et i

267.

UNIVERSIDAD  NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMIC

EXAMENES PROFESIONALES
FAC. DE QUIMICA

“CARACTERIZACION DE GLICOSILTRANSFERASAS
DE 15 DIFERENTES CEPAS DE

Leuconostoc mesenteroides
AISLADAS DE POZOL”

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA DE ALIMENTOS
PRESENTA:

VANESA| OLIVARES A

México, D. F. 1008

ARt L] PP )
. LY IR INEN
!},'J&’é‘ﬁl} { E}P’i S ST -



o —
[ T

Universidad Nacional LJ ' B Biblioteca Central
Di

Auténoma de México

irgméﬂ General de Bibliotecas de la UNAM

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccién de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccién, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



jurado Asignado

Presiderjte: Prof. Sveshtarova Pekarkova Biserka
Vocal: Prof. Lopez Munguia Canales Agustin
Secretario:  Prof. Aguilar Caballero Radl

1er Suplente; Prof. Baez Fernandez Marcos Francisco

20 Suplente: Prof. Serranc Lépez Beatriz de Guadalupe.

Sitio donde se desarrollo el tema:

Departamento de Bioingenieria, Instituto de Biotecnolgia UNAM. Cuernavaca Morelos.

Asesor

Dr. Agustin Lopez Munguia Canales

f\st"m D N UPNIY

Sustentante

Vanesa Olivares 1llana

G



Dedicatoria

Por el apoyo, el amor y sobre
todo por la confianza, Gracias!
Ah!, ¥ por la paciencia....

A quien mas? por supuesto a

mis papas.



Agradecimientos

Ala UNAM, no solo por ser parte de mi formacidn académica sino por todas las cosas

maravillosas gue vivi y sigo viviendo en esta epoca de mi vida

Al Dr. Agustin Lépez Munguia Canales, gracias por darme la oportunidad de ser parte
de este grupo, por los consejos, por el apoyo y muy, muy especialmente gracias por 1a

amistad.

Por todo lo compartido, todos esos momentos, los desvelos, 1os nervios, las alegrias, las

fiestas, los viajes, las emociones de 5 afios juntas: Moncha, Linch, Adrya, Anita, Karla,

Sara, Vale.

Si por alguien estoy en esto es por ti Nan.

A July, por la amistad.

A mis hermanitos Mariana y Mario y a Fredy que es casi como mi hermano.

Aqui no podrian faltar Laura, Nayeli, Barbus, Daniel, Gus y Manianita por toda la ayuda

que me dieron en esto de la tesis, pero sobre todo por ser mis amigos.

Al Técnico Laboratorista Fernando Gonzales Muficz, por su ayuda y asesoramiento en

el analisis por HPLC.

A mis compafieros del labo Ménica, Rose, Male, Fer, Lolita, Nadia, Marisol, Lariza,

Gabriel, y otra vez Gus y Marianita.



INDICE
Resumen
I Introduccion
ii Objetivo
ili Generalidades
it Pozol
iti.2 Microbiologia del pozol
iii.3 Dextranas y dextransacarasas
iii.4 Mecanismo de reaccion
li.5 Reacciones de aceptor
iii.6 Levanas y levansacarasas
iii.7 Mecanismo de accién
iii.B Aplicaciones

iv Materiales y Métodos
iv.1 Preservacidn de cepas
iv.2 Produccién de enzimas
iv.2.1 Microorganismos

iv.2.2 ldentificacién de L. mesenteroides

iv.2.3 Medio de cultivo
iv.2.4 produccion de la enzima

iv.2.4.1 Controles durante la fermentacion

iv.3 Medicién de la actividad enzimatica

iv.4 Recuperacion de las dextransacarasas
iv.4.1 Extraccion liquido-liquido

iv.g Sintesis enzimatica del polimero

iv.6 Reacciones de aceptor

iv.7 Cromatografia liquida de alta presién HPLC
iv.8 Caracterizacion de la levansacarasa de la cepa de

L. mesenteroides CW28

iv.8.1 Propiedades fisicoquimicas y cinéticas de
la levansac arasa
iv.8.2 Caracterizacion del polimero producido
por la fructosiltransferasa de la cepa de
L. mesenteroides C\W28
iv.8.3 Reacciones de aceptor de las enzimas de
la cepa de L. mesenteroides (w28

i I LAY, S N

15
18

19

21
21
24
21

23
24
24
25
25
26
26
27
27
28

28

29

30

Indice



tv.8.4 Determinacion del peso molecular de
las enzimas de la cepa de L. mesenteroides
Cwag

iv.8.4.1 Electroforesis

v Resultados y discusidn

v.1 Produccion de las dextransacarasas de las cepas de
Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol.

v.2 Recuperacion de las dextransacarasas

extracelulares por extraccion {iquido-liquido.

v.3 Sintesis enziméatica de los polimeros

v.4 Productos de las reacciones de aceptor de las

dextransacarasas.
v.5 Produccion de la fructesiltransferasa de la cepa

CW28 de L. mesenteroides aisladas del pozol.

v.5.1 Verificacion de que la enzima es inducida

por sacarosa

v.5.2 Determinacién de pH y temperatura

optimos

v.5.3 Estabilidad térmica de la levansacarasa

v.5.4 Determinacion de las constantes cinéticas
Km y V max

v.5.5 Sintesis de polimero

v5.6 Reacciones con dextranasa, invertasa e

inulinasa

v.5.7 Determinacién del peso molecular de la

fevansacarsa de L. mesenteroides CW28

v.5.8 Reacciones de aceptor de la levansacarasa

de la cepa de L. mesenteroides CW28

v.5.9 Electroforesis

vi Conclusiones

vii Anexo 1
viii Anexo 2

viii Bibliografia

30

31

32

32

33
34

35
36

9

42

43
45

47

49

50
51

52
54
60
62

Indice



Resumen

Resumen
Las glicosiltransferasas son enzimas que catalizan el traslado de un residuo de

aziicar, a diversos aceptores. Las glucosiltransferasas pertenecen a este grupo de
enzimas vy dentro de ellas se encuentra la dextransacarasa, producida principalmente
por bacterias como Leuconostoc mesenteroides y las fructosiltransferasas, como la
levansacarasa. Ambas son capaces de producir un polimero utilizando a la sacarosa
como donador def residuo de aziicar, ya sea glucosa, para el primer caso, o fructosa
para el caso de las fructosiltransferasas.

Durante el presente trabajo, se estudiaron las enzimas glicosiltransferasas de 15
diferentes cepas aisladas del pozol, bebida fermentada hecha a base de maiz
nixtamalizado, acida, no alcohdlica originaria del sureste del pais, fuente natural de
Leuconostoc mesenteroides. La caracterizacion se realizé con el fin de encontrar
nuevas fuentes para la produccién enzimatica de polisacaridos y oligosacaridos, debido
al auge que estos ltimos estan cobrando dado su gran potencial para aplicaciones
industriates .

En este trabajo se realizé la caracterizacion de las enzimas glicosiitransferasas de
estas cepas de Leuconostoc mesenteroides. La mayor parte de ellas son productoras de
la enzima dextransacarasa, algunas cepas la producen asociada a células, otras en forma
extracelutar y otras mas la producen tanto en el sobrenadante de la fermentacion
como asociada a células. Sin embargo una de estas cepas, resultdé particularmente
interesante, ya que es productora de una enzima fructosittransferasa, levansacarasa,
asociada a <élulas y una dextransacarasa intracelular, por lo cual se realizé una
caracterizacién mas detallada,

En este estudio se probd la capacidad de las dextransacarasas, incluida la
encontrada intracelularmente en la cepa (W28, para transferir glucosa a la maltosa,
Asi como 1a capacidad de la levansacarasa de la cepa productora de esta enzima, para
transferir fructosa a diferentes aceptores como la galactosa, fructosa, lactosa, maitosa,
sorbito! y glicerol; ademas de la caracterizacién por Resonancia Magnética Nudlear del

pofimero producido por la levansacarasa.



Introduccion

i Introduccion

Las enzimas son proteinas que intervienen en los procesos biolégices catalizando
las reacciones del metabolismo celular. La experiencia en la utilizacién de
microorganisimos como fuente de enzimas para useo industrial, se inici en los 40°7s.
En la actualidad esta es una industria bien establecida con un gran potencial
econdmico, y un mercado de cerca de 1000 millones de dblares en ventas mundiales de
enzimas al afio.

Para su aplicacién, las enzimas pueden emplearse en forma de extractos, o bien,
dentro de los mismos microorganismos productores para el caso de enzimas
intracelulares. En ambos casos las bioconversiones tienen la ventaja sobre las reacciones
quimicas convencionales de presentar mayor especificidad en las interacciones de las
reacciones necesarias para rendir el producto deseado, con un maximo de controd sobre
la calidad y 1os rendimientos, y con un minimo de productos indeseables.

La clasificacion de las enzimas se basa principalmente en la reaccidn quimica que
catalizan. De éstas, un grupo de particular interés es el derlas transferasasas. Estas
enzimas catalizan la reaccidn de transferencia de ciertos grupos a moléculas aceptoras

de acuerdo al siguiente esquema:

B-X+E ——WP» B+ E-X —7—> A-X + E

+ A

Donde B-X, es el sustrato donador, X, es el grupo transferido, E, es la enzima
transferasa y A, es la molécula aceptora. En elcaso de las trasglicosidasas, X seraun
glucdsido y en general A es un compuesto distinto del agua, lo que diferencia a las

tranferasas de las hidrolasas.



Introduccion

La energia necesaria para la reaccién de sintesis es proporcionada por el enlace
osidico  original via fa formacién de un intermediario con un enlace covalente
glicosil-enzima.

Las enzimas que catalizan tales intercambios de enlaces glicosidicos, ocupan un
lugar clave en las actividades biolégicas de las células. Esto es porque producen
polisacaridos y oligosacaridos con funciones importantes para la célula, algunos de los
cuales tiene actualmente gran importancia a nivel industrial.

Como se menciond, dentro de este grupo de enzimas se encuentran las
glucosiltransfesas, dentro de las cuales se incluye a la dextransacarasa, que recibe el
nombre sistematico de sacarosa: 1,6-alfa-D-glucan-6-aifa-D-glucosiltransferasa
(E€.C.2.4.1.5) ¥ ha sido la mas estudiada de acuerdo con el nlimero de reportes en la
literartura. Esta enzima transfiere residuos de glucosa a una cadena constituida por
este azicar, para formar un polimero de glucosa con enlaces alfa(1-6) y ramificaciones
en alfa (1-4) y alfa (-3} llamado dextrana. De manera andloga las fructosiltranferasas,
transfieren residuos de fructosa, y en particular la levansacarasa, cuyo nombre
sistematico es (E.C.2.4.1.10, B (1-6) D- fructan: D -glucosa 1-transferasa), transfiere
residuos de fructosa para la formacion de un polimere de fructosa ltamadoe levana,
con enfaces [ (2-6) y diferentes proporciones de ramificaciones en (z2-1). Esta
estructura es similar a la de la inulina, que tiene en su cadena principal enlaces B(z-1) y
ramificaciones en B (2-4).

Tanto para la dextransacarasa como para la levansacarasa el sustrato donador
es la sacarosa y el aceptor es la cadena de polisacérido que se va formando, ya sea
dextrana o levana. De igual forma, bajo ciertas condiciones de reaccidén pueden
transferir residuos glicosilo a una gran variedad de aceptores, dentro de los que
destacan alcoholes primarios, azicares simples o cadenas glucosidicas, dando origen a

gran variedad de oligosacdridos vy polisacridos algunos de ellos con interés comercial.



Introduccion

Los polisacaridos tienen entre otras funciones biolégicas el servir como reserva
de energia y como materiales estructurales en pared celular y capsulas extracelutares.
Los exopolisacaridos desempefian distintas funciones para los microorganismos
productores de estos; entre las que destacan: Proteccién en contra de la desecacion;
reservas de energia; interacciones con céiufas de plantas o animales en refaciones
especificas.

La industria bictecnolégica ha encontrado en los polisacaridos materias primas
para una gran diversidad de aplicaciones. Destaca la existencia actualmente de varios
biopolimeros microbianos comerciales como 1a dextrana, la xantana y la galana. Por
otro lado, 1a dextrana es el polisacarido mas estudiado y para su produccién a nivel
industrial ha sido utilizada la bacteria lactica Leuconostoc mesenteroides NRRL B-g12F,

En particular, en el Instituto de Biotecnologia dentro del grupo de Tecnologia
Enzimatica se han caracterizado diversas glicosiltranferasas, como las
alucosiltransferasas de las cepas de Leuconostoc mesenteroides NRRL Bizgg, NRRL
1355, NRRL 512, NRRL 1386, entre otras; y algunas fructosiltransferasas como la de
Bacilius subtilis vy la de Bacillus circulans.

Por otro lado, dentro de la Facultad de Quimica el grupo de la Dra. Carmen
wacher ha venido trabajando en fermentactones tradicionales, en particular en el
pozol, bebida fermentada no alcoholica, acida, que se elabora a partir de maiz
nixtamalizado y es originaria del sureste de México. Dado que el pozol es una fuente
natural de Leuconostoc mensenteroides, se pensé en el aislamiento de estas cepas para
la produccién y caracterizacién de glucosittransferasas provenientes de nuevas fuentes
que pudieran mostrar productos de interes industrial; por fo que se planteé el presente

proyecto, con los siguientes objetivos.



Chretivos

ii Objetivos

Objetivo general

* Caracterizar las enzimas glucosiltransferasas producidas por diferentes cepas
de Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol por el grupo de la Dra. Carmen

Wacher.

Objetivos especificos

* Caracterizarlas en funcidn de su capacidad para producir la enzima y su
ubicacién (extracelular o asociada a células)

* Obtencién de dextranay oligosacdridos por sintesis enzimatica para su
posterior caracterizacidén quimica.

* Efectuar un estudio comparativo de las dextransacarasas del pozol con las
existentes de otras fuentes.

* Estudiar aquellas que resuiten de interds, con base en los criterios antes

expuestos,



Generalidades

iit Generalidades

iii.n Pozol

La palabra pozol, proviene dei nahualt pozolli, que significa espumoso y es uha
bebida fermentada acida no alcohdlica que se consume en el sureste de México,
principalmente en los estados de Chiapas, Tabasco, Campeche y Yucatan; y en menor
grado en Veracruz y Oaxaca; su origen es maya vy se prepara a partir de majz

nixtamalizado.

Los chontales, mayas, lacandones, tzeltales, tzotziles, tojolabales, chamutas,
mames, zoques y zapotecos han utilizado esta bebida desde la época prehispanica con
fines ceremoniales, curativos y alimenticios (Viniegra- Gonzalez 1984). En 1955,
Cravioto y col. determinaron que el pozol tiene mayor contenido de niacina,
riboflavina, lisina y triptofano que el mafz y que la concentracidn de la proteina del
pozol, es también mayor y de mejor calidad que en el maiz; esto probablemente se
deba a que entre las bacterias que se han aislado del pozol se encuentran
Agrobacterium azotophilum y Enterobacter acrogenes, las cuales son capaces de fijar el

Nitrégeno atmosférico (Wacher 1995).



Generalidades

iit.2 Microbiclogia del pozol

La fermentacion del pozol ocurre en forma natural, es decir, sin adicién
intencional de indculo o porcidn de alimento ya fermentado como ocurre con otros
alimentos fermentados tradicionales (Viniegra-Gonzalez 1984). Por esta razén, su
microflora es muy compleja y depende del tipo de organismos iniciales y de la
incorporacion de otros durante el proceso de elaboracion,

En el proceso de elaboracién del pozol existen diferencias dependiendo del
productor, que influyen en las caracteristicas del producto final. Dentro de estas
destacan: el tipo de maiz, que puede ser blanco (tuxpefic), amarillo (olotilloy o negro
{olotén) y de su grado de madurez; la adicién de otros componentes a la masa, como
pueden ser cacao, chile o hielo, aunque esto sdlo Jo hacen los ladinos ya que los
indigenas lo consumen solo; la presencia de una sequnda coccidn o “reventado” de los
granos en el caso del pozo! ladino; y el tipo de envoltura, que puede ser en hojas de
platano, que es la forma tradicional o en bolsas de plastico como se ha venido haciendo
ultimamente por comodidad.

En la figura 1 se presenta un diagrama de flujo, donde se describen las etapas de

elaboracion del pozol.
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Diagrama del proceso indigena de elaboracién del
pozol (Wacher 1995).

Maiz

Hervir en agua con cal
Nixtamalizacion
{tiempo de coccién:1oomin.)

'

Lavar
(4 veces)

Remojar
(toda la noche, con agua fria suficiente para cubrir los
granos)

Escurrir

'

Moler
{en un molino comercial de nixtamal)

Moldear

'

Fermentar

Proceso indigena de elaboracién de pozol en San Cristobal de las Casas.
Para el pozol mestizo o ladino se hace una sequnda coccion después del lavado, durante 9o min.
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Generalidades

A pesar de las diferencias en cuanto a la forma de elaboracién del pozol, por los
distintos productores, las cuentas microblanas se mantienen constantes. Viniegra,
Gomez y Gonzalez (1984), sudieren que la relacion ¢/N (carbohidratos/proteina) y el
pH definen el tipo de fermentacién y por lo tanto la microbiota del alimento, lo que
explica su estabilidad.

En el trabajo de investigacién de la Dra. Carmen Wacher, se aislaron e
identificaron una gran cantidad de bacterias, hongos y levaduras; en la tabia 1 se
muestran las bacterias lacticas encontradas. Entre las primeras se encontraron tanto
bacterias lacticas como enterobacterias, del tipo de E. coli y otras; de las bacterias
lacticas se aislaron mas de 15 cepas diferentes que fuercon identificadas como L

mesenteriodes las que sirvieron de base para realizar el presente trabajo.

Tabla 1. Microorganismos aisliados del pozol (Wacher 1995).

Genero Pozol Pozol
tentativo indigena mestizo
1. Lactobacilius o 1
2. Lactococcus o 3
3. Leuconostoc 7 15
4. Pediococcus 5 0
No Total 25 19

1. Bacilos homo o heterofermentativos

2. Cocos homofermentativos, dextrana + & -

3. Cocos heterofermentativos, productores de dextrana
4. Cocos en tetradas, homofermentativos, dextrana -




Generalidades

iHii.3 Dextranas y dextransacarasas

Las dextranas son polisacéridos producidos por enzimas llamadas
dextransacarsas, provenientes de bacterias. En general su estruciura esta constituida
de unidades de glucosa en su forma piranosa con enlaces alfa (1-6), y ramificaciones en
alfa (+-2), (1-3) y (1-4) dependiendo de la cepa productora de la enzima.

Debido a que la estructura no es constante en todas las dextranas, se han

clasificado como sigue:

; Clase 1. En la cadena principal tienen enlaces alfa 1-6, con ramificaciones en las
posiciones 2, 3y 4. A esta clase pertenecen la mayoria de las dextranas, entre ellas la de
la cepa B-512

Clase 2. En la cadena principal tienen enlaces alfa 1-6 y +-3 en forma alternada, y
ramificaciones en posicion 3; por lo que se fes ha denominado alternanas.

Clase 3. En la cadena principal tienen enlaces aifa 1-3 en forma consecutiva y
ramificaciones en alfa +-6. Dado que estas son producidas por microorganismos como

5. mulans, se conocen como mutanas.

Los microorganismos capaces de producir a la enzima dextransacarasa, son
principalmente Leuconostoc de la especie mesenteroides y dextramicum; y una gran

variedad de especies de Streptoccocus.



Generalidades

La dextransacarasa cataliza |a reaccién de transferencia de unidades de glucosa
a partir de sacarosa (figura 23, formando asf el polisacarido; es importante mencionar
que la enzima no necesita de cofactores para llevar acabo la reacaién, la cual
es irreversible. La energia requerida para la condensacion de dos unidades glucosi es

obtenida por la ruptura del enlace glucosidico de la sacarosa.

HO,
HO Ho e —Q
Ho’\gdi._—-’o m\-—"ﬁal‘
HO/:D% o
o HO o OH
[&] 2 (@]
HO - W
: o O
HO MO oY aor
Ho CH20H Q (n-2)
2
(o]
HO
HOw—"Ti
8]
Desxtransacarasa
Sacarosa - Dextrana + Fructosa

Figura 2. Reaccidn de sintesis de dextrana catalizada por la dextransacarasa

10



Generalidades

iii.4 Mecanismo de reaccidn

E} mecanismo de accién de las dextransacarasas es muy complejo y adin no estd
claramente definido, aunque se han explicado extensamente toda una serie de
fendmenos que se llevan acabo durante la reaccion. El grupo de Robyt, en una serie de
trabajos iniciados en 1994 Propuso un mecanismo que involucra a  dos grupos
nucleéfilos en el sitio activo de la enzima, tos que atacan a dos moléculas de sacarosa, y
ast forman dos intermediarios covalentes glucosilo. El grupo hidroxilo Cs de uno de
esos intermediarios glucosilo ataca al C1 del otro intermediario glucosilo para dar lugar
a la adicién de la glucosa al extremo reductor de ia otra glucosa y asi fermar un enlace
giucosidico aifa (1-6) en una unidad isomaltosil. Con lo anterior tendremos un nuevo
grupo nuciedfilo libre, que ataca a otra molécula de sacarosa y da origen a un nuevo
intermediario glucosilo-enzima. El hidroxilo Cs de esta nueva molécula de glucosa ataca
entonces al C1 de la unidad isomaltosil recien formada, generando un enlace alfa (1-6) y
la formacién de una unidad 1somaltotriosil.

El proceso continua entre los dos sitios dando tugar a la sintesis de la cadena de
dextrana mediante la insercién de glucosa en el extremo reductor de la cadena. Esto
continua hasta que la concentracién de fructosa libre en el medio alcanza niveles que
hacen posible la transferencia de la cadena de dextrana o de la unidad glucosilo del
sitio activo de la dextransacarasa a la fructosa, deteniendo asi el crecimiento de la

cadena, o bien, produciendo leucrosa. Este mecanismo se ilustra en la figura 3.

11



Generaiiv ades

B D
Y iy

Figura 3. Mecanismo propuesto por Robyt (1974) para describir el mecanismo

de la reaccién de la dextransacarasa

X1y X2 nucledfilos del sitio activo; O glucosa; q es fructosa;
M 53<arosa, y O—O dos glucosas unidas por un enlace alfa 1-6

12



Generalidades
ii.5 Reacciones de aceptor

Algunos azticares, al ser agregados a la mezcla de reaccién, pueden actuar como
aceptores dando lugar a chgosacéridos, a expensas de la sintesis de dextrana. Estos
productos de las reacciones de la dextransacarasa con aceptores estan cobrando
actualmente gran importancia debido a las aplicaciones recientes de los oligosacaridos

Robyt (1992, 1993) también propuso un mecanismo para explicar las
reacciones de aceptor de |a dextransacarasa, en el que se postula la existencia de un
sitio de unién independiente para aceptores. Estudios realizados por su grupo de
trabajo muestran que cuando uno de los dos sitios de unién para sacarosa es
modificado, la sintesis de dextrana para, pero la de sintesis de productos de aceptor
puede continyar,

En el mecanismo que este autor propone, el sitio de unién para aceptores se
encuentra entre los dos sitios de unién para sacarosa como se ilustra en la figura 4, por
lo cual, cuando este sitio es ocupado, se bloquea la insercién de la unidad de glucosa a
la dextrana, impidiendo asi la sintesis del polimero y desviando ta glucosa hacia la

sintesis de productos de aceptor.

— T sitio de union para
sacarosa

Sitio de union para

X
YT
AL aceptores
—XW Sitio de umen para

£aCarosa
Figura 4. Modelo propuesto por Robyt (1992) del sitic activo de la

dextransacarsa de L. mesenteroides B512. Donde x representa a los
arupos nucledfilos.
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Generalidades

El hidroxilo del Cs del aceptor, realiza un atague nucleofiiico al C1 de la unidad de
glucosa que se encuentra en uno de los sitios nucledfilos de unién, formando asi un
enlace glucosidico alfa (1-6). Para ciertos aceptores como la maltosa, cuando la
concentracién det primer producto de la reaccidn alcanza niveles suficientes, puede
actuar a su vez como aceptor, dando lugar a una serie homaloga.

Cuando otra cadena de dextrana actua como aceptor, donde el hidroxile del <3
de |a cadena libre ataca al €1 del complejo glucosil-enzima, se di lugar a un enlace
alfa (1-3), formandose asi las ramificaciones.

Castillo et al (1992), analizaron y compararon los productos de aceptor de las
dextransacarasas de 12 diferentes cepas de L. mesenteroides de la coleccién NRRL con la
cepa B-s12 de la misma coleccién, y observaron que solo dos de ellas tenfan un
comportamiento diferente en cuanto a la produccién de oligosacaridos, ya que las
demas mostraron el mismo perfil en los productos de aceptor que la enzima de {a cepa
B-s12.

En la figura 5 se muestran los productos de aceptor de las reacciones con las
enzimas de las dos cepas que mostraron un comportamiento distinto al de la cepa B-
512, estas enzimas, ademas de presentar el mismo perfil de oligosacaridos producidos
por Ia B-512 en las reacciones con maltosa, sintetizan otros que al no ser digeridos en el
tracto intestinal de los mamiferos llegan hasta el colon donde son fermentados por la
flora benéfica desplazando asi a ios microorganismos patdgenos, de ahi la importancia

de estas dos cepas.
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cepa NRRL DP3 DPg DPsg

OO0 OO0 O OOOWO

B-512

OOrOVO
OO0 OO0 OO0
B13s5 OrO-O0NOLO

WO‘O'O“QO

000 OGP0 OO0

O_O alfa (-3) OO aifa (-6 O:{)alfa (-4) Q,O

Figura s. Principales productos de las reacciones de aceptor con maltosa usando
dextransacarasa de diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides.
Para la produccion de dextranas de peso molecutar controlado, se utiliza este

mecanismo de sintesis en presencia de aceptores (Paul et al 1986 y Oriot et al 1987).

iii.6 Levanas y levansacarasas

Las levanas, al igual que las dextranas, son polisacaridos sintetizados a partir de
la sacarosa. Existen varios microorganismos capaces de producir al polimero,
fundamentalmente bacterias como: Acetobater levanicum, Aerobacter levanicum,
Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Corynebacterium levaniformes, Phytobacteriurn
vitrosum, Pseudornonas sp., Serratia killensis, Streptoccocus sp., ¥ algunos otros, como:
Arthrobacter y Azotobacter (Han and Clarke, 1990; Periot 1980).
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ta enzima responsable de la reaccién es la (E.€.2.4.1.10, B (1-6) D-fructan: b-
glucosa 1- fructosiltransferasa), conocida con el nombre trivial de levansacarasa.
También en este caso la energia requerida para la polimerizacién es tomada de la
ruptura del enlace glucosidico de la sacarosa. La levansacarasa sintetiza el polimero
levana cuya estructura se describe en la figura 6, estando constituida de moléculas de
fructosa unidas por medio de enlaces B (2-6) en la cadena principal y diferentes
porcentajes de ramificaciones en 8 (2-1) (Perlot y Monsan 1984).

Desde los primeros estudios realizados sobre estas enzimas, se propuso que el
aceptor inicial de la sintesis de levana, es una moiécula de sacarosa, ya que se han

encontrado trazas de glucosa en las cadenas de polimero.

o
HOCH; v—o CHo. Oj‘o CHa- O\J |-—O 070 (:UOH ) OH
\ HO  cron ;‘ "'OI, CHOH u CHZOM CH,oH T\OH
OH OH on

OH OH
n

Figura 6.Estructura de la levana segiin Youn W. Han (1990)

La levansacarasa es una enzima producida por microorganismos de distintos
géneros bacterianos como Bacillus. Entre estas estan Bacillius subtilis, Bacillus
polymyxa, Bacillus natto, Bacillus amyloliquefaciens, Baciflus circulans y otras
patdgenas como Streptoccocus o Pseudomonas, en donde la infeccidn estd asociada a la
formaci6n de polimero, que tiene la funcién de ayudar a adherirse a su hospedero.
Otros microorganismos que se han reportado como productoras de levansacarasa son:
Erwinia amylovora, Zymomonas mobilis, Acetobacter suboxidans, Gluconobacter

oxydans, Rahnella aquatilis.
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iil.7 Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de la levansacarsa es tan complejo como el de la
dextransacarasa, ya que por [o general la enzima es capaz de llevar a cabo varias
reacciones a la vez. Dendonder (1972), propone un mecanismo de reaccién para la
formacién del polimerc de tipo ping-pong, en el que solo toma en cuenta la reaccion de
transferencia al polimero. Para ello affade levana al medio de reaccién logrando asi un
aumento en la proporcion de transferencia y disminuyendo la reaccién de hidrolisis. En
este mecanismo se da lugar a la formacion de un intermediario enzima-sustrato
(sacarosa); posteriormente se libera glucosa con la formacion de un complejo fructosil-
enzima. Finalmente este tltimo, en presencia de levana como aceptor, incrementara e

tamafio de la cadena. el mecanismo ping-pong se describe a continuacion;

tn
A

L(n} L{r+1)

E ES EF EFL E

E: Levansacarasa

S: Sacarosa

G: Glucosa

F: Fructosa

L({n): Levana con n residuos de fructosa

Por lo general, la levansacarasa muestra poca especificidad en cuanto a
aceptores, ya que es capaz de transferir la motécula de fructosa a un gran variedad de
compuestos, principalmente carbohidratos, aunque también es capaz de transferir
fructosa al agua y a alcoholes. Esta situacién trae como consecuencia la generacién de
una gran cantidad de productos de reaccién con diferentes aceptores, a los que se da el
nombre genérico de fructooligosacaridos.
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Actualmente, algunos de estos productos han cobrado gran importancia debido
a su caracter de preprobidticos; se trata de compuestos que no son digeridos por las
enzimas del tracto digestivo, pero son fermentados por bacterias benéficas del
intestino grueso, que actitan como probidticos, y asi se previene la proliferacion de
bacterias putrefactas.

En la tabla 2 se muestran algunos productos de aceptor de las levansacarasas y

otras fructosiltransferasas de diversos microorganismos, asi como su aplicacion.
iii.8 Aplicaciones

Los polisacaridos, tlenen maltipies usos en la industria en general. En alimentos
por ejemplo, las dextranas se han utilizado como agentes viscosificantes, texturizantes
o gelificantes. Adernds, se ha comprobado que inhiben la cristalizacién de aziicares por
lo que son agregados en jarabes. En la industria farmacéutica las dextranas son
utilizadas como tamiz molecular para el aislamiento y purificacién de productos
biolégicos (Sephadex), asi como sustancia de encapsulamiento y vector de
medicamentos; para la estabilizacién de agregados de suelo; recuperacién secundaria
del petroleo y en diferentes procesos metaldrgicos, Otros usos importantes de las
dextranas de peso molecular controlado (75,000 daltons), es como sustituto de plasma
sanqguineo y como complejo Fe-dextrana en el tratamiento de anemia.

Las levanas a pesar de tener potencialmente los mismo usos que las dextranas,
no han tenido un desarrotlo industrial importante. Sus aplicaciones mas relevantes
son: las de peso molecular de 65,000 daltons se usan también como sustituto de
plasma sanguineo; Franz y col. (1988), reportan el uso de levanas como agentes
inmunogénicos, basandose en el efecto de algunos polisacaridos para modificar la
respuesta inmune de un individuo. De este modo, el hospederc de tumores puede
desarrollar la capacidad de destruir las células tumorales por medio de su propio
sistema inmune. '
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Tabia 2. Productos de aceptor de algunas fructosiitransferasas de distintos microorganismos (Canedo 1997)

Microorganismo (s)

Enzima (s} Producto (s) Apticaciones Compafifa Patente
Aerobasidium Pullulans  fructosiltransferasa Kestosa Altmentacion humana  Mei)l. Serka 59-95895
Aspergillus niger (neoazlcares) y animal Japon
B subtillis levansacarasa
Aspergillus niger theanderosa farmacéutica Ashi-Chem JPO5339282
Mucor javanicum alfa-glicosidasa (anticanies) Japon
B. sp levansacarasa acida- levana farmacéuticay Solvay-Enzymes  FR2691161
B. liqueniformis termoestable alimentaria Francia
Rahnella aquatilis B-D-fructofuranosidasa galactootige- 104903593
sacdrido Nisshin-Sugar-mfg
HM-1683 levansacarasa xylosacaarosa edulcorante Japon 1PO52726070
lactosaaccarcsa  preprobidtico
xylosilfiuctésido
B. megaterium B-D-fructofuranosidasa farmacéutica  Nisshin-Sugar-mfg
lactosilfructosido alimentaria Japon JP5130885
levansacarasa cosméticos

B.sp levansacarasa farmacéutica Hayashibara- 103290197
Aerobacter sp K-1 B-fructofuranosidasa jactosacarosa alimentaria Biochem,,
Sporobolormices cosméticos Biochein Ensuiko-
Rahneila galactosiltransferasa Sugar-refining

Europa EP-447125
B.subtifis levansacarasa celobiofructosa alimentaria Europa 0337889

gentobiofructosa

FE PP ALPARURD
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Una aplicacién mas es en fotografia, donde se emplean en la fabricacion de
emulsiones foto-sensibles (Chambers y Overman, 1964).

los aligosacaridos, producidos por las enzimas levansacarasa y dextransacarasa
tienen también aplicaciones industriales, ya que ademds de haber sido propuestos
como agentes de textura o vectores de medicamentos, los fructooligosaciridos
contentendo enlaces 8 (2-1), y glucooligosacérides con enlaces alfa (1-6) y alfa (+-2),
tiene propiedades de prebidticos en la alimentacion animal.

Los oligosacaridos que no son digeridos por los jugos gastricos de los seres
thumanos, llegan hasta el colon y son ahi consumidos por la flora intestinal benéfica
como las  bifidobactérias (Tomomatsu 1994). En general, los efectos benéficos de los
probidticos se han observado en el tracto gastrointestinal, pero también han sido

reportados como benéficos para el tracto urogenital, por los siguentes efectos:

o Colonizacion del tracto gastrointestinal y urogenital, con
bifidobacterias de potenciales efectos antagénicos sobre la flora patégena
y putrefactiva .

o Actividad metabdlica benéfica, ejemplo: produccion de vitaminas como
la Bs, B2, B6, Bz, acido nicotinico y &cido félico.

o Efectos terapéuticos, ejemplo: simulacién de la respuesta inmune.

Al fermentar productos lacteos, también promueven la tolerancia a la lactosa y

absorcién de calcio (Tomomatsu 1994.)
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iv Materiales y Métodos

iv.1 Preservacién de cepas

Las cepas de Leuconostoc mesentercides fueron aisladas del pozol, bebida
fermentada originaria del Sureste de México, por €l grupo de la Dra. Carmen Wacher
Rodarte y proporcionadas en tubos con agar inclinado. Se reactivaron en 5o mil. del
medio de cultivo reportado por Lépez y Monsan, 1980 (tablaz)}, incubandose a 30°C
durante 12 horas, y se conservaron en una solucidn de glicerol a una concentracién de
15% (v/Vv) a -4°C. Estas soluciones se utilizaron como indculos para las fermentauones

en matraz, que se realizaron posteriormente.

iv.2 Produccion de enzimas

iv.2.4 Microorganismos

Las 15 diferentes cepas aisladas del pozol por la Dra. Carmen Wacher fueron

identificadas como Leuconostoc mesenteroides.
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iv.z2.2 ldentificacién de L. mesenteroides

De las cepas alsladas del pozol, en una se detectd la enzima fructosiltransferasa
por lo que se decidié corroborar su identificaciéon empleando los medios Api 5o CH. Ei
procedimiento se describe a continuacion:

1.- Cultrivar al microorganismoe en 20 ml de un medio adecuado para su
crecimiento, y verificar que el cultivo esté puro.

2.- Centrifugar para separar las células y resuspenderlas en 2 mi de agqua estéril.

3.- Transferir unas qotas a 5 ml de agua esteril hasta igualar |3 turbidez del
estandar No 2 de Mc¢ Farland. Contar las gotas afiadidas.

4.- Agregar el doble de las gotas ahadidas anteriormente a la ampolleta con el
medio AP

5.- Repartir la suspension bacteriana en los 5o tubos de la galerfa APl so CH,
los cuales contienen 49 diferentes aziicares.

6.- Cubrir los tubos con aceite de parafina, para mantener las condiciones
anaercbias. Incubara 29 °C,

Durante la incubacion, el catabolismo de los azticares conduce a acidos organicos
que provocan que el indicador de pH de los tubos en la galeria vire, lo que se detecta
por el cambio de color. Los resultados obtenidos constituyen el perfil bioquimico de la
cepa, que sirve de base para su identificacién,

Para el analisis de Jos datos obtenidos se utiliza el programa Apilab plus versidon

3.2.2.,
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iv.2.3 Medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las cepas de Leuconostoc
mesenteroides fue reportado por Lopez y Monsan (1980), y se muestra en la tabla 3. El

pH del medio se ajustd a 5.4 con acido ortofosforico antes de esterilizar.

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo utilizado

componente Concentracion (g/b

Sacarosa 20

Extracto de levadura 20

KaHPO, 20

Mg504.7H:-0 0.2

CaCl:.2H.0 0.05
FeSO4.7H:0 0.01
MnS04.7H:0 0.01

Nad .01
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iv.2.4 Produccién de la enzima

Las fermentaciones se realizaron en matraces Erlenmeyer de soo ml con 200 mi
de medio estéril a una temperatura de 30°C, 200 rpm de agitacién durante de 8 a 10
horas. E! medio se inoculé con el 10% de un cultivo en fase estacionaria de
crecimiento; el pH fué de 6.9 - 7 que es el pH éptimo para el crecimiento del

Microorganismo.

Al final de la fermentacién se midié la densidad éptica a 650 nm y se ajustd el pH
a 5.4, pH 6ptimo de actividad enzimatica. Durante la fermentacion, el pH baja por la
accién del acido lactico pasando por el pH éptimo para la sintesis de la enzima

dextransacarasa (6.0-6.9).

La concentracién de insolubles se determiné por peso seco tomando una
alicuota de s ml. Las células fueron separadas del sobrenadante por centrifugacion a
10,000 rpm durante 15 min., y lavadas con una solucién amortiguadora de acetato de

sodio, 50 MM y pH de 5.4.

iv.2.4.1 Controles durante la fermentacién

En e] caso de la cepa de CW28, durante la fermentacidén se reaiizé un
seguimiento del crecimiento celular, midiendo la densidad optica del medio de cultivo a
650 nm, utilizando un espectrofotémetro Beckman DU é506. Al final de la
fermentacién se ajusté el pH con acido ortofosférico a 6.5, pH dptimo de la actividad de
esta enzima y se centrifugd a 10000 rpm durante 15 min a 4°C en una centrifuga
Beckman J2-HS (E.U). Se lavaron las células con amortiguador de fosfato de potasio
50 MMy o5 v 6.5y se resuspendieron en el mismo.
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iv.3 Medicion de la actividad enzimatica

Una unidad de actividad desxtransacarasa (U1}, esta definida como la cantidad
de enzima que hibera 1 pmol de fructosa por minuto, mientras que una unidad
levansacarasa, se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de giucosa por
minuto.

La actividad dextransacarasa presente se midié tanto en células como en
sobrenadante de las cepas de Leuconostoc mesenteroides, cuantificando los azdcares
reductores liberados en funcién det tiempo durante la reaccion enzimatica en presencia
de 10% (w/v) de sacarosa a 30°C y en amortiguador de acetato de sodio 50 mM pH
5.4. El poder reductor se determiné por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
reportado por Sumner (1935).

La reaccién se lleva a cabo poniendo en contacto 10 ml de una solucidn
enzimatica, de forma que presente de 0.5 a 2 Ui/miy 2 ml de una solucién de sacarosa
(600 g/1), para dar lugar a una concentracidn final de sustrato de 100 g/l

La solucién enzimatica puede ser el sobrenadante obtenido durante la
fermentacién, o células resuspendidas en amortiguador de acetato de sodio 50 mM, pH

5.4y 50 ppm de azida de sodio, la cual evita la contaminacion sin afectar la actividad de

la enzima.
iv.4 Recuperacién de las dextransacarasas
Una vez separadas las células del sobrenadante al término de fa fermentacion,

éstas fueron lavadas y resuspendidas en amortiguador de acetato de sodio 50 MMy

pH 5.4, para su posterior utilizacion.
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Iv.4.1 Extracciéon liquido-liquido

La enzima extracelular que se encontraba en el sobrenadante obtenido durante
la fermentacién, se purificé mediante una extracciéon liquido-liquide, utilizande
polietilenghicol 1500 (PEG 1500).

Se prepard una solucién de PEG 1500 a 500 g/l v se aftadidé lentamente al
sobrenadante con agitacién constante, hasta observar la formacion de dos fases o la
precipitacion de la dextrana, la cual esta asociada a la dextransacarasa. El precipitado se
recuperd por centrifugacion a 10000 rpm por 10 min en una centrifuga Beckman Ja-HS
(E.U}, para posteriormente resuspenderio en una solucidn amortiguadora de acetato
de sodio 5o mM y pH 5.4; constituyendo asl una solucidn enzimatica concentrada y

parcialmente purificada.

iv.s Sintesis enzimatica del polimero

La sintesis del polimero se realizd en un volumen de reaccién de 100 ml a una
concentracién de sacarosa de 100 g/l a 30°C en amortiguador de acetato de sodio 50
MMy a pH 5.4, con una concentracién enzimatica de 1 Ul/ml.

La conversion de sacarsosa a polimero fue monmoreada mediante el ensayo
enzimatico de Bohering midiendo glucosa y fructosa libres en el medio de reaccion.

Al término de la reaccidn, se realizd una precipitacion dei polimero con 2
voliimenes de etanol al ¢9% por 1 volumen de medio de reaccidn, agitando
constantemente, Una vez obtenido el precipitado, la solucidn se centrifugd a 10000
rpm durante 10 min en una centrifuga Beckman J2-HS (E.U). Posteriormente el

polimero se resuspendid en agua, para ser liofilizado.
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iv.6 Reacciones de aceptor

La sintesis de los oligosacaridos se llevé a cabo en un volumen de reaccién de s
ml a una temperatura de 30°C, en amortiguador de acetato de sodio 50 MM a pH de
5-4.

Para la dextransacarasa se utilizé como aceptor maltosa, y una refacién
sacarosa/maltosa (s/m) de 2. La concentracion de Jos dos sustratos fué de 100y 50 g/l
respectivamente; con una actividad enzimdtica de 0.1 a 1 Ul/ml, dependiendo de la
actividad enzimatica de cada cepa.

La conversién de sacarsosa a productos de aceptores fué monitoreada también
mediante el ensayo enzimatico de Boehringer Mannheim midiendo glucosa y fructosa

{ibres en el medio de reaccién.

iv.7 Cromatografia liquida de alta presién HPLC

Los oligosacardos producidos mediante las reacciones de aceptor fueron
analizados por Cromatografia liquida de alta presién, en un cromatografo Waters-
Millipore con detector de indice de refraccion Waters 410. Las muestras fueron
previamente filtradas en membranas de nylon de 4 mm con un tamafo de poro de
0.45 Um. Se utilizé una columna pBondapak 18 (3.9x300 Mm), 10 UM Waters-
Millipore y agua como eluyente a un flujo de 0.7 ml/min. Otros productos de
reacciones de aceptor se analizaron en el cromatografo Waters-Millipore con detector
de indice de refraccién Waters 410 y una columna de silica aminada para anélisis de

carbohidratos, Novapak 4um (4.6-250mm) Waters-Millipore.
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iv.8 Caracterizacion de la levansacarasa de la cepa de L.
mesenteroides CW 28.

iv.8.1 Propiedades fisicoquimicas y cinéticas de la
levansacarasa

Se realizaron una serie de reacciones enzimaticas a diferentes valores de pH y
temperatura de 30°C, utilizando amortiguador de acetato de sodic so mM y
amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, con el fin de obtener el pH &ptimo para la
actividad de esta enzima.

También se realizaron ensayos a diferentes temperaturas utilizando
amortiguador de fosfatos 5o mM y pH &.5.

En ambos casos se utilizé un volumen de reaccién de 12 mi, una concentracion de
sacarosa de 100 g/l y una actividad enzimatica de 1 Ul/ml. Los ensayos se hicieron por
duplicado y se monitorearon siguiendo azlcares reductores liberados durante el curso
de la reaccion (Sumner 1935).

Posteriormente, la enzima se sometié a un almacenamento a diferentes
temperaturas por un tiempo de 150 minutos. Cada 30 minutos se le midié actividad a

30°C, pH 6.5y 10% de sacarosa, para comprobar la estabilidad de la enzima a altas
temperaturas.
Para la determinacién de las constantes cinéticas se realizaron una serie de

reacciones enziméticas a diferentes concentraciones de sustrato, midiendo las
velocidades iniciales e interpretando los resultados mediante jos métodos clasicos de la

cinética enzimatica.

28



Malteriales y Métodos

iv.8.2 Caracterizacién del polimero producido por la

fructosiltransferasa de la cepa de L. mesenteroides (W 28.

Se sintetizé la levana como ya se describié en la seccidn iv.s. Se dializd contra
agua destilada durante dos dias con cambios de agua cada 12 horas, en membranas de
poro de 4500,

Posteriormente se liofilizé y se realizé un analisis de  Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), para determinar la estructura del polisacarido.

Para la caracterizacion de la enzima fructosiltransferasa se realizaron reacciones
de hidrélisis enzimética del poliimero .

Se aplicaron 100 ! de una solucidon enzimatica comercial de dextranasa (Amano,
chem. Co., distribuida por Enzimas y Productos Quimicos de México SA de CV), de
actividad no reportada, a 10 ml de una solucién al 1% de polimero. La reaccién se llevé
a cabo a 50°C durante 1 hora; al mismo tiempo se agregd la solucidén enzimatica a una
solucién de dextrana comercial en las mismas condiciones.

La reaccién con invertasa se realizé a un pH de 4.6 y una temperatura de 40 °C.
Ademaés de empiear como sustrato una solucién del polimero, una de dextrana, asi
como una solucidn al 1% de levana producida con de la enzima levansacarasa de Bacifus
circulans en el laboratorio de Bioingenieria del [BT, UNAM,

Para la reaccién con inulinasa se utilizé une solucién enzimatica de actividad
desconocida proporcionada por el M. en €. Mariano Garcia Garibay de la UAM
tztapalapa. Se afiadieron sopl de dicha solucién a una solucién de 5 mi al 1% del
polimero y a otra con inuling; se incubaron ambas a 40°C, pH de 5.4 por 1 hora,

Posteriormente se inactivaron las enzimas por calentamiento a ebuliicién
durante 10 min y se midieron azticares reductores a muestras tomadas al inicio y al

final de las reaccion.
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iv.8.3 Reacciones de aceptor de la levansacarasa.

Se realizaron reacciones de aceptor con la enzima fructosiltransferasa, utilizando
para elto diferentes compuestos como aceptores, de acuerdo con en lo reportado para
otras levansacarsas, como la de Bacillus subtilis y Baciilus circulans (Perlot 1980,
Monsan 1995).

Los comptiestos utilizados en estas reacciones fueron tanto azdcares (maltosa,
lactosa, fructosa y galactosa), como alcoholes (glicerol y sorbitol).

La relacién utilizada sacarosa/aceptor en todos los casos fué de 1, utilizando
60g/| de sacarosa y 60g/| de aceptor, 1U/ml de actividad enzimética a pH de 6.5 en
buffer de fosfato de potasio s5omM. La reaccion de dejé transcurrir durante 5 horas y se

inactivé la enzima por calentamiento a ebullicién por 10 mintitos.

iv.8.4 Determinacién del peso molecular de las enzimas
de |a cepa de L. mesenteroides CW28.

Para determinar el peso molecular de la enzima, fue necesario separar a la
enzima de las células, para lo cual se llevd a cabo una etapa de sonicacidn (condiciones).

Tratamiento con Lisozima:

Los restos celulares (después de sonicar), se trataron con lisozima (sigma) a una
concentracién de 2 mg/ml durante 2 horas a 30°C. Posteriormente, se centrifugd a
10000 rpm durante 15 minutos y separd el sobrenadante de los restos celulares,
midiendo actividad enzimatica en ambos casos, por medio de azicares reductores
liberados.

Posteriormente se realizé una sintesis del polimero siguiendo la reaccién por
medio del ensayo enzimatico de Boehringer Mannheim. El polimero fue analizado por

RMN, para conocer su estructura.
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iv.B8.4.1 Electroforesis

Con et sobrenadante del tratamiento anterior se realizaron electroforesis en gel
de poliacritarnida al 10%, (2.7% de bis-acrilamida), en condiciones desnaturalizantes,
utitizando dodecilsulfato desodio y  B-mercaptoetancl. Se realizaron iguaimente
electrofotesis en condiciones no desnaturalizantes.

Del mismo sobrenadante , se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida,
pero al 7% (con 1% de bis-acrilamida), para la determinacién del peso molecular de la

dextransacarasa intracelular que se encontrd en esta misma cepa.
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v Resultados y discusion

v.1 Produccién de glicosiltransferasas de las cepas de
Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol.

Para producir las enzimas glicosiltransferasas de las cepas de Leuconostoc
mesenteroides , se realizaron fermentaciones en matraces de soo mi, con 200 ml de
medio de cultivo reportado por Lépez y Mcnsan (1980).

Como puede apreciarse en la tabla 4, seis de las trece cepas presentan actividad
enzimatica extracelular, tres presenta actividad glicositransferasa asociada a célutas y
dos méas presentan actividad tanto en células como en scbrenadante. Se encontrd
igualmente que tres de las cepas presentan una actividad demasiado baja para poder
ser medida.

l.as fermentaciones se dejaron 12 horas y podemos observar en la tabla 4 que la
mavyoria de las cepas alcanzaron una densidad dptica (D.O) de entre 4 y 7, con
excepcién de las cepas 1 y 25, que después de 24 horas de fermentacién no alcanzaron
una D.O. de 0.2, lo que puede explicar la baja actividad, ya que enh general ia
actividad glicosiltransferasa esta asociada al crecimiento celular.,

En conclusién, las cepas zisladas del pozol, presentan una actividad
dextransacarasa baja, ya que solo cuatro de ellas estan por arriba de 1 U/ml en el
sobrenadante de la fermentacién , estas son ias cepas 31, 39, 42 ¥ 34.

Es importante sefialar que esta primera caracterizaciéon enzimatica se realizé con
base en la determinacién de azicares reductores liberados en el curso de la reaccién de

sintesis enzimatica de polimero.
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Tabla 4. Evaluacion preliminar de las diferentes cepas de L. mesenteroides
aislasdas del pozol

s Actividad
D.O (650nm) Final (Jimagy (aymi)
Cepa 12 hrs. pH  asociada a células  en sobrenadante

28 6.15 4.47 0565 -
39 716 4.7 0-443 1.35
31 7.37 4.74 Q.44 1.45
29 6.68 4.44 1o Yo —
12 4.25 L 0.249
34 5.63 48 - 1.5216
e 4.10 4.46 e 0.286
30 5.63 5.06 023 e
42 é.30 441 1.3355
7 3.89 4.6 0.226
* 0.054, 6.81 = e
22 510 4.36 e 0.225
*25 0.167 8.690 - e
‘44 2.35 579 -
23 no viable
* Después de 24 horas,
a condiciones de reaccidn: 10% sacarosa, 30°Cy pH 5.4
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v.2 Recuperacién de las dextransacarasas extracelulares
por extraccién liquido-liquido.

Para lograr la recuperacidn de las dextransacarasa del sobrenadante de la
fermentacion, se realizé una extraccién liquido-liquido con polietilenglicol 1500 (PEG
1500); aprovechandose que en el mecanismo de la reacaidn enzimatica para la sintesis
de la dextrana, aparentemente se involucra la unién covalente de dicho polimero con la
enzima. De esta forma la dextransacarasa siempre tiene adherida una molécula de
dextrana, y la enzima se queda en la fase dextrana, mientras que las demas proteinas
migran a la fase PEG. Esto da tugar a una purificacion muy eficaz, pues el resto de las
proteinas permanecen en el sobrenadante, mientras que la dextransacarsa junto con el

polimero preciprtan.

Tabla 5. Purificacion de las dextransacarasas por extracaidn liquido-iiquido

Cepa actividad en  volumen (ml)  actividad después de la  rendimiento
sobrenadante purtficacidn (U/mi) Yo
W12 0.326 20 1.167 72
Wit 0285 15 1.056 75.4
W7 0457 15 ©.8814 84.7%
CW31 108 25 3.26 755
CW390 1187 20 5 804 98.37
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Antes de realizar la extraccién se agregd un poco de sacarosa, para promover ia
sintesis de polimero y facilitar asi la precipitacién. En la tabla 5 se muestran los
resultados de la precipitacion de las dextransacarasas con PEG 1500, y cOmMo se aprecia
tos repdimientos son constantes y estan alrededor del 5%, con una pérdida del 25%
de la actividad que probablemente permanece en el sobrenadante . La excepcién fué la
cepa 39, en la que el rendimiento fué mayor, alcanzando un 98.37% <con 5.8 U/mi. Es
importante hacer notar que esta cepa es la que mayor actividad mostré en el
sobrenadante de la fermentacion de estas cinco cepas, por lo que la concentracién de

la enzima y los rendimientos pueden ser proporcionales
v.3 Sintesis enziméatica de los polimeros.

Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo a 30°C con una solucidén de sacarosa
de 100 g/l y pH 5.4 y una actividad de 1 U/ml.

Se produjeron dextranas con dextransacarasas extracelulares de las cepas 39, 31,
12, 34, 42,1, 7. Y 22; y con dextransacarasas asociadas a células de las cepas 39,31,29 ¥
30; pues son las que mostraren actividad dextransacarasa.

Durante el sequimiento de la conversion de sacarosa a polimero por el ensayo
enzimatico de Boehringer Mannheim, se observd que la cepa CW 28, en la cual la
enzima estd asociada a ¢élulas, si habja produccidn de polimero, pero que éste estaba
formado por unidades de fructosa, ya que en el medio de reaccién se encontrd glucosa
fibre y no fructosa como en los demas casos.

En las reacciones de sintesis de dextrana con enzimas extracelulares de las cepas
39, 31, 12, 34, 42, M, 7,y 22; se observd un aumento considerable en la viscosidad del
medio de reaccién. Por otro lado, en el caso de las reacciones en las que se emplearon
células con actividad dextransacarasa de las cepas 39, 31, 29 v 30; si hay produccidn de
polimero pues se observa turbidez en el medio conforme ia reaccién de sintesis avanza,
pero sin aumento en la viscosidad del medio de reaccion.
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v.4 Productos de las reacciones de aceptor de las
dextransacarasas.

Las reacciones de aceptor se realizaron con las enzimas extracelulares de las

cepas 39,31, 12, 34, 11, 42, 7y 22; ¥ con las enzimas ascciadas a células de las cepas 28,
39, 31,29 y 30. A 30°C ¥ pH 5.4 en presencia de maltosa como aceptor, y una refacjén
sacarosa/maltosa de 2.

Se encontré que los productos de las reacciones de aceptor de las enzimas
provenlentes de los microorganismos aislados del pozol son los mismos que los
obtenidos con la enzima Bs12, la cual es usada a nivel industrial para la sintesis de
dextrana. Los cromatogramas de fos productos de las reacciones de aceptor de las
cepas antes mencionadas se muestran en el anexo 1; las tnicas diferencias observadas
son en cuanto a la cantidad de oligosacaridos formados. Esto  se debe probablemente
a la cantidad de enzima utilizada, ya que, no todas las reacciones se hicieron con la
misma actividad enzimatica, debido a que algunas cepas producen una muy baja
actividad enzimatica. De acuerdo con Robyt et al (1993), la distribucién de la glucosa
en dextrana y productos de las reacciones de aceptor depende de la concentracién de
sacarosa afiadida, la proporcién existente entre la sacarosa y la maltosa y de la
concerttracion de enzima en la reaccion.

Como se puede abservar en el anexo 1, la cepa CW 28, no forma productos de
aceptor con la maltosa. Esta reaccién también fué monitoreada por el ensayo
enzimatico de Boehringer Mannheim, y se observaron los mismo resultados que para
la sintesis de polimero: un aumento considerable en 1a glucosa libre vy turbidez en el
medio de reaccién. Esto se puede deber a la produccién de polimero, lo que podia
indicar la naturaleza de esta enzima, es decir, una enzima fructosiltransfersa asociada

acélutas.
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Ninguna de las cepas de L. mesenteroides  aisladas del pozol presentan
actividades inusuales, ya que solo las cepas 39, 31, 34 y 42 apenas rebasan 1 U/ml en
sobrenadante, mientras que la cepa B-512 se ha reportado con actividades que estsn
entre 1.5 y 2 U/ml. Por otro lado, también el perfii de oligosacaridos obtenidos es el
mismo que produce la B-512.

Sin embargo, la cepa 28 mostré una actividad poco comtn en estos
microorganismos. Si bien existen reportes sobre la presencia de actividad levansacarasa
en L. mesenteroides, esta, ademas de ser extraceluiar, siempre esta en una proporcion
mucho menor comparada a la actividad dextransacarasa del mismo microorganismo,
De hecho se considera tina actividad contaminante de la dextransacarasa. En el caso de
la cepa 28, solo se presenta la actividad tevansacarasa que estd asociada a células.
Aparentemente no hay presencia de dextransacarasa al realizar un ensayo con

celulas“comptletas, por lo que se decidié hacer una caracterizacién mas profunda de esta

cepa.

v.5 Produccion de la fructosiltransferasa de la cepa (W 28 de

Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol.

Con los medios Api 50 CH, se realizé la corroboracidn de que la cepa productora
de la enzima fructosiltransferasa es Leuconostoc mesenteroides. En la tabla 6 se

observan los resultados obtenidos en la galeria con los 49 diferentes aziicares. Estdn
sefialados los que el microorganimo fué capaz de fermentar, lo que nos da una idea de

su perfil bioguimico.
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Tabla 6. Perfil bioquimico de la cepa CW 28 de L. mesenteroides segin fas prubas Api 5o CH

para dentificaciéon de microorganismos

Temperatura 30°C

Control
Glicerol
Erythntel
D-Arabinosa
L-Arabinosa
Ribosa
D-XHosa N X
L-Xilosa
Adonitol

R Metil-alosido
Galactosa -
D-Glucoss
D-Fructesa
D-Manosa
L-Sorbosa
Ramnosa
Dulaito!
inositol
Monitol
Sorbitol

alfa Metil-D-manoside
alfa Metil-D-glucosido
N Acetyl glucosamina
Amygdahna

Arbutina

Escufina

salicina

Cellobrosy -

Maltosa

Lactosa

Mehbiosa

Sacarosa

Trealosa

Inulna

g‘_‘;{gﬁ'ﬁgg < x tomando lectura a las 24 y 48 horas y a la
Almidon
Glicogeno
Xihitol

1§ Gentiobiosa
D-Turanosa
D-Lixosa
D-Tagatosa
D-Fucosa
I-Fucosa .
D-Arabitol microorganismo fuera Leuconostoc,
bL-Arabitol
Gluconate mesentercides y un 4% que fuese Leuconostoc.
2 ceto-gluconato
5 ceto-gluconato dextranicum.

x

XX
XX
XEKAXK

x
X
x

KORKHAERKE A
X AKX XKXK
X OXAXKKMHK

XX
KEX
XXX

Este ensayo se realizé por duplicado,

semana, incubando los medios a 30°C.

Estos datos fueron procesados en el

=
XX
X

programa Apilab pius versidn 3.2.2, en el que se
obtuvo un 96% de probabilidades de que el

A, 24 horas, B, 48 horas; 1, semana
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Una vez identificada la cepa como Leuconostoc mesenteroides, se produjo la
enzima como se explica en materiales y métodos, siguendo la fermentacién por D.O. a
650 nm, para asi obtener la cinética de crecimiento como se muestra en la figura 7, en
donde podemos observar que el microorganismo alcanza la fase estacionaria a la 6

horas de fermentacién con un pH 4.47, similar a lo que ocurre con la cepa de L

mesenteroides de la cepa B-512F. En este punto la cepa cuenta con una actividad

levansacarasa de 6.6 U/mgq.

0.7

0.6

>
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o3

0.2
o /
n‘_/T
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=] 2 4 [
viempo (h)

Absorbancia a 850 nm

Figura 1. Cinética de crecimiento de la cepa CW28 de
L. mesenteroides

38



Resultados y discusion

v.5.1 Verificacion de la induccidon de la enzima en presencia
de sacarosa.

Se realizaron fermentaciones en matraces de 500 ml con 200 ml de medio de
cultivo reportado por Lépez y Monsan (1980), pero en lugar de agregar sacarosa al
medio, se agregd en igual cantidad glucosa, para analizar si en ausencia del sustrato
natural de la enzima, ésta estaba presente en forma constitutiva en el microorganismo.
Se realizd un seguimiento de Ia fermentacién por D.O. a é50 nm hasta que el
microorganismo aicanz6 a su fase estacionaria, que en esta ocasidén fué a una D.O. de
5.5, Un poco Menor que en presencia de sacaresa. Se llevd a cabo un ensayo de
actividad sin detectar actividad levansacarasa ni asociada a células, ni en el
sobrenadante obtenido durante la fermentacion, por fo que se concluyé que la enzima

de esta cepa es inducida por sacarosa.
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v.5.2 Determinacién de la temperatura y pH 6ptimos.
Al realizarse una serie de reacciones de sintesis enzimatica con la levansacarasa

de la cepa CW 28 a diferentes valores de temperatura, se encontrd que la temperatura

oOptima de actividad de esta enzima es de 45°C a unpH 6.5 como se muestrala

figura 8.
16 M
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4
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Temperatura °C

Figura 8. Temperatura éptima de actividad de la enzima
Levansacarasa de la capa CW 28 a pH 6.5
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E! estudio para determinar el pH 6ptimo de la actividad levansacarasa se
ilevo a cabo a una temperatura de 30 °C y se muestra en la figura ¢. Se puede observar
que la enzima presenta un optimo en .5, aunque &l igual que las levansacarasas de B.

subtilisy B. circulans, tiene buena actividad en el rango de pH 6 -7.
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pH

Figura 9. pH 6ptimo de actividad levansacarsa de 1a cepa
LW 1B
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v.5.3 Estabilidad térmica de la levansacarasa

La levansacarasa de la cepa CW28 de Leuconostoc mesenteroides no es estable a
altas temperaturas, ya que a 40°C en un tiempo de de 30 minutos la pérdida de
actividades casi total, inactivandose totalmemte a los 6o minutos. A 50°C en 30
minutoes pierde totalmente la actividad. En contraste, a 30°C en un tiempo de 150

minutos la pérdida de actividad es casi nula, como se aprecia en la figura 10.

3
E z 5 |
— 2]
= =2 - 7%
EIRAN
= \
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o 20 40 GO 80 100 120 14O 160

tiempo (min)

fFigura 10. Estabilidad térmica de ia enzima
levansacarasa de la cepa CwWa28

a(A)30°C, ( m) 40°Cy () 50°C
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En general, las levansacarasas no son enzimas termoresistentes. De hecho, 1a
levansacrasa de Bacillus circulans es estable a 30 °C, sin embargo a 40 °C existe
pérdida de la actividad, desapareciendo toda la actividad después de 20 minutos a 60°C
(Perez Oseguera 1995).

Se pensd que la enzima de esta cepa, por estar asociada a las células seria mas
estable. 5in embargo como se muestra en el ensayo realizado a 45°C que corresponde a
su temperatura éptima, a esta temperatura perderia rapidamente actividad. Por lo

antes sefialado se decidid continuar trabajando a 30°C.

v.5.4 Determinacién de las constantes cinéticas Km

y Vmax

Se realizaron una serie de ensayos para la determinacién de las constantes
cinéticas de la levansacarasa asociada a células, variando la concentracion de sacarosa
en el medio de reaccion de o a 20%. Se encontrd que la Km para esta enzima es de
66.34 mM, la cinética se muestra en la figura 11. Esto contrasta con los valores
reportados para la levansacarasa de Bacillus subtilis de 2omM (Dedonder 1966), asi
como con el de la levansacarsa de Bacillus circulans, para lo cual se reporta un valor de
Km de 15.82 mM. Es probable que esta diferencia se deba al hecho de que la enzima

esta asociada a las células, v se vea afectada por problemas de difusion,
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Figura 11. Efecto de la concentracion de sacarosa en la velocidad
de reaccidn de sintesis de levana por la levansacarasa de la cepa
CwWa8.
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v.5.5 Sintesis del polimero

La sintesis del polimero se efectud en las mismas condiciones que las sintesis de
las dextranas solo que a pH 6.5, pues como ya se demostré, es el 6ptimo de actividad
para esta enzima.

La reaccion se siguio através del ensayo enzimético de Boehringer Mannheim
para medir fructosa y glucosa libres. Como se puede observar en la figura 3, la
concentracion de glucosa libre en el medio de reaccién es mucho mayor que la fructosa,
lo que nos indica que el polimero esta siendo sintetizado con la fructosa de la sacarosa y
esta liberando glucosa. Ademés, a diferencia de la mayoria de las enzimas
levansacarsas de otros microorganismos, la levansacarasa de L. mesenteroides es muy
eficaz para la transferencia al polimero, transfiriendo aproximadamente un 96.8 %; vy
practicamente no realiza hidrélisis ya que solo 4.2 % del sustrato fué hidrolizado.
Otras levansacarsas tienden a realizar un alto porcentaje de hidrélisis, en detrimento
de 1a reacci6n de transferencia hacia al polimero, liegando a ser hasta de un 23 %. En

estos casos para alcanzar 100 % de transferencia es necesario adicionar levana al

medio de reaccion.

45



Resultados y discusion

Concentracion {mg/mil)
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Figura 12. Evolucidn de la reacaién de sintesis de fevana can
células de L. mesenteroides W 28.
Condiciones de reaccién: pH 6.5, 30 °C, 1 U/mi de actividad
enzimatica y 10 % sacarosa. Glucosa hbre (A) , fructosa libre (O
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v.5.6 Reacciones con dextranasa, invertasa e inulinasa.

La reaccidn con dextranasa se realizd para confirmar que la enzima de la cepa 28
no se trataba de una dextransacarasa y que el polimero formado no es, por lo tanto,
dextrana. En efecto, el polimero sintetizado extracelularmente no es degradado por la
dextranasa comercial de la empresa de Amano.

Al corroborar lo anterior, ¢ polimerc fué analizado mediante Resonancia
Magnética Nuclear (RMN). Se dializé como se describe en materiales y métodos, y se
liofilizd antes de ser analizado. El espectro de RMN se muestra en la figura 13. Los
resuttados de este estudio muestra que si bien se trata de un poiimero de fructosa
muy simitar a la levana, que parecia tener enlaces B (2-1), por o que se pensd que el
polimero podria ser inulina. Se realizé la hidrélisis con inulinasa, pero como se muestra
en la tabla 6, el polimero no es hidrolizado por esta enzima.

posteriormente se llevé a cabo una hidrélisis con invertasa, pues segiin Bhatia y
Nandra (1978), esta enzima es capaz de hidrolizar los enlaces B (2-1), pero como
podemos observar en la tabla 7, el polimero tampoco es hidrolizado por esta enzima.

Al analizar el espectro se llegé a la conclusién de que el pico correspondiente a
los enlaces R (2-6), se encontraba un poco corrido, sin embargo si corresponde a los

enlaces B (2-6).

Tabla 7. Suceptibilidad de diversos polimeros a la accion de enzimas

despolimerizantes.

T — — -
polimero dextranasa invertasa inulinasa
dextrana +44 — nr
levana + nr
inulina nr nr e
*polimero (W28  — — —
L — — a—

e —
rir: No se realizo. * elaborado con células completas. 47
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Figura 13.

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear, del polimero sintetizado por la
levansacarasa de L. mesenteroides de la cepa (W28
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v.5.7 Determinacién del peso molecular de la levansacarsa

de leuconostoc mesenteroides CW 28.

Al sonicar las células como se describe en Materiales y Métodos, y tratarlas con
lisozima (tratamiento 1), se centrifugd y midié actividad, tanto en los restos celulares
como en el sobrenadante, obteniendo los resultados mostrados en la tabla 8. En esta
tabla también se muestran los resultados obtenidos al tratar las <éfulas solo con
lisozima, sin sonicar (tratamiento 2).

Como se puede observar la suma de las actividades de restos celulares y
sobrenadante una vez rotas las células (Act.' total), no es igual a la actividad en las
células originales en ninguno de los dos casos. De hecho, en el caso en el que solo se
efectiia el tratarmniento con lisozima, a actividad al final es mucho mayor que al inicio, lo
que sin duda es evidencia de que al romper las células se esta liberando actividad que
no se detecta al efectuar la medicién con las células completas. Al sonicar se pierde una
parte de la actividad, pues el tratamiento con lisozima no es tan dréstico como el

sonicado.

Tabla 8. Tratamientos para liberar a la enzima de las células,

Tratamientos Cantidad de  Act. celular (U/ml)  Act.total (U) Rendimiento
células (ml) (%)
Células
originales 100 7,65 765
sonicado +
lisozima (1) 100 .7 1170 152
lisozima (2) 100 19.4 1940 235
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v.5.8 Reacciones de aceptor de la levansacarasa de la cepa
de Leuconostoc mesenteroides CW 28,

Se realizaron reacciones de aceptor como se reporta en Materiales y Métodos. A
diferencia de otras levansacarsas como la de Bacillus subtilis o la de Aerobacter
levanicum, que en presencia de algunos compuestos como monosacaridos y algunos
otros aziicares, adermnds de algunos alcoholes, desvian ia fructosa de la sintesis de
polimero hacia productos de aceptor en este caso no se detectaron productos de la
reaccion de aceptor con ninguno de los compuestos empleados (glucosa, galactosa,
fructosa, maltosa, lactosa, glicerol y sorbitol). En efecto, toda la fructosa de la sacarosa
es empleada para la sintesis del polimero como to podemos copstatar en los
crormatogramas que se muestran en el anexo 2, y el aceptor permenece sin
modificacion desde e inicio de la reaccién hasta que esta fue detenida,

posteriormente se realizd una reaccién en presencia de maltosa como aztlcar
aceptor, en las mismas condiciones empleadas para la sintes:s de productos de aceptor
con las dextransacarasa, pero con el sobrenadante del tratamiento 1; se observo que no
habia presencia de productos de aceptor, sin embargo habia liberacidn de fructosa en el
medio de reaccién y una cantidad despreciable de glucosa. Esto solo podia suceder st la
actividad liberada al lisar las células era de tipo glucosiltransferasa. Ademds el
tratamiento de sonicado es muy agresivo para la levansacarasa, ya que no hay presencia
de esta actividad en la reaccién de sintesis del polimero. Sin embargo, en el tratamiento

2 si hay presencia de ambas actividades: la glucosittransferasa y la fructosiltransferasa.
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v.5.9 Electroforesis

Se realizaron etectroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), con 10% de acrilamida con 2.7% de bis-acrilamida, en
en cuat se corrié una muestra conteniendo levansacarasa de Bacillus subtilis con un
peso molecular de aproximadamente 50 ooo daltons, ademas del sobrenadante del
tratamiento 2, en este observd una banda a la misma altura de la banda de 5o oco
daltons que posiblemente sea la levansacarasa de la cepa (W28 de L. mesenteroides.

También se realizé SDS-PAGE, con 7.5% de acrilamida con 1% de bis-acrilamida,
en este caso se corrié una muestra de la dextransacarasa B-51z, €on un peso
aproximado de 158 ooo daltons, y el mismo sobrenadante del tratamiento 2 inyectado
en el gel al 10%, es este caso encuentré una banda a esa misma altura que

posiblemente sea la dextransacarasa intracelular de lacepa (W28 de L. mesenteroides.
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vi Conclusiones

1. Las cepas de Leuconostoc mesenteroides estudiadas en este trabajo, son
productoras de la enzima dextransacarsa, con excepcidn de la cepa 28. Las actividades
de estas enzimas no resultaron relevantes, pues apenas cuatro de eltas rebasan 1 u/mi
y el perfil de oligosacaridos de estas enzimas en las reacciones de aceptor en presencia
de maltosa, es el mismo que el reportado para la dextransacarasa usada a nivel

industrial B-51a.

2. La cepa identificada como Leuconostoc mesenteroides, y designada como
CW28 es productora de una levansacarasa asociada a células con actividad de 0,6 U/mg

a pH 6.5y una temperatura de 30°C.

3. La levansacarasa de la cepa 28,fué caracterizada, asociada a las células. No
sintetiza oligosacaridos en las reacciones de aceptor con los compuestos empleados:
galactosa, fructosa, maltosa, lactosa, glicerol y sorbitol, Toda la fructosa de la sacarosa
es empleada para la sintesis de polimero pues practicamente no hay hidrélisis. EI

polimero obtenido fué identificado como levana.

4. Se encontré ademas en la cepa (W28 una actividad presumiblemente

dextransacarasa intracelular que no se expresa a menos que las céluias sean lisadas,

s. La dextransacarasa intracelular de esta misma <epa, no produce oligosacaridos

en presencia de maltosa,
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Conciusidon general.

En el presente trabajo se encontré una cepa de L. mesenteroides que cuenta con
caracteristicas no vistas antes en alguna otra cepa de este microorganismo, por lo que
es recomendable hacer un estudio exhaustive con el fin de caracterizar a las enzimas
en términos de peso molecular, temperatura y pH 6ptimos, especificidad, condiciones

de produccién, ademas del tipo de productos que ambas enzimas puedan producir

para ser aplicados industrialmente en ias dreas de alimentos y farmacia.
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Anexo 1
Anexo 1.

Cromatogramas de los productos de aceptor de las cepas de L. mesenteroides aisladas
del pozol.Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de maltosa como azicar

aceptor y sacarosa en una refacién de 1:2 a una temperatura de 30 °Cy pH 5.4

volts

o 10 20 3o
Tiempo (minutos)

Perfil de oligosacaridos de la levansacarasa asociada a células
de fa cepa CW28 de L. mesenteroides
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Anexo 2
Reacciones de aceptor de la Levansacarasa de la cepa de [euconostoc
mesenteroides aislada del pozol Cw 28 con diferentes aceptores. Temperatura de

reaccton 30°Cy pH 6.5

0.6 4+ qalactosa
sacarosa

volts

o 5 10 15

Tiempo {min)
Reaccion de aceptor de la levansacarsa de la cepa
CW 28 usando como aceptor galactosa al 6 %
{---)s5 horas de reaccion y ( __ Des el tiempo cero.
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sorbitol

sacarosa

f
a.4 4 f'[
\
|

o ¥ Y
o 5 10 15

tiempo (minutos)
Reaccién de aceptor de fa levansacarasa de la cepa CwW2B
de L. mesenteroides en presencia de sorbitol al 6%.
() tiempo ceroy ( ___ ) cinco horas de reaccion

volts

53carosa
[

lactosa

[a] g 10 15

Tiempo (minutos)

Reacci6n de aceptor de la levansacarasa de la cepa CW28B dd..
mesenteroides con lactosa al 6%como azilcar aceptor
(---Ytiempo ceroy { ___) <inco horas de reaccion,
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