer al>sorbancla a 540 nm. 

La actividad es cakulacs. a partir ele la pendiente que 51! obtiene del anallsts 
de regresión lln.,.I de estos datos, utlllzando una curva patrón de un est.lndar de 
fructosa para convertir la absorbancla a micromoles di! fructosa liberadas. 

3.;a.;a DETERMINACION DE PROTE1NA (LOWRY) 

El m4!todo di! Lowry•• para la determinación de protefna, se basa en la 
formación del complejo colorido entre el ion de cobre 11 y los nitrógenos de los 
"nlacl!S peptfdkos. Est" complejo se cuantifica espectrofotom4!trkamente a una 
longitud de 590 nm. 
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Los SMSOS getWr•les par• i. cu•ntlflcacl6n de protefna son: 

1.- Tomar urwi •lkuot• de i. muestr• que se quiere determlrwir y se llev• • • mL 
con otg.,. dest1i..s.. 

:a.- Agreg.r 5 mL de i. solución E' y otglt•r. 
J.- lncut..r dur•nte 10mlnutos . 
._. AIMctlr 0.5 mL del re«tlvode Folln, (dllufdo .:1 con otg.,.) y •glt•r. 
5.- lncublir dur•nte JOmln. 
d.- Leer i. •l>sorlMnci. • 590 nm utlllz•ndo como bi.nco una mezci. de todos los 

reactivos con • mL de ~- destlla.S.. 

~ Est• ~ ::reccr.-;r ~·:r:'~'!~:~~~~r•: 
- cuso. •' o.S'JI> en ~- destllH•· 
T•nr•to de sodio y Pot .. to (KN•C.H4 0e) •I •% en ~- destil-.fa . 
. - 11 mL de B + ' mL de e •for'<9dios • 100 mL con A. 

w concentración de protefrwi se obtiene compar•ndo i. •bsorblinci. de i. 
muestr• con una curv• SNtr6n de •llM:lml-. tomando en cuenta la dlluc16n de i. 
muestr• en el SMSO •· 

3.2.J CARllOHIDRATOS TOTALES (ANTRONA) 

El metodo empleado SMr• determlrwir carbohldratos tot•les se blisa en i. 
reacción entre i. •ntrona y los monoMC6rldos SMr• .S.r un compuesto colorido 
que se puede c.,.ntlfkar espectrofotometrk•mente • 6Jo nm. El reactivo es una 
solución de antr~ 0.2% en 6cldo sulfoJrlco. El papel de este oJltlmo es el de 
hldrolizar totalmente los pollsac6rldos para que los monosacartdos que los 
constituyen puedan reaccionar y ser c.,.ntlfkados. 

Los pasos generales JNra i. determlrwicl6n de carbohidrato• totales son: 

1 

1 
1 
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•·· Tomar una alkuot• de la muestra problema y llevarla • • mL con agua 
destilada. Colocar los tubos en un ta.llo de hielo y esiu-­

a.· Alladlr :a mL del reactivo de Antrona. 
,1.- Tapar los tubos y mezclar • 
._. lncuta.r los tubos en un ta.110 de agua• eo•c durante •smln. 
5.- Enfriar n.-amente los tubos en 'un ta.llo de hlelo y agua durante smln. 
6.·Mezclar. 
7.- L- la ae.-ta.ncla a 6.IO nm. 

a.. concentracl6n de carbohldratos touiles se obtiene coms>Arando la 
absorbancla de la muestra con una curva patrón de dextrana, tornando en cuenta 
la dllucl6n de la muestra. 

,1.:a.4 ESTUDIO DE SENSlalLIDAD DE LA DE>cTRANSACARASA A 
DIVERSOS COMPUESTOS QUIMICOS 

Dur•nte la rnodlflcacl6n qufmlca, es necesario someter a la dextransac•rasa 
de Leuconost- mesenteroldes NltltL a-s•:aF a 111 accl6n de agentes 
qufmkos que pueden por si solos ser nocivos para la Integridad de la estructura o 
biert atacar los sitios de catallsls. traduc...,dose en una ~rdlda de la actividad. Es 
necesario entonces. c11racter1Zar a la enzima en ~lnos de su •resistencia• a la 
accl6n de los agentes qufmkos Involucrados en las reacciones de modifkacl6n: 

,1.:a.4.• SENSlalLIDAD DE LA DE>cTRANSACARASA A LA ACCION 
DE LA CAltaODllMIDA 

llixosten diferentes carbodllmldils disponibles comercialmente. En este 
trata.Jo se utillz6 la •·etll·.1·[.l·(dlmetllamlno)propll]carbodllmlda (EDC), de 
SICi~ por ser soluble en agua. Las carbodllmldas reac:ck>nan con los grupos 
carboltllo de modo que quedan •activados• para reaccionar con grupos amino 
cercanos. Debido a que los mecanismos propuestos PAra las dextransacarilYS 
Involucran grupos carboxllos como responsables de la c11tallsls, es nec...,..rlo hacer 
este estudio. En la Tabla IV, se describe el procedimiento utilizado en esta prueta.. 
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~oncensr•c•on '"Lde 11L de '"L de d••· 11L de o.sM vo1umen 
moler de EDC 

emorU9ue- ••c•ros• S U/mL de EOC 
Totel (mL) 

dor do,. 

o - 100 1000 o 
0.01 ~ 100 1000 .... 
0.- - 100 1000 -
0.0.1 ,_ 100 1000 120 

º·- 740 100 1000 1 .... 

o.os 7CIO 100 1000 ;aao 

... ---• - ~ - • ._._ COlt _.. _,,,_.,_. ~ .,...._.....,. 9D9 <--•·"'• qu .. P--·· e~r 

Los pesos genereles de i. pru- ~ deKrlben •continuación. 

1.- Agregar los reectlvos en el orden y centl<Mdes como~ Indica la Tabla IV. 
:a.- Dej.lr Incubar .IO minutos "" un ballo de hielo y agua . 
.1.- Aftadlr a mL de amortiguador helado pera detener la reaccl6n por dilución. 
4-- DlaliZar a 4•c lnmedlahlmente en l>olws con un corte de 1a.ooo 14.000 kDa 

contra 1 L de amortiguador, 4 recambios de 1 hora cada uno. 
s.- Medir actividad enzlmAtlca. 

2 

2 

2 

2 

2 

2 
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.1.:a.4.:a SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA A LA 
OXIDACION CON PElllODATO DE SODIO 

34 

El perlodato de oodlo es un •gente -1ci.nte que en condlcones controi.ci.s 
puede <Mr IU911r • re.cclones •especmc.s•. En el <•so· de I• -lcMcl6n de 
c•rbohktr•tos, este re.ctlvo puede gener•r grupos •ldehldos que pueden 
•proyechArse ... ,. nuev•s re.cclonn. El esqu- de i. pruebél de sensibilidad se 
resume en i. T•bl• v. 

,oncen.r•c1un 1&L de 1&L de DJCS iaL de o.:aM vo1umen 
mol•r de N•l04 •mortlgu• :aU/mL de N•l04 

Tot•I (mL) 

dor 

o •OOO •ooo o :a 
o.Ot 900 •OOO •oo :a 
o.o:a ~ •ooo :aoo :a 
0.031 700 •OOO ]100 :a 
o.- - •ooo 400 :a 

,--~· W"llE"•~r•ns•c•r•s•1 

Los ... sos gener•les p•ra i. r91izACl6n de i. pru~ se describen a 
contlnu.clón: 

•·- Aojlr0!9•r los rffetlvos en et orden v antldad~ lndlcl'Ct"ls en ~ Tat>la V. 
:a.- Incubar dur•nte :1.4 horas en i. obscurld..t a 4 ºC • 
.1.- AojlregAr 0.5 mL de blsulftto de sodio 0.4 M con et fin de termln.r i. r~cl6n 

con perlod•to. 
4.- Dlilllzar • 4 ºC contr• , L de •morttguador en bolsas con un corte de •:a.ooo 

14.000. 4 rec•mblos de , hor• ca<M uno .. 
5.- Medir ACtlvldAd enzlm4tic.. 
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Flgur• 4.- EsquenNI de I• re-.:cl6n entre I• d.,xtren• y el perlod•to de 
sodio. 

~·3 OETEllMINACION OE ESTAatLIOAD TEllMICA OE LA ENZIMA 

... r• c•r•teriz.r • i. enzl,,,. en t•rmlnos ci.. su eu.billct.d thmk•, se 
dlsell•ron a tipos ci.. .,.,.....,,_ntos. El primero consiste en un• prueN pr.,llmln•r 
r~pldil de i. que s.. puede conclulf si un• derlv•tlZKl6n es o no exltos. sin 
n..cesldild dt! ~st•r tiempo y enzl,,,.. Con to.se en est., resultado preliminar, se 
.-Ha i. seguncM. pruetN. nwis rigurosa. 
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,1.,1.1 PRUEBA DE ACTIVIDAD RESIDUAL 

Con i. -perlenci. generilldill •I C'.illrill<tertz.r " lill delltr..,uc.ri11111 de 
t.•uconostoc m•s•nt•roldes NRRL ll-51:1.F, se MH qu• lill enzlm• pi.rde 
grilln .,.rte de su -1:tvldilld illl lncubillrlill dur..,te s minutos • 40•c, cMjMtdo 
ill<tlvldilld "suftdente- .,.,., •-llzar lill determlnKl6n de la ill<tlVldilld por DNS. -r. 
los ....:..1vac1os. supuestillfnente mas estillbles, deberan reten.. mas -1:1vid~ ..an. Se 
tiene entonces uN pruebill r6pld• que nos dill UN Id- d• la estillbllldad. 

Los pillSOS que se siguieron .,.r., estill!i determlnKlones son: 

1.- lncubillr s mL d• lill muestr• y del blanco (1 U/mL) en un billfto" 40 ºC durillnte s 
minutos. 

:a.- Tom• a mL de cMill muestr• •I tiempo cero, otros 1 mL • los s minutos y 
tr.spillSillrlos • tubos en un billfto • .10 ºC que contienen 4 mL d• •mortlgUilldor. 

,1.- -.llr la -1:1Vidi11d enzlm6tlca resldUilll • 

...... a CURVA DE DESACTIVACION A 40 •e 

Este ""perlmento se •-llz• con el ftn de determlNr de m•nera pre.:1111 el 
tiempo de vid• medi. (t,¡.), que es el tiempo en el que la enzlmill pierde la mitad 
de su -1:1vkMd • UN temper•tur• dilldill. Con este .,.rametro, podemos comparar 
cuillntltilltlv""1ente la est•billdilld de los derlvilldos y com.,.rillrlill con la de la enzima 
sin derlv•tlur. 

Los PillSOS que se siguieron .,.r., est• determlni11Cl6n son: 

1.- lncubillr 10 mLde la muestr• y del blillnco (1 U/mL,) en un b•fto de~Uill ill 40ºC. 
1.- Tomillr illlkuoC.s de a mL" diferentes tiempos y .,.sarlas • tubos que contienen 

1 mL de illmortlgu.dor en un billfto de~- ill .10°c. 
,1.- -.llr la -1:1vidilld enzlm41tlca resldUilll. 
4.- C.kular el t,,. a partir del modelo de dftill<tlvKl6n de 1 .. orden: 
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A=Aoe-kt 
Ao --2 se obtiene que CUilndoA 

Donde: 

A- ~tivldAd res100.1. 

Ao- ~tlvldecl lnklal. 

k- Constante de dHM:tlvecl6n. 

t-Tlempo. 

,1.4 MODIFICACIONES QUIMICAS 
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A contlnueci6n se describen diversas e5tr•tegi.s de derlv•tlzeci6n que se 
lmplement•ron SMr• .. dextr•nY<•r•M de Leuconostoc mesenteroldes 
NIUlL 8-51:1.F. 

ENTRECRUZAMIENTO CON CARBODllMIDAS 

Como v• se mencionó en los Antecedentes, .. s carbodllmldas en gener•I y 
en espec:i.I la 1-etll-.1-[3-(dlrnetllamlno)propll]carbodllmlcla (EDC) twin sido 
utilizadas para .. gener..:16n de •gregados de protelnas•~. o bien, como agentes 
qulmkos de modlfkacl6n". 

FUNDAMENTO 

El fundArnento qulmko de esta modlfkaclón es la ac:tlvKl6n de grupos 
c•rbo•llo •ubres• en la protelrw1, lo que los hace muy reactivos contr• cu.lquler 
grupo •mino. v• sea del mismo o de otro poll~tlclo, logr•ndo asl 
entrecruumlentos lntra o lntermoleculares respectivamente. El tamatlo 
relatlv•mente pequetlo del ~tlvo permite A<tlv•r prktkamente todos los 
grupos c•~llo de la protelrwi y hac:erlos dlsponlbles para la r-.:clón con los 
•minos sin la necesldAd de hacer Intervenir c•t•llzadores ni e5tablllzaclores. 
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Como se Ilustra en Figura s. la re.ccl6n solo requiere de la adlcl6n de la 
carbodllmlct. para llevarse a cabo y no aftade atamos a la estructura mol«ular. 

8-1-0N 
~ ,.,._ .. 
CJ __,_,,+ ... ~, .............. 

Figura de proternas 

PROTOCOLO 

TOnMndo conw i..se las condlclOnff repo"adils en la bibliografía por CiratNlrek 
v c;ergelyP-y por Kasuml et.al.1 .. se desarrolló el siguiente protocolo de derlvatlzacl6n 
para la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroldes NRRL B-s1aF. 

Los pasos generales para la clerlvatlzacl6n son: 

1. Mezclar soo 111 de extracto enzlmatlco, con .IOO 11L de sacarosa al 6o% en tubos 
de ensayo en un bafto de hielo v agua. 

:a.. Ag,.,_r aootal de la solucl6n stock de EOC (o.$1111) . 
.J. Incubar .JO minutos en el hielo. 
4. Aftildtr 9 mL de amortiguador helado. 
s. Dializar contra 1 L de amortiguador a 4"C en bolsas con un co"e de 1a,ooo 

14.000 kO., 4 recambios ele 1 hora cada uno. 
6. Medir actividad enzlmattc:a. 
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•••• :a ENTRECRUZAMIENTO CON ACIDO ADIPICO DIHIDRAZIDA 

ICoNy•shl.. demostr6 qu., la de•t:r•nsacar•a de L•uconostoc 
m•s•nt•l'old•s NllllL 9-su.F se •ncuentra unida covalentement., a la 
delltr•- CIU<! produce, ademas.. encontró c:arbohldratos que son in..,..sil>les al 
trataml.,,,to c:on <!ndodeictr•n•ws y que se mantl"°"n unidas a la prot.,rna, de 
modo que I• .,,,zima es una gllcoprot<!Jna que c:ont- 17.49& de <•rbohldratos en 
su <!Structura. Por otro lado Rol>yt y WalS<!thº encontraron que las bandas de esta 
enzima "" geles de pollac:rilamida, se tillen tambl<!n con tánicas par• det<!c:tar 
carl>ohldratos, demostraron que el carbohidrato preS<!nt" "" mayor proporción es 
menosa ...,.,.,iante u,.. hldr611Sls 6cldA y posterior cromatografla .,,, papel de la 
enzl,..... purlflc•da y confirmaron el car..:ter manoglkoprot<!ko de la .,,,zlma al 
demostrar que la Con<Avallna A ellmlna totAl,._..t., le «tivldad. 

Siendo le dextransacaraa de L•uconosfoc 1nen•nterold•s NfUlL 9-
s•aF una 9llcoprotelnaff,", es posibl<! entr<!Cruurt. utlliundo kldo adfpko 
dihldrazlda (-D), preovla D>Cidacldn con perlodato d<! sodio. 

•·•·ª·' FUNDAMENTO 

El funda""'"to de est<! protocolo SO! Ilustra .,,, la Figura 6 y como ,.., puede 
apr«lar, R ,,.,,,,,. a cabo .,,, dos pasos. El primero, conslst<! en UIM eta...- de 
•ac:tivac:ión•. en <!1 que les c....,.....s lat«alM de carbohldratos d<! la protel"na se 
someten a la oxldac:i6n con perlodato do. sodio. de tal mantta que SO! producen 
carbonllos qu., son susc.,ptlbl<!s. en el slgul""t" peso, de llevar a cabo la reacción de 
•entr«ruzami«nto•, 1r..,Jiis11\" la unión con los grupos dih1drazida. IA t«nlc:a ha 
sido report..._ con antertortdild .,,, i. llt«atura ...-ra el entrecruHmlento de varias 
glkoprotelnas.••· 07• ••. Inclusive, n posible aprovechar las cadenas lat.,,ales de las 
glkoproternas para inmovlllzarlas09• 

No • descart• la poslbllldad de que la deactr•na endógeM. aquella que no 
t~ removida en la purlficac:16n, R pu•da unir covalentemente a las cadenas 
lat.,,-eles de la .,,,zlma logrando asl un ..ntrecruzaml<!nto que podrla estabilizar a la 
enzima. 
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Nal~ 

PllOTOCOLO 

Dur•nte el d-rollo del pro)'9Cto. lu condiciones d" i. d~lv.tlzkl6n de i. 
dextr•n-•M de L•uconostoc m•••nterold•• NllllL a-s1aF se 
perfecclon6 de m•ner•. que. como se describe en i. sea:l6n d., ResultMos v 
Dlsc:usl6n. con Qd• "'mejor•• •I proceso. se 1G9r6 obtener un derlv~o m•s est•blt!. 
~"'"'6s de reso'- problem•s .so<Wldos • i. b.;e concentrKl6n en i. qu., se 
obtuvo el d"rlvado como cons«uenci. de i. dllucl6n de i. .alvldM. 
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" DEIUVATIZACION DEL CONCENTRADO CON o.a M DE ACIDO 

ADIPICO DIHIDRAZIDA 

41 

•.- O.Id•• en frlo y en la obsc:ur~ s mL dt! extr.cto enzlm6tko a.s U/mL con 
o.CH M de perlod•to de sodio durante 34 horas. 

a.- O-pues de transc:urrld•s las 34 hor•s, se ~reg.n a.s mL de urwo solución dt! 
blsulflto de ~odio 0-4 M. (de este modo el blsulflto queda en exceso contr• el 
perlod•to en i. r-=ci6n) . 

.-.- Di.llz•r toda i. noche en frlo contra •mortlgu.dor en bolsas con un corte de 
,a,..ooo • '14,000. 

4-- Agreg.r a.s mL de solución dt! AAD •·o M (par• logr• o.a M) e lncub« por 4 
hor• temper•tura •mblente. 

5.- Di.llZar en trio contra amortlgu.dor durante t~ la noche en bolsas con un 
corte de •:a.ooo a •4.ooo. 

6.- A este derl....:lo se le denomina D>CSAAD-1. 

11 

" DERIVATIZACION EN ·sEco• CON ACIDO ADIPICO 

DIHIDRAZIDA O.a M. 

Se denomina -en seco• ya que los re.ctlvos se agregan en polvo y no en 
solución, <:<>n -.1 obj<!to de no diluir la r-tlvldad enzlm.Stlca. 

•·- Utilizando como bMe ao mL de extr.cto enzlm6tko. 
a.- Oxidar con 0.04289 de perlodato (o.CH M) por 34 h a 4 ºC y en la obsc:ur~. 
_¡.- p.,., la •-cl6n con o.25a•9 dt! sulfito (o.• M). Di.alizar Inmediatamente a 4 ºC 

contr• amortiguador en bolsas con un corte de •a.ooo a •4,000. 
4-- Agreg.r 0.696119 de AAD (o.a M) dejando •-=clonar 6 hor•s a 4 •c. 
s.- Di.llZar vs. amortiguador pH • s.a en bolsal' con un corte de •:a.ooo a •4,000. 
6.- A este derivado se le denomina DXSAAD-2. 
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ACOPLAMIENTO CON DEXTRANA 

&A simple ..Skl6n de de><tr•rM u otros pollmeros • un.. solucl6n de i. 
dextr•nM<•r•Y de '-"'uconostoc m.,s.,nt.,rold .. s NIUllL B-51aF es sufklent., 
~r• logr•r un.. r..i.tlv• _...ll;gcl6n_,.,_ E•lsten ..sernas, ejemplos en i. 
llter•tur• en los q- i. est•blll;gcl6n t&mk• ti logr..t. por medio de 
kopi.m1ento vi. enlke cov•lente entre pollmeros de •lto peso molecui.r y i.s 
enzirn.s4a. 41• 44• 

FUNDAMENTO 

El -...,i.mlento se logr• por medio de un.. r..kcl6n de •lquli.cl6n reductlv• 
entre los grupos c•rbonllo, gener~ en i. a.ldKl6n de las nwinoYs u otros 
•Z.:ialres i.terales de la ~tranYc•r•Y de a. .. uconostoc m•s .. nt•rold•s 
NllllL •-s1aF. con los grupos amino, Introducidos en i. dedr•n.. de •Ita peso 
molecui.r por medio de un.. oaldkl6n con perlodlito de sodio, slmli.r • i. descrlt• 
•nterlormente, y u- •lqullkl6n reductlv• utlllz.ndo etllendlamlna. El proceso se 
llustr• en la Flgur• 7. 
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Figura 7.- Esquema de la dertvat1zacl6n v acoplamiento de la 
dextransacaras.a con dextrana de alto peso molecular. 



MATERIALES Y METOOOS .. 
J.4.J.a PROTOCOLO 

P•r• .. vitar ~rdlcNi de ectlv....., debldil • los cemblos de pH ••I como i. 
netur•leze de les reecclones 1nvolucr...:les en le derlv•tlzecl6n, se deNrroll6 '"' 
sl9U"""t'" protocolo de derlvetlzecl6n "ec.,..i.mlento. 

1.-ANUNACION DE LA DEXTlllANA DE ALTO PESO MOLECULAR. 

•)OJCIDACION CON PERIODATO PARA CiENERAlll CiRUPOS CARBONILO. 

1.- A une -luc16n d'" dertr•ne so mg/mL (PHARNIACIA) con un •lto peso 
mo1ecui.r (~.-). ~r~r perlodeto d'" sodio twist• una concentrecl6n d .. 
o.,1M. 

a.- "91t•r en le obscuridad dur_t .. J hor- • temp«•tur• •mb...,.t ... 
,1.- DleliZ•r contr• ~- destl,.... en bol.es con un cort .. en 1a,- • 14.- (4 

recemblos d .. 1 L cede uno). 

b)ALQUILACION REDUCTIVA UTILIZANDO ETILENDIAMINA. 

1.- Po!sM 0.125 g d .. ci.noborohldruro de sodio. 
a.- Anecllr 20 mL d'" i. soluc16n d'" dextr.,.. o.lcl.9de. 
J.- Anecllr O.J mL d'" etllendlemlne d'" modo que ... teng• une concentrecl6n flnel 

d'" 0.1 M d'" clM>oborohldruro v o.a M de etll .. ndteml,,.. 
4-- DleliZer contre ~- destllede tocNi i. noche. 
s.- Dlellur contr• emortlguador pH•s.a 

11.-GENElllACION DE GlllUPOS CAlllBONILO EN LAS CADENAS 
LATERALES DE AZUCAR EN LA DEXTllANSACARASA. 

1.- UtlllZ•ndo como.,._ 20 mL de -luc16n d'" enzlm• (1mg/mL d'" protelne). 
a.- C>xlder con o.0429 g d'" perlod•to (0.01 M) por 24 h • 4 •e "en i. obscurlded. 
J.- Perer i. r....:cl6n con o.asa1 g de suflto (0.1 M). Dlellz•r lnmedlet•ment .. • 4 •c. 
4-- DlellZ•r vs. •mortlguador pH • 5.a 
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111.-ACOPLAMIENTO. 

1.- A o.o6a8 g de ci.noborohldruro de sodio: 
:a.- Agreg•r s mL de i. solución de d,..tr..,,• •minad• (2s mg/mL). 
J.- Agregu s mL de i. solución de enzima oxidad•. (1mg/mL,). 
4.-~ i. reacci6n 24 horas a 4 •c. agitando. 
s.- Agregar 0.9 g de fructosa (o.s M.) y dejar la reacción por otras a+ 

horas• 4 •c. 
6.- DlaliZM contra amortlgu.clor pH•s.;a. 

Para poder asegurar i. lnterkcl6n entre los amlnos de i. d.,,.trana aminada 
y los c.arbonllos de los ullcares oxidados de i. enzima, es necesario contar con un 
otracto .,,,zlm.6tlco que teng• i. menor cantidad poslb~ de d.,,.tr•na (d,..tr•na 
end6gena), para evit•r reacciones entre i. dectrana aminada (,..6gena) y los 
~rbonilos que se generarfan en i. d.,,.trana end6gena durante i. oxldacl6n con 
perlodato de sodio. 

a..a adición de fructosa en el Kopi.m1ento, asegura que todos los grupos 
amino de i. dextrana ft6gena reaccionen, l!Yltando de esta m•ner• Interferencias 
dur•nte i. c•racterlZación clnftlca del derivado, Y• que estos grupos amino son 
Capkl!S de reaccionar con la fructosa que se llber• en i. reacción enzlm.6tic.. 

J-S TECNICAS DE ANALISIS DE AZUCARES Y OLIGOSACARIDOS 

A c:ontlnuacl6n se prcoscnt.11n kl:i condiciones de r.eaccl6r1 y lll rn.,tadologra 
emp!Nda pilra la carkterlzacl6n cll>ftlca de la dextransacarasa de Leouconostoc 
rneosent•,aldes NRRL •-s•aF y sus derivados. 
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PEllFIL DE OLIGOSACAlllDOS 

Como ye se mencton6 en los -t«Mentes ... clextr..,,._.reu es ~ de 
producir ollg~ldo5 utlliz.ndo diferentes uac..rn como eceptores. l.a meltoHI 
es considerada c:omo un aceptor fuerte. ft decir, cepa de desviar 
slgnlflatlvamente .. srntels de clextr- hacia la forma<l6n de ollgoH<arld-. Es 
~lble comparar la ftfM!<ltlc:ldad. en t*"mlno5 del perfll de ollgoHCArldos (tipo y 
<Mttldad) que. en condl<lone5 sirn....,.es. produz~ lo5 diferentes derlYild- c:on la 
enzima sin der-IZ•. 

,¡ llEACCION DE FOllMACION DE OLIGOSACAlllDOS UTILIZANDO 

MALTOSA COMO ACEPTOll 

Par• poder comparar la e5peClflc:ldad de lo5 derivados con la enzlm• sin 
deri-tlZ• es nec:-lo fijar la5 <ondklones de reacc:l6n en c:uantro • la cantidad y 
propor<l6n de -~•lt-. la actividad -lumftrlal. el pH y la tempereture. 

En ene estudio las_..,,_ de ac:eptor se l...,.,ron •cabo en las siguientes 
<ondlc:lone: 

concentra<l6n de sulostratos: 
Sil<arOM JOO g/I 
Milltou 1oog/I 

Concentrac:l6n de enzima o del 
derivado: 1 U/mL 

Temperature ; JO •c. pH: s.:a. 

,¡ DETEllMINACION DEL PEllFIL DE OLIGOSACAlllDOS POll HPLC. 

El anallsls de lo5 oligouc:Arldos se 1'""'6 • cebo mediante une c:romAtogrefte 
de fese reverse o Inversa. en la que la tese movll (agua) es mucho mes polar que la 
tese estacionarla, de modo que '- diferentes c:ompuestos eluyen de acuerdo • su 
polaridad. eluyendo primero lo5 m- polares. 
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Los SNr.lmetros y condiciones par• le determtnkl6n del perfil de 
ollgos.c.arldo5 son les siguientes: 

COLUMNA: maONDAPAIC""C,e. 
FASE MOVIL: AGUA. 

FLUJO: 0.7 m&¡mln. 
DETECTOR Indice de refracción. 

Senslbilld•d 64: 
Volumen lnyect•do: 1 o.,L(1!SO) 

J1.s.a DETERMINACION DE CARaOHIDRATOS 

Stgul-.to con el estudio clnftko, es nec:eMrle .. c&Mnt1nc.c1&1 de los 
c•rboftldr•tos que Intervienen en .. re.Kcl6n: .. s.<•ros. como sustr•to y .. 
fructos. y glucos. como productos de .. tr•nsferencle y de .. hldr611sls 
~tv•mente. En les re.ccl- de aceptor, es posible cu.ntlflc•r m.ltOM. El 
•n&llsls de es- result.-dos, nos dll un. opcl6n m.s par• comper•r ... 
especlftcldedes de .. enzlm. y sus derlv•dos • 

.t CUANTIFICACION DE CARaOHIDRATOS POR HPLC. 

IA aantlfkk16n de los c:.rbohlclr•tos se lleYO • qbo medlente un. 
crom•togr•& de r.se rewrs., en .. q- .. t.se m6Vll (-anltrl~&M) es mucho 
mM pot.r que .. t.se estklonAr .. , d• rnode> qui! los d~entes compuestos eluycn 
de acuerdo• su poler~, eluyiendo primero los m.s polel'es. lntegr~ los picos 
de r4:1P-. de ~ compuesto y com~6ndolos con .. curv• SNtr6n de un. 
mue .. r-llZMlll en ... mism.s condiciones se puede tener de m-• c.,.ntlt•tW. 
i.s qntkNldes de los diferentes compuestos. 
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Los ,..rametros ,, i.s condklones p.r• i. cwntlftc«IOn de cvbohldr•tos 
nM!diMtte HPLC se describen • contlnu.ci6n: 

COLUMNA: m•ONDAPAIC~Ha. 

FASE MOVIL: ACETONITRILO:AGUA.80:ao 
FLUJO: 1o4m&Jmln. 

DETECTOR lndke de refr.a:IOn. 
Senslbllld•d: '16. 

Volumen ln1rect•doi •oeaL(1:so) 

PESO MOLECULAR DE LAS DElCT-NAS PRODUCIDAS 

Otro perametro PM• compar•,. cspeclfkics.cl de i. enzl.,.. lf sus derlvNos 
es el peso molecu .. r de ... deatr-• prodUcias en un. N«<IOn con~,_. Un. 

dlfeftnci. en el -fto promedio de i.s dhtr•nu procluc:W.s lndk•Ñ -
posible •lter•IOn de i. c.Ullsls debl• probablemente • un Impedimento est..-ko. 

En - estudio ... reK<loneS de f'orm•l6n de clfttr•- se llev•on • cM»o 
en i.s siguiente <ondkllonft: 

Concentr•cl6n de sustr•to: 
S•c•ros• .1-911 

concentr•cl6n de enzlm• o del 
d•rlv•do: 

Temp•r•tur• : 
pH: 
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,/ ANALISIS DEL PESO MOLECULAA DE LAS DEXTAANAS 

P•• _,tz.,. el pet'fll de i.s dextr- prod~ se llevo • c.-bo u­
cr-togr•& de perm-16n en gel en i. que los compuestos son ~r..tos de 
.aH!rdo • su peso molecu..,., de modo q- los ma gr....S.S etuyen -tft que los 
mft ~ueflos. 

Los PM'6metros v i.s condldanes INI'• el .n.lllsls del peso molecu..,. de i.s 
dextr- producllNs por S. dectr-- v sus derlv..tos son: 

•·S·4 

COLUMNA: SEC-. 
FASE MOVIL : AGUA. 

FLUJO: 1.omL,lmln. 
DETECTOA Indice de r«'fr«cl6n. 

senslbllld•d: 64. 
Volumen 1nv-t•do: so 1&L 

PESO MOLECULAR DE LAS PAOTEfNAS 

Con .t ob~o de determ•-r si '"' entrecruz•mlento logr-90 con '"'AAD es 
lntr• o lntermolecu ..... se tMce JNNr i.s muestr•s de S. deoctr.,,_.r_ v de sus 
der!Wdos con -D por un. column. de perm..a6n en gel. Esto permite ob__,. 
diferencies en el ~tr6n de elucl6n de i.s protein.s de modo que. si se form­
.gr.,...tos lntermolKu..,.ft Nlbr6 fof'm• de •lto peso motecui.r que '"'u1ran 
-t~ que las farmu q- no se entrecruz...on. 
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Y ANALISIS DEL PESO MOLECULAll DE LAS PllOTEINAS 

u determlnecl6n se llev6 a cabo en condklones desnaturallzantes. En estas 
condklones, las Interacciones no covalentes entre la dextrana y la protefna se 
p-den, dejando en evidencia el peso molecular -..-.- de las protelnas, ademas de 
aport- evldenc:la de una posible lnterac:cl6n covalente entre la deatrana end6g­
y las~ laterales de la deatran--. 

v CONDICIONES DESNATUllALIZANTES (O.s"Mt DE SOS). 

Muestras del -tracto enzlmltko y del derivado fueron hervidas .,_ •S 
minutos en presencia de o.s"Jt> de SOS y luego. lnye<tadn a la columna utilizando 
como fase m6vtl agua con o.S'M> de sos. 

COLUMNA: SEC 4000. 
FASE MOVI L : AGUA CON o.s'M> SOS 

FLUJO: 1.0 mVmln. 
OETECTOll U.V. 

LONGITUD DE ONDA: ;a9onm. 
Volumen Inyectado: :as iaL (:as 1'9) 

CONFlllMACION DE LA FOllMACION DE OE>CTRANA 

Debido a que el derivado del acoplamiento con d-trana de alto peso 
molecular present6 una alta llberac:l6n de glucOM al medio de reac:cl6n cuando se 
hac:lll re.clonar con -OM. se dlseft6 este ~lmento que busca evidencias de 
la formac:l6n de dextrana. En este -perlmento, la adkl6n de d-tranasa debla 
liberar lsomaltOM pro-..lente de la d-trana que se produjeSe en una re.c:cl6n del 
derivado con _.rOM. 
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•·- Torn•r •• t1L del tiempo o, •· 6, y :ao hor•s de .. r1Necl6n con s.c.ros. del 

derlvMo y ltev.rlos • • mLcon .morttg&Mdor de fosfatos a pH de 6. 
::a.- Agr~ a cMa muestra d-tra....., pura hast• •U/mL y dejar Incubando a 

•s"C:. durante 6 horas e 1...atvando despub c...., u,.. hirviendo durante •s 
minutos. 

•·- ArNollzar las muestras en et HPLC par• observar si existe la formación de 
lsorn•ltos.. 

EFECTO DE LA DE>CTllANA EXOGENA EN LA 
ESPECIFICIDAD 

se ha reportA«lo que la d-r- lnlc .. I adkion.ci. (ec~) en las r1NCCl6n 
con -osa de la d_r.,,sacaraw de Leoucono.stoc meo.seonteoroldeo.s NllllL •­
s•::aF es upaz de modlftalr la especlftclcMd en tet-m•n- de la cantidad de 
transferencia que la enzima llev• a cabo.40•41 

CONDICIONES DE llEACCION: 
concentra<l6n de substratos: 

sacarosa •oo g/I 

D-tra-- •OO g/I 

Concentracl6n de eonzlma o del 
derivado: • U/mL 

Temperatur• : •o •c. pH: 5.:a. 
Tiempo de reaccl6n: ::1.4- horas. 

-At f!tlSl'no tiempo, •,...Izaron re.r;:ctones que 9DIO contenlan S.Cwoa. de m.,,.,.. que 
Mrwiter.,, de •btanco•. 

Tr-scurrldo el tiempo de reaccl6n, se toman alkuotas y se a,..llzan en et HPLC 
pMa cakular la retacl6n entre la hldr61isls y la tr•nsferenc.. en presencia y en 
ausenclade~r .... .,.6gena. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

4·• PltODUCCION Y PUltlFICACION DE LA DE>CTltANSACAltASA DE 
L•ucono•toc tn•••nt•rold•• NltltL •-s•aF • 

... r• llev.r •cebo In re.a:lones qulmkes lrWolucredes en le moclllkeden de 
le de.trensecerese n nec,.yrto c;onter <on un ectrecto enzlmltko c;on une elte 
ectlvtded espedftc•, une •lte ect!Vtded .... 1um8rkAI (unlcMdn de ectlvlded por 
unlded d• ....iumen de -recto) y un biljO <ontenldo de de.tr-. Lll dextr­
p~ lnt«ferlr, c;on,o se det•ller6 mes edelente •I dnc:rlblr c:ede une de In 
modlfkeclones, con •lgunes de i.s reec:ciones qurmas. Tel n el e.so de le 
o•ldecl6n v el entrecruzemlento con leido ldlpko dlhldrulde, pudiendo en 
elgunos <MOS consumir practkemente todo el r.-ctlvo y hecerlo lnec<eslble per• 
modlfk« •In moNoculn de le enzlm•. 

como se m.ncton6 en le sea:t6n de -terieles v ~ocios, durente el 
deserrollo del proYftto, el proceso de purlfkecl6n de le dectr•n-ese de 
&.•ucono•toc tn•••nt•rold•• NRltL •-s•aF se mocllflc6 peuletlnemente de 
m-• que, como describe en le siguiente serle de tebles, se logr6 reducir le 
centlded de dectr- proveniente de le fermentec16n, eument•ndo le ectlvlded 
volum8ru v especlflai del -recto ftnel. 
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Table VI.- Purlftc•cl6n de I• de•trenseceres• de L•uconosroc 
m•••nt•,old•s NIUt.L •-s'laF medlente los diferentes protocolos 
deKritos en Meterleles ~ M•todos. 
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El extrecto final lv de I• table VI tiene una menor ectlvldAd volunM!trlca y 
tembl*n una menar re'-cl6n ALtlvldil4'Dextrena que el extrecto flnel 111 en la 
mlsm• tAble. Esto se debe Qnkemente • que le ktlvldAd que se obtuvo en la 
fennentACl6n es ~I el so% menor. N6tese que el proceso de purlftcAc:l6n no 
cembla. solo se el'ede el paso de lloflllzecl6n previa edkldn de dextrenase pere 
concentrer y convertir el •Extrecto• en •UofmZACSo• con el fin de concentrer la 
ectlvlded volumftrlc.8. (V- ANl-1- y M~todos ). 

IA lmportencla de presentAr estos resultedos es que los diferentes extrectos 
sirvieron como meterla prime pere las dlstlntes derlvetlzeclones qufmkes. 
Ademas. la -perlencla ecumulede con c .. uno de los protocolos dl6 luger • 
nueves Ideas pere le put"lfickl6n. Por otro lado, la cerecterlzKldn del extrecto 
enztm&tko. que sirve como meterla prime. es fundllmentAI per• el en611sls de los 
resultacios de le derlvetlzecl6n. · 

4.2 CAllACTEIUZACION DE LA DEXTflANSACARASA EN TERMINOS 
DE SENS1•1L1DAD A LOS REACTIVOS DE ACTIVACION 

IA ectlvecl6n de ciertos grupos funcl0no91es de les enzlmes es un peso 
obligedo previo • le derlvatlzk16n. Se proberon 2 nM!todos de ectlvkl6n pare la 
deoltrensecar•se de Leuconostoc mesenterold•s NRllL •-s~aF. como se 
describe en Materiales y ~odos. A contlnuecl6n se presentAn los resultAdos 
obtenidos en estos experimentos. 

4.:a.~ CAR•ODllMIDA 
En l.11 Figura e se Ilustra la serulbllt.ied ck! 1;o dextran-.•r•M de 

Leuconostoc mesenteroldes NllRL •-s~aF • le ec:cl6n de le EDC 
cMbodllmlda. Le utlllzecl6n de EDC pare ~lflcer qufmkemente • la 
dextrensecerese de Leuconostoc mesenterold•• NRRL •-s~:aF ye t..bfe sido 
report_... en la lltereture.• En la referencia cltedlt. el objetivo ere rnodlfker grupos 
tuncion.les en el sitio ectlvo de la enzlme ect1vendo con EDC y e"-dlendo un ester 
de glk ..... en su estudio. reportAn le labfllded de le ectlVlded y el efecto protector 
dela--. 
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Flgur• 8.-Senslblll...,d de I• dextr•nMc•r•M de Leuconostoc 
mesenteroldes NRRL B-s1aF • I• EDC. Se proHron l•s diferentes 

concentr•clones de EDC m•ntenlendo el tlen>po de lncub•cl6n 
const•nte Oo mln • 4 "C). LA re•ccl6n se detiene por dllucl6n y 

dlallsls. L• •<tlvld•CI resldu•I se determinó por ONS. 

Es evidente de este result•do que la dextransacaraM de Leucanostoc 
mesentero#des NRRL B·s1aF result• ser muy sensible a I• acción de las 
carbodllmlcMs. Esta r.bllkMd puede deberse a que en <!I sitio activo d<! esta enzima 
existen uno o mas grupos carboxilo. Es muy factible que estos grupos se.n 
ak•nzados y rnodlflc..SOS por el EDC que es una molfcula relatlv•mente peque/la 
alln en presencia de r. sacaros.. en consecuencr.. la .alvacl6n de los grupos 
c•rt>oxllo con carbodllmldils no es una tauen. estr•tegla ,..ra modlfkar 
químkamente esi. enzlm.. 
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4.:a.;a PEIUODATO DE SODIO 

Mediante un• oxidKl6n con perloct.to de sodio es posible gener•r grupos 
•ldehldo • partir de c•rbohldr•tos. Est• t~nk• h• sido utillz~ en el •n611sls 
estructur•I de carbohldr•tos•• asl como en la modlfkac16n de dextr•n•s••. 

En nuestro c•so,. resulta lnteres.nte utilizar est• reacción de oxidación para,. 
en un c•so, llev•r • c•bo un entrecruz•miento con 6cldo adlpko dlhldr•zld•, 
ªKtlvando• l•s cadenas later•les de manosa en la superficie de la dextransacarasa, v 
en otro caso, acoplar a la enzlm. con dextrana, par• gener•r grupos dialdehldo en 

~-

Ensayos preliminares de oxidKl6n fueron re.U~ con una 
dextr•nsac•r•sa purlfk••· con •nterlorldad a este tr•bajo, con el IMtodo de 
preclpltKl6n con polietllenglkol, descrito brevemente en las Gener•lldades. El 
extracto no mostr6 senslbllldad a concentraciones de perlodato alln a o.5M, va 
que la concentración de dextr•na es t•n •Ita que consume todo el perlodato sin 
de-'-r que ~e •fecte la actividad enzlm.ttlca. De e~te modo, no puede asegur•rse 
que et perlodato hava rt!acclonado con las cadenas laterales de manosa. Asl pues, 
fue nec-rlo la lmplementKl6n de protocolos de purlfkacl6n que tuvieran por 
objeto cont•r con extractos enzlm.ttkos con un• bajo contenido de dextr•na. 

Contando con extractos enzlmAtkos con un bajo contenido de dextrana 
mediante la adlc16n de dextr•nasa segCm se describe en el protocolo de 
purlfk..-:•t'n. !a .-:<:!ón del perlodato de so ::f 1 e puede :>e~ •medida• en <:uanto a su 
c•pacldad de inKtlvar a I• enzlm•. De esta forma, se considera que la oxl~lón de 
las cadenas laterales de rnanosa de la dextransacarasa solo puede darse en la 
medl• que se tiene el sufklente rt!ktlvo para que ademas de afectar a estas 
c.-...s. se •fecte t•mb..., la ~lvldad de la enzima. 

En la T•bla VII se presentan los resultados obtenidos en los ensavos de 
oxldacl6n de tres experimentos Independientes, utlllzando el mismo extracto 
enzlm.ttko obtenido con el protocolo de purlfkKl6n •1•. En seguida, en la Figura 
9, se gr•flc• el promedio de esos datos v la desviación estandar para cada punto. 
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VII.- SENSIBILIDAD DE LA DEXTRANSACARASA DE 
LEUCONOSTOC MESENTEICOIOES NRRL •-s,aF AL PERIODATO DE 
SODIO. (D•tos de tres experimentos Independientes) 
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Flgur• ¡,.- Susc:eptlbilid•d e • actlv a e a de•trans•carasa de 
L~ur.etnO$toc.: m•s•nt•rold~s NP.RL B-s12F a la acción de diferentes 

concentr•clones de perlod•to de sodio • 4 •e y en la obscurid•d por 
a4 hor•s. 

Aún con i. concen1:racl6n mas l;>aJ.- de perlodato de sodio y en condklones 
•suaves# (4 "C), la enzima pierde actividad, lo que asegura que las cadenas lateral•,. 
fueron ak•nzadas por el reactivo y que no solo la de•tran• presente en el extr.-cto 
es•f«~-
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4.~ ESTABILIDAD TERMICA DE LA DEXTRANSACARASA DE 
LEUCONOSTOC MESENTElfOIDES NIUIL B-512F. 

con •I fin do! caract•rlzar a la d<!xtransacarasa y conoc.,, su •stabllidad a 
40•e, H ,..,.liz6 la curva~ ~ctlvacl6n do! acu•rdo con •I protocolo •n la HCcl6n 
• Mat6lai..s y Mé!todos 

Los ...,sultados se mu..stran "'" la Figura 10, don• pu_,. -rvarM! como 
la actlvldM qu.. s.. ~u.,..ra n m•nor mientras mas ti•mpo M! lncu ... la •nzlma a 
40 ·c. En la misma figura s.. pu•d<! apr~lar •I tl•mpo do! vida m~la (tv.) cakulado 
a partir d• •stos datos. 

El ex...,..lm..nto se! 1'""'6 a cabo por trlplk..so con ..i .,,.tracto •nzlm6tko . 
obt..nldo con ..i protocolo d• purlflcacl6n •1• descrito •n Mat61aln y Mé!todos. 
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Figura 10.- Curva d• d•sactlvaclón t4!rmlca d• la d•xtransacarasa d• 
L•uconostac m•s•nt•rold•s NRRL B-51:1.F a 40 ·c. 
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Como podra •preciarse cuando se discutan los resultados par• los 
derlv•dos, en todos los casos el tva par• i. enzll1NI sin modlfk•r (control) no v•rf.a 
mucho si se comp.r• con -e resultado. Lo que slgnlfk• que •unque los extractos 
tienen menos dextr•~. i. c•ntldad removlcle no •h!ct• i. est•bllld.-d de IA enzlm•. 

4.4 MODIFICACIONES QUIMICAS 

4.4.1 ENTllECllUZAMIENTO CON CAllBODllMIDAS 

Debido • i. gr•n i.bHldad de i. dextr•ns.-car•w • la ACclón de este tipo de 
re.ctlvos. el entrecrunmlento, •lln en condklones ·-ves·. es decir, •gr~nclo 
MC•rosa .,.,. -proteger el sitio .-ci1vo• 'I llev•r • c•bo i. reACclón • 4 •c. no fue 
poslble obtener derlv.-clos que resulhr•n ser....,,. eshbles que i. enzima orlgln.I. 

4.4.:a ENTllECllUZAMIENTO CON ACIDO ADIPICO 
DIHIDllAZIDA (AAD). 

Corno se describe en IA seccl6n de M.-teri.les y ~tocios, se ernpleAron dos 
protocolos de derlv•tlz.-ci6n utillnndo AAD .,.,. derlv•tlz•r I• dextr•nwc•r•sa de 
L•uconostoc m•••nt•rold•s NRllL a-s1:aF. En IA T•bi. VIII se muestr•n los 
result.-dos de i. prueH de .-ctlvlcMd rnidu.I de los derlv.-dos obtenidos con el 
protocolo de derlv•tlz.-cl6n •1•. LIArlNlremos • este derlv•do DXSAAD-•. Por otro 
i.do. en i. Flgur• 11, se gr•fk•n los detos .,.,,. comp.-r•r i. dlferenci. en 
est•blllded. e.be h.-cer not.r que estos experimentos se llev•ron • c•bo con el 
extrACto enzlm6tko obtenido a .,.rtlr del protocolo de purlfk•cl6n •11• descrito en 
i. secct6n de M.-teri.i.s 'I Metooos. 

En este c•so. el Cuntrol consiste en el extr.-cto enzlmAtko tr•t•clo de i. 
misma forma que los derivados excepto que se omite i. •dkl6n de AAD. En su 
lug.r, se •9reg6 •I ""trACto o•ld.-clo 'I di.1iz.c1o un volumen lgu.I de 
•mortlgu.dor de .-ceutos o.osM • pH •5.2. 



lllESUL TADOS Y DISCUSIÓN 60 

Estabilidad del derivado DXSAAD-1: 

Tabla VIII.- RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ACTIVIDAD RESIDUAL 
OEL CONTROL Y DEL DERIVADO DXSAAD-1. 

m recuper• 
o.~ 

0.,11 

recuper• 
0.29 

o.JO 
0 • .1.J 

pro oco o 

Figura 11.- Actividad residual del Blanco y los Derivados con AAD, 
segc:in el protocolo 1, (DXSAAD-1). del extracto enz1mat1co obtenido a 

partir del protocolo de purlflcacl6n 11. 

as 

as 

e 
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Corno puede const•t•rse en i. Flgur• n. el derlv•do D>CSAAD-• retiene, en 
promedio. un •S'M> mas de actlvlcMd que et ai.nco cu•ndo - lncubil a 40 •e 
dur•nte s minutos. 

Tom.ndo como biise i. experlenc:NI obtenldol dur•nte esta derivat1Zact6n, se 
plante6 un nuevo protocolo de derlvat1Zkl6n con AAD (ver Materiales v 
M4!todos) que arroj6 los result~li que a contlnuacl6n se present•n. 

DEIUVATIZACION EN •sEco• CON AAD 0.2 M. 

El protocolo de derlvatlzacl6n 11 se •plk6 a un nuevo -tracto enzln>atko. 
que se obtuvo con et protocolo de purlfkacl6n 111. Ambos protocolos liOn descritos 
en i. sección de Materi.leli v ~todos. A este derlv•do se le aslgn6 la clave 
D>CSAAD-:a. Como se pudo constatar con anterioridad. el extracto enzlm6tko 111 
ti- una m.vor actlvldold enztmattca en rei.<16n con el contenido de dextr•na. es 
decir. la actlvlcMd especlfka es mayor v el contenido de dextrana en mg/ml es 
menor. Esto se debe probablemente a i. utillzac16n de deJCtranaY de ali. pureza 
en el protocolo en lug.r del extracto crudo, que por lo visto es una enzima mucho 
....,_eficiente. 

En esta ocasl6n, debido a i. -saerlencNI con el derivado anterior. la prueba 
de actividad residual fue omitida v se realiz6 dlreci.mente i. curva de 
desactlvacl6n a 40 •c. de acuerdo con el protocolo descrito en Materiales v 
~todos. Los result~s de i.s tres derlvatlzaclones Independientes realizadas se 
preseni.n en i. Tabi. l>C en i. que cada uno de los datos en t.s columnas es el 
promedio de dos determinaciones. De lglMll manera que para el c•so anterior. el 
control consiste en el extracto enzln>atko tratado de i. misma manera que el 
derivado excepto por i. adkl6n de AAD. Estos datos se gr•fkan en I• Figura 12. 
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T•bl• IX.· ESTUDIO DE ESTAalLIDAO TEllMICA 
OElltVADO oxs-0-2 V EL CONTAOL. 
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En t. Figura 12, SO> grafl<an los prom~los y las desviaciones est6ndar de los 
datos de la Tabla IX. como puede apreciarse, el D>CSAAD-2 es un 50% mas estable 
que el control. Los datos del an61isis de regresión lineal para el modelo de 
desactlvaci6n de primer orden tamblbl se presentan ahl y como se puede apreciar, 
se cuenta con una reproduclbllidad aceptable de acuerdo con la desviación est6ndar 
(ver las barras de error). La baja correlaci6n de los datos se discutlr6 cuando se 
analicen los resultados para el siguiente derivado (Figura 17). 

4.4.2.2 PERFIL DE OLIGOSACARIDOS 

En la Figura 1.1 se muestra un cromatograma comparativo del perfil de los 
ollgosac6ridos producidos durante una reaccl6n de aceptores en presencia de 
maltosa (llevada a cabo seglln se describe en la sección de Materlales v ~odos), 
del -racto enzlm6tico obtenido a partir del protocolo de purlfk:aci6n •11• y de su 
derivado con 6cldo adlplco dihidrazlda utilizando el protocolo de derlvatlzaclón •1• 
DXSAAD-1 (ambos protocolos descritos en la secci6n de Materiales y Mftodos) . 

•.• TJll'tll'l!'l'8!r7:'~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

o.as 

._., 

o.os 

SACAAOSA 
MALTOSA 

.. 
._.cONTaOL 
-OXSAAD•'f 

Figura 1,1.- Perfil de oligosac6rldos producidos con maltosa como 
aceptor del e•tracto enzlm6tlco, que se obtuvo con el protocolo de 

purlflcacl6n 11 (CONTROL) v el derivado de 6cldo adfplco dihldrazida 
con el protocolo de derlvatlzacl6n 1 (DXSAAD-1). 
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Canto puede •prec:i.rse. pr6ctk..-nte no e•lste d~renci. en el perfil de 
los ollgos.c:.lrldos producidos; ni •.:in en a.. c•ntl•d rei..tlv• que de estos se 
produce. Con esto. se concluye que el entrecru:uimlento con 6cldo ..trpko 
dlhldr•z._ no •fect• i.. especlfkl•d de a.. de~r•ns.<•r•M de Leuconostoc 
mesenteroldes NIUllL B-51;aF. 

Del mismo modo que ~r• el derlv~ •nterlor. • contlnu.<16n, en a.. Flgur• 
14. se muestr• a.. com,..rkl6n del perfil de oligog<Arldos producidos con el 
.,.tr-to enzl~tko •m•ccoNTROL)·v el deriv.do con el protocolo •11• (D>CSAAD­
:a). 

o.:as 

o.:a 

0.1 

0.1 

o.o 

o 

SACAROSA. 
MALTOSA 

5 

DP~ 

10 15 :ao 
TIEMPO (MIN)I 

Flgur• 14-- Perfll de ollgoMcArldos producidos con m•ltosa como 
•ceptor del extr•cto enzlm6tlco. que se obtuvo con el protocolo de 

purlflc.cl6n lllCCONTllOL) y el derlv•do de Acldo •dípko dlhldr•zlÑ 
con el protocolo de derlv•tlz•cl6n 11 (D>CSAAD-;a). 
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El ~ultado es similar al obtenido para el derivado anterior, ya que el 
entl't!<ruzamM!nto con &:ido adípico dlhldrazlda no afecta la especificidad de la 
...,_transacarasa dt! L•uconostoc m•s•nt•roldes NRRL 8-51aF y tanto el 
-racto enzl~tlco como el derivado producen el mismo pt!rlll dt! ollgosaclrldos. 

4.4.a.J PERFIL DE LAS DEXTltANAS PRODUCIDAS 

Otra prueba mas para comparar la ~lflcldad dt! DXSAAD-a es el pt!rlll 
del peso molt!cular de las de•tranas producidas durante una ..-ccl6n con sacarosa 
(Yt!r Materiales y M~todos). una ves colectada. la muestra dt! las ~clones 
(blanco y derivado) se Inactiva en un bafto dt! agua hirviendo por 15 minutos. 
EnSt!guida, se diluye con agua destilada para tener la concentración aprapl<lda de 
carbOhldratos para el an.tllsls. como puede observarse en la Figura 15, el derivado 
tlt!ndt! • hacer de•tranas de mayor peso molecular, aunque la cantidad es relativa 
mente peque/la, el pico se present6 de manera reproducible por el derivado y un 
pico similar nunca se obtuvo para el blanco. 

..• 
a , ..• 
..• 
•.. 

cA•eOHIDAATOS 
DI aAJO •110 
MOLICULAa 

.. 
11'"'8 , •.• ,. 

.. . ... 
Figura 1 5.- Comparac16n del peso molecular de las de•tranas producidas por 

DXSAAD-a y el control del e•tracto enzlmatlco (111). 
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LA presenci. de este pko en el crom•togr•m• del derlv•do puede e•k•rse 
como i. dellt••- entrecruUCS. dur•nte i. derlv•tlONC:lon. 

PERFIL DE PROTEfNAS 

Este experimento se re.llZ6 con el objeto de determm.r si el 
entrecru-.nlento logrMo con el AAD es lntr• o 1ntermo1ecui.r. Conslst16 en t..cer 
~ muestru del e.tr.cto enzlmAtlco y de sus derlvMos con Acldo Míplco 
dlhldruld• por u- colum- de perme.ct6n en gel. Esto permite observ•r 
diferenci.s en el ~tr6n de elucl6n de i.s protef-s, de modo que es posible 
observ.r si se form•n ~regMos lntermoleculares, Y• que .,_brlil form•s de •lto 
peso molecui.r que elulrAn -tes que i.s formu que no se entrecruz•on. El 
resultMo se muestr• en i. Flgur• 16. 

CONDICIONES DESNATURALIZANTES 

En i. Flgur• 16 se muestr• un crom•togr•m• com~r•tlvo en el que se 
pueden observ•r dlferenci.s en el perfil del peso molecui.r de i.s protel-s. En 
primer lug.r, se observ•n form•s de •lto peso molecular del control y del 
derlv•do. H•Y que t..cer nour que i. presenci. de estos pkos (los primeros en 
elulr) es mucho m.yor en el derlv.cto que en el bi.nco. Lo •nterlor nos .,_bl• de un 
posible entrec:~miento entre le s1nrtr•ne cns't1f=ne y a. enzi~. ~ presencia de 
u- pequelN sef\111 de este pko en el control, se expllc• por I• presencl• de 
dextr•- en el extr..:to ,,. que como se menclon6 •nterlormente i. dextr•n• se 
eucuenlr• fuertemente un~ • i. enzlrn. en condKlones -tlv•s. Ademas, 
Kot..y•shl .. encontr6 que i. dextr•ns.c•r•u de Leuconostoc mesenteroldes 
NRRL a-s12F tiende• form.r ~·~dos de •lto peso molecular en presenc:I• de 
dextr•-· unlendose fuertemente • esu de ,_ner• que el peso molecui.r 
•perente de i.s proteln•s v•rle. 
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Fl9ur• ~ 6.-crornatogr•m• del perfil de eluclOn ff protern•• del 
e•tr-.:to enzl,...tko JíContror) y der derlv•do utlllz•ndo AAD en 

con felones desn•tur•llz•ntes. 

Los resultedos •nterlOres confirmen que .. derlv•tlZ.ac:IOn con -O de l~r 
• for,,,.s de r. enztme de mevor peso rnoleculer que son resistentes • .. s 
condiciones desn.atur•llz•ntes, es decir, que r. -tur•leH de r. unión entre a. 
enzlrne y r. ~tr•n. endOgene, o bien, el entrecruz•mlento de dos o mes 
molfcui.s de pn>terne es de tipo ccw•lente. 

6? 
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........ ACOPLAMIENTO CON DEXT""NA DE ALTO PESO 
MOLECULAR 

A contlnu.cl6n, se ..,._nqn los result..tos de la ~r..:ter!ZM:l6n de un 
segundo derlv..SO de la dextr•nllllC•r•M de L•uconostoc tn•s•nt•rold•s 
NRRL •-s•aF. Se tr•q 4'e u- enzl,.,. ..,....,... con dextr•- de •lto peso 
molecular. Como se men<lon6 en los •ntecedentes, el ..:oplamlento con polfmeros 
ha sido UrNI de i.s .nr•te9i.s de modiflckl6n ,.,.. e1cltous PAr• est•bllla1r • las 
enzlin.s. A este deriva.do se le denoml-r6 DJCS-DEJC. 

Es neces.rlo hker noqr que .,.r., .n• derlv•Uucl6n se utlllz6 el extr..:to 
enzlm6tko obtenido con •I ~otocolo de purlflc..:16n IV, descrito en i. seccl6n de 
MAteri.les v Maodos. hr• i. <M.cterlz..:16n. ef control conslst16 en el extr..:to 
enzlm6tko (IV) tr•qdo del mismo modo que •I deriva.do, lncluvendo i. Adk16n de 
perlodato v de dextr•- •mi,....., eacepto por la Hkl6n de clAnoborohldruro de 
sodio, lo que Impide el ..:opi.mlento entre i. dextr•rNI •ml....S. y la enzlm.. 

En i. T•* X se puede observ•r que i. ectlvicMd de i. enzlm. se w 
perdiendo dur•nte i. derlv•t!ZklOn. Al flnAI, s61o se recuper• •pr-lm.ct.mente el 
$o'M. de i. ectlvldAd lnlc .. I 

T•bl• JC.-ACTIVIDAD DEL EXT-CTO ENZIMATICO (IV) RECUPERADA 
DURANTE LAS REACCIONES DEL ACOPLAMIENTO CON DEXTRANA 
DE ALTO PESO MOLECULAR. 
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CURV!" DE OESACTIVACION 

Al lguel que ... r• el derlv..SO OXSAAO-a, i. pruetNI de ..:tlY!dltd residwll fue 
omltlde y se llevó• cabo dlrec~mente el estudio de deMrtlv..:16n. u Justlflc..:16n 
,.¡,r• omitir i. prueto. es que i. c•ntkYd de derlv.-do con i. que se cuent. es muy 
llmit.de. 

En i. T•bi. >el se present•n los result•dos obtenidos en dos derlv•t!Z«lones 
lndependi.ntes ,_llzacMs. ~ uno de los •tos en i.scolum-s es el promedio 
de dos determln.c:lones. Estos cMtos se 9"•fk•n lguelmente en i. Flgur• 17. 

T•bl• >Cl.-ESTUDIO DE ESTA91LIDAD TERMICA A 40 ºC DEL CONTROL 
Y DEL DERIVADO DJCS-DE>C. 
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J +-~~~~~~~_.,~~~~~~~~ .... ~~~~~~~ ...... ---~~~~~~~~ 
o s •e 

IT•e"'~º (mll1)f 

Figur• 17.- Est•bili ... d ftl control C•> y t!I dt!riv•do DJCS-DEJC (9) 
obtt!nldos • ... rtlr dt!I t!Xtr-to t!nzl .... tlco (IV). L•s Unt!•S puntt! .... S 

rt!prt!Hnt•n t!I •JUStt! Un-1 1Nr• los d•tos dondt! t!I co-.flclt!ntt! dt! 
c-r..l..:16n 1Nr• .,, control t!s 0.96 y INr• t!I dt!rlv•do 0.91 v l•s 

f"!ndlt!ntt!s -0.-1 ...,r• .,, control y -o.aoo ...,r• .,, dt!rlv•do. . 

En la Flgur• 17, s.. gr•flc•n los promedios dC! los datos ff I• T•bl• >CI. Como 
put!dC! -rv•n.., comp.-rando los tlt!mpos dt! vldli media t.,., .,1 dt!rlvado resulta 
ser mas dt! 4 veces mas establt! que .,1 control. Los valor..s del coeflclt!nte d., 
corr.,lac16n pu.,.,.,n consldt!rars.. •bajos• y r. dt!svlaclón dt! los datos d., 
*5actlvac16n con t!I m°*lo dt! prlmt!r or*n ~ dt!bt!rs.. a qut!, .,1 protocolo d., 
dC!rlvatlzacl6n no •segur• qu., la tot•lldad dC! r. .,nzlma se haya modificado, d., 
modo que .,1 proc"50 dC! desactlvacldn se observa .,n dos o mas .,tapas. Es ch!clr, 
durant., los prlm.,ros minutos dC! Incubación la ~rdlda dt! actividad observada 
podría prov .. nlr prlnclpal ....... te..., ... .,,,zlm. que NO ESTA DERIVATIZADA, lu-.go, 
.,n una s..gunda _.,.. dC! lnactlvaclón, la ~rdlda dC! actlvldAd obs..rvada s.. dC!be a 
r.1~t1vacl6n dC!I DERIVADO. 

Lo que .,.pllc•ría el hecho dt! qUt! • los cinco minutos dC! lncub«l6n, "' 
CONTROL y .,e DERIVADO DJCSAAD, han f"!rdldo c•si la mlsm.a actividad.( V.,r 
T•bla l>C y Flgur• 1a). 

:ao 



l«ESUL TADOS Y DISCUSIÓN 71 

4.4.,1,.2 PERFIL DE OLICiASACARIDOS OBTENIDOS CON EL 
DERIVADO D>cS-DER UTILIZANDO MALTOSA COMO ACEPTOR. 

En i. Figura 18, se muestra un cromatograma del perfil de los 
oligosacaridos, producidos du,.mte una r1Necl6n de aceptares en presencl• de 
rnaltOSll, del derivado D>cS-DE>c. Las condklones para la r.accl6n de aceptor con 
rnaltOSil, asl como i.s condklones del anillsls cron1•tograflco se describen en la 
sección de """'terlales y M~todos. 

0.25 

o.a 
~IMALfdiX.I 

~ 
0.15 

o.• 

o.os 

o +-~~~~~~-+-~~~~~~+-~~~~~~+-~~...,.~~~t-~~~~~--t 
o 5 •o •s 

lMINUTOsl ªº 

Figura • 8.- Perfil de ollgosacar1dos producidos con m•ltosa como 
aceptor del derivado acoplado con dextr•na de alto peso molecular 

DXS-DE>c. 

Como se aprecia en el crornatograma, la producción de ollgosacarldos l!s 
casi nula, ·10 que Indica que la especlfkldad de la dl!xtransacarasa de Leuconostoc 
mesentrroldrs NRRL lll-51aF ha sido afl!ctada por la derlvatlzacl6n. Es 
nec..sarlo hacl!r notar que en el caso del control, i. producción de oligosacarldos es 
muy similar a la obtenida l!n los experlml!ntos anteriores. 

as 
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Resulta pues interesante ahondar en la caracterización de este derivado en 
U!rrnlnos de su especificidad. A contlnu.cl6n, se muestran los resultados derivados 
de esa caracterlzacl6n. 

4.4.)1.JI PRODUCCION DE DEXTRANA 

Quedó claro que el derivado prktkamente no produce ollgosac6rldos. Sin 
emt..rgo, no podemos decir que toda la sacarosa consumida haya sido utilizada 
para la slntesls de dextrana. Para verlfkar si el derivado produce de•trana, la 
alternativa mas simple, es agregar de•tranasa para poder determinar lsomaltosa 
que es el producto de la degradación de la dextrana. 

En a. Figur• 19, se muestra un crornatograma corn~ratlvo en el que se 
observa corno la rHCción de la dextransacarasa avanza consumiendo sacarosa, 
produciendo fructosa y glucosa. Por otro lado, al parecer, no hay produccl6n de 
dextrana, ya que no existen rastros de i50maltosa. Lo que resulta raro en este 
cromatograma es que la dextranasa f~ Incapaz siquiera de degradar la dextrana 
endógena, lo que resultarla en la producción de lsomaltosa en el tiempo cero de la 
reacción de la dextransacarasa con sacarosa. En un experimento posterior (no 
mostrado), se comprobó que la dextranasa no hldrollza a la dextrana aminada. 
Esto podrla e•plkar la ausencia de isolmaltosa, ya que en el derivado e•lste una 
gran cantidad de dextrana aminada que podrla Inhibir la acción de la dextranasa. 

0.25 

0.2 -tn,......,..,,., ... -rz-.,,...,...,..rr,,..."Z"'"-J - ~=:HORAS 1 
0 .. 15 L---,..----'I' -----T•24 HORAS 

0.1 AA';~R~:YDE 
ISOMALTOSA 

o.os•--~-

º +-------+-------+-------+---~ 
JI 5 7 9 

!TIEMPO (MIN)I 

Figura 1 9.- Reacción con dextranasa. Allcuotas de la reacción de la 
dextr•ns.carasa con s.caros.,. son expuestas • la acción de la 

dextranasa por 24 h a JIS •e y pH =6. 
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Por lo anterior, no es posible verificar la formación de dextrana mediante la 
adición de dextranasa, por lo que otras estrategias para cuantificar la hidrólisis y la 
transferencia deben ser utilizadas. 

4.4.,1.4 EFECTO DE LA DEXTRANA EXOGENA 

Se cuantificaron por HPLC los productos de la reacción con sacarosa del 
control y del derivado DXS-DEX y se cakularon los niveles do! hidrólisis y de 
transferencia corno sigue: 

'MiHIDllOLISIS • ( CiLUCOSAu••E ) x 100 
SACAROSAcONSUMIDA 

'N.TllANSFEllENCIA • 100-'MIHIDROLISIS 

Las reacciones se llevaron a cabo como se especifica en Materiales y 
M•tocfos y los resultados se presentan en la Tabla XII. 

Tabla XII.- Efecto de la adición d• dextrana sobre los niveles de 
hldr611sls de sacarosa y de transferencia a dextrana del control y del 
derivado DXS-DER. 

(1 U/mL) (GLUisAc•100) (POR DIFERENCIA) 

51. .4 

DEXTRANA 
.7a 71.;a 

DEXTRANA 

1.79 1 .21 

DEXTRANA 
;a1. 7 ..)1 

DEXTRANA 
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Tanto el blanco como el derivado en ausencia de dextrana exógena 
pre-..tan un alto porcentaje de hidrólisis. Este cambio en la es~ificldad puede 
.,..plicarse considerando que la dextransacarasa es Incapaz de dezplazar la dextrana 
aminada (al\adida durante la derlvatlzaci6n) o la dextrana oxidada (generada en la 
oxidación) observ.tndose un efecto de impedimento. Sin embargo, al\adiendo 
dextrana a la reacción, los niveles de transferencia para ambos se recuperan hasta 
niveles similares, una explicación puede ser que la dextrana exógena desplaza a las 
otras dos formas de dextrana devolviendo a la enzima la capacidad de transferir. 

...... .J.5 ESTABILIDAD A LAlltCóO PLAZO . 

Con el fin de comprobar si el acoplamiento de la dextrana aminada se llev6 
a cabo sobre las cadenas laterales de la enzima, o bien, sobre la dextrana endógena 
oxidada unida a ella, se realizó la siguiente prueba, que consistió en comprobar 
que el derivado mantuviera su estabilidad a la temperatura despu4!s de una 
reacción de slntesls de dextrana. Esto ante la poslbllldad de que la enzima 
Intercambie o desplace dextrana aminada durante la reacción dando como 
resultado la p4!rdlda de la estabilidad. 
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Asf pues, se llevó • c•bo un• r....:cl6n con sac•ro.. EN PRESENCIA DE 
DEXTRANA E>cOciENA p.r• f•vorec:er i. srntesls de de•tr•-· i..s condiciones p.r• 
est.s re«ciones son i.s mlsm.s q.,.. 1Nr• los -perlmentos •nterlores y se 
describen en i. sección de ~teri.ies y ~todos. SI~ de slntetiHr de.tr•-· 
el derlv..SO pierde su est•bllicMd, entonces el acopi.miento de i. de.tr•- •mltwldit 
se dló solo en I• dextr•na ~ q.,.. es •ctespi.z~· por •I de.tr•- q.,.. se 
form. dur•nte i. ..-c:ci6n. En c•mblo, si I• ..-bllldad se conserva, entonces el 
acop'-rmento se i. dextra- •mlnadlo es pro~ble q.,.. se twiy• dado con i.s 
c..,..s i.ter•les de i. eniZm•. 

T•bl• XIII.- Coms--r•cl6n de I• est•bllld•d del derlv•do DXS-DER 
•ntes y despues de un• r-ccl6n de srntesls .de dextr•n• . 

.,. ·-' .. - ·--~ ... -
TIEMPO DE --

INCU-CIONA 40 ·e <•ntes de i. re.ccl6n) (despues de i. re.ccl6n) 
o .. ,, __ -- 100 100 

S·-···-- -- ..... s .... 74 

'tO ·-·· .. --·-- •s.:as •S·JS 
•5 .... ·- -- •J·4:a •J.J• 
:ao ... - -- ...... :a:a -.29 

El tiempo de vidll medi. c•kui.do • ¡Mrtlr de estos dlotos ,..,. el derlv•do 
•ntes de i. re.ccl6n con SKaros. es n.oJ minutos, miestr•s que ,..,. el derivado 
despues de i. ..-c:cl6n con SK•ros. es de n-4• minutos, mlentr•s que el control, 
como se definió en I• Flgur• •7 es de •ó.7 minutos. De este modo, qued• 
demostr•do q.,.. i. estabilidad de este derlv~ no es tr•nsltoria y que dur•nte i. 
.-ccl6n de Sfntesls de dextra-. I• enzima no intercambia la de•trana acoplada • 
eli. y q.,.. le brlndlo est•bllidad. 
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V. CONCLUSIONES 

1.- Se deS11rroll6 un protocolo de purlfked6n sencillo con el que es posible obtener 
extractos enzin>atkos con une elt. ectlvlded espec:ffk• y un t..Jo contenido de 
dextrane. 

:a.- Se deserroll6 un protocolo de dertvatlz.cl6n utilizando •-etll-.1-0· 
(dlmetllemlno)propll]cerbodllmlda (EDC) raer• le dextrensecarey de 
Leuconostoc mesenteroldes Nlll.111.L •-s•:aF. La enzlme mostr6 une elt. 
senslblllded •este reectlvoelln en presencie de secerose. esto debido• que en 
el sitio cetalltko existen grupos cerboxllos 5UKeptlbles de ser modlfk•dos por 
le EDC, por lo que no. fue posible obtener derivados estebles con este mEtodo. 

,1.- Se deS11rroll6 un protocolo de dertvettzecl6n raer• la enztme utilizando kldo 
edlplco dlhldreztde (-D) con el que es posible obtener un derivado (D>CSAAD­
:a) que demostr6 tener un t- de aa ... minutos a 40•c. es decir, •-s veces 
meyor el control. 

4.- Le espectfi<ldad de D>CSAAD-:a no verle con respecto a le enzlme stn modtfker 
en cuen~o • "" capecldad de former ollgosec:lrldos con meltose. Tampoco. se 
observan cambios el comparer el pedil del peso moleculer de las dextrana• que 
produce en i.s mi...,.• condiciones. 

5.- Se demostr6 mediante un crometogrefla de permeecl6n en gel, que el derivado 
DXSAAD-:a a diferencia del control. presente formas de elto peso moleculer 
debidas posiblemente al entrecruzamiento entre moNc:ulas de la enztme y 
mo!Ecui.s de dextrana end6gene o bien • un entrecruzemtento entre dos o 
mes moNc:ulas de enzlme. 

6.-se desarroll6 un protocolo pare el ecoplamlento entre le dextransecarese de 
Leuconostoc mesenteroldes NlltlllL •-s•aF y de•trana de alto peso 
molecular. con el que se obtuvo el derlvedo D>CS-DE>C que demostró tener un 
t .. A de 7L.20 minutos • 40•c, es decir,. m•s de cuatro veces mayor qut.! el 
control. 
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7.- IA especificidad del derivado D>cS-DE>C es distinta a la de la enzima sin 
madlfkar. A dlfet'enc:ia de ~a. el derivado practka~te no produce 
oligos.c6ridos con maltosa. 

e.-- otro lado, la derlvatiz.<16n afecta la especificidad de hl manera que et 
derivado hldrollza el 80'MJ de la .-u.rosa que re.cctona, sin embargo, la 
actividad transferasa se recupera si se aftade del<trana a la r...:cl6n. 

9.-Se c0111prob6 que los efectos de la derlvatlzacl6n sobre la establlldad y la 
especlfklclad del derivado D>cS-DE>e no se pierden luego de una reacción de 
formacl6n de delrtrana, lo cual indka que es probable que el acoplamiento se 
haya dado con los az&1cares de las cadenas laterales de la enzima de manera 
c-alerlte. 

Corno conclusl6n general podemos establecer que la estabillclad de la 
dextransacarasa de L.euconostoc mesenteroldes NRRL •-s~~F puede 
lnc..mentane mediante la modlflalcl6n químka de su estructura glkolftka. Hasta 
la fecha, todo Intento por esbbllizar esta enzima habla sido Infructuoso. Asl pues, 
los resultados de este tra'"-JQ sirven cOlllO base para futuras derlvatlZa<lones de 
modo que los derivados que se obtengan puedan ser Incorporados en un proceso 
Industria!. 
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