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Resumen 

Resumen 

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

aztcar, a diversos aceptores. Las glucosiltransferasas pertenecen a este grupo de 

enzimas y 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 del residuo de azticar, 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 

nixtarmnalizado, dcida, no alcohdlica originaria del sureste del pafs, fuente natural de 

Leuconostoc mesenteroides. La caracterizacién se realiz6 con el fin de encontrar 

nuevas fuentes para la producci6én enzimatica de polisacdridos y oligosacdridos, debido 

al auge que estos Gltimos estan cobrando dado su gran potencial para aplicaciones 

industriales . 

En este trabajo se realiz6 la caracterizaci6n 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 

extracelular y otras mas la producen tanto en el sobrenadante de la fermentaci6n 

como asociada a células. Sin embargo una de estas cepas, resulté particularmente 

interesante, ya que es productora de una enzima fructosiltransferasa, levansacarasa, 

asociada a células y una dextransacarasa intracelular, por lo cual se realiz6 una 

caracterizacién mas detallada. 

En este estudio se prob6 la capacidad de las dextransacarasas, incluida fa 

encontrada intracelularmente en la cepa CW28, para transferir glucosa a_la maltosa. 

Asi como {a capacidad de la levansacarasa de la cepa productora de esta enzima, para 

transferir fructosa a diferentes aceptores como la galactosa, fructosa, lactosa, maltosa, 

sorbitol y glicero!; ademas de Ja caracterizacién por Resonancia Magnética Nuclear del 

pofimero producido por fa fevansacarasa.



Introduccién 

i Introduccién 

Las enzimas son protefnas que intervienen en los procesos bioldgicos catalizando 

las reacciones del metabolismo celular. La experiencia en la utilizaci6n de 

microorganismos como fuente de enzimas para uso industrial, se inicid en los 40s. 

En la actualidad esta es una industria bien establecida con un gran potencial 

econémico, y un mercado de cerca de 1000 millones de délares en ventas mundiales de 

enzimas al afio. 

Para su aplicaci6n, 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 bioconyersiones 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 contro! sobre 

la calidad y los rendimientos, y con un minimo de productos indeseables. 

La clasificacién de las enzimas se basa principalmente en la reacci6n quimica que 

catalizan. De éstas, un grupo de particular interés es el de las transferasasas. Estas 

enzimas catalizan la reaccién de transferencia de ciertos grupos a moléculas aceptoras 

de acuerdo al siguiente esquema: 

B-X+E —————® B+E-X er AX+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 serd un 

glucésido y en general A es un compuesto distinto del agua, lo que diferencia a las 

tranferasas de las hidrolasas.



Introducci6n 

La energia necesaria para la reacci6n de sintesis es proporcionada por el enlace 

osidico original via la formacién de un intermediario con un enlace covatente 

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 oligosacéridos con funciones importantes para la célula, algunos de los 

cuales tiene actuaimente gran importancia a nivel industrial. 

Como se mencioné, dentro de este grupo de enzimas se encuentran fas 

glucosiltransfesas, dentro de las cuales se incluye a la dextransacarasa, que recibe el 

nombre sistematico de sacarosa: 1,6-alfa-D-glucan-6-alfa-D-glucosiltransferasa 

CE.C.2.4.1.5) y ha sido la mas estudiada de acuerdo con ef ntimero de reportes en la 

literartura. Esta enzima transfiere residuos de glucosa a una cadena constituida por 

este azticar, para formar un polimero de glucosa con enlaces alfaQ-6) y ramificaciones 

en alfa (1-4) y alfa (0-3) 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 (4-6) D- fructan: D -glucosa 1-transferasa), transfiere 

residuos de fructosa_ para la formacién de un polimero de fructosa llamado levana, 

con enlaces @ (2-6) y diferentes proporciones de ramificaciones en (2-1), Esta 

estructura es similar a la de la inulina, que tiene en su cadena principal enlaces BQ-1) y 

ramificaciones en B (2-6). 

Tanto para la dextransacarasa como para la levansacarasa el sustrato donador 

es la sacarosa y el aceptor es la cadena de polisacaérido que se va formando, ya sea 

dextrana o levana. De igual forma, bajo ciertas condiciones de reaccién pueden 

transferir residuos glicosilo a una gran variedad de aceptores, dentro de los que 

destacan alcoholes primarios, azdcares simples o cadenas glucosidicas, dando origen a 

gran variedad de oligosacdridos y polisacaridos algunos de ellos con interés comercial.



introducci6n 

Los polisacdridos tienen entre otras funciones bioldégicas el servir como reserva 

de energia y como materiales estructurales en pared celular y capsulas extracelulares. 

Los exopolisacéridos desempefian distintas funciones para los microorganismos 

productores de estos; entre las que destacan: Proteccién en contra de la desecacién; 

reservas de energia; interacciones con células de plantas o animales en relaciones 

especificas. 

La industria biotecnolégica ha encontrado en los polisacdridos materias primas 

para una gran diversidad de aplicaciones. Destaca la existencia actualmente de varios 

biopolimeros microbianos comerciales como fa dextrana, la xantana y la galana. Por 

otro lado, la dextrana es el polisacdrido mas estudiado y para su produccién a nivel 

industrial ha sido utilizada la bacteria lactica Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F. 

En particular, en el Instituto de Biotecnologia dentro del grupo de Tecnologia 

Enzimatica se han caracterizado diversas glicosiltranferasas, como las 

glucosiltransferasas de [as cepas de Leuconostoc mesenteroides NRRL B1299, NRRL 

7355, NRRL 512, NRRL 1386, entre otras; y algunas fructosiltransferasas como la de 

Bacillus subtilis y la de Bacillus circulans. 

Por otro lado, dentro de la Facultad de Quimica el grupo de la Dra. Carmen 

Wacher ha venido trabajando en fermentaciones tradicionales, en particular en el 

pozol, bebida fermentada no alcoholica, dcida, 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 glucosiltransferasas provenientes de nuevas fuentes 

que pudieran mostrar productos de interes industrial; por fo que se planted ef presente 

proyecto, con los siguientes objetivos.



Obyetivos 

ii Objetivos 

Objetivo general 

* Caracterizar las enzimas glucosiltransferasas producidas por diferentes cepas 

de Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozof por el grupo de la Dra. Carmen 

Wacher. 

Objetivos especificos 

* Caracterizarlas en funcién de su capacidad para producir la enzima y su 

ubicaci6n (extraceiular o asociada a células) 

* Obtencién de dextrana y oligosacdridos por sintesis enzimatica para su 

posterior caracterizaci6n quimica. 

* Efectuar un estudio comparativo de las dextransacarasas del pozol con las 

existentes de otras fuentes. 

* Estudiar aquellas que resulten de interés, con base en los criterios antes 

expuestos.



Generalidades 

iit Generalidades 

iii.a Pozol 

La palabra pozol, proviene del nahualt pozoflli, que significa espumoso y es una 

bebida fermentada dcida 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 y se prepara a partir de maiz 

nixtamalizado. 

Los chontales, mayas, lacandones, tzeltales, tzotziles, tojolabales, chamulas, 

mames, zoques y zapotecos han utilizado esta bebida desde {fa época prehispdnica 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 maiz y que la concentracién 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 aerogenes, las cuales son capaces de fijar el 

Nitrégeno atmosférico (Wacher 1995).



Generalidades 

iii.2 Microbiologia del pozol 

La fermentacién del pozol ocurre en forma natural, es decir, sin adicién 

intencional de inéculo o porcién de alimento ya fermentado como ocurre con otros 

alimentos fermentados tradicionales (Viniegra-Gonzalez 1984). Por esta raz6n, su 

microflora es muy compleja y depende del tipo de organismos iniciales y de Ja 

incorporacién de otros durante el proceso de elaboracion. 

En ei 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 (tuxpefio), amarillo (olotillo) 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 lo hacen los ladinos ya que los 

indigenas lo consumen solo; la presencia de una segunda coccidn o “reventado” de los 

granos en el caso det pozol 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 

elaboracién del pozol.



Generalidades 
  

  

Diagrama del proceso indigena de elaboracién del 

pozol (Wacher 1995). 

Maiz 

Hervir en agua con cal 
Nixtamalizaci6n 

(tlempo de coccién:100min.) 

' 
Lavar 

(4 veces) 

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

granos) 

Escurrir 

' 
Moler 

cen 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 segunda coccién después del lavado, durante 90 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 microbianas se mantienen constantes. Viniegra, 

Gémez y Gonzalez (1984), sugieren que la relaci6n C/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 ei trabajo de investigacién de la Dra. Carmen Wacher, se aislaron e 

identificaron una gran cantidad de bacterias, hongos y levaduras; en la tabla 1 se 

muestran las bacterias lacticas encontradas. Entre las primeras se encontraron tanto 

bacterias ldcticas como enterobacterias, del tipo de &. coli y otras; de las bacterias 

lacticas se aislaron mas de 15 cepas diferentes que fueron identificadas como L 

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

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

  

  

  

Genero Pozol Pozol 
tentativo iIndigena mestizo 

1. Lactobacillus ° 4 
2. Lactococcus 9 3 
3. Leuconostoc 1 15 
4. Pediococcus 5 fe 

No Total 25 19 

  

4. Bacilos homo o heterofermentativos 
2. Cocos homofermentativos, dextrana + 6 - 
3. Cocos heterofermentativos, productores de dextrana 
4. Cocos en tetradas, homofermentativos, dextrana -     
 



Generalidades 

iii.3 Dextranas y dextransacarasas 

Las dextranas son polisacdéridos producidos por enzimas ltlamadas 

dextransacarsas, provenientes de bacterias. En general su estructura esta constituida 

de unidades de glucosa en su forma piranosa con enlaces alfa (1-6), y ramificaciones en 

alfa (1-2), (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 +. En la cadena principal tienen enlaces alfa 1-6, con ramificaciones en las 

posiciones 2,3 y 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 1-3 en forma alternada, y 

ramificaciones en posicién 3; por lo que se les ha denominado alternanas. 

Clase 3. En la cadena principal tienen enlaces alfa 1-3 en forma consecutiva y 

ramificaciones en alfa 1-6. Dado que estas son producidas por microorganismos como 

5S. mutans, se conocen como mutanas. 

Los microorganismos capaces de producir a la enzima dextransacarasa, son 

principalmente Leuconostoc de la especie mesenteroides y dextranicum; y una gran 

variedad de especies de Streptoccocus.



Generalidades 

La dextransacarasa cataliza la reaccién de transferencia de unidades de glucosa 

a partir de sacarosa (figura 2), formando asf el polisacdrido; es importante mencionar 

que la enzima no necesita de cofactores para llevar acabo la reacctén, la cual 

es irreversible. La energia requerida para la condensacién de dos unidades glucosi! es 

obtenida por la ruptura del enlace glucosidico de la sacarosa. 

HO, 
HO. Ho VR 4 

Sw ° 
v HO 9 OH 
He Q 

HO 9 GQ > Ho + n HO 

\ ne HOO HO CH,OF 
Q (n-2) HO OHs0H 

a8 HoT 
HOLT 

° 

Desxtransacarasa 

Sacarosa a an Dextrana + Fructosa 

Figura 2. Reaccidn de sintesis de dextrana catalizada por ta dextransacarasa 
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Generalidades 

iii.g4 Mecanismo de reacci6n 

El mecanismo de accién de las dextransacarasas es muy complejo y atin no esta 

claramente definido, aunque se han explicado extensamente toda una serie de 

fendémenos que se tlevan acabo durante la reaccién. El grupo de Robyt, en una serie de 

trabajos iniciados en 1994 propuso Un mecanismo que involucra a dos grupos 

nucledéfilos en el sitio activo de la enzima, tos que atacan a dos moléculas de sacarosa, y 

ast forman dos intermediarios covatentes 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 la otra glucosa y asi formar un enlace 

giucosidico alfa (1-6) en una unidad isomaltosil. Con fo anterior tendremos un nuevo 

grupo nucleéfilo libre, que ataca a otra molécula de sacarosa y da origen a un nuevo 

intermediario glucosilo-enzima. El hidroxilo Co de esta nueva moléculs de glucosa ataca 

entonces al Ci de la unidad tsomaltosi! recien formada, generando un enlace alfa (1-6) y 

la formacién de una unidad tsomaltotriosil. 

El proceso continua entre los dos sitios dando lugar a la sintesis de la cadena de 

dextrana mediante la inserci6n 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 ifustra en la figura 3. 

qa



Ga
ne
ra
ti
da
de
r 

  

  

  
He He etc. 

X2 ) rong x2n-Q—f) xorg 

          

Figura 3. Mecanismo propuesto por Robyt (1974) para describir el mecanismo de la reaccién de la dextransacarasa 

xy X2 nucledfilos del sitio activo; 0 glucosa; q es fructosa; 

on™) sacarosa, y HW) dos glucosas unidas por un enlace alfa 1-6 

I



Generatlidades 

iii.5 Reacciones de aceptor 

Algunos azticares, al ser agregados a la mezcla de reaccidn, pueden actuar como 

aceptores dando lugar a oligosacaridos, 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 oligosacéridos 

Robyt (1992, 1993) también propuso un mecanismo para explicar las 

reacciones de aceptor de la 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 continuar. 

En el mecanismo que este autor propone, el sitio de unién para aceptores se 

encuentra entre los dos sitios de uni6n 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, tmpidiendo asi la sintesis def polimero y desviando ta glucosa hacia la 

sintesis de productos de aceptor. 

—f1/\— Sitio de union para 
sacarosa 

Sitio de union para 

x 

cv™ 

AY aceptores 
x Sitio de umion para 

sacarosa 

Figura 4. Modelo propuesto por Robyt (1992) del sitio activo de la 
dextransacarsa de L. mesenteroides B512. Donde x representa a los 
grupos nucleéfilos. 
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El hidroxilo del Cs del aceptor, realiza un ataque nucleofilico 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 

concentraci6n det primer producto de la reaccién alcanza niveles suficientes, puede 

actuar a su vez como aceptor, dando lugar a una serie homéloga. 

Cuando otra cadena de dextrana actua como aceptor, donde el hidroxilo det ¢3 

de la cadena libre ataca al C1 del complejo glucosil-enzima, se d& lugar a un enlace 

alfa (1-3), formandose asf 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 colecci6n NRRL con la 

cepa B-512 de la misma coleccién, y observaron que solo dos de ellas tenian 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 fa cepa 

B-s512. 

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 oligosacdridos producidos 

por la B-512. en las reacciones con maltosa, sintetizan otros que al no ser digeridos en el 

tracto intestinal de los mamiferos !legan hasta el colon donde son fermentados por la 

flora benéfica desplazando asi a ios microorganismos patdégenos, de ahi la importancia 

de estas dos cepas. 

14.
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cepa NRRL DP3 DP4. DPs 
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Figura 5. Principales productos de las reacciones de aceptor con maltosa usando 

dextransacarasa de diferentes cepas de Leuconostoc mesenteroides. 

  
  

B-512 

    
  

Para la produccion de dextranas de peso molecular controlado, se utiliza este 

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

iii.6 Levanas y levansacarasas 

Las levanas, al igual que las dextranas, son polisacdridos sintetizados a partir de 

la sacarosa. Existen varios microorganismos capaces de producir al polfmero, 

fundamentalmente bacterias como: Acetobater levanicum, Aerobacter levanicum, 

Bacillus subtilis, Bacillus polymyxa, Corynebacterium levaniformes, Phytobacterium 

vitrosum, Pseudomonas sp., Serratia kiliensis, Streptoccocus sp., ¥ aigunos otros, como: 

Arthrobacter y Azotobacter (Han and Clarke, 1990; Perlot 1980). 
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La enzima responsable de la reacci6n es la (E.C.2.4.1.10, 8 (4-6) D-fructan: D- 

glucosa 1- fructosiltransferasa), conocida con el nombre trivial de levansacarasa. 

También en este caso la energia requerida para la polimerizaci6n es tomada de la 

ruptura del enlace glucosidico de {a 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 & (2-6) en la cadena principal y diferentes 

porcentajes de ramificaciones en 6 (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 molécula de sacarosa, ya que se han 

encontrado trazas de glucosa en las cadenas de polimero. 

oO 
HOCHa ‘° roy Crop on r° ° oO on ae OH 

\ HO" CHOH \ HOP CHO Ky Lan Kh jon NOH 

OH OH OH 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, Bacillus circulans y otras 

patdégenas como Streptoccocus o Pseudomonas, en donde la infecci6n esta asociada a la 

formacién de polimero, que tiene la funcién de ayudar a adherirse a su hospedero. 

Otros microorganismos que se han reportado como productoras de fevansacarasa son: 

Erwinia amylovora, Zymomonas mobilis, Acetobacter suboxidans, Gluconobacter 

oxydans, Rahnella aquatilis. 
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itz Mecanismo de accién 

EI mecanismo de accién de la levansacarsa es tan complejo como el de la 

dextransacarasa, ya que por lo general Ja enzima es capaz de llevar a cabo varias 

reacciones a la vez. Dendonder (1972), propone un mecanismo de reaccién para la 

formacién del polimero de tipo ping-pong, en el que solo toma en cuenta la reaccién de 

transferencia al polimero. Para ello afiade tevana al medio de reacci6n logrando asf un 

aumento en fa proporcién de transferencia y disminuyendo la reacci6n de hidrdlisis. En 

este mecanismo se da lugar a la formacién de un intermediario enzima-sustrato 

(sacarosa); posteriormente se libera glucosa con la formacién de un complejo fructosil- 

enzima. Finalmente este Gltimo, en presencia de levana como aceptor, incrementara el 

tamafio de la cadena. el mecanismo ping-pong se describe a continuacién: 

E ES EF EFL E 

uw L¢(n) Lcn+1) 

E: Levansacarasa 

S$: Sacarosa 

G: Glucosa 

F: Fructosa 

L(n): Levana con n residuos de fructosa 

Por lo general, la fevansacarasa muestra poca especificidad en cuanto a 

aceptores, ya que es capaz de transferir ia molécula de fructosa a un gran variedad de 

compuestos, principalmente carbohidratos, aunque también es capaz de transferir 

fructosa al agua y a alcoholes. Esta situaci6én 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 fructooligosacdéridos. 
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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 acttan como probiéticos, y asf se previene la proliferaci6n de 

bacterias putrefactas. 

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

otras fructosiltransferasas de diversos microorganismos, asf como su aplicaci6n. 

iii.8 Aplicaciones 

Los polisacaridos, tienen mdltiples usos en la industria en general. En alimentos 

por ejemplo, las dextranas se han utilizado como agentes viscosificantes, texturizantes 

0 gelificantes. Ademas, se ha comprobado que inhiben la cristalizacién de azticares 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), asf como sustancia de encapsulamiento y vector de 

medicamentos; para la estabilizacién de agregados de suelo; recuperacién secundaria 

del petrdieo y en diferentes procesos metaliirgicos. Otros usos importantes de las 

dextranas de peso molecular controlado (75,000 daltons), es como sustituto de plasma 

sanguineo 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 desarrollo industrial importante. Sus aplicaciones mas relevantes 

son: las de peso mofecular de 65,000 daltons se usan también como sustituto de 

plasma sanguineo; Franz y col. (4988), reportan el uso de levanas como agentes 

inmunogénicos, basandose en el efecto de algunos potisacéridos para modificar la 

respuesta inmune de un individuo. De este modo, el hospedero de tumores puede 

desarrollar la capacidad de destruir las células tumorates por medio de su propio 

sistema inmune. , 
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Generalidades 

Una aplicaci6n mas es en fotografia, donde se emplean en la fabricaci6n de 

emulsiones foto-sensibles (Chambers y Overman, 1964). 

Los oligosacaridos, producidos por las enzimas levansacarasa y dextransacarasa 

trenen también aplicaciones industriales, ya que ademas de haber sido propuestos 

como agentes de textura o vectores de medicamentos, fos fructooligosacdridos 

conteniendo enlaces 8 (2-1), y glucooligosacdridos con enlaces alfa (1-6) y alfa (4-2), 

tiene propiedades de prebidticos en la alimentacién animal. 

Los oligosacdridos que no son digeridos por los jugos gastricos de los seres 

humanos, Ilegan 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: 

0 Colonizacion def tracto gastrointestinal y urogenital, con 

brfidobacterias de potenciales efectos antag6nicos sobre fa flora patégena 

y putrefactiva. 

0 Actividad metabdlica benéfica, ejemplo: produccidn de vitaminas como 

la Bi, Bz, B6, B12, dcido nicotinico y dcido 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. Preservaci6n de cepas 

Las cepas de Leuconostoc mesenteroides fueron aisladas del pozol, bebida 

fermentada originaria del Sureste de México, por el grupo de la Dra. Carmen Wacher 

Rodarte y proporcionadas en tubos con agar tnclinado. Se reactivaron en 50 ml. del 

medio de cultivo reportado por L6pez y Monsan, 1980 (tabia3), incubdndose a 30°C 

durante 12 horas, y se conservaron en una solucién de glicerol a una concentracién de 

15% (v/v) a -4°C. Estas soluciones se utilizaron como inéculos para las fermentaciones 

en matraz, que se realizaron posteriormente. 

iv.2 Producciédn de enzimas 

iv.2.1 Microorganismos 

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

identificadas como Leuconostoc mesenteroides. 
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iv.2.2 Identificaci6n de L. mesenteroides 

De las cepas aisladas de! pozol, en una se detect6 la enzima fructosiltransferasa 

por lo que se decidié corroborar su identificaci6n empleando los medios Api 50 CH. El 

procedimiento se describe a continuacién: 

1- Cultivar al microorganismo 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 mide agua estéril, 

3.- Transferir unas gotas a 5 ml de agua esteril hasta igualar la turbidez det 

estandar No 2 de Mc Farland. Contar las gotas afiadidas. 

4.- Agregar el doble de las gotas afadidas anteriormente a Ja ampolleta con el 

medio API. 

57 Repartir la suspensi6n bacteriana en los so tubos de la galeria API so CH, 

los cuales contienen 49 diferentes azticares. 

6.- Cubrir los tubos con aceite de parafina, para mantener las condiciones 

anaerobias. Incubar a 29 °C. 

Durante la incubacién, el catabotismo 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 andlisis de Jos datos obtenidos se utiliza el programa Apilab plus versién 

3.2.2.



Materiales y Métodos 

iv.2.3 Medio de cultivo 

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las cepas de Leuconostoc 

mesenteroides fue reportado por L6pez y Monsan (1980), y se muestra en la tabla 3. El 

pH del medio se ajust6 a 5.4.con 4cido ortofosférico antes de esterilizar. 

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo utilizado 
  

  

  

  

Componente Concentracién (g/l) 

Sacarosa 20 

Extracto de levadura 20 

K2HPO4 20 

MgSO4.7H20 0.2 

Cach.2H20 0.05 

FeSO..7H20 0.01 

MnSO4.7H20 0.01 

Nacl 2.01               
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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 agitaci6n durante de 8 a10 

horas. El medio se inoculé con ef 10% de un cultivo en fase estacionaria de 

crecimiento; el pH fué de 6.9 - 7 que es el pH Sptimo para el crecimiento del 

microorganismo. 

Al final de la fermentacion se midié la densidad d6ptica a 650 nm y se ajusté el pH 

a 5.4, pH 6ptimo de actividad enzimatica. Durante la fermentaci6n, el pH baja por la 

accién del dcido lactico pasando por el pH 6ptimo para la sintesis de la enzima 

dextransacarasa (6.0-6.9). 

La concentracién de insolubles se determind por peso seco tomando una 

alicuota de 5 ml. Las células fueron separadas del sobrenadante por centrifugaci6n a 

10,000 rpm durante 15 min., y lavadas con una soluci6n amortiguadora de acetato de 

sodio, 50 MM y pH de 5.4. 

iv.2.4.1 Controles durante la fermentacién 

En el caso de fa cepa de CW28, durante la fermentaci6n se realiz6 un 

seguimiento del crecimiento celular, midiendo la densidad 6ptica del medio de cultivo a 

650 nm, utilizando un espectrofotémetro Beckman DU 650. Al final de la 

fermentacién se ajusté el pH con dcido ortofosférico a 6.5, pH Sptimo de la actividad de 

esta enzima y se centrifug6 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 

50MM y Bri io 65 y Se resuspendieron en el mismo. 
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iv.3 Medicién de la actividad enzimatica 

Una unidad de actividad desxtransacarasa (UI, esté definida como la cantidad 

de enzima que libera 1 pmol de fructosa por minuto, mientras que una unidad 

levansacarasa, se define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de glucosa por 

minuto. 

La actividad dextransacarasa presente se midié tanto en células como en 

sobrenadante de las cepas de Leuconostoc mesenteroides, cuantificando los azticares 

reductores liberados en funcién del tiempo durante la reacci6n 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 métado del acido 3,5-dinitrosaticilico (DNS) 

reportado por Sumner (1935). 

La reaccién se lleva a cabo poniendo en contacto 10 ml! de una soluci6n 

enzimatica, de forma que presente de 0.5 a 2 Ul/ml y 2 ml de una soluci6n de sacarosa 

(600 g/!), para dar lugar a una concentracién final de sustrato de 100 g/l. 

La soluci6n enzimatica puede ser el sobrenadante obtenido durante la 

fermentaci6n, o células resuspendidas en amortiguador de acetato de sodio 50 MM, pH 

5.4 y 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 ta fermentacién, 

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

PH 5.4, para su posterior utilizacion. 
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Iv.4.4 Extracci6n liquido-liquido 

La enzima extracelular que se encontraba en el sobrenadante obtenido durante 

la fermentacién, se purificé mediante una extraccién liquido-liquido, utilizando 

pohetilenglicol 1500 (PEG 1500). 

Se preparé una solucién de PEG 1500 a soo g/l y se affadid lentamente al 

sobrenadante con agitacién constante, hasta observar la formacién de dos fases o la 

precipitacién de la dextrana, la cual esta asociada a la dextransacarasa. El precipitado se 

recuper6 por centrifugaci6n a 10000 rpm por 10 min en una centrifuga Beckman J2-HS 

CE.U), para posteriormente resuspenderlo en una solucién amortiguadora de acetato 

de sodio 50 mM y pH 5.4; constituyendo asf una soluctén enzimadtica concentrada y 

parcialmente purificada. 

iv.5 Sintesis enzimdtica del polimero 

La sintesis del polimero se realizé en un volumen de reacci6n de 100 ml a una 

concentraci6n de sacarosa de 100 g/l a 30°C en amortiguador de acetato de sodio 50 

mM ya pH 5.4, con una concentraci6n enzimatica de 1 Ul/ml. 

La conversién de sacarsosa a polimero fue monitoreada mediante el ensayo 

enzimatico de Bohering midiendo glucosa y fructosa libres en el medio de reaccién. 

Al término de fa reaccién, se realiz6 una precipitacién del polimero con 2 

volimenes de etanol al 99% por 1 volumen de medio de reaccién, agitando 

constantemente. Una vez obtenido el precipitado, la solucién se centrifugd a 10000 

tpm durante 10 min en una centrifuga Beckman J2-HS (E.U). Posteriormente el 

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

La sintesis de los oligosacdridos se llevé a cabo en un volumen de reacct6n de 5 

ml a una temperatura de 30°C, en amortiguador de acetato de sodio 50 mM a pH de 

5-4. 

Para la dextransacarasa se utiliz6 como aceptor maltosa, y una relacién 

sacarosa/maltosa (s/m) de 2. La concentracion de Jos dos sustratos fué de 100 y 50 g/I 

respectivamente; con una actividad enzimatica 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 e! ensayo enzimatico de Boehringer Mannheim midiendo glucosa y fructosa 

libres en el medio de reacci6n. 

iv.7 Cromatografia tiquida de alta presi6n HPLC 

Los oligosacaridos producidos mediante las reacciones de aceptor fueron 

analizados por Cromatografia liquida de alta presién, en un cromdtografo Waters- 

Millipore con detector de indice de refraccién Waters 410. Las muestras fueron 

previamente filtradas en membranas de nylon de 4 mm con un tamafio de poro de 

0.45 pm. Se utiliz6 una columna pBondapak C18 (3.9x300 mm), 10 jm 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 refracci6n Waters 410 y una columna de silica aminada para andlisis de 

carbohidratos, Novapak 44m (4.6-250mm) Waters-Millipore. 
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iv.8 Caracterizaci6n de la levansacarasa de ia cepa de L. 

mesenteroides CW 28. 

iv.8.1 Propiedades fisicoquimicas y cinéticas de la 

levansacarasa 

Se realizaron una serie de reacciones enziméticas a diferentes valores de pH y 

temperatura de 30°C, utilizando amortiguador de acetato de sodio so mM y 

amortiguador de fosfato de sodio 50 mM, con et fin de obtener ef pH dptimo para la 

actividad de esta enzima. 

También se realizaron ensayos a diferentes temperaturas utilizando 

amortiguador de fosfatos 50 mM y PH 6.5. 

En ambos casos se utilizé un volumen de reaccién de 12 mi, una concentracién de 

sacarosa de 100 g/l y una actividad enzimatica de 1 Ul/mi. Los ensayos se hicieron por 

duplicado y se monitorearon siguiendo azdcares reductores tiberados durante el curso 

de la reacci6n (Sumner 1935). 

Posteriormente, la enzima se sometié a un almacenamiento a diferentes 

temperaturas por un tiempo de 150 minutos. Cada 30 minutos se le midié actividad a 

30°C, pH 6.5 y 10% de sacarosa, para comprobar fa estabilidad de la enzima a altas 

temperaturas, 

Para la determinacién de las constantes cinéticas se realizaron una serie de 

reacciones enzimaticas a diferentes concentraciones de sustrato, midiendo las 

velocidades iniciales e interpretando los resultados mediante los métodos clasicos de la 

cinética enzimatica. 

28



Materiales y Métodos 

iv.8.2 Caracterizaci6n del polimero producido por la 

fructosiltransferasa de la cepa de L. mesenteroides CW 28. 

Se sintetizé la levana como ya se describié en la seccidn iv.5. Se dializ6 contra 

agua destilada durante dos dias con cambios de agua cada 12 horas, en membranas de 

poro de 4500, 

Posteriormente se liofilizé y se realiz6 un andlisis de Resonancia Magnética 

Nuclear (RMN), para determinar la estructura del polisacarido. 

Para Ja caracterizaci6n de ta enzima fructosiltransferasa se realizaron reacciones 

de hidr6lisis enzimatica del poliimero . 

Se aplicaron 100 pil de una soluci6n enzimatica comercial de dextranasa (Amano, 

Chem. Co., distribuida por Enzimas y Productos Quimicos de México SA de CV), de 

actividad no reportada, a 10 mi de una solucién al 1% de polimero. La reaccién se llevé 

a cabo a 50°C durante 1 hora; al mismo tiempo se agreg6 la soluci6n enzimatica a una 

solucién de dextrana comercial en las mismas condiciones. 

La reacci6n con invertasa se realiz6 a un pH de 4.6 y una temperatura de 4o °C. 

Ademas de emplear como sustrato una solucién del polimero, una de dextrana, asi 

como una soluci6n al 1% de levana producida con de la enzima levansacarasa de Bacilus 

circulans en el laboratorio de Bioingenieria det (BT, UNAM. 

Para fa reacci6n con inulinasa se utiliz6 una solucién enzimatica de actividad 

desconocida proporcionada por el M. en C. Mariano Garcia Garibay de la UAM 

\ztapalapa. Se afiadieron sopl de dicha solucién a una solucién de 5 ml al 1% del 

polimero y a otra con inulina; se incubaron ambas a 40°C, pH de 5.4 por 1 hora, 

Posteriormente se inactivaron las enzimas por calentamiento a ebullicién 

durante 10 min y se midieron azticares reductores a muestras tomadas al inicio y al 

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

Se realizaron reacciones de aceptor con la enzima fructosiltransferasa, utilizando 

para ello diferentes compuestos como aceptores, de acuerdo con en lo reportado para 

otras levansacarsas, como la de Bacillus subtilis y Bacillus circulans (Perlot 1980, 

Monsan 1995). 

Los compuestos utilizados en estas reacciones fueron tanto azdcares (maltosa, 

lactosa, fructosa y galactosa), como alcoholes (glicerol y sorbitol). 

La relacién utilizada sacarosa/aceptor en todos Jos casos fué de 1, utilizando 

60g/l de sacarosa y 60g/I de aceptor, 1U/ml de actividad enzimatica a pH de 6.5 en 

buffer de fosfato de potasio 50mM. La reaccion de dejé transcurrir durante 5 horas y se 

inactiv6 la enzima por calentamiento a ebulfici6n por 10 minutos. 

iv.8.4. Determinacién del peso molecular de las enzimas 

de la 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 llevé a cabo una etapa de sonicacién 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 centrifugé a 

10000 rpm durante 15 minutos y separé el sobrenadante de los restos celulares, 

midiendo actividad enzimadtica en ambos casos, por medio de azticares reductores 

liberados. 

Posteriormente se reafiz6 una sintesis del polimero siguiendo la reacci6n por 

medio det ensayo enzimatico de Boehringer Mannheim. El polimero fue analizado por 

RMN, para conocer su estructura. 
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iv.8.4.1 Electroforesis 

Con et sobrenadante del tratamiento anterior se realizaron electroforesis en gel 

de poliacrilamida al 10%, (2.7% de bis-acrilamida), en condiciones desnaturalizantes, 

utilizando dodecilsulfato desodio y &-mercaptoetanol. 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-acrifamida), para la determinacién del peso molecular de la 

dextransacarasa intracelular que se encontré en esta misma cepa. 
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v Resultados y discusi6n 

v.1 Produccién de glicosiltransferasas de las cepas de 

Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol. 

Para producir las enzimas glicosittransferasas de las cepas de Leuconostoc 

mesenteroides , se reatizaron fermentaciones en matraces de 500 ml, con 200 ml de 

medio de cultivo reportado por L6pez y Monsan (1980). 

Como puede apreciarse en la tabla 4, seis de las trece cepas presentan actividad 

enzimatica extracelular, tres presenta actividad glicosiltransferasa asociada a células y 

dos mas presentan actividad tanto en células como en sobrenadante. Se encontrd 

igualmente que tres de las cepas presentan una actividad demasiado baja para poder 

ser medida. 

Las fermentaciones se dejaron 12 horas y podemos observar en la tabla 4 que la 

mayoria de jas cepas alcanzaron una densidad 6ptica (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 en general ia 

actividad glicosiltransferasa esta asociada al crecimiento celular. 

En conclusién, las cepas aisladas del pozol, presentan una actividad 

dextransacarasa baja, ya que solo cuatro de ellas estan por arriba de + U/ml en el 

sobrenadante de la fermentacién , estas son las cepas 31, 39, 42 Y 34. 

Es importante sefialar que esta primera caracterizaci6n enzimatica se realiz6é con 

base en la determinacién de aztcares reductores liberados en e! curso de la reaccién de 

sintesis enzimatica de polimero. 
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Tabla 4. Evaluacién preliminar de las diferentes cepas de L. mesenteroides 
aislasdas del pozot 

  

a Actividad 

  

D.O (650nm) Final mg mM 
Cepa 42 hrs. pH asociada a células en sobrenadante 

28 6.15 4-47 O565 ee 

39 7-16 4.7 0.443 1.35 

31 7:37 4-74 0.44. 1.45 

29 6.68 4.44 0.2030; (4222 wee 

12 4.25 4530000 0.249 

34 5-63 4800 ae 1.5216 
en 4.10 446 (mH 0.286 

30 5.63 5.06 0.123 ao 

42 6.30 449 1.3355 
7 3.89 46 0 20 0.226 

“4 0.054 6.8100 w= were 

22 5.10 436 (wm 0.225 

*25 0.167 6.69 me 

*44 2.35 STD een 

23 no viable 
    * Después de 24 horas. 

acondiciones de reaccién: 10% sacarosa, 30°C y pH 5.4    
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v.2 Recuperacién de las dextransacarasas extracelulares 

por extracci6n liquido-liquido. 

Para lograr la recuperacién de las dextransacarasa del sobrenadante de la 

fermentaci6n, se realiz6 una extraccién liquido-liquido con polietitenglicol 1500 (PEG 

1500); aprovechandose que en el mecanismo de la reaccién 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 lugar a una purificacién muy eficaz, pues el resto de las 

proteinas permanecen en el sobrenadante, mientras que la dextransacarsa junto con el 

polimero precipitan. 

Tabla 5. Purificacién de las dextransacarasas por extraccién liquido-ifquido 

  

  

  

  

Cepa actividad en volumen (ml) actividad después dela — rendimiento 
sobrenadante purificactén (U/ml) % 

CW12 0.326 20 1.167 72 
CW11t 0.285 18 4.056 75.4 
CW7 0.157 45 0.8814. 84.75 
CW31 1.08 25 3.26 75-5 
CW39 1.187 20 5 804 98.37 
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Antes de realizar la extracci6n se agregé un poco de sacarosa, para promover la 

sintesis de polimero y facilitar asf la precipttacién. En !a tabla 5 se muestran los 

resultados de la precipitaci6n de las dextransacarasas con PEG 1500, y como se aprecia 

tos rendimientos son constantes y estan alrededor del 75%, 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/ml. Es 

importante hacer notar que esta cepa es la que mayor actividad mostré en el 

sobrenadante de la fermentacién de estas cinco cepas, por lo que la concentracién de 

la enzima y los rendimientos pueden ser proporcionales 

v.3 Sintesis enzimatica de los polimeros. 

Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo a 30°C con una solucién de sacarosa 

de 100 g/l y pH 5.4 y una actividad de + U/ml. 

Se produjeron dextranas con dextransacarasas extracelulares de las cepas 39, 31, 

12, 34, 42, 1, 7, ¥ 22; y con dextransacarasas asociadas a células de tas cepas 39,31,29 y 

30; pues son las que mostraron actividad dextransacarasa. 

Durante el seguimiento de la conversi6n de sacarosa a polimero por el ensayo 

enzimatico de Boehringer Mannheim, se observé que la cepa CW 28, en la cual la 

enzima esté asociada a células, si habia produccién de polimero, pero que éste estaba 

formado por unidades de fructosa, ya que en el medio de reacci6n se encontré 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, 1, 7, y 22; se observé 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 y 30; sihay produccién de 

polimero pues se observa turbidez en el medio conforme la reacci6n de sintesis avanza, 

pero sin aumento en la viscosidad det medio de reaccién. 
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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, 7 ¥ 22; y con las enzimas asociadas a células de las cepas 28, 

39, 31, 29 y 30. A 30°C y pH 5.4 en presencia de maltosa como aceptor, y una relaci6n 

sacarosa/maltosa de 2. 

Se encontré que los productos de las reacciones de aceptor de las enzimas 

provenientes de los microorganismos aislados del pozol son los mismos que los 

obtenidos con la enzima 8512, la cual es usada a nivel industrial para fa 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 tinicas 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 distribuci6én 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 

concentraci6n de enzima en la reacci6n. 

Como se puede observar 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 polfmero: un aurnento considerable en ta giucosa libre y 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 

acéfulas, 
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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 estan 

entre 1.5 y 2 U/ml. Por otro lado, también el perfil de oligosacéridos obtenidos es el 

mismo que produce la B-512. 

Sin embargo, la cepa 28 mostré una actividad poco comtin en estos 

microorganismos. Si bien existen reportes sobre la presencia de actividad levansacarasa 

en L. mesenteroides, esta, ademas de ser extracelular, siempre esta en una proporcion 

mucho menor comparada a la actividad dextransacarasa del mismo microorganismo. 

De hecho se considera una actividad contaminante de fa dextransacarasa. En el caso de 

la cepa 28, solo se presenta la actividad fevansacarasa que esta asociada a células. 

Aparentemente no hay presencia de dextransacarasa al realizar un ensayo con 

celulas“completas, por lo que se decidié hacer una caracterizaci6n més profunda de esta 

cepa, 

v.5 Producci6n de la fructosiltransferasa de la cepa CW 28 de 

Leuconostoc mesenteroides aisladas del pozol. 

Con los medios Api 50 CH, se realizé la corroboracién 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 azdcares. Estén 

sefialados los que el microorganimo fué capaz de fermentar, lo que nos da una idea de 

su perfil bioquimico. 
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Tabla 6. Perfil bioquimico de la cepa CW 28 de L. mesenteroides segiin las prubas Api 50 CH 

Para tdentificacién de microorganismos 

  

Temperatura 30°C 

  

Control 
Ghicerol 
Erythritol 
D-Arabinosa 
L-Arabinosa 
Ribosa 
D-Xiosa xx 
L-Xilosa 
Adonitol 
B Metil-xilosido 
Galactosa—~ 
D-Glucose 
D-Fructosa 
O-Manosa 
L-Sorbosa 
Ramnosa 
Duleitol 
inositol 
Monitol 
Sorbitol 

alfa Metil-D-manosido 
alfa Metil-D-glucosido 
N Acetyl glucosamina 
Amygdahina 
Arbutina: 
Escutina 
Salicina 
Cellobdiosa ' 
Maltosa 
Lactosa 
Meiibiosa 
Sacarosa 
Trealosa 
Inulna 
Meilezitosa D-Rafinosa xx tomando lectura a las 24 y 48 horas y a la 
Aimidon 
Glicogeno 
Xihitol 
& Gentiobtosa 
O-Turanosa 
D-Lixosa 
D-Tagatosa 
D-Fucosa 
L-Fucosa ; 
B-Arabitol microorganismo fuera Leuconostoc. 
L-Arabitol . 
Giuconato mesenteroides y un 4% que fuese Leuconostoc. 
2 ceto-giuconato . 
5 ceto-gluconato dextranicum, 

K
K
 

K
X
 

X
X
K
X
 

x 

x x x 

x 
X
x
X
M
K
K
X
X
 

RK 
K
X
K
K
K
X
X
X
 

xX 
X
X
X
X
K
X
X
K
 

Este ensayo se realiz6 por dupticado, K
x
 

X
X
 

X
X
X
 

semana, incubando los medios a 30°C. 

Estos datos fueron procesados en el 

x
x
 

x
x
 

x
x
 

programa Apilab pius versién 3.2.2, en ef 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 fa 

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 fermentaci6n 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 0.6 U/mg. 
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Figura 1. Cinética de crecimiento de la cepa CW28 de 
L. mesenteroides         
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v.5.1 Verificacién de la induccién de la enzima en presencia 

de sacarosa. 

Se reatizaron fermentaciones en matraces de 500 mi con 200 ml de medio de 

cultivo reportado por Lépez y Monsan (1980), pero en lugar de agregar sacarosa al 

medio, se agregé 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 realiz6 un seguimiento de ia fermentaci6n por D.O. a 650 nm hasta que el 

microorganismo aicanzé a su fase estacionaria, que en esta ocasi6n fué a una D.O. de 

5.5, un poco menor que en presencia de sacarosa. Se !levd a cabo un ensayo de 

actividad sin detectar actividad levansacarasa ni asociada a células, ni en el 

sobrenadante obtenido durante la fermentaci6n, por lo que se concluyé que la enzima 

de esta cepa es inducida por sacarosa. 
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v.5.2 Determinaci6n 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 encontrdé que la temperatura 

dptima de actividad de esta enzima es de 45°C a un pH 65 como se muestra la 

figura 8. 
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Figura 8. Temperatura 6ptima de actividad de la enzima 
Levansacarasa de la capa CW 28 2 pH 6.5       
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El estudio para determinar el pH 6ptimo de la actividad levansacarasa se 

llevo a cabo a una temperatura de 30 °C y se muestra en la figura 9. Se puede observar 

que la enzima presenta un déptimo en 6.5, aunque al igual que las levansacarasas de B. 

subtilis y B. circulans, tiene buena actividad en el rango de pH 6-7. 
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Figura 9. pH Sptimo de actividad levansacarsa de !a cepa 
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v.5.3 Estabilidad térmica de Ja 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 60 minutos. A 50°C en 30 

minutos plerde 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. 
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Figura 10. Estabilidad térmica de ia enzima 
levansacarasa de la cepa CW28   &@ CA) 30°C, € w) 40°C y CoD 50°C       
 



Resultados y discusion 

En general, las levansacarasas no son enzimas termoresistentes. De hecho, la 

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 Oseguiera 1995). 

Se pensé que la enzima de esta cepa, por estar asociada a las células seria mas 

estable. Sin embargo como se muestra en ef ensayo realizado a 45°C que corresponde a 

su temperatura 6ptima, a esta temperatura perderia rapidamente actividad. Por lo 

antes sefialado se decidi6é continuar trabajando a 30°C. 

v.5.4 Determinacién de las constantes cinéticas Km 

y Vmax 

Se realizaron una serie de ensayos para la determinaci6n de las constantes 

cinéticas de la levansacarasa asociada a células, variando la concentracién de sacarosa 

en el medio de reacci6n de o a 20%. Se encontré que la Km para esta enzima es de 

66.34 MM, la cinética se muestra en la figura 14. Esto contrasta con los valores 

reportados para la levansacarasa de Bacillus subtilis de 2amM (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 fa enzima 

esta asociada a las células, y se vea afectada por problemas de difusi6n. 
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Figura 11. Efecto de la concentraci6n de sacarosa en la velocidad 
de reacci6n de sintesis de levana por la levansacarasa de la cepa 
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v.5.5 Sintesis del polfmero 

La sintesis del potimero se efectué 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 reaccin se siguié através del ensayo enzimatico de Boehringer Mannheim 

para medir fructosa y glucosa libres. Como se puede observar en la figura 3, la 

concentracién de giucosa 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 fa sacarosa y 

esta liberando glucosa. Ademés, a diferencia de la mayorfa de las enzimas 

levansacarsas de otros microorganismos, fa levansacarasa de L. mesenteroides es muy 

eficaz para ja transferencia al polimero, transfiriendo aproximadamente un 95.8 %; y 

practicamente no realiza hidrdlisis ya que solo 4.2 % del sustrato fué hidrolizado. 

Otras levansacarsas tienden a realizar un alto porcentaje de hidrétisis, en detrimento 

de la 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 reacci6n. 
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v.5.6 Reacciones con dextranasa, invertasa e inulinasa. 

La reaccion con dextranasa se realiz6 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 fo anterior, e| polimero fué analizado mediante Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN). Se dializé como se describe en materiales y métodos, y se 

liofilizé antes de ser analizado. El espectro de RMN se muestra en la figura 13. Los 

resultados de este estudio muestra que si bien se trata de un polfmero de fructosa 

muy similar a fa levana, que parecfa tener enlaces 8B (2-1), por fo que se pensd que el 

polimero podria ser inulina. Se realizé la hidrdlisis con inutinasa, pero como se muestra 

en la tabla 6, el poffmero no es hidrolizado por esta enzima. 

Posteriormente se llev6 a cabo una hidrélisis con invertasa, pues segtin Bhatia y 

Nandra (1978), esta enzima es capaz de hidrotizar fos enlaces 8 (2-1), pero como 

podemos observar en {a tabla 7, el polimero tampoco es hidrolizado por esta enzima. 

Al analizar el espectro se lleg6 a fa conclusi6n de que el pico correspondiente a 

los enlaces & (2-6), se encontraba un poco corrido, sin embargo si corresponde a los 

enlaces @ (2-6). 

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

despolimerizantes. 
  
  

  

  

polimero dextranasa invertasa inutinasa 

dextrana +44 -- ne 

levana — + ne 

inulina nr or +44 

*polimero CW28  --- - --           
  

nr: 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 CW28 
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Resultados y discustén 

v.5.7. Determinacién del peso molecular de la levansacarsa 

de Leuconostoc mesenteroides CW 28. 

Al sonicar las cétulas como se describe en Materiales y Métodos, y tratarlas con 

lisozima (tratamiento 1), se centrifug6 y midié actividad, tanto en fos 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 fas células 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 ef caso en el que solo se 

efecttia el tratarniento con Jisozima, !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 drastico como el 

sonicado. 

Tabla 8. Tratamientos para tiberar a ta enzima de las células. 

  

  

  

  

Tratamientos Cantidadde Act. celular (U/ml)  Act.total (U) Rendimiento 
células (ml) @%) 

Células 
originales 100 7,65 765 

sonicado + 
lisozima (1) 100 W7 1170 152 

lisozima (2) 100 19.4. 194.0 235             
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Resultados y discusi6n 

v.5.8 Reacciones de aceptor de la levansacarasa de ia 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 azticares, ademas de algunos alcoholes, desvian la fructosa de la sintesis de 

polimero hacia productos de aceptor en este caso no se detectaron productos de la 

reaccién de aceptor con ninguno de los compuestos empleados (glucosa, galactosa, 

fructosa, maltosa, lactosa, glicerol y sorbitol). En efecto, toda !a fructosa de la sacarosa 

es empleada para la sintesis del polimero como fo podemos constatar en los 

cromatogramas que se muestran en el anexo 2, y el aceptor permenece sin 

modificacion desde el inicio de la reaccién hasta que esta fue detenida. 

posteriormente se realiz6 una reaccién en presencia de maitosa como azticar 

aceptor, en las mismas condiciones empleadas para ja sintesis de productos de aceptor 

con las dextransacarasa, pero con el sobrenadante de! tratamiento 1; se observo que no 

habia presencia de productos de aceptor, sin embargo habia liberacién de fructosa en el 

medio de reacci6n y una cantidad despreciable de glucosa. Esto solo podia suceder si la 

actividad liberada al lisar las células era de tipo glucosiltransferasa. Ademds el 

tratamiento de sonicado es muy agresivo para fa fevansacarasa, ya que no hay presencia 

de esta actividad en la reaccién de sintesis del polimero. Sin embargo, en el tratamiento 

2si hay presencia de ambas actividades: la glucosittransferasa y !a fructosiltransferasa. 
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Resultados y discusién 

v.5.9 Electroforesis 

Se realizaron electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes (SDS-PAGE), con 10% de acrilamida con 2.7% de bis-acrilamida, en 

en cual se corrié una muestra contentendo levansacarasa de Bacillus subtilis con un 

peso molecular de aproximadamente 50 ogo daltons, ademas del sobrenadante del 

tratamiento 2, en este observé una banda a la misma altura de la banda de 50 000 

daltons que posiblemente sea la levansacarasa de la cepa CW28 de L. mesenteroides. 

También se realiz6 SDS-PAGE, con 7.5% de acrilamida con 1% de bis-acrilamida, 

en este caso se corrié una muestra de fa dextransacarasa B-512, con un peso 

aproximado de 158 000 daltons, y el mismo sobrenadante del tratamiento 2 inyectado 

en el gel al 10%, es este caso encuentr6é una banda a esa misma altura que 

posiblemente sea la dextransacarasa intracelular de la cepa CW28 de L. mesenteroides. 

s1



Conclustones 

vi Conclusiones 

1. Las cepas de Leuconostoc mesenteroides estudiadas en este trabajo, son 

productoras de la enzima dextransacarsa, con excepcién de la cepa 28. Las actividades 

de estas enzimas no resultaron relevantes, pues apenas cuatro de ellas rebasan 1 U/ml 

y el perfil de oligosacéridos de estas enzimas en las reacciones de aceptor en presencia 

de maltosa, es el mismo que el reportado para fa dextransacarasa usada a nivel 

industrial B-512. 

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 

apH 6.5 y una temperatura de 30°C. 

3. La levansacarasa de la cepa 28,fué caracterizada, asociada a las células. No 

sintetiza oligosacdridos en las reacciones de aceptor con los compuestos empleados: 

galactosa, fructosa, maltosa, lactosa, gliceral y sorbitol. Toda la fructosa de la sacarosa 

es empleada para la sintesis de polimero pues practicamente no hay hidrdlisis. El 

polimero obtenido fué identificado como levana. 

4. Se encontr6 ademas en la cepa CW28 una actividad presumiblemente 

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

5. La dextransacarasa intracelular de esta misma cepa, no produce oligosacdéridos 

en presencia de maltosa. 
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Cconclusiones 

Conctusién 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 exhaustivo con el fin de caracterizar a las enzimas 

en términos de peso molecular, temperatura y pH dptimos, especificidad, condiciones 

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

para ser aplicados industrialmente en {fas areas de alimentos y farmacia. 
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Anexo 1 

Anexo 1. 

Cromatogramas de los productos de aceptor de las cepas de L. mesenteroides aistadas 

del pozol.Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de maltosa como azucar 

aceptor y sacarosa en una relaci6n de 1:2 a una temperatura de 30 °C y pH 5.4. 
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Anexo 4 
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Anexo 2 

Reacciones de aceptor de la Levansacarasa de la cepa de Leuconostoc 

mesenteroides aislada del pozol Cw 28 con diferentes aceptores. Temperatura de 

reaccion 30°C y pH 6.5 
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