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RESUMEN 

Las enzimas fructosiltransferasas, en particular la levansacarasa de Bacil/us subtilis, 

han sido ampliamente estudiadas y resultan potcnciallne'rite interesantes debido a su 

capacidad para fonnar polímeros de fru~tosallamados Ie\;anas y a la capacidad de 
~ \ . ''·' . ' .. ·. . -:..: ' ' '' .... .,_ - '-'· . é"'-.. ~:._,_.-~ . __ .-. :. ... . r' : -. ; .• . . , 

transferir fructosa a diferentes azúcare~ p~ia ciiif orlgen a di~effios ~ligosaclrldos c~n 

gran potencial de aplicación industriaL'. 

Durante el presente trabajo se llevó a cabO la producción y cáracteri~c(ón de: un~ en

zima levansacarasa producida por una cepa de Bacillus circulans ·. qu/ru{~isl:;da e 

identificada durante un trabajo de tesis de licenciatura en la Facultad de Química en el 

Depto. de Alimentos (Bibbins 1990). 

Como parte de la caracterización de la enzima, en este trabajo se determinaron las 

constantes fisicoquímicas características, su estabilidad a la tem~ratura y al almace

namiento. Se realizó un estudio cinético y se estUdió el ef~to ¡je)~ piesel'iciade le~a~ 

na en el medio en la velocidad de reacción y en Iá especifici;~; · 

sa, gal.actosa, S()~~i.t~l~··g¡'¡f er3i '.~~~~@.·T~~~{i?1.;'~eri~~·· y;t,réófün·~~.¡)~~?·~~f~.i.e~~ial · · 
aplicativo que·.presenta~,'adémásdcnohaberscel1contradore~rtes.sobreesta5reác-

:::,::~J~:~~]~~~~l't~1·~~~~b~~~!1~::::· 
,,.," .--;~Y 

jo las cuales se .. llfra a' c¡i~oJá mayo'. pr()J)orcióri de; t~n~f ére~cia .a es.tos dosacep-
'.',~ . ' 

tores. 
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sencia de sorbitol, se realizó un estudio reológico con el fin de c.aracterizar su compor

tamiento durante el transcurso de la reacción. 

Por último, se purificaron los productos de reacción con sorbitol, para su posterior 

análisis por espectrofotometria de masas, RMN y cromatografía de gases, con el. fin de 

conocer el tipo de productos y enlaces formados por la transferencia de fructosa aJ sor

bitol. 
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l. INTRODUCCION: 

El termino de carbohidrato se asignó origialmente a los compuestos considerados hi

dratos de carbono, formados por carbono, hidrógeno y oxígeno según la fonnula gene-

ral Cn(H20>n· A medida que se fue disponiendo de mayor informadió~na definici9n 
:,·-->~;: -->p ,,._':: ; .. ':: -

se ha ampliado para abarcar numerosos compuestos con poca o ningÚna'si~tlitUd con· 
;-',·--· 

la formula original. Actualmente los carbohidratos abarcan a los pc;lihidroXi (~aidehi~ 
~ '. .'':.-~.; .. ~'-(-_>.':::: _.:;;:.:·J :~-~,(, -·.·.:: 

dos, -cetonas, -alcoholes, -acidos y -aminas), sus derivados si!ÍipÍe'~'.y·lhs p~oclllctos . 

formados por la condensación de estos diferentes compuest~~ ~ iiiiJ~}j~ e~;2:e~ gli

cosídicos. 

El estudio de los carbohidratos y sus derivados ha enriquecido notablemente a la bio

química y a la medicina. Recientes investigaciones, en concreto, han influido de una 

manera decisiva en la caracterización de diversos antibióticos y agentes antitumorales 

de naturaleza osídica. Se ha llegado así al descubrimiento de nuevas reacciones bio-

sintéticas y mecanismos de control enzimático, asf como de nuevas aplicaciones co-

merciales en distintas áreas (medicina, alimentos, agricultura, química fina, etc.) de 

una gran variedad de carbohidratos, debido a sus propie&cles físicas ya su comporta

miento. 

Este relativamente "nuevo interés" por los carbohidratos sede?e en buena medida a la 

introducción de ruevos 1Tlét0d6s de purificadóri y aJ.i!ÍÜsis é~mo I~ cromatografía de 

diversos tipos, la ~spC<:troscopía de resoriancia m;!ÍgnéÚca nucl~ar, ,la espectrofotome

tría de masas y el análisispor.difrac;ción de.rayos ~.!lsÍch~o]ll;disponibilidad de en

zimas que a¿t~all ~on gr:iri e~~cifiddad, ;o que ~;a d~do orig~Ít a una' nueva discipli

na; la glicobiología, que a su vez ha contribtiído al desarrollo de 0 

pr0ccsos tecnológicos 
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importantes. 

Existen actualmente compañías que se especializan en Ja producción de toda una gama 

de gluco-derivados tales como neoazúcares, carbohidratos halogenados o aminados, 

ésteres de azúcares, oligosacáridos y polisacáridos. El presente trabajo trata principal-

mente sobre estos dos últimos tipos de carbohidratos. 

Las fuentes tradicionales de carbohidratos han sido por mucho tie_inpo.productos de 

origen vegetal y marino, pero precisamente su origen les confiere un~:calidad y dispo

nibilidad variable ademas de una variedad limitada Sin embargo, existe una gran va-

riedad de polisacáridos y oligosacáridos de origen microbiano cuyo uso se ha ido ge

neralizando. Entre estos polisacáridos podemos citar a las xantanas, las dextranas, las 

pululanas, los alginatos y las Jcvanas entre otros; la mayoría de Jos cuales son produci

dos extracelularmente por una gran variedad de microorganismos. 

La mayoría de los polisacáridos anteriormente mencionados tienen aplicación"indus~ 

trial : se utilizan en Ja recuperación industrial d~l petróleo, tá.mbiJn ~om~ vi~~osantes 
• • - • • ' ., ' -- ; :~::. • < 

y estabilizadores de emulsi6iles Cn Ja industri~ d~ plll;ura~; c~mc» ~lastifiC3.n"t~s y Para .. 
: ':'- : .. -' . - .. - ,._.. . . • _, ... , .. - ;e:_ - . . -- -. ·, . , . - ··-. . . . . . ';: .. ' - : . ' ~~'.:- ·.: ,.,, - . . ' 

Ja formación de películas'prbte~i~ras.ertfru't.l; yaJi~~nto~; é!l(a ~griC:~iiUra yhorti

cultura como texturizantes dé tii;ra ci'co:o p;o~~~ción P:%. ~rn"illas; 'como .vehículo 

para inoculantes y pláiú;;¡~;'~aii_¡a administración dé !lútrié~i~s·~ j>1:iúi~idas.>ram-
- - - :- .:¡:-- -~ ':',.-;-:-,~~ ,··:.::--7{'._;-._70.(;_l .';-:;--:~--:1~«:··- -~, ~·,-: <--~, : ·-. • • '._: :,, <.\. ,~·,.:': ::-··~'.:<::r-.. .. ' 

bién se utilizan pa.ra· 1_a ex~racdóÜ"dé moléculas orgánicas ~ri sistemas de eles fases; pa

ra la inmovili~~i-~n 
7

d~ i~\1)~ v--~~zlmas, como soporte ~r}~cidiosde cultivo ven 
'; .- ' • : : • •••• '.:. \ ,-'. ,:', • ' ~. ;· "'.' ••• <· • • • - •• ':_.. -·.'. : • ' •• .. 

•. - . 

Entre las ~plicacione'~'inédicas podemos citar su uso comoviscosantes o vehículos de 

medicameritci~. para 1'aroirnación de encapsulados en medicamento~ ele liberación pro-

4 
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longada, como agentes inmunogénicos en vacunas, comoagcntes antitumorales o anti

virales, como sustitutos del plasma sanguíneo, en la fabricación' de fibras humcctantes 

para curaciones, como sustituto provisional de pi61'i~ ~·~em.~duras, como lubricantes 
- >;~·:·.: .. ~, 

de articulaciones y en cirugía oftálmica (Sutherlaild 199?>: 

Entre los oligosacáridos de importancia comercia'.re~co:i~os a los fructooligosacá

ridos, la isomaltosa, las ciclodextrinas, la rafino~~. etc, cuyo uso principal ha sido co-
': ~ ">~;_., ; 

mo edulcorantes y aditivos en alimentos, ~omo·~uxiliares en problemas digestivos y 

preventivos del cáncer de cólon (preprobiéili6o~), como agentes inmunogénicos en va-

cunas, como agentes antitumorale~, como ~ci§ii~·at'ltes de fonnulaciones fannacéuticas, 

etc. 
'. - -.' -. ~ ~- - .-. ·-, - ~- : . -.-._; - . .-

El interés industrial de lo~ ~li~c'árido~ y 61igJ$ai:áÍidos de origen microbiano ha sido 
1'~;·:·<·;·. ;:.< 

estimulado por sus propiedades específicasv porque garantizan la provisión de un ma-
,.__ .• . : ·' ;·: ¡----,;. :- -. : :-·~-:;-._ , ~- ., . ... ~·- ( • ; - : 

terial de calidad constante y precio estable; a'diferenda de los productos que son ex-

traídos de fuentes natural~~-
~'.-_ 

Los polisacáridos y oligosaCáridosínicrobianos scin biodegradables, provienen de re
cursos renovables y son productos seg~ros,' lo que lo~ coloca'en ·~11á:situ~~ióii muy 

• • ' ' -, : • • r • ' • ~·; :,,.:0: • -'-• ', - •• J ' O ,. • • • 

ventajosa para ser utilizados ~n vez de prCJduct8s n.o reno\;áble~, e~ 1l11'pari~rama de 
-. - ' ' ... • ' : .,__ ···; - ,•. . ···' __ , " _ ... ;, -. '.· , .. ,. ' - - -.. -·, ~ - - : .. 

busqueda de tecnologías limpias y ~egUras para elani~ie~te< · .U· · . 
-~- '2"·: e .,.--0 -~ ·.:=... 

La disponibilidad de eniim~qú"e aéTiJ:úi·C:orí·gr~ e~~~ificifüt<l sob're los cai"bclhidra-
,' ,:;_., "º'·'\ ·.l 

tos ha provocado una transfÓ~~hió~ rii<licaÍ en el ll{áfi~jo. rl.e'~st()s yha ampliado de 

una manera importante los usos'P<>teitciales ylasll.pt!Ciicionésde los carbohidratos. 

Las principales enz;mas respon~ables de Ja síntesis de polisacáridos y oligosacáridos 
. ' ' 
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son las transferasas. Estas enzimas tiene la capacidad de transferir residuos glicosídi

cos a una gran variedad de aceptores como alcoholes primarios, azúcares simples o ca

denas glicosídicas, dando origen a toda una variedad de polisacáridos y oligosacáridos 

algunos de ellos de interés comercial. 

En el grupo de trabajo del Dr. Agustín López Munguía se trabaja con dos en7Jmas 

transferasas, la glucosiltransferasa y la fructosiltransferasa; Las glucosiltransferasas 

transfieren residuos de glucosa a diferentes ~c~pt()~es: ~sel caso de la dextransacarasa 
, .. _ ·- . ' .. - :,··· 
·:·~} .. ~"¡-.:::·\:: 

que sintetiza polímeros de glucosa con enlllces·Ci(1~6) con ramificaciones a{l-4) y 
-. -<· -- ,_ 

a(l-3) llamados dextranas. Por otro lado, I~ riJtisiltransf~rasas transfieren residuos 

de fructosa a diferentes aceptores. &~c'rfi¿r~cirite,;la l¡vansacarasa transfiere resi-
-·.:);_, ~'~ '<-, 

duos de fructosa y forma un polímero de r n,icti:>sa cpnocido .como levana, que tiene en-
.:-; _,;_~~' '.-· - ':i._;_~- '.,;:_,_'; 

laces B(2-6) y ramificaciones B(2"I): t >c .. e~ )\. • < 

ro que va creciendo, dextrana ó'. levana dependiendo del ca.sO: 
. < - ; . ,·. . .. - ' _,,_,_,_, _.¡". .-·>.. 

·.-:·,:. 

Este trabajo es laconÍinuación~de un estudio inicia'do en la Facultad de Química de la 
• «-",,; :_·,;.,-- ,. • .. _, ·.· : •.. -. -;-. ' '. ,·, "'· '.'":·C 

UNAM, donde Si '.á_¡slÓun ÍTiicr~rg~i~mCidel júg~de la caifa de azúcar, qúe produce 

una fructoslltra~sfe~. aJ'que~C>ri p~eá s~ riJCií-fología y CfilaCierÍsticá.~ biriquímicas 

se identificóiiJ"rrii}8~~Ítlús'ci~~~IdJs;~-EI mic¡ooriallisn10,~u~ aisl~d~ a partir de azii-
-.. - .,_ . ..: . :--.' '·' ··----, .,._., .. ,,.,· .. ·.·.·. •, .. --.- ""·'·" ··.'·<":- ··- - .. · .... ,_.' 

car mascabado',dci~d¿~é:b~s~~ab'a·e~c[i~:~;;~~ipi6'~~~i2i6o~g~~is~6;~rclductor de 
, ·,.,0.. '.f. ·· :, ' . .' .~:. ; -;'. •,.: • · r ·' -,. -~, ,:;- - .• - -

actividad dextransacarasa:EI criterÍÓ.ÜtilizadÓ.para er1,tlslruniénto fueÍaóbtellcÍón de. 
,. • ~·: • : .. _-.·.' ,.,: ... ,.-;•, ,,_., -- .. ";' ''.'.' ~-.e·,,'.•.',··?'.~.\;:.~_<..}', .. ;·.:-.;-:_'.{, .-

un microorganismo capaz de crécer en agar:'sacarosa: ell fo~a a~pÜa y rápida pr6du-
·' L . ''.. . - . :-·· .- .,' .. :.- - . _ .. ··~ '"' ·. ·.- - . -· ·. . -. 

ciendo colonias de aspecto gomoso (Bibbins 1990).· Pcisteriormente se aislaron las co--

6 
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Jonias y se utilizó un medio selectivo para obtener la cepa pura procediendo a su iden

tificación. De esta forma se encontró que el microorganismo correspondía por las 

pruebas bioquímicas realizadas a un Bacillus circulans. (BibbirÍs 1990) • 

. ::,,'_ 

Durante ese mismo estudio se caracterizó la fermentación ~ra'. Ía producción de la 
, . . - - -:·".' ,,, 

fructosiltransferasa, observándose que el pH óptimo de crecimiento y'p~Odtic:CÍÓrÍ de la. · -, ,- -.:- -:-~-· rr-·-.. '': :~ ... , :· · --
enzima es de 7 no siendo necesario controlarlo durante la ferinentaciÓrÍ; yá que. és'te no 

-· ·- - - ,. ·fr"' ··-·'· . -

varía demasiado. La temperatura óptima para la producción de'activiéhi<i riuctósil-
'" ···' - ··' -...... ··-' 

transferasa resultó ser de 30 ºC. 

Al estudiar el efecto de la fuente de carbono utilizada duran~~ l~-¡~rJl;~n~ci;n se~b-
1 servó que la enzima sólo es inducible en presencia de sac1os~6~~() f~e~t~ d~ ca.i-l>o-

no. 

La actividad fructosiltransferasa se extrajo del caldo de fennentaciÓl! ~~ilizand9 la 

misma técnica empleada para la dextransacarasa: extracción- precipitación con polie

tilenglicol (PEG) a una concentración final de 25 %, ya que como se menci~nÓ; en un 

principio, se pe~~ó q~e s~ trataba de una dextransacarasa. Se obtuvo un extni~;t()con 
actividad levansab~Yactividad hidrolasa asociada. 

,,·-::\- ~:-:;;:;~ ·' ;._-__ . 
. '>·---:· .;· :~. -., 

Como partedé és~r!li~m6 írahajo; se realizaron pruebas de purificación de la enzima, 
. , __ '._,___·---~=""""-~-~;- _--o'.;:-,.-:,-c-··~'u- .--.··.·;.-;:---.. , - •: 

utilizando otr~s iriét&ios talis cciiTio'precipitación con sulfato de amoriiov cromato-' .... : ... s · .. : - - ' ·. ~:' - .. . - ' . ' . .. 

grafía de filtraéióll en'geFcon él fin de.eliminar la actividad invertasa: Estas pruebas 
···-~' .. •, .,.. - .J,, .,_'. ,, . ,•' .:-:, ·.·' ·_, · ... -, ; . ,.- .- ··-í«"'· -_, ' ' 

dieron como.tes~lfudbpatr~n~s d~ic'ti,;idad y;f~nnació!l·d~prc;du~~os.mUy similares, 

sin lograr eliJl1inar)a¡J.dti~·ida~ i~,.~~~e·~~i~gún iJ16~~~Íb. 
'>'·:.·-,.· . ~-. ··:~:-,· 

·.,. 

Durante el trabajo realizado en la FacultáddeQ~ílTlica se caracterizó Já actividad glo-
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baJ transferasa e invertasa sin medir y diferenciar cada una de las dos actividades pre

sentes. Así se determinó que la temperatura óptima para la actividad global fué de 40 

ºC y el pH óptimo de 7. 

Al llevar a cabo una hidrólisis del polímero formado se concluyó que estaba compues

to únicamente de fructosa, por lo que muy probablemente se trataba de una levana 

Con base en estos antecedentes se planteó comci obj~tiyo,:del presente trabajo la pro

ducción y caracterización cinética y fisicoquímic:i de,1,a levansacarasa producida por 

la cepa de Bacillus circulans, con el fin d~ esk61~~~ ~~s constantes cinéticas y físico-
_, '' : ~~~~· ~· . ,. '.-~· '•: 

químicas y lograr las condiciones d~;iiiáliinii:'t~~fe~~nci~ y menor hidrólisis; hai::er 

estudios de estabilidad y de las ,re~cci?~e~de ~ceptor pará'asf cóllocerla: ca~cldad de 
• :¡ ·-.<,-.--'• -

esta enzima para transferir fructosa a é>trasrnolécuÍas además de la levana y el agua; 

8 



2. ANTECEDENTES 

2.1 Froctosiltransf erasas. 

Las fructosiltransferasas pertenecen al grupo de las enzimas transglicosidasas. Son en-

zirnas que catalizan la transferencia de azúcares a una gran variedad de moléculas 

aceptoras. Las fructosiltransferasas tienen como principal sustrato a la sacarosa, de la 

cual transfieren moléculas de fructosa al agua, a alcoholes o a otros azúcares aceptores 

dando origen a gran variedad de oligosacáridos. 

Las Fructosiltransferasas mas importantes son la Ievansacarasa, la inulinsacarasa y 

una tercera enzima conocida únicamente como fructosiltransferasa que, a diferencia 

de las dos anteriores, no forma polímero y que da origen a diversos fructooligosacári-

dos. 

2.1.1 Levansacarasa. 

La levansacarasa es una enzima extracelular producida por diferentes bacterias como 

Aerobacter l.evanicum y Bacillus subtilis , entré otras. Esta enzima ha sido amplia

mente estudiada en B. subrilis donde es iriducÍblé y extracelular y consiste de una so-

la cadena polipeptídica de 50 KD. 

La levansacarasa cataliza la siguiente reacé:ión.de.tránsfructosilación: 
">./< ~.-, .. -.;(_:,,· 

-.. ·. ...,. 

·_;'.:,"· 
glucosa'.'.¡. ?lic~ptor-rru~tosa 

·\;; .. -sacarosa + aceptor 

el aceptor puede tambiénser.Iá misma.sacarosa,jláglucosa, ér·agua ú otros azúcares . 
. _ ; - ._ '·,;;-/ -;'."f:;: .. - '::.-. 

La sacarosa o la glucosa pucd~n sen•ir,de ini~iadorespara Ja' síntesis de la levana, po-
- • •• ' ' - ; ·-'· ' ;.,·• r :-' •' • • • ~ •• - • ' '-' ~ •• • 

limero de fructosa con enlacé~ B('.?.-6)v ramifi~~i6n~; B(l-'.?.) qu~:pú¿d~n llegar a te-
.·. "' · .. ;.· - ·. ·- -_,_ , 
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ner más de 10,000 residuos de f ructosa. Cuando el aceptar es la levana, la enzima pue

de sintetizar polímeros de hasta 60, 000 unidades d~ fructosa · 

2.1.2 Frucwsiltransfemsos. 

Estas enzimas son de origen fúngico en sJin1y:bna•}'Qn muchos casos intracelulares. 
-.-:;•._, •.• 4_,' .. --::·:;·.-·c:.·. 

Llevan a cabo la transferencia de una, dos o ~resmoléé:ulas de fructosa a la sacarosa, 
_,. ·: -. ";"¡•':. 

dando origen a las kestosas. Dichos fruct~ligÓSa.Cári<los tienen un efecto muy impor

tante en la respuesta fisiológica debido a que no son degradados por el intestino huma

no y favorecen el crecimiento de Ja flora intestinal (bifidobacterias), por lo que ya son 

utilizados como aditivos en alimetos en países como Japón y Estados Unidos. 

Fag.1 Estructura de los principales produdos de las fnactosiltransferasas 

.Q 
HOHzQO O 

HO 
CHz 

OH l 
HOHz~O O 

1-kestosa HO 
CH20H 

OH 

2..2 Fuentes de Fructosiltransferasas. 

Las fuentes microbianas de enzimas fructosiltransferasas son principalmente bacterias 

y hongos. Es posible afirmar que las levansacarasas son producidas en su mayoría por 
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bacterias, algunas de ellas de vida libre como las del genero Bacillus y otras patóge

nas como. Streptocoecus oi'seudomonas , en las que la infección está asociada a la 

formación de p(iiímeroq~e 1.e ;yÚda adherirse a su hospedero. 

Las fructosiltransfe~·roirlladbra5 de fructooligosaCári~6s,sbngii ~J mayoría prcidu

cidas por hongos y por I~ gehe~l ~6 son excre~da~ ai ~~ibf1<f~'uir acil ita su inmo
.! .-:t:~.::::- '. >:.~~ :, ·~..::>~ .;>· .:~,''::\·>.¡: .·' 

vilización en el mismo ~icel'io.·\ ~·," ;·_ :~.:.:·;/. ··;." ·-.'. . : -· ~>'/ ' _.- ~,::" .. 

En las tablas 1 y 2 se presentan las principales especies productoras de los dos grupos 

de enzimas Fructosiltransferasas de origen microbiano, resumiéndose las condiciones 

óptimas de funcionamiento. 

Tabla l. Mk:roorganismos productores de enzimas levansacarasas. 

pHóptimo Tóptima ActivHiad Referencia 
mea 

Mk:roorganismos 

7 30 100 U/mg Tanaka 
(1979) Bacillus subtilis 

Raluzella aquatilis 6 60 731 U/mg Ohtsuka 
(1992) 

Erwinia herbicola 7.2 25 Keith 
(1991) 

Erwinia amilovora 

Bacillus polymyxa 

Zymomonas mobilis 

Bacillus circula11S. 

U= la cantidad de enzifháquc!.í1~rií1~fK~{:~c!l~.Üs~~~cijn;:: 
, , •. e(' ... L· : - , .· ., ···.º , ·~:.i_( ;:~\ ~-

.. - -. ··:- :-~<-·-::."·.·.. - · :·.·. i:, :'Y.:·. 
·--.\ .. ...::~\-, 1: .• :·. --;_~~:-

Otros microorganism~i ptdxJJ6tcí~és ~~.¡¿,,~~~C:arii~.&;;· .. · .4i;obactúium levanicum, 
<;'~-- . !:: :.: \ - ' ... -, .'.''-'".,:. 

Corinebacrerium le11anifo+m1s; Ps~í~~drll~fUis sp./Strepfococcus sp. 
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Tabla 2. Microorganismos productores de fructosiltransf'erasas. 

Actividad Actividad 

Microon>11nismos nHóntimo Tnntima 
específ"lca sobrenadante 

Referencia 
Cheetham 

Bacil/us subtilis 5 - 16.8 U/mg 2.46U/ml {1988) 
Hatashi 

Aurobasidium sn. 5 50-55 - - (1991) 
Lee 

Aureobasidium n11ll11la11s 5 60 2406U/m2 - (1992) 
Usami 

Penici/lium frecue11ta11s - 30 - 5.4 U/mi (1991) 
/ e. Park¡ 

A ""rvillus ni ver 5.5 55 550 U/Í:n2 7U/ml•''. (1991) 
··. ., . <·' ;~ vanBalken 

Asrw>rflillus oh.oenicis 8 60 - - " '(1991): 

U::: la cantidad de enzima que libera lµmol de glucosa/min. 

2.3 Otras fuentes de Froctosiltransferasas. 

Otra fuente de fructosiltransferasas son las plantas donde se producen levansacarasas e 

inulinsacarasas. Estas enzimas son utilizadas por las plantas para producir fructanas 

(del tipo inulina y levana) que son almacenadas en altas concentraciones en algunos 

tejidos de las plantas como una rese1Ya similar al almidón (Pollock 1986). 

2.4 Producción de Levansacarasas. 

La levansacarasa se produce generalmente en cultivo sum.ergido y por lo comtín es ex

cretada al medio por el microorganismo, en la máyoÍía de los'easos la enzima es illdu

cible en presencia de sacarosa como fuente de ca:i:b;,~6dJ~íré1 culti~·~. a~nque exis-
.-. . -.>:· . <:..-. .-' .. r·>. ·-·· .. :·· .. ·.((. . -

ten ejemplos como el reportado por (Perlo! i4'.M()iísa~.198o)~:e una levansacarasa de 

Bacillus subrillis' constltuti\•a qúe 6~sirit~ti~~d~ cl~~iritéla f~rmentación a partir de 

glicerol como fue11te de car!Jono. 
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.Anlecentes 

2.4.J Medio de cultivo. 

La mayoría de los medios de cultivo reportados para las diferentes especies producto

ras de levansacarasas utilizan sulfato de amonio como fue~le de nitrógeno .y en algu

nos casos como en el de la bacteria Rahnella aquatilis (O~~uka y col.(1992) 'utilizan . 
>';·;·. ,,, .. ·• 

además extracto de levadura. La fuente de carbono generalm~nte essá,~arosa au,nque 

existen reportes de bacterias que producen levansacarasas d,~ ~.i'n~~ cqh~tÍhltiv~'y no 

necesitan ser inducidas para producir la enzima. En estos ~ás;J~ s~ Ütiilza ;;1ra fúenie 
. . ._,_ ·.-, .. ;,_ __ .. _ -:~ ¡-.· ,_; ·' 

:.;;. 

de carbono como el glicerol o la glucosa. Perlot y col. (1980) r6i>oitán'el caso de un~ 
' >< ,,'• '·-'··· •••• - ".;"; 

enzima de B. subtilis. que crece y produce levansaca~ C'n prese~C:ia cÍ~ glicerol 10 
.. . ·. ·,: 1.-, ... :-::1:2-.-.-:~~,-,..~:· --·L:-::<~:\··-,_:-~:-:c:·:·-.-,~--.. .-. 

que pennite obtener una enzima libre de polímero, aunque· con una .aCtivi~d_!an solo 
" · .-. _ .. ,---."- -':,~_-,-e.>¡-~-'~ -:.,~ :_ -:"-·e'.;_--.; .• , 

de 1.9 ULS/ml (ULS =Unidades de levansacarasa; Ja ca~ticlad de enZiiria qu~caUiúza 
-- . " . ' .. . . '. . ' - '"~:. .- - ' - . 

la síntesisd~ l~mol de glucosa por minuto). Esto contraita d~n·~fia·~6üti~a~ d~·~.'29 
-·~ --;.--:·~- -,:_·,-> 

U/mi obtenldaS:JXlrOhtsuka y col. (1992), en el sobrenadante cl~;'fe'riileii~c:IÓ~-con Ja 
•;..... _·,.,·:· 

cepa de Ralmella aquatilis . 

La temperatura de cultivo de los microorganismosprodudores de)evaiisaCilrasas osci

la entre los 30ºy 37º C y el pH usualmente entre 6 y 7.5. 

2.4.2 Purificación. 

La levansacarasa ha sido puriticáda por nll!ll.erosof mét&los'<liritrci de los que destaca 

el uso de la precipitación con sulfato d~ amonlci'y/6 etaÍlol co!Tló primer¡::ias'ó d~ puri-
... ",• • •- • • :< • ; ;, r• • • • ". • • '• - ' • •"• .- • O ' ':;~·, - < 

ficación. Dentro de los sigllieni~s pasos.·<le pll~fid~ión enco~tniinó~ ·la cromatografía 
' ... ' . . . '' . . .. - . _.·~ - . ... . '. . . ·. ' . - . 

de intercambio ionico yla ¿;otTI~to~iari~cJifilt~~iÓ11(!~ ~(!I;: 
.· ~· 

Tanaka y col. (197~) r~porta.J1 el uso deJna colu111~ade hidroxiapatita pirra remover la 
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Jevana que se encuentra unida a la enzima Por otrolad.o Le.Brun (1980) en un trabajo 

sobre purificación y cristalización de la lcvansacarasa de B subtilis, también mencio

na el uso de una columna de hidroxiapatita para eliminar el polímero de la enzima y 
,,"."··:-· '·-- ' . 

poder cristalizarla para dilucidar su estructura terciaria;•"• 

Existen dos reportes de purificación a homogenéidrd ;;~ dib'm'.~tografía de intercam-
. - ,. ~ . - _: -.:: 'i,''. "'··-· ,. -

bio iónico de Jevansacarasas intracelulares: uno de R,áhneliii'~ugtills (Ohtsuka 1992) . - . ~ ., __ ,.. -· ' ' 

y otro de Zymomonas nwbilis (Lynes 1983). 

. :.-.·. -::·--

PEO como agente precipitante para la obtención de la .. levansa.citrasa .· 

2.5 Ingeniería Genetica 

De las levansacarasas reportadas, la produeicla porBacii/Js sÚbti/ls • h~ si~o la más es-
- ---·,. ;-•- ~ - '<· .. _ '·,•',.· .-·.;: .-.-

En 1983 Guy y col. aislaron y clonaron el gén·~aéB q~~ OOdi~~ ~Ni le~•ansai:afasa 
~.~:~ ::' 

de B. subtilis utilizando un bÍmco genómicode Iisubtilis qJ.e fJe~Clonado en el fago 
:,···:_ .. :·.~;.~-' ·~_:.·;, - .-:;>:_. ~-.. :;~::(: <:. --~-/.~ 

J. Charon 4A. El fragmento ~loll~ªci~oritcnfa;~adem~ delrgeri ~s'tfuctÜraI: sas;B de la 
-·. -' > . • ; ~--1- • 

levansacarasa extracelular, 1á'reglÓn~glJiad'~ra ~i:Rde di~ho.geri·: 
-~ ·-· . , ·:.--.· . -· . . . . <::e "' .. _ .. , ,:· ~- -,. ~,-' . -_., __ . - . . 

- ,.,,._' 

A mediados de 105 80's Sleinme4-yc~t!U98s) il~~~rC>n~~·~;c]~secuenciación del 
~' · .• ·.' '.:\· . ' ~ ·,:·. -¡·· : • ·' 

gen sacB de B. subtilis )'sus.sitios cl~'·co~trolgénétid); Actu~.Í~~~te se c611CX:é la se

cuencia complei:i'~el ge~.sac~. que consta: de :ikb )•se' sabe·que la ~egi<S~, p;~motora de. 

dicho gen se encu'e~i~ a 200 pb del !niciÓ del gensacB; sJ fÜ11ción primordial es ac

tuar como atenuador. Por otrolado se ha clilucidaclo la función ~el gen sacRcuya mu-
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tación provoca la expresión constitutiva de la levansacarasa en B. subtilis. Esta región 

se localiza a 450 pb del inicio del gen sacB. 

2.6 Ingeniería de proteínas 

Los trabajos de ingeniería de proteínas realizados a la levansacarasa de B. subrilis, 

han sido enfocados al estudio de la naturaleza del sitio activo y la especificidad de di

cha enzima para llevar a cabo la reacción de sínt~sis del pÓiíilJ~roo de hidrÓlisisde la 

sacarosa 

Por medio de mutagénesis sitio dirigida Chambert'y~61.(Í~1)hari~i~dlaé!¿ la natu-
.. ..:·, :. .: , ,·:· '. ~ • 'i · •c.; , 1•·t• ,;' .< •:, •. •,_,:_, .· · .;. · -· , ·. ·: .. : ' 

raleza del sitio activo de la levansacarasa de B. s~brillS: Al é:~bi~' ~~ ¡.~~lcÍl1b de ar-

ginina en el sitio 331 por histidina, lisina, leucin~ y sfrin~, dbi~vi~(ü,?1~\;~sac~as 
::··~;:i,-.- :,~. ·.'' :.~_·> .. ,. ,::·: ;;>'··-. '>".'- ·:;,-

mutantes con distintas caracteristicas catalíticas y diferentes esj:>CciÍid<laéles . 
. _:,_;:--·-.-,e <-,,.-: 
;,-~~ -.-

Otro trabajo realizado por Chambert y col. ( 1992) m~~iailt~ i~g'e~ierí~ ele proteínas ha 
. -- - . .. ·-. ¡;"'· :-;:. ·-.··:' 

sido la obtención de una levansacarasa de mayor ~so;'ri'Ol~~i'ar,q~e sintetiza políme-
. _, ~- . ".. . '.. ''-

ros de fructosa de mavor tamaño y con más ~fuifl~~élb~~~ '. &to íiJ lograron al llevar ... . ,._ ,., . '• ·.,. , .. '· ··- . ' -~ .... '. ' 

a cabo una mutación sitio dirigida en'clgeri'SiC:é'ci~·.B:;~,·¡;,jli.f'p~ c~biarel codón 

de terminación, inmediatamente ~~s~~~~ 8~1 dZai··~xi~{~~~¡ i7iidll de'lectura abierta 
t, __ , ·->·:- <-., \ . .-,:.-. s:~:; , ... :.:(:~/, :~; ! -

·- -· •. ::~·:~~-"·.> ·""·,··:_\-f> '·'.."'•• :-· .. ',:: 

Domdo a 1• ~~P/;~¡;~~!·h~~n~~;~c:~\~~1~¿;~~~~~t~'~\?~ª" 
ción sobre trabajos, ené:aminados a ,óbténei, uria'enzima más resisten té a condiciones 

extremas d~ ·. pH · y,:t~~~ráttr~'.·: Si~·e~bar~~. ~e ericoná¿ ~~ª 'p'~te~te f rances~ •donde 

se reporta üna 1cv~nsaiara~á. res.i ste11: te. i(J>~;á~i ciós ( s c:>1 \'·a y-Eni);m ~s · 1994). 
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2. 7 Mecanismo de reacción. 

2.7.J Actividad hUJrolitica y de transferencia. 

El mecanismo de reacción de la levansacarasa de Bacillus subtilis ha sido estudiado 

por varios investigadores. Dedonder (1972), propuso la formación de un intermediario 

fructosil-enzima durante la reacción en presencia de sacarosa. Sin embargo Dedonder 

considera que el esquema general de acción de la lévansacarasa es muy complicado ya 
-·,.,.-

que la enzima puede llevar a cabo varias reaccione_s.~ mismo tiempo. 

La reacción reversible para la síntesis de levana puede representarse como: 

·' - . ' . . . 
Sacarosa + Levana(n) · Levana (n+ 1) + Glucosa 

y la reacción de hidrólisis de la sacarosa ; 

Sacarosa Glucosa + Fructosa 

Por lo anterior Dendonder.buScó las condiciones en las cuales sólo se.llevara a cabo . . . 

la reacción de síntesis dél polf~ero y no lahidrolisis y de esta rnan~ra poder proponer 
.-._,---·---,-o _ _; - ·- - - . -

un mecanismo de reacción mas sencillo .. 
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Así propone un mecanismo de reacción tipo ping-pong, donde Ja enzima se une a Ja 
. . 

sacarosa para dar un intermediario enzima sacar~sa que de~pues d~ liberar a Ja glucosa 
. "~ 

de Ja sacarosa da origen al intermediario fructosil-enzima. J::stc:dltimo, en presencia 

del aceptor levana, incrementa el tamaño de la levana. Es interesante notar que el 

aceptar y el producto son prácticamente el mismo compuesto. 

Sac Gluc Lev(n) Lev(n+l) 

1 1 l t 
E E·Sac E·F'nlc E-Fru-Lev(n) E 

E-Lev(n+l) 

Donde 

E= Levansacarasa Fnl = Fructosa Glu =Glucosa 

Sac = Sacarosa Lev= Levana 

Chambcrt y col. ( 1974) publicaron un trabajo donde reportan las mediciones de las ve

locidades iniciales de toqas lá.S reacciones~ue~ lle~•a a cabo la Levansacarasa de B. 

subtillis así como la medi~ió~ de la vei~cidad de intercambio isotópico en el equili

brio. En dicho trabajo cb~Cluy~~ qlle ¿forma~i¿~ de un interm~di~rio fruct6sil-énzi-
. :- ·. ·\·, ,•, •' .·.,. '· . , ' . ,, '. . ..... ,, .. ·- . 

ma F-E es unp~s~bbligad?p~ jj~,·ar acá~ é~ai'quie~dei~ rea~iones que catali~ 
za la levansacarasa. 
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Anlecedentes 

En dicho estudio proponen nuevamente el mecanismo de reacción tipo ping-pong, co

mo elque más se apega al comp~~iénto cinético de la levansacarasa de B. subtilis. 

(figura 2). 

En este modelo, la formación del complejo F-E puede dar lugar en presencia de Jeva

na, a la síntesis de levana de mayor tamaño o en ausencia de levana, a la hidrólisis de 

dicho complejo F-E para liberar fructosa. 

Fig. 2 Mecanismo de reacción de la levansacarasa de B. subtilis propuesto 
por Chambert y col. (1974) 

k1 [S] 

ks [L]-

Donde 

E= Enzima, S =Sacarosa, G =Glucosa, L= Levana 

En la tabla 3 muestran losválores ~e las constantes cinéticas calculadas en el mismo 

trabajo, donde se;p~~d~ o~sen;ár que ks»~ Ib,quejn~ica que la reacción de síntesis 

de levana es muc~o m~ rápidaqu{Ía~~ric¿ión de hidrólisis de la sacar~sa, en presen-

cia de levana én el medio de reacción, a22'. C {)JH'6; Esto se demuestra en parte por-
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que la levana a bajas concentraciones actúa como activador y a concentraciones altas 

funciona como inhibidor. Esta dualidad del rol cinético de la lcvana, se explica por su 

función química, ya que actúa tanto como aceptar, como donador de fructosa. 

Tabla 3. Constantes cinéticas aparentes para el mecanismo 
tipo ping·pong de la Levansacarasa. Tomada de Chambert 
y col. (1974). 

Constantes cinéticas Valores 

k¡ 6.6 e5 M"1 seg -I 

8.3 e3 seg · 1 

5.2 e 2 seg -1 

En 1976 Chambert yTrebOul ~_ublicaro'n Ün trabaj6)n ~l ~~e ltJgraron aislar el inter-
-- .~-~-' . --~'''' "';~'~ 

mcdiario F-E. En ese trab~o se p~Ój:>one qU~ la;~eaceiÓri ele tral1sfruct6silación es una 
~: ~-

reacción en la iflle 5e cÓnsen;a la configur.:í~ió~ de 1'i' f riie!ós~ y qu~ ocU!Te por medio _ 

:~::~::1:~~1~1f f ff~~.:~!~titJ{j['!·~::~:"iJfar:]:: 
en configuraciÓn a __ .mu~,- probable~~~tia t1res d~l C-2, .fonnand~ un;enla~e _ester~ 
glicosídico con el B-carboxilo de ungrupo aspártico de la proieína. 
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El grupo carboxilo del residuo aspártico de la levansacarasa actua c~m.o un nucleófilo 

mas fuerte que el agua sobre la ÍrtJCto~a y co~o un. mejor Ii bC;.¡dor. de' la gl llcosa. que 
• ' . ._ . ' ,· .. ,.' ':.C.:~ ·-·· .-. " ., , ' . - . ,- ' . ' 

la sacarosa ya que un ~~Po (:¡)_¡-~~ildde~protoriadÓes méjor agente ~J61eótilo que el 
-_-;?·->:..:· .. ~·~:.:;- _,:_,· .. : · .. -·.-, .'· _.",· ··":;. ;,·,~-~- :•''~'"---'!'.'< ... , ·-:.··.·".< -·. . 

agua y un enlace ester7glieosídi6lis mils ;eactiyo iílle<~¡ enl~cegli~osídisode la saca~ 
';•:r . .:-~ .. -

rosa 

Así, se propone un'm~ciuifs~~d~;~o~ f,ascis iara la reacción de transfructosilación 
-", 

que lleva a catx> la' )evanSliCáraSíi' de B. sÍ1biÜis : 
_.;'.;.·,·-·_._,._ ••, -· -··,» ·' ·.- .• 

Primer paso: 

Después de la formaéiÓndelini~l1}1ediario EScx:urre una reacción catal.ítica á~ido 
- •_- ··_- .: _:}:.~-:·~·i;¿;{)~:-' __ ··. ··: :'-: -.:.-. -~'- _._, , -... , - ._ .... ,~-o_-: .. -.> ~ 

base que abre el enláce acetal de1a sacar()sa.:EI grupo carboxilo de un residuo ~párti-
___ _,. -\\;: :6:~:-'>·.i.' ·:;Y'-'o . "'.'. 

co lleva a cabo un ~ciqu~ nÚcleofüico,sobre.el , C:-2 de la mÓléc'ulade, rfúctosa. Por 

otro lado, un residüo áCidod~lsiii~ ª~úvg~e ~~ proieí11~. 1d:'iraiisn~i~ fSs ~i8~~e~ ª 1a 

glucosa que se libe¿' E!''r~s~iiia6 :d;:ite prl~ir pa~ e~ I~ f ¿~a¿iÓ~~el ~;~teJlTledia-
- .. :,.-··(_;,,~ .. -,'., ,'i.··;·:.''<':·'1 .• .>,:- ··?."··--:·;·,;::·. !:~( :_¡·;:;'.-.'.-,;-:,; ':.-'- :i-·_ ... . 

,'.:;. .-~ 

rio F-E en el que la frnbto~ ~~y'~rofui~1ecie~~e~kenc~~rlg¿~ciÓn ex. 
. -. ' . ' . ' ~ : " ; .. ·' - ~.' . - . - - . ,. . - . - ,.• 

Segundo paso: 

Una vez que la glucosa se ha;ÜberadÓ/una molécula de aceptor se une al complejo -· .. _.,,., ___ ,, . ., ,. . . ., 
. \ -:: . ~ 

frnctosil-:enzimáy d grupo_ácidb deJ siti'o a~tiv'o ya desprotoriado, pUede actuar como 
· • ,_..:_~-'.---·- --,;,·- .·:~---'::o~·:, ·' .'_.\ .,, · ·-,"·· .. ' ..... : . , I' ·,.: , 1' ·., -· \ 

catalizador básico ~elTio\~i~ri~o '~n ~~6tó~ d/l~ ~~Iéé~I~ aceptara para ~umentar su 

reactividad nuc16ornidit.Y ~ ~nroroia de\mión, el aceptof. lléva a cabo un ataque nu

cleofílico sobre el e~lace est~r delcomplejo F-E. 
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2.7.2 Sitio activo 

La naturaleza del sitio activo de la levansacarasa de B.sÜbtilis ya ha sido dilucidada 

por Chambert y Petit-Glatron (1991) quienes a partir de una cepa mutante que presen

taba baja actividad poli111e~a· i~~ntiiicaron ~naiTI u'~ció~en~l sÍtio ~31:del gen~ qu~ . 
codifica para la levansacara~iE~'.dichaposi~iónse ~ricorii~baúnresidu6~~ ~istidina·· 

<~'~.· ;.\(. ~-;·.:c.·: ;:-.. ·,f;<. ,_:/·:'.:·--:''/:-:::'. .··.'-;_'.1'::·· <~,~~~~ . ...:::·:.:.:· :· _:::.:::;:_:~·~>~:··-;-(·.':·-<'.:,:·~:y·.~-~;.._- -_.<:. ' 

en vez de uno de arginina::&fo cambio'pro\•ócadifcfrenciÍls enJa·espccificidadde la 
,_ ... ;,._ .. </·_--:· ·::.: .. ·- -· ··,r· .. . -~~ - .. - .. -· ;·';-·.-.. ·-·-- .· ..... -·· .. 

reacción. A partir de est~ cl~~éúb'rimi~nl6 ~116s rCáli~~~ ·u~a 'seF~ de cacibi()s en el 
-·: . . ,,·1_;,,- -.·."·,·;,(_, ... -_ ·':.-·. ;• .:-e,·. ,-- . 

• -. l.~ '.·" ... , ·-~ -_,;:-- ' ., ' • : 

sitio 331 y llegaron aJas siguientes corídúsiones:. 

- Es ese~cial la p~esenciide un~~~~ catiónica en el sitio 331 paraque hayaactivi

dad catalítica 
- . - . 

- La natu~eiB d~I afuino.iciclo. en la posición 33 hl1odulá il!lp0rtante~~nte .la especi-

ficidad y Ú eficie_~ci; del~ transfrllctosililció~. Laargilli~-ª 331 es fa ~üe J:rlayo~ por

centaje de 'trahsreien~ia pie~enfu, §~g~ida di la his~fdi~a 33!. Estos d~s>grupcis sÓn do-
,. i- ', · >.· .,.,,· •: ' .. ~ ;o: .:¡ - •-'" ''. ·, • - ' ·: '-.• ': • .-: -··, ·'· · :, '. •· . ' ' -- ": •., ,_ • , , • ',.• 

nadores de p;6íóri~~ /pu;a~ride'sí~Íi~ar~u ~rg~ ):>ositiva fáclÍiTicrite ~·dif~l"Cricia de 
.:-º' - _,._ ._,'j;i - , - - . ;>.-

la lisina que uunbién es dc}iiadcir:ci~·proto~es pero no tie~e capacid.id éledeslocalizar 
..... ' : ;~ ':..: ·_: • : . ;- ·; • - ~- '.. • - : • - ' . l _ ·-_ • 

su carga. 

De esta mancray tomando en cllania otros trabajÜs de este mismo in\;estigador se sabe 

::: .::,~1~:t~~~~~!~~g;~~~1f f ~!}if E.iir~';:t:ó:,t: 
:'" ' . ._,_._. ~ -·:.' - -. ,-~-.-··'-.; -- ,,,, 

tencia de un grupo'~uc1eónio <B~~aiboXi1ócie,uri resfduó~·asplirti¿~l pa.iailéhra cabo 
·- ·, ,_. - - .. '- ... - - --~----~~'< -. ,- - .... ~;-:- - -

la síntesis de lcvaiias o.la t;ansfnictÓsilaciÓn a ~lro~ ácéptores com6 el agua u otros .. . . :· .-· - ,· : ·- - ' , ... _____ ._ -

azucares. 
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2.8 Propiedades de la levansacarasa 

2.8.1 Cinética (modelamiento) 

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

bo más de una reacción a la vez. Algunos autores trabajando con la levansacarasa de 

Bacillus subtilis han establecido las condiciones en l~ q~~isÓÍo seileva a cabo unade. 
"< ¡ • . . ' ' ~: :. ' ' . ' . . . . 

las reacciones, para de esta forma po<ler,det~rIT1inarlas cons~~tes~inétic:a5 indivi-
¡_';:-::" i.',.:· . - '"'""' .. /¡,i" ..•. ·. - • 

duales. Chambert y col. (1974) 'e°stabi~iiro~'.Jas cÓndicioriés pir.í ll~var á cabo casi 
• . n · ·, '. ;. -· ·· . ·,_.>,. ',--, • ~' •;. ·,:·· ,-·· ·· >e,--,,_,,_· o. - .. '-- ,_ .-. -. -, : _,. ~ ''. ,-· ;. · 

unicamente la reacción de tnl.nsrr\icí6~j¡;~¡6~,:~lasfnt~~i~'d~l~I~;.~a.ycalculamn 
9 constantes cinéticas (tabla 3). ·Po¿ie;rioriri~n;tk ~{¡~1i~~···iúiái- thamJJert y col! 

·-··-r-····-•. :. . .... :J .. _.·~;~-·-,;:-~;~·::·¿{·>:-__'<,·-~_;·-~- " 

( 1991) trabajando con una cepa silvestre ~ cti~tr~¿riJ~n~ffiu~~lf o?I~ ~ i' Km de··· 

cada una de ellas para la reacción de hld~ÓÚsis,~á.'qu~·enpi~~rida~ie'tfajai'.Có~¿entra

ciones de sacarosa(< 50 mM) solo sell~i·a~~~~t¡b{~·;~~i~~;d~~'h¡~~Óli/i,s .. lci~más 
calcularon las constantes de velocidad ai la i~va'n~c~~ en 'iiresérld¡ d~ le\;iina.y de 

' ; ·-"' -·· .•• ,,' . .; ,_, ;• . - ··;·. . e;---·-~- . -- __ -< •• -.,- .-___ ,, - • • - '._, 

inulina k1evana y kmu!ina para cadá ,:ári~te,'.~in ~~bBJgo~~bidOa~u~en ~bes casos 

se tiene siempre reacción·d~:'hidró.lisis:/~i~h~s v~l~rd¡ so~}eférÍdos como 

kievadkH20 y k1niu~~ki'.' 4·~0~;~~€dJr.el~idf d kitio~s c?nsicleracht de seÚd.o-

primer orden Ycóntiené el factor de concentración de agua; · 

A continuación se muestran los valores de dichas constantes para la cepa silvestre 

(Arg 331): 

Reacción de hidrólisis Reacción de transferencia 

kcat 35 (seg- 1) 
., . 

10·- x (k1evanalk1uo) 11.1 M 

1o2xKm 0.4 (M) 
., · .. ; .. 

1 o·-, x (k1nwillalkH20) 2M 



2.8.2 Aceptore:r 

La levansacarasa es una enzima con poCa especificidad en cuanto a aceptores; es de

cir, es capaz de transferir fruc~~saa toda una ~·ariecladdc.mol,éculas, principalmente 

carbohidratos aunque tarnbiéntf<in~fiefi~ ~iu~y d~1cb~ol~~; 
ii:.:.'·;: 

:: ' ' ~-' 

Entre los primeros trabajos repbi-&d~s J~brér~ibri~s:a'~·~~~piÓi; se encuentra el dé 
--: · .·~ -:~.\._. >::~:·d;{:):,~<-·'.;~;;~·,f> ¡~;~;:~::/ '.~F·;·~t ~---~-'~:F· <ti~;·::.~<:_;'.~/:. ::.·i~~\> -'.,y __ ~º;_· ~-:_·~--.: -_:. - '.'. 

Dedonder ( 1972) sobre la capacidad de la le\•itnsacaras:i .de R subtilis para transferir 
(\ . :'.·· :··-' -· 

fructosa a la D-xilosa, a la O-galactosa y a laharabiriosa.• •· 

No existen muchos trabajos más publicados al respel:to, <lunque c¡uiz.iuri~ de los más 
-. ., __ . '. '· .\'::. ·:-_·'.· ·... - . 

completos es el que realizó Ohtsuka (1992) en el que lleva a caoo reacciones con una 

levansacarasa de Rahnella <UJUatilis en presencia de monc>sad~d~s,olii~acárid6s y 

azúcares de alcoholes. 

Este autor encontró que con dicha enzima, los monosacáridos qué presentan más alta 

eficiencia como aceptores son la D-xilosa y la t-~nll:Íi~~sa.<Los olig;sa~riclos que 

mejor eficiencia mostraron son la !actos~] la 'n;elihio~: I~ m~tos~y l~cel~biosa En 

cuanto a los azúcares de alcoholes, ~i~gll~~ de; ello~ resultó ser ¡ice;tor. · .. 

Existen algunas patentes j¡¡><J~:s~rel~tiva~eri~e reci~~¡es sobre '¡jrcicesos pal1i. j:mxiu

cir xilosilr ruciósido · (Nissfü~-~~g~:M; ~ 1994),: 1~~¡;i 1 rr:tJC,tósi~b d~-lisk~-.~Ügar-Mf g 

I 993) galactosilfructósid()'(Nisshiil-Súgar~M:r g-199.2); 1<ictosacarosa •<Ha)°ashibara~ 
--·-. -··.- -,·~· -·- ,· ,; .- .-· -·. .., · .. ·" ', - . ' ' :.· ' : ,·,. . ,''. - . .' ;• . 

Biochem; BiofeT111iri~Phahn; i992),.1()qu~ ~os lndica que ~~to~fnJctoolig6sacárÍdos 
i - • • 

pueden tener importanéia comercial. 



2.9 Productos de la levansacarasa y aplicaciones 

2.9.1 Levanas 

Las levanas son los principales productos de Ja Levansacarasa; se trata de polímeros 

de fructosa con enlaces 13(2-6) de alta solubilidad en agua, a diferencia de las inulinas, 

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

Las Jevanas tienen pot.cinCialmente las mismas aplicaciones que Jasdextranas. Uno de 

los principales usos ~e:Jaf;dextranas es en la purificación d~ móléculas bi~l,~gicas por 

medio de la formaciÓn_ctd~n ~istema de dos fases, lo que permite contar é:on un méto-
- _:------ ---- '- ·' ' 

do muy efécti§o y Í)Oc:6~<liásiico piral a obtención de compuestos lábÚ~s algunos de 

ellos de uso r~~~ll~Íbo~~i~inJstico .. 
:':'.~:~:/ ';~ ··. .'.)::· ·. 

Las dextranas se utiliZM cblno'sustÍfuto del plasma sanguíneo. Ell s0lución al6% pre-.... ,<·-':'· - ,• ' . .- .. ' .. 

sentan la viscosidad y el ¿o!npo'rta.iTiie'nto coloide-osmótico similar al plasma sanguí

neo humano. Pueden ser utili~d~;~nigién pa~Ia~dministración de hi~rr~ ~n casos 
. ' ., . ,.'e- --.. • . -

de anemia, en forma de complej,cis ,dexÍrana -hierro ya que l~dextranase abSorbe rápi

damente. 

Franz y col. (1988) reportanel uso de levanas como agentes inmu~?génicos, basán· 

dose en el efecto que tienen'algunos poii$aCáildos (elltre eilo~ la lev.ilia) para modifi· 

car la respuesta inm~~~delindi\',idúo; d~ es~ foim~, el hospedero de tumo~es p~ede. 
obtener. la capacidad d~ ~estruir lascél ulas tum~rales po~ medio de ~·~ pr?pio sistema 

inmune. 

La levana también ~s producida por algunas bacterias de la placa dental y ha ~ido por 

lo tanto implicada en la caries y en enfennedades periodentales, por lo que el estudio 
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A.núcedenJes 

de sus prodiedades resulta de sumo interés para la prevención de estas enfermedades. 

2.9.2 Kestosas. 

Las kestosas también conocidas como fructooligosacáridcis.son compuestos que se en

cuantran en algunos vegetales como el pl~~no, lá
1

ceb611a, las ~íJ; de ~s¡}arragó, el , 
'º .. , . -. . . - " . - : , . [. ';,: . . ~ .... " ' .. 

tomate, la cebada, etc. También pu~~n ~r sinte,ti:iaci6s ~ partif ~7·~~iu~ por me

dio de enzimas fructosiltransr~ra'.silS ~icrobiaril!sPcieri~raimenle las ~nzirnas capaces 
,- ··. '..;. ·:., .. , ·.·- __ --·· -:-:,--¡' . ... ::\.,; .i~-~·;·:.:::'.''~:::!-~;·','. .;·:,.:·.·-·'·"·,-·,:~· '.''·' .·:; -· .. · 

de sintetizar estos co~puestci~ ~Ón'de'.órygenf~rig~ffa~pcjJ¿;cii~teri,ré~rt'bs d~.alg~-

;,::=,~ct~J1~~~~~li~f~~~~~~f,~;~~~r.t: 
col. 1989) como la l~Kestósa:(oF:i);'.I~ nistosá cGF.3); y la B~fruc'tc:\ruranosilnistosa 

( GF4). &tos f ruciooli~~~§ri19.~··~i~.~~~.··;fui'"~tii'~~P6i••16t~~~·uici~ri ·~r~~Úli~dos 
como edulcorantes nó .. ~P~t~'.gºS,.; f ~1ygf~tn;~(d[~;i.~,e:~~<liJ,a ffi!c~~ll6ra· i~tcsti-
nal, disminuyen 1os. pró61~ma5 dé C:ons'tipación ·iniés'úria1 Yelirnilía.Il:ia.?iooucdón. de 

substancias putrefactaS.~~ ~I Í~t~stirio. 'N() ~n digerid()i~r.~I iritrisii~o~~lia~o y. lle-
,-1 :_, .. -: >·,.; .... -· ... ~-·- -· .. - ·-.·: ·_;,_;, ... ~ ... :.:-" .. -·:'" . .'' _· ... ,• --~·-·:;::·-.· ,;-"'·:.,. .. · 

gan al intestino grueso:doll~e J~.eg~ u~''¡JapJ1 fa'uy i~P<)~ic ~ri la i~s~.~7s~fis.ioIO:. 
gica debido a sus p~opi~d~des ffsi~s /~ q~e són fe~'J!lta'ciÓsi·~r I~ tÍora ÍntestinaJ 

(Bifidobacterias) v· noscín''dei~d!dos ioi':aCteni~in~es~bl~~··éo~o·C/tsh-idium 
-. ; ·.;··, - .~. º--·' .·: . . ' .,. ;.... . - . ) .... -. . . ' .- ·:. _. - . .'. 

perfringens, Clostridium J¡fi!cil<f c:>Es~lzerichia coú:,. 

La proliferación de )as bifidobactenas tiene-Ún efec-to fislOlógico lnU); positivodebido 

a lo siguiente_: 
. . . . . 

*) Produc~n ácido láctico o acéíico que ejercen un.~fccto antibacteriano y producen 

una disminución de fa absorción de amonio y aminas a través de las paredes del intes

tino. 
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Antuetkntn 

*) Producen vitaminas y enzimas como vitamina B I y B6, ácido fólico, Iisozima 

*) No hay producción de amonio, aminas o H2S a partir de aminoáddos, ni produc-

ción de nitritos a partir de nitratos o amonio a partir de urea 

Estos productos son ya ampliamente utilizados en Japón, donde exis_te~'lnas de 500 

productos alimenticios para humanos, que contienen fruc'iooligC:X:~áiido~'colTio iiditi

vos. También se utilizan como aditivos para alimentos de ki~~l~i,~n' ¿_U y Japón. 

Actualmente se realizan estudios en E U. para utilizar lo~ fruct()()ligosacáridos como 

edulcorantes no calóricos en yogurts comerciales: 
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Maúriaks y Mitodor 

3. MATERIALES Y METODOS 

3.1 Producción de la Levansacarasa. 

3.1.1 Microorganismo 

El microorganismo utilizado fue aislado en la Facultad de Química a partir de jugo de 

caña y fué identificado como un Bacillus circulans, productor de una levansacarasa 

extracelular. 

3.1.2 Reactivos 

Todos los reactivos utilizados en esta estapa flJeron de la marca Baker, a excepción 

del extracto de levadura que fué de Difco laboratóries. Se utilizó un ensayo enzimático 

de Boehringer para medir glucosa y fructosa. 

3.1.3 Medio de Culdvo 

El medio de cultivo que se utilizó parala producción de la. enzima por fermentación, 
- . - - . . . 

fue el propuesto por Tsuchiya y col. (1952)y optimiiado por Barroso (1995). Este úl-
- . -·:- ·.·- -

timo se empleó para todas las fermentaciones y producción de inóculos.En la tabla4 

se describe sil composición. 

3.1.4 Producción dellnóculo 

La producción del inóculo se llevó a cabo en matraces de 250 mi con SO mi de medio 
' . ' -

estéril utilizando un Yial conteniendo a la ceÍ'a de Bacillus circulans. consen•ada en 
. . . . - : . . -. . ~-: _>. ·. ~~- - .- ·, ·. . '· ... ';'. ._· -' > " ... : . : . - ". ·_·_ : ·:: .. "· 

glicerol y bajo congelación. El microorganis~o.se creció.a 30ºCy2ÓO rpm, por.12 
.. .. '· --- -· '·- . -. . .-

hrs o hasta alcanzar Úna O.O. ma)ior o igual a 0.7a 650 rim y después de reali~ar úna 
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dilución 1:10. 

3.1 .5 F emumlacwn para prodllccwn de la Enzima 

La fermentación para la producción de la enzima se llevó a cabo en matraces Fernbach 

de 2 litros con l litro de medio estéril y con un inóculo del 10% del volumen total. Las 

fermentaciones se llevaron a cabo con control de la temperatura pero sin control del 

pH. 

Condiciones de fermentación: 

- Temperatura controlada a 30º C 

- Agitación de 200 rpm en agitador orbital con control de temperatura 

- F.n fermentador de 2L 

*) agitación 100 rpm 

*) aireación 0.5 vvm 

- pH inicial del medio: 7 sin control 

-Tiempo aproximado de fermentación: 10-14 hrs. 

3.1.5.l Controles durante lafennentación 

Durante la fermentación se hizo un seguimiento delcr~cimiento celular ~idiendo la 

densidad óptica del caldo de cultivo a 650 nm, lltillzando un espectrofotómetro Spec

tronic 601 Milton Roy (E.U.). También se monitoreó el pH utilizando un potencióme

tro Corning (E.U.). 
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Al final de la fermentación se centrifugó el caldo a 10,000 rpm a 4º C por 25 min. en 

una centrifuga marca Beckman J2-2 l (E.U.), reteniendo el sobrenadante. 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo 

Com nentes 

Sacarosa 

Extracto de Levadura 

CaCl2 •2H20 

MgS()~ • Hz() 

FeS0~•7H20 

Mnso4~H2o 

NaCI 

3.1.6 Determinación de la actividad 

/l 

30 

20 

20 

0.06621 

0.02298 

0.0183 

0.01119 

0.01 

La acúvidad total de la enzima (invertasa y transferasa) fué medida vía la determina~ 

ción enzimática de la glucosa liberada durante. la reacción, para lo cual· Se utilizó un 

analizador bioquímico YSJ 2700 Select (E.U) .. 

. . 
Las actividades transíerasa e i~\·e~a'fuerÓn medidas y diferenciadas utilizando un 

ensayo enzimático de Boehringer para medii glucosa y fructosa, de la siguiente for-
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Materiaks y Métodos 

ma: 

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

de hidrólisis. 

(Fi) = Fructosa liberada, proveniente la reacción dé hidrólisis. 
' ( -· ' . '- • ' . ' . . . ' ' ; .. •• \y -

(Gp) = Gluc=Í. ~orics~cmdientea l~ reacción de tra:~sferéllcia, calculada de la si-

guiente fomiá: 

U5 vel0ciies i~citesfueron 'definidas como : 
_._ ·:·:·.·· ·:.:··· :·-· 

- VH (Velocidacl ~e hidiólisi~) = d[FÍ]/ dt. 

- VT (Velocidad de transferenda)= d[Gp]/dt = [GT- Fi]/dt 

Todas las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un espectrofotómetro Beckman 

DU-650 (E.U.) a 365 nm. 

3.1.6.1 Definición de unidades de actividad 

La unidad de acti\'idad transferasa se definió como la cantidad dé enzima que libera 

un micromol de glucosa en un minuto, mientras que la lJ~i'ruidde actividad ~Ídrol~ 
es la cantidad cie enzima que libera un micromol de fruc~~sa-~n 1Jn mi~ui1.L.a'acti\,i-

• - • • • • s_ _.,_ - _'.~: -, 

dad total es la S¡j~ª. de las dos actividades y sed~fineconio la ~iida'.ci.:de~nii!Ila que · 
. - --- -- =-'--"-_--o-=-'-.--.-~-""'=·------ -

libera unm.icr~n;ol de glucosa total en un minuto. En tOdos l~~<c~os baj~ lassi

guientes condiciones: temperatura 30ºC, [sacarosa] = 6%; pH 7 eri buffer fcisf~tos SO . 

mM. 

3.1. 7 Cuantijicacüin de proteína 

La proteína soluble se midió utilizando el método descrito por Bradford (1976), cm-
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picando albumina sérica de bovino como estandar. 

3.2 Puriíicadón de la Enzima 

3.2.J Obtencüín del extracto cnuúJ 

La enzima fué obtenida del sobrenadante de fermentación por precipitación con polie

tilenglicol PEG 1500 al 50%. El PEG se agregó al sob;e~adant6 de fermentación libre 

de células hasta observar la precipitación. El precipitado se recuperó por centrifuga

ción a 8,000 rpm por 10 min. El sobrenadante se eliminó y se recuperó la pastilla 

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

3.2.2 Electroforesis en condiciones desnaluraliuznles 

Se llevó a cabo una electroforesis en condiciones desnaturalizantes en gel de Poliacri

lamida (PAGE-SDS), segun método de Laemmli (1970), Se utmió KJ1~ ~l~i ~ám~ra 
para electroforesis vertical Hoeffer SE-200. Los marcadores d~ i:iesoclriol~ul:Ü- ~111-

, - -, .-. ': .' __ .. -·---·.-_.::·_"·--:. ,.· -._, __ ·_ .. _____ .··-

picados son los siguientes: 97 kD fosforilasa B, 66.2 kDaJb~ltlid~ de suero lxlvino, 

45 kD ovoalbumina, 3 lkD anhidrasa carbónica de bovino. Todos los reactivos utiliza

dos son grado electroforesis marca BioRad. 

3.2.3 EnfoqlU! lsoeléctrico en condiciones nativas 

Para la determinación del punto isoeléctrico en gel de poliacrilamida se llevó a cabo 

un e)ectroenfoque en condiciones nati\'aS para lo que se utilizó una mini c~ará mC>-
·. ,.,_ .. _ . 

delo J 11 JEF, siguiendo las instrucciones del fabricante. El gradient~ de )JHse logró 

utilizando Pharmaliye al 2%. Todos los reactivos utilizados fueron marca BioRad. 
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3.2.4 Enfoque lsoeWctrico en lecho granular 

El enfcx¡ue isoeléctrico en lecho granular para la determinación del punto isoeléctrico 

de la enzima se llevó a cabo en una cámara Multiphor IJ LKB de Phannacia, siguien

do las instrucciones del fabricante. Se utilizó Pharmalite 3-10 y Sephadex IEF. El res-

to de los reactivos fueron BioRad. 

3.2.S CrolfUIU>gmjía de líquidos de a/Ja presión HPLC 

Se llevó a cabo una separación por cromatografía de filtración en gel en el HPLC utili

zando una columna BioSep-SEC-S4000, para proteínas. 

Condiciones de operación: 

Detector. UV Waters 486 

Longitud de onda: 280 nm. 

Volumen de inyección: 160 µL 

Composición de la fase : Buffer fosfatos pH 7, 50mM. 

Rujo: l ml/min. 

Intervalo entre fracciones: 0.6 min. 

3..3 Identificación de los productos de reacción 

3.3.J Identificación por HPLC 

Los productos de reacción que se obtu,·ieron al utilizar diferetes. tipos de aceptores 

fueron detectados por medio de HPLC, utilizando una columna para análisis de carbo
hidratos de 3.9 x 300 mm marca Waters. 
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Condiciones de operación: 

Detector: IR Waters4JO 

Volum~n de inyección: 10 - 20 µL 

Composició~ de la fase : acetonitrilo-agua 75:25 

Flujo: lmllmin. 

3.3.J Cromatografía en capa fina (I'LC) 

Malerill/es J Mitodos 

Se realizaron cromatografías en capa fina como un método alternativo al HPLC para 

la identificación de compuestos productos de reacción cOn los aceptores utilizados. Se 

utilizaron placas de silica gel HP-K de 10 x 10 crnfuarca Whatman. 

Activación de la placa: Dietanolami~a o.1Ki yIO iriM d~ á6ido a~ético en acetonitrilo. 

Tiempo de activación; 15 rnin: ap~oJci~~e!lte; 
~' . . - ·. :- ""-:_·: ._· '• ·, ~¿·-,,;-_<, ,. ·' 

. f:c -, ,~_-_ ~:--:·-- -

Fase móvil: Acetonitril{}-a:g~ '80:2o: Ti~mpo de corrida aproximadlÍmen~J.5 lllin; 

Revelador: Alfa naftol-Etanol. 80% etanol, 10.5% ácido sulfúriÓCJ, ¿'.S%ag~a 3tro plv 

a-naftol. Temperatura de re\'elado, I 00 ·e hasta ver la aparición. deJ~n1uestfllS. 

3.4 Purificación de productos de reacción 

La purificación de algunos productos de reacción se lle~·ó a ~~~J;o,\riedlo de HPLC 

preparati\'a, utilizando una columna µBondapak-NH:, de l9XiSd ~n/~~~a Waters . 
. - _ .. _._ .. _.'.·-., .. :·.:,' .-.'-·.··' .... -., .,_:: 

Se empleo como fase mó\·iJ Acetonitrilo-H?O 75:25 cori t.in flujo el~ 8 ml/min: y seco-
, - - -- ... . . - :· . .. . 

Jectaron las fracciones correspondientes. 
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ResulladM y Discusión 

4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 Producción de la levansacarasa 

En trabajos previos con el microorganismo productor de la levansacarasa se definieron 

las condiciones óptimas para el crecimiento de la cepa de Bacill1is cir~ulans. De e.sta 

forma se sabe que dicha cepa crece mejor a 30ºC, a un pH inicial de7 y_a200 rpm en 
' .. , ,_ .,· .... -... ; .. ·. 

matraces de 250 mi en incubadora orbital. El medio de cultiv~ lan;bién rué()~~mi.zado 
(ver materiales y métodos). 

Bajo estas condiciones se llevaron a cabo fermentaciones en m¡triices d~ 2S<:l: .SÓO y 

2800 mi, al igual que en un fermentador d~ 2L. G·ti·~~r.ij ~J~¡~fu¡~'.~¡~'étl~defer-
. . '-." ·.:·~:- '.'. .-. __ ··:.-.';,- ;:-:, .. ·:.~.:--,--·¡/~>-~{;!,~> .. :~~:.-: ;;:-:.>-

mentación para la producción de la eniima levansacárasa; cjonde.se_óbserva:que la 

producción de Ja enzima~~~·isocfa~~"~~ecimi;bto d~I micro6r¿:ru~riío . .. , .,. _ _. .... 
-·-· -

::::,':.'j:J~&~·;:~!:~~~~i~~~~f:~j~~;~J~;~::: 
aprecia en gener.tlun;f"~:1ª~: < ..• , .. 'L r:,,;:: ,, 

<· :·- ' ;;:·,(.. ,. __ •• 'f1<,· e :·.· 

De esta form~.~e~pe-~~ c~n··~~~tt~e:ª:d.~'re~e~~~\[~-~~~-~:~i·~~ p~~i~;r un so-

brenadanÍe con'2 U/mi de'acti,;idad enzirJ1áíicií.Íoiaí,;medidácomo f'~ofos de glucosa 
·.·. :· -·-~ ,_.,_ .. "<•,,~,---.-,;o:~'":--·.-,._,.·,_-,. __ ,,", ~.~"- . ... : ,;.·,_ '"'· ... ·· ·. 

liberada por lJ1imit~, a··~i;de·saCa_ro5,f t~~?~~·e~i~~.t~sera1?~,q~~~~.#t~la.Ctapa .· 

inicial de este trabajo la .acti,;idad se'C:!et~rmi~ó mediante azcica;e~ redUciÓre's. Al 
. ' ' . : '. - ' ·, " " - . " . ~. ' ·. - . - ,, . - ' "·· . . . . , .... ' . ' . 

constatar laprescncia de dÓs acti\'idade~ (transferasa e hidr6Iasa) ~~~¿s6.de ~aJlifics-
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to el error en esa detenninación, ya que al medir poc!er reductor se cuenta dentro de la 

actividad levansacarasa no solo la acÜ\•idad iíivefta.sa (cuando se mide glucosa total 

producida) sino que esta última se duplica}g1~9osa total+ fructosa de hidrólisis). Por 

esta razón se diseñó el método descrito en materiales y métodos. 

O :? 4 6 8 JO I:?. J4 16 

TIEMPO DE FERMENTACION (hrs) 

Fig. 3 PeñLI de crecimiento y actividad enzimática durante la fermentación para la producción 
de la levansacarasa de Baci/lus circulans. (A) Biomasa en unidades de densidad óptica y (CO 
Acti\•idad enzimática total. La actividad se determinó utilizando un analizador bioquímico 
YSI para medir glucosa. 

4.2 Purificación de la levansacarasa 

4.2.J Recuperacüín de la levansacarasa del sobrenadante defennentacwn 

La recuperación de la le\'ansacarasa se llevó a cabo por precipitación con polietilengli

col (PEG) del sobrenadante de fennentación. Se aprovechó esta técnica dado que el 

mecanismo de Ja reacción que lleva a cabo Ja enzima para sintetizar la. Jevana im'olu-

era la unión covalente de dicho polímero con la enZima, por Jo que la lcvansacarasa 
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siempre tiene adherida una molecula de levana 

Siguiendo el mismo principio reportado para la· purificación de la dextransacarasa 

(Paul y col. 1984) se agregó PEG hasta lograr la aparición visual de precipitado, en 

principio conteniendo al polímero adherido a la 'e~zima, con lo cual su obtención se 

vuelve muy selectiva ya que el resto d~ las proteínas pennanecen en el sobrenadante. 

Lo anterior da lugar a un método muy eficiente y rápido de obtención de la enzima en 

el que se pueden alcanzar 8 veces de purificación en un solo paso. Dicho método no 

ha sido reportado anteriormente para esta enzima en particular, siendo la precipitación 

con sulfato de amonio y etanol los principales métodos empleados como primeros pa-

sos de purificación de las levansacarasas reportadas. 

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

PEG. Antes de llevar a cabo la precipitación se agregó sacarosa para prom()Ver]a for-
- ~ - . " - ~ - ·- '" . . . ·- ·-- - - ,_ - ---.-, . -._ ·-·~ 

mación de mayor cantidad de polímero y así facilita¡ I~ precÍpita~ióJ1:·0e'esia manera 

se obtuvo un rendimiento aparente por ari"i~del }oÓ~ ~¡J lár~Ji)ef¡í~¡~~: G·e~plica-. . .. - ,· ·- '" --- --. ' ·- -. - '' ' ">• ,. . ' :;.:_:: .. : - . 

ción a este hecho se basa en ei '~recto que ti~ne ]~ p¡esencia'de levlil1a en lá velocidád . 
'.. ' • '-. - ' . ' . ~ - .•. _,,._ -· ' -:, '·'." .. ·; - !" .• ,' ·._ ·- ··-·, 

inicial de reacción. E~ efe~t¿,, Ja1~re~e~C:ia de urí~ alta cÓncerítrcl¿;ó~;de políriiero (le~ 
vana) provoca un a~llle~to en Ia\•elotidad déreacció!l (2hamberty col. 1974 y Tana

ka y col. 1979 ); 
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4.2.2 Otras etapas de purificación 

Los siguientes pasos de purificación se llevaron a cabo con el fin de comprobar que la 

actividad detectada en el extracto de PEG provenía de una sola enzima y que no exis

tía ninguna enzima contaminante (invertasa) que fuese responsable de actividades si

milares a las de Ja levansacarasa. 

4.2.3 Separación de la levansacarasa por Cromatograjia de Filtración en Gel en 

HPLC 

Una pequeña alícuota del extracto enzimático obtenido por medio de PEG se inyectó 

en una columna de filtración en gel en HPLC y se obtuvieron Jos perfiles de proteína y 

actividad que se muestran en la figura 4. 

Como puede observarse, en el perfil de proteína se observaron dos picos que absorben 

a 280 nm. Las actividades transferasa e hidrolasa coinciden con el primer pico de pro

teína, no habiendose detectado actividad en ningu~a otra zona·.· 

Los resultados de la cromatografía por filtración en gel sugieren que el extracto de 

PEG consiste en su mayoría de una enzima levansacarasa con actividades transferasa e 

hidrolasa y que no presenta otra enzima de distinto tamaño; con actividad similar. 

4.2.4 Determinación del Peso molecular de la enzima por Electroforesis en condi

ciones desnaturaib.anles 

Las fracciones colectadas en Ja separación por cromatografia de filtración en HPLC, 

fueron sometidas a una electroforesis en condiciones desnaturalizantes. En todos los 

casos en los que Ja fracción presentaba actividad se obtuvo una banda de mayor inten-
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sidad que el resto (fracciones 6 a 10), disminuyendo dicha intensidad en las fracciones 

mas alejadas del pico de actividad. Por esta razón se determinó el peso molecular de 

las bandas mencionadas, por existir una alta probabilidad de que corresponda a la le-

vansacarasa de B. circulans . 

5 l.2s 

~ 
4 s 1 

~ :1l B 0.75 .., 
lli "' " :::. 

l!l 0,5 i ~ s 0,25 f 

f 

8 10 12 14 16 18 20 22 24 

No FRACCION 

Fig. 4 PeñLI de proteína y acth·idades de las fracciones obtenidas por cromato
grafía de filtración en gel en HPLC con una columna BioSep-SEC-4ÚOO. 

(.6.) proteína,((] fructosa transferida, (0) fructosa hidrolizacia; (~)· fructosa to-
la] producto de las dos reacciones anteriores. · 

La figura 5 muestra el gel obtenido, pudiéndose obscn•ar'qüela fracción que mostró la 
.· · .. ,. , ... ', .:,-. 

mayor concentración de proteína (fracc. 7) y ma)'Or~c¡i~id¿{d c{)~ti~ne la banda co-
"·".- --

muna las fracciones 6 a 10 con mayor intensidad. De~aci.iercfÓCon los marcadores de 

peso molecular, dicha banda resulta ser de aproximÍcta~eni~ 52.KD, un valor muy 

cercano al de la levansacarasa de B. subtilis 50 KD (tabla 6) por lo que podría pen-

sarse que se trata de la misma enzima. 
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KD. 

97.4 ,... 66.2 
!'. -:J --- -- 45.0 

- 31.0 

.-. 
Fracciooes Sobrenadante 14 13 11 10 9 7 6 4 

Fig. 513ectroforesis en gel de poliacrilamida de la levansacarasa de B. circulans 

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

Fuente PM (KD) Método Referencia 
Le Brune 

Bacillus subtilis 50 SDS-PAGE 
(1988) 

Ohtsuka 

Rahnella {1(/Uatilis 64 SDS-PAGE 
(1992) 

Yanase 

Zvmomonas mobilis 56 SDS-PAGE 
(1992) 

Bacillus circulGJ1S 52 SDS-PAGE Este trabajo 

4.2.5 Enfoque isoelectrico en matriz granulnr 

Se llevó a cabo un electroenfoque en Sephadex (ver materiales y métodos) del extrac

to enzimático de la levansacarasa con el fin de comprobar si basáÍldo~ en la diferen

cia de cargas de las proteínas era posible o no detectar otra' enzima con acth•ichld saca

rasa en el extracto de PEO. Esto correspondería a una actividad contaminante de peso 
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molecular similar a la levansacarasa Al mismo tiem¡x> se detenninó el punto isoeléc

trico de la levansacarasa de B. circulans. Los resú!tados se muestran en la figura 6 

donde se observa la presencia de un pico muy bien definido a pH 4.5 donde se detectó 

actividad transferasa e hidrolasa que corres¡x>nden a la levansacarasa La figura 6 nos 

muestra que el PI de la enzima es de 4.5 y que aparentemente no existe otra enzima 

con actividad hidrolasa. Sin embargo, también se observó actividad transferasa e hi-

drolasa aunque en mucho menor pro¡x>rción en otras zonas a lo largo del gel, lo que 

hace pensar que no hubo un enfoque completo de la proteína 

10 

7,5 

s 

z.s 

o.Je.,.,.. .... ~~~~~~~~r;:i......J 
2.S 3 3.S 4 4.S S S.S 6 6.S 7 7,5 8 8.S 

pH 

Fig. 6 Eectroenfoque en matriz granular del extracto de PEG. La acti\'idad se deter
minó incubando alícuotas en buffer fosfatos .SO mM con 6% de sacarosa a 30ºC por 
4 horas. Los productos de reacción fueron delerminados como se indica en mate
riales y métodos. (Q) fructosa producto de la hidrólisis, (O) glucosa liberada du
rante la reacción de polimerización. 

En base a los resultados anteriores pcxlemos afinnar que el extracto de PEG contiene 

una enzima levansacarasa con dos actividades; actividad invert<i.Sa y transferasa. Este 

hecho resultaba im¡x>rtante de comprobar ya que existe~ r~?ories de microorganismos 

que producen varios tipos de sacarasas al.mismo tiem¡x>, tal es el caso de la bacteria 
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Zymomonas mobilis (Hideshi y col. 1992), que produce tres enzimas sacarasas, una 

invertasa intracelular, otra invertasa extracelular y una Jevansacarasa extracelular. Por 

otro lado, Hayashi y col. (1991) reportan la producción de dos B-fructofuranosidasas 

por Aureobasidium sp. las cuales se producen simultáneamente y sintetizan el mismo 

producto (1-kestosa), pero que difieren en peso molecular. 

4.3 Caracterización rtskoquímica de Ja levansacarasa 

4.3.l JkteT111inación de la tem.~ratura óptima 

La presencia de actividad hidrolasa acompañando a Ja actividad transferasa, es una ca

racteristica común de las Jevansacarasas. Sin embargo, en algunos casos las activi-

dades pueden ser regulables simplemente controlando las condicones de reacción. Un 

ejemplo de lo anterior es Ja Jevansacarasa de Zymomonas mobilis estudiada por Ya

nase y col. (1992) que presenta una alta proporción de actividad transferasa a bajas 

temperaturas (ISºC); conforme se incrementa la temperatura disminuye la actividad 

transferasa aumentando la hidrolasa, a 40ºC ha desaparecido Ja actividad transferasa 

por completo. 

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

enzima Jevansacarasa y determinar si Ja temperatura era un factor a considerar para fa

vorecer el predominio de alguna de ellas, se llevaron a cabo reacciones a diferentes. -
-· ~,=-;º- ,_, __ L- - , •• ~ --· • 

temperaturas. Como puede observarse en Ja fig. 7a, Ja !fmperatllra-óptimá para Já acti

vidad transferasa es 40ºC mientras que para Ja acÚvid1d i~
0

veita.s~ es.; se ~bicaen el 

rango de 40- 45 ºC. 

Por otro lado, en Ja fig. 7b se muestra el efecto de Ja temperatura de reacción en el 
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porcentaje de la actividad transferasa Así se observa que conforme aumenta la tempe

ratura, el porcentaje de transferencia se ve disminuído, predominando la actividad in

vertasa. Lo anterior indica que la actividad transferasa es n_ias sensible a la temperatu

ra de lo que es la actividad hidrolasa. Crittenden y col. (1994) estudiando el efecto de 

la temperatura sobre la levansacarasa de Zymomonas mobilis , encontraron que des-

pués de cinco horas de incubar la enzima por arriba de 30°C el complejo enzima-le

vana sufre una disociación, lo que provoca una caida en la actividad transferasa, sin 

pérdida de actividad hidrolasa 

Los resultados muestran que la actividad transferasa predomina sobre la actividad in

vertasa a 20ºC, sin embargo, la diferencia en el porcentaje de transferencia entre 20 y 

30ºC es mínima, mientras que la diferencia en la velocidad de reacción es grande, por 

esta razón se seleccionó una temperatura de 30° C para llevar a cabo reacciones de 

transferencia 

20 25 JO 35 40 45 50 10 20 30 40 50 60 

TEMPERATURA •e TEMPERA ruRA •e 

Fig. 7 Efecto de la temperatura en las velocidades de reacción de la enzima le\•ansacarasa. En el en
sayo se utili7..aron 0.66 U/mi de enrima, 175.3 mM de sacarosa en fosfato de potasio 50 mM pH 7. a) 
(0) hidrolasa. (0) transfera<a, (Á) acti\·idad total. b) 
Efecto de la temperatura en el % de actividad traosferasa de la levansacarasa 
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A partir de los datos de la figura 7 se calcularon las energías de activación de la trans

ferasa e hidrolasa de acuerdo al modelo de Arrhenius (fig.8), obteniéndose un valor de 

9,438 cal/mol para Ja transferasa y 12,788 cal/mol para la hidrolasa, lo que pennite 

describir el efecto de la temperatura analizado con anterioridad. 

e ·e 
" 
~ 
E 
¿!, 

" .. 
E 
> 
5 

1.5 

0.5 

1rr (1/"K) 

Fig. 8 Energías de activación de las dos actividades presentes 
en la levansacarasa de B. circulans 

4.3.2 Estabilidad ténnü;a de la levansacarma 

Con el fin de estudiar el efecto de la temperatura en la estabilidad de la enzima, se in

cubaron alícuotas del extracto enzimático a diferentes temperaturas por 20 minutos y 

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

Como puede observarse, la enzima es estable a 30 y 35°C. Sin embargo, a 40 ºC co

mienza a desactivarse, perdiéndose toda Ja actividad después de 20 minutos a 60ºC. 

Ademas del efecto desnaturalizante de la temperatura sobre la Jevansacarasa no debe 
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descartarse la posibilidad de una influencia sobre los resultados anteriores el efecto 

propuesto por Crittenden y col. (1994) quienes atribuyen a la temperatura la capacidad 

de desestabilizar el complejo enzima levana en la levansacarasa de Zymomo11as mobi

lis lo que provoca una disminución en la capacidad de la enzima para llevar a cabo la 

reacción de transferencia a la levana prevaleciendo únicamente la hidrolasa. 

o-1--T-~,......;......:...-.-~~=?==~-l 
25 30 35 40 45 50 55 60 65 

TEMPERATURA ° C 

Fig. 9 Efecto de Ja temperatura de almacenamien
to en Ja estabilidad de la levansacarasa. Se incu
baron alícuotas del extracto de PEG a las tempe
raturas indicadas durante 20 minutos, midiendose 
posteriormente la actividad a 30ºC y pH 7. 

(O)bidro
lasa.(QJ transferasa. (+) acth-idad total. 

En la tabla 7 se muestran los tiempos de vida media de la enzima, calculados a partir 

de los datos de la figura 9 para 40 y 45ºC. Puede observarse que mientras que a 40ºC 

el tiempo de vida media para la hidrolasa es de 25 minutos, para la actividad transfera

sa es de 203 minutos, es decir el tiempo de vida media de la actividad hidrol~a es la 

octava parte del correspondiente aJ~ actividad transferasa Por otro lado, a 45ºC el 

tiempo de vida media para l~ in~~~~ ~~de 6.3 minutos, casi la 4uinta parte del tiem

po de vida media de Já transferaSa qué es de 34nÍinutos. Dichos valores indican que la 

actividad hidrolasa es mk sensibl~a la te~~i:aui~ qu~ la t~~fe~. 
' , ' ' '· -,_,. ,_. --,__,_ ~-·-"C 
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4.3.3 Eslabilidad de la kvansacarasa al abrtacenmnienlo a 4° C 

Se estudió el efecto del almacenamiento a 4ºC en la estabilidad del extracto enzimáti-

co. Se almacenaron alícuotas a 4ºC y se les detenninó actividad a lo largo de un perlo-

5 10 15 20 25 

Fig. 10 Estabilidad de la le\•ansacarasa al al
macenamienlo a 4° C. (Q)hidrolasa, 
(11) transferasa, (¿) acti\•idad total. 

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

La figura 1 O muestra gráficamente el comportamiento de las dos actividades presentes 

en la enzima, por lo que puede observarse la enzima es muy estable a 4ºC, ya que des

pués de 20 dias de almacenamiento no se apreció pérdida de actividad. ;Sin ,embargo, 
' ' . . . ".-~'"• '" "·-"· 

debido al riesgo de contaminación se decidió mantener el e:..t~¿ti:> ci~;con~gelaCiÓrÍ a 
,,~. -,_ ,· ,_-. ·-:~'.::,,~-~:.:~·::x(· :~-~~ :- --,- .-.. ,> ~:= ;: -- . ; --~ 

(-25º) e ya que de esa manera el extracto se conserVlÚ>or tiempó fodefinido sin sufrir ·=··., ·. -_, .. ; 

alteración. 
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4.3.4 Detertninación del pH óptimo 

El pH del medio de reacción puede llegar a tener un efecto muy importante sobre la 

. selectividad de la reacción que se lleva a cabo. Van Balken y col. (1991) trabajando 

con una fructosiltransferasa de Aspergi//us phoenicis que sintetiz.a fructooligosacári

dos y ademas hidroliza la sacarosa, encontraron que mientras que a pH 5 práctica

mente solo se lleva a cabo reacción de hidrólisis, a pH 8 se logra disminuir casi total-

mente esta reacción y solo se presenta actividad transferasa 

Con el fin de estudiar el efecto del pH sobre las actividades de Ja levansacarasa de B. 

circulans y determinar el pH óptimo para la reacción de transferencia, se midieron las 

velocidades iniciales de reacción de la Ievansacarasa a distintos valores de pH en un 

rango de 3 a 9. La figura 11 muestra el perfil de actividad del extracto enzimático en 

función del pH de la solución. 

Se encontró que a pH 3 la enzima no presenta actividad. Por ()tro lado, el pH óptimo 

para la actividad transferasa está entre 5 y 7 mientras que para la reacción de hidrólisis 

la zona óptima es mas estrecha con un punto óptimo a pH de 6. Esto es sin duda debi-

10 

7,5 

] 
"' 

5 

z.s 

o 
8 10 
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Fig. 11 Efeclo del pH en las actividades de la 
lc\'ansacarasa de B. circulans. Se utilizaron 
0.93 U/mi de enzima en cada ensayo. 
T= 30ºC. (0) Acti,·idad hidrolasa, <• aclÍ\'i· 
dad transfcrasa, (0) actividad !ola!. 
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do a Ja mayor estabilidad de la actividad transfcrasa discutido previamente. A pH de 8 

las dos actividades han disminuído notoriamente y a pH de 9 ya no se detecta ninguna 

actividad. Como se verá mas adelante, los porcentajes de actividad transferasa e hidro

Jasa estan asociados también a la concentración de levana en el medio. En este caso la 

preparación contiene una baja proporción de levana. Sin embargo, el efecto del pH en 

las actividades es independiente de este otro factor .. 

'.,._ 

En la tabla 7 se resumen las principales característi~ fisicocjuímicas de la levansaca-

rasa de B. circulans. 

Los resultados anteriores indican que el pH dentro del rango de5 -7tienésofo un li

gero efecto sobre las actividades de la levansacarasa y que no exisk:u~.~al~r de pH al 

cual se pueda lograr el predominio de una sola de las actividades de es~·eniima 

Tabla 7. Constantes fisicoquímicas de la enzima Levansacarasa de B. circulans 
remperatura 

óptima('C) 
J:.nerg1a de nempo ae v1aa. L 1empo ae vida 
activación mediaa40ºC mediaa45ºC 

Actividad pHóptimo (callmol) min min 

Invertasa 5 45 12788 25.3 6.33 

Transferasa 6-7 40 9438 203 34 .. · 
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4J.S Efecto de la concenlración de sacarosa en el nudúJ de reacción. 

Se llevó a cabo la medición de las velocidades de reacción de la levansacarasa a dis-

tintas concentraciones de sacarosa Durante el ensayo se utilizó una concentración de 

0.66 U/mi de actividad total y la concentración de sacarosa se varió desde 0.0029 M 

hasta 8.7 M. El ensayo fue realizado a 30ºC. En las figuras 12a y 12b se presenta la 

gráfica de las velocidades de reacción a diferentes concentraciones de sacarosa Como 

puede observarse en la fig. 12b, a concentraciones'an-jba de '600 mM se presenta un 

efecto inhibitorio por exceso de sustrato. 
._·--,~ ~ 

La cinética de la levansacarasa es compleja ya3¡u~,de~~cl~de la concentración de dos 
- ·, ... ~-;-'.~~~-;~":' -:"~1·:···~ ,'!._.,:~·~- ·--~,~ 

sustratos (levana y sacarosa) y fonna más de u~ prcxl'Gcto"·éíetikcción. Como puede 
.,.·,·,·e'';,;,.--;:,,_ 

observarse, las reacciones de transferenci~ehl~róÚsis,~igue~ romportamientos distin

tos por efecto de la sacarosa A coné:e~tra6ibn~~,cl~ @'~M se observa una menor ve-
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Fig. J2a Efecto de la concentración de sacarosa 
en la velocidad de hidrólisis y transferencia de la 
le\'aosacarasa de B. cirulans a 30ºC. 
fsacarosa] = 3- 300 mM. 
(0) hidrolasa. <•> traosferasa. 
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Fig. 12b Ffeclo de la concentración de sacarosa 
en \'elocidad de hidrólisis\' transferencia de la 
le\'aosacarasa de B. circul'ans a 30ºC. 
[sacarosa]= 600 - 1700 rnM . 
(0) hidrolasa. <•> traosferasa. 
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locidad de reacción como consecuencia de una inhibición por sustrato, mientras que la 

actividad hidrolasa se mantiene constante después de 100 mM sin mostrar inhibición 

por sustrato, después de lo cual se observa una ligera recuperación de la actividad hi

drolasa 

Un aumento en la concentración de sacarosa provoca una aumento en la actividad de 

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

zar un 70% de actividad transferasa en relación a la actividad total a 300, mM. 

En contraste, el porcentaje de actividad hidrolasa disminuye con '~¡ aumentó en la 

concentración de sacarosa. 
i ' 

Chambert y col. (1974), estudiaron las reacciones que lleva a cabo la_ levans~ de 
-·- .. ___,_ -

B. subtilis en presencia de concentraciones crecientes de sacarosa. ESt0sáutores pre'.:. 

tendieron estudiar por separado cada reacción. Para la reacción de ~~rÓ~isis lograron 

condicones para llevar a cabo unicamente esa reacción, utilizando una enzima Ji bre de 

polímero y bajas concentraciones de sacarosa (por abajo de 12 mM) lo que pennite 

que solo esté presente la actividad hidrolasa. Sin embargo, no lograron definir las 

condiciones para obtener unicamente actividad transferasa y aunque no muestran grá

ficas del comportamiento d~ las dos actividades como función de la concentración de . . ' . . . ·-· - . - -.:q. - -,--'-.---;" :-·-·---- - ---

sacarosa, enconiraroll qÚe existe una relación entre la concentración inicicl de saearo-
• ·,,._,_ ."·· .. '' ,,,.,,_ ... './ --.- _,· .. ·· ·.¡.."· .' :·,; :_ - •· ··''- < < • ' 

sa y la síntesi~.cle
0

l~v~na durarite la reacción: ~·mayo~co~6e~t~ciJn'de sacarosa; 

mayor porc~ntaj~ cl~actividad transferasa, de ma~e~. similar a ;~ o~t~l"\·~do .en este ·. 

trabajo. 

Dedonder y col. (1972), también han estudiado los aspectos cinéticos de la Jevansaca

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

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

ervado en este trabajo. 

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

cen la actividad transferasa de la levansacarasa de B. circulans . 

4.3.6 Efecto de la concentración de levana en el medro de reacción. 

Con el fin de observar el efecto que tiene la presencia de levana en el medio de reac

ción sobre las actividades de la levansacarasa de B. circulans, se realizaronreac-
" '- '·: 

cienes con una concentración de enzima de 1.92 U/mi de actividad to.tal y.17,5.3 mM 

de sacarosa, variando la concentración de levana desde 2.5 mg/ml hasta .sd mStmL 
"-,,, - ·- "'-·-

Como se aprecia en la figura 13 desde el inicio se observa un aum~nt6°Íiiuy m~rcado 
·,,:>· ',·:·:· . 

; ~ ..... : ~. ;, : ,_" ,- . :' ; 

de la actividad transferasa por la presencia de la levana en el medio: Conf6rine au-
;'::· '..':)_;: __ 

menta la concentración de levana, aumenta la actividad de transfercnd~.parlísintétizar 

polímero hasta llegar a un valor constante. Sin embargo, es interesan'k::i:;¡,;,·¡;~;~ qJ~ la 
,.·.· .. --·-· .-;:_::-.. .... ', 

actividad hidrolasa no se ve disminuída con la presencia de levana porlo,que solo. se 

alcanza un 75% de actividad transferasa en relación a la total, durante la r~a~~ión en 

presencia de levana 

El efecto activador de la levana sobr.e la velocidad de reacción ha sid<:>JeP<>rtado por 

otros autores, Chambert y col. (1974); observaron el mismo efecto activador de la le

vana sobre la actividad t113:hsf~raSadeI~ lev~nsacarasa ele ~. subrilÚ, d~nde a partir de 

una concentración d~.5 rriM d~ lc~•an'á (PM 15,oob t 3000)se obtiene ún .valor máxi

mo y constante d¡ acf;~·idad ti-aflsfcras~. 
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LE'\' ANA ADICIONADA •1!11•1 

Fig. 13a Efecto de la concentración de levaoa en 
el medio de reacción sobre las actividades de la 
levansacarasa de B. circulans. A las concentra
ciooes de levana indicadas en la gráfica debe su
marse la levana que acompaña a la enzima 2.43 
mg/ml de fructosa. Se utilizaron 0.77 U/mi de 
medio de reacción. (0) Acti,·idad bidrolasa, (0) 
actividad transferasa, (.&)actividad total. 

Rnullados y Discusión 

1 o 20 30 40 so 60 

LEVA.NA ADICIONADA •l!ll•I 

Fig. 13b Efecto de Ja presencia de le\•ana en 
las actividades de lalevaosacarasa (0) síntesis 
de polímero, (li) hidrólisis. 

Posteriormente, Tanaka y col. (1979), estudiando el efecto de la levana sobre la sínte-

sis del polímero, encontraron que la levana agregada al medio~ actua como activador 

de la transferasa pero no actúa como aceptar en la transfrudosilaciÓn.' Lo a.rúerlor lo . . ,~- . ·, ', ;. . . . - . . " -... . ' ,_ 

comprobaron al agregar al medio d.e reacción tri~il-fova'n'á (levana Con gfup(is hi-
, .• _ . :; '.e ',·-;,- • >"..;,-_·, ;:;:: ,· .. :,.' . -;-.: 

droxílo en el C-2 y en el c~6 d~ eada Ünó delo~ exireiilos fÍt.iCi'OsiÍ~ te'~in~) encOn-
-· ·'_,__:_-~¡_::;._._ -'.-~_.:,..f'""~·o.=-:O:.: .. ~::.., ___ =~'.:': ,---- '-;---;: "--ic_:..o,;~.~-.- ,,..-,, ,;-:-o:,c---~ ·'"·'-~7-_,- ·;-;-.--.--::- -.- --::<- ;';-'.~: . ·-,;O-

trando que este compuest~ ejer~e el'~i;rrio éfeéio que Ja levana'; lo q~e i~dicilsupani

cipación como activador /J1()~j,~~~c~;t~r. 

En ese mismo trabajcí;~tilihndo filtraliónen gel, comprobar~~ que el peso molecular 

de la levana permanece cons~~c después de la reacción y solo hay un aumento en la 
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concentración de esta. El papel activador de la levana no ha podido ser explicado del 

todo, ya que aunque Chambert y col. (1976) proponen un mecanismo de reacción 

donde la levana actúa como sustrato aceptor de fructosa en una reacción tipo ping 

pong, no existe ninguna otra propuesta que sustente lo expuesto por Tanaka y col. 

(1979). 

Robyt y col. (1977) observaron el mismo efecto activador sobre una dextransacarasa 

de Streptococcus mutans OMZI76 al agregar tripsildextrana. Estos autores proponen 

dos tipos de intracciones por medio de las cuales la dextrana adicionada al medio 

ejerce un efecto activador sobre la enzima: 

La primera es la acción de la dextrana como un nucleófilo que desplaza del sitio acti-

vo las cadenas de dextrana crecientes que se encuentran unidas covalentemente. El 

desplazamiento de las cadenas de dextrana, genera una enzima libre de polímero que 

puede reaccionar muy rápido con sacarosa, lo que podría tomarse como una activación 

de la enzima. Conforme se aumenta la concentración de dextrana adicionada, la velo-

ciclad de desplazamiento nucleofílico de cadenas de dextrana se incrementa. 

La segunda propuesta, es un efecto alostérico para formar enzima activa a partir de 

moléculas de enzima inactiva por la inducción de una conformación favorable de la 

enzima por efecto de la dextr.ma 

Estas dos propuestas pÚdie~n ~,ervir para explicar la activacjón de la levansacarasa 

por efecto de la presencia d,é)e\1a11a en el medio. Sin~em~argo, tOclavía no se cuenta 

con un mecanismo el~ reacdón detaÚ~do ¡)aí:l la lev~sacira'sa como el que se tiene 

para la dextransacarasa. Para asuniir que ~~~~ rr:~¡;~6s ~~reacción s~n si~ilares 
' '., ,, ........ - · ... -.. ', : - ,· -._ .. ·. 

es necesario comprobar para la le~1ansacarasa 10 que Robyty ~ol.(!974) ~ncoritrarón 
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sobre la dextransacarasa: 

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

cosilo al extremo reductor de la dextrana. 

b) Tanto la glucosa como la dextrana se unencovalentcmentc a la dextransacarasa sin 

que esta pierda su actividad. 

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

dextrana. 

En base a estos elementos, Robyt y col. (1974) propusieron un mecanismo de reacción 

para la dextransacarasa que involucra la existencia de dos grupos catalíticos, X1 y X2. . 

en la enzima, Jos cuales llevan a cabo un ataque nucleofilico sobre la sacarosa para 

formar complejos glucosídicos. El oxígeno del OH del C6 de uno de los glucosilos 

realiza un ataque nucleofílico sobre el C1 del otro glucosilo formando un enlace a (1-

6); esto libera uno de los grupos nucleófilos que a su vez ataca a otra molécula de sa

carosa formando un nuevo complejo glucosil-enzima. De esta forma, la enzima lleva a 

cabo la síntesis de dextrana, con los dos grupos nucleófilos formando complejos cova

lentes con la glucosa y la dextrana altemandamente. 

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

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

a) Ambas enzimas forman un homopolímero no lineal a partir de la sacarosa. 

b) El polímero que sintetizan dichas enzimas se encuentra unido covalentemente al si

tio activo de éstas. 
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c) Ambas enzimas ademas de sintetizar el polímero presentan cierta actividad hidrolí

tica. 

d) La adición del polímero que forffian'estas enzimas, en el medio de reacción tiene un 

efecto activador sobre la reacción de transferencia. 

Sin embargo, es necesario continuar Ja investigación al respecto para co~~ con ele

mentos convincentes que demuestren Ja semejanza de ambos mecani.smos de reacción: 

4.4 Reacción en presencia de Aceptores 

Una peculiaridad de las Jevansacarasas es su capacidad para transferir fructosa a dife

rentes moléculas. Ohtsuka y col. (1992) reportan un estudio de reacciones con distin

tos aceptares en el que evalúan de manera muy general Ja capacidad de distintos com-

puestos para actuar como aceptores. 

En el presente trabajo se analizó la capacidad de Ja Jevansacarasa de B. circulans para 

transferir a la maltosa, galactosa, lactosa, metano), inositol, serina y treonina, evaluán

dose de manera muy general Ja capacidad de dichos compuestos para actuar como 

aceptores. La tabla 8 muestra Jos resultados de las reacciones en presencia de estos 

aceptores, donde se utilizó una relación sacarosa:aceptor 1: 1 molar. 

Como se observa en Ja tabla 8, Ja Jevansacarasa de B. drculans presentó gran capaci

dad de transferencia a Ja maltosa y galactosa; y capacidad moderada para transferir 

fructosa a Ja lactosa y me¿nol, ni;~nÚ~~ qh~ no presentó capacidad para transferir al 

inositol, ni a Jos aminoácidos serina y tieo~ina bajo las condiciones mencionadas con 

anterioridad. 

Posterionnente se realizaron reacci.ones en presencia de maltosa, galactosa, sorbitol, 
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lactosa y glicerol y se evaluó con mayor detalle el. porcentaje de cada una de las reac

ciones que se llevan a cabo. En latabl~9 se muestran los porcentajes de cada reacción 

dependiendo del aceptor que se utilizó. En el caso del glicerol no se pudo determinar 

el porcentaje transferido a este aceptor y al polímero. 

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

Aceptor 

1 

Transferencia a 
aceptor 

maltosa +++ 
galactosa +++ 

lactosa ++ 
metano! ++ 
inositol 
serina 

treonina 

+++ % transferencia mayor de .50q¡,, ++ tl-a;.s~ 
ferencia menor de 50%, -·rio se observó tians-
ferencia · ' . . · · · · 

·. 
·. 

Como puede observarse en la tabla 9, en preseric:ia de maltosa y galactosa no se llevó 

a cabo síntesis de polímero y la reacción que p~~~~iriÓrue la transferencia al acep

tor. E porcentaje de sacarosa hidrolizada, fué ~~ri<Jr ~~e para el control. Esto indica 

que se trata de aceptores fuertes que evitan nci'.sOlo'la t~nsferencia a las cadenas de 
,,·:, ;,;._·-

fructosa sino que también la transferencia al a.g~.· 
,.. . ··--·1;· ··.-· 

Cuando se emplean lactosa y sorbi,tol ~cilno>~c~ptores, se llevan a cabo las tres reac

ciones; transferencia a polímero; tra~~f :i~~¿i;~ aceptor e hidrólisis de sacarosa: En 

presencia de lactosa estas tr~s reacci~nei ~u~~ ~i en.l!i mis~a propor~ion; mien

tras que en sorbitol siguió p~edominando la hidrc>Iisis. Esto implica que se' trata, de 
' -·· . ' . . . 
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Tabla 9. Reacciones en presencia de aceptores. 

% Transferencia a o/o Transferencia a 
Aceptor polímero 

Maltosa o 

Galactosa o 

Soroitol 29 

Lactosa 38 

Glicerol nd 
Control 

(sin ace tor) 43 

Las reacciones se llevaron a cabo duraole S ~~ d30° 
por ensayo y una relación sacarosa:aceptor de í: 1 '.f 
od = DO se delerminó 

aceptor % Hidrolisis 

76 

aceptores menos potentes que lo8 ~Ós arite~o~¿sya"que __ Ila,lc5g~ ~Ü¡l}i~~ d~I todo las 

dos actividades naturales de la ~ri:lima'§n la figÚra Í4 Se muestra inmcaíTiei{ie este 

8l - .. 
' ..... 

t· .... -ro ..... '· t.., 

"' "' I~ ,,, • POUMERODEFRUCTOSA o g '·· ..... 
[J .<) 

~ 
..... FRUCTOS!DO 

e ,, 
~ ,, l.::::. = FRUCTOSA HIDROUZADA ., 

'· ··, ¡¡< '·, .... '• JJ 

' 
, ..... '· ..... 

'· ..... ..... ...... 
...... ' '·· ...... 

'· '• ...... '· ..... ., '·· '•, 

ACEJYrORES 

Fig. 14 Efeclo de la presencia de azúcares aceptares en el medio de reac
ción. La reacción se llevó a cabo duranre 5 hrs a 30ºC. Se utilizaron 0.66 
U/mi de enzjma por ensayo y una relación sacarosa:aceptor 1: 1 molar. 
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comportamiento. 

En la tabla 10 se resume la capacidad de laievansai::aras.a de B. circula11s para transfe

rir fructosa a diferentes aceptores en comJ'aracÍóri con:otras levansacarasas reportadas 

en la literatura. Como puede observ~ n~~xlstC~~~~rtes de reacciones en presencia ·:...-' .:', .. ,· :. ,-,· :. 

de glicerol y metano!, en el caso del ~~bito! el unÍ~o reporte encontrado lo coloca co

mo mal aceptor de la reacción de transfructosilación. 

Las figuras 15, 16, 17 y 18 muestran los cromatogramas de las reacciones en presencia 

de los diferentes aceptores al tiempo cero y a las cinco horas de reacción. Estos ero-

matogramas muestran la presencia del fructósido producido durante la reacción en 

presencia del aceptor. A partir de los valores obtenidos de los cromatogramas, se cal-

cularon los valores de la tabla 9. La figura 19 muestra el cromatograma de la reacción 

sin aceptor. 

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

Aceptor \.Origen Ra11hella <UJUatilis Bacillus subtilis Bacil/us circulans 
maltosa + nr + 
lactosa + + + 

galactosa + + + 
sorbitol - nr + 
glicerol nr nr + 
metano) nr nr + ' 
glucosa nr + nr 

xylosa + + nr 

arabinosa nr + nr: 
Referencia Otsuka (1992) Dedonder (1972) · Este trabajo 

nr. prueba DO realizada o DO reportada. 
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Fig. 15 Cromatograma de HPLC de los productos de reacción en presencia de gU.Ctosa, wilizando 
una columna para análisis de carbobidra\05. Fase móvil: acetooitrilo-agua 75:25. La reacción se llevó 
a cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosa y 60 mg/ml de galactosa. Se utilizaron 0.66 U/mi de 
medio de reacción. (- - -) tiempo cero, (-) 5 hrs. de reacción. 
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Fig. 16 Cromatograma de HPLC de los productos de reacción en presencia de maltosa utilizando una 
columna para análisis de carbobidratos. Fase mó,·il: acetooitrilo-agua 75:25. La reacción se llevó a 
cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosa y 120 mg/ml de maltosa Se utilizaron 0.66 U/mi de me
dio de reacción. (- - -) tiempo cero, (- ) 5 hrs. de reacción. 
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Fig. 17 Cromatograma de HPLC de los productos de reacción en presencia de sorbitol utilizando una 
columna para análisis de carbohidratos. Fase móvil: acetonitrilo-agua 75:25. La reacción se llevó a 
cabo en presencia de (JO mg/ml de sacarosa y (JO mg/ml de sorbitol. Se utilizaron 0.66 U/mi de medio 
de reacción. (- - -) tiempo cero, (-) 5 hrs. de reacción. 
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Fig. 18 Cromatograma de HPLC de los productos de reacción en presencia de lac:tosa utilizando una 
columna para análisis de carbohidratos. Fase mó,·il: acetonitrilo-agua 75:25. La reacción se Ile\'ó a 
cabo en presencia de 60 mg/ml de sacarosa y 120 mg/ml de lactosa. Se utilizaron 0.66 U/mi de me
dio de reacción. (- - -) tiempo cero, (-) 5 hrs. de reacción. 
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Fig. 19 Cromatograma de HPLC de lo.~ ~11~¡~ ci~ i~ :.e:icción a>llt,.;;¡ (sin aceptonos)utÍ!izando 
una columna para análisis de Carbohidiato5~ Fase móvil: aé.:"toDitrilo-agua 75:25. La reaooón se llevó 
a cabo en presencia de 60 mg/ml de saearosa: S~'útiliZariió 0.66 U/Ínl dé·n;edio de W.i:ción. (- - -) 
tiempo cero, (-) S hrs. de reacción. · . · ' · ·· · · · 
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4.S Reacción en presencia de sorbitol y glicerol. 

Del análisis de la literatura que se presenta en la tabla rn se concluye que no existen 

reportes sobre actividades de transferasa al sorbí.tal yigliceroly aunque los resultados 

de la tabla 9 muestran que el glicerol y ~l sorbi161 ~o resulta~ ser los aceptares más 
.. . ',,_ . 

potentes, se decidió estmÚarlos, optimizando las condiciones para dirigir la reacción 
. ... . -

hacia la transferenci~; Esprobable que buena parte de los resultados obtenidos de es-

tos experlmebtoi~u~dan extrapolarse a otros aceptares: 
:: <·.' '.-\-':~:· : , .. : 

4.5.1 Reacció;1 e'llpresencia de glicerol. 

Corno primer ~~ose llevaron a cabo reaccionl!s a diferentes concentraciones de glice-
, .. ;, -·· ·..• . ., . , .. ,.-,. -·--. •"" . ' ' . 

rol para obse~~·su l!fecto••sobre.lasacti$fdadés'de · lalevansacarasa. La figura 20 

muestra los ~~~lkdoéde ~foh(); e~t~di~%~~de+~~~~e <l6se~~rs~-q~: ·~ 2s% de glice-
:~:· '[~ 

rol hay un i~creméntoen la actividad transferasa'y una disminución en fa actividáél hi-
' .- ' . , .. ' .. "· •• -·- ·-- - "'-':" ._ ,~_ •.. -- -· .~ --· .-- . --«- •. -

rrf Acth·idad invenasa 

11 Actividad transferasa 

~ Acti\'idad lotal 

25 50 GLICEROL(%) 

0.996 0.928 0.803 aw 

Fig.20 Efecto del glicerol en las actividades de la levansacarasa de B. cir
cu/ans. Se utilizaron 0.57 U/mi de enzima por ensayo, con 6% de sacarosa 
a 30ºC y pH 7. Las actividades de agua se calcularon basandose en los da
tos de (Chen 1987) y en la ecuación de Ross (Ferro y col. 1980). 
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llevó a cabo en presencia de 50% de glicerol, el efecto del glicerol sobre Ia actividad 

hidrolasa füé mas maréado, yaqlie hubo aún menos hidrólisis que e~ el cas9 anterior. 

Este efedo esta· claramente• colTefacionádo. con• una disminución en la actividad de 

agua (a;..)Ja cuáldisminuye hásta 0.803; Sin embargoJá actividad transferasa no aú~ 
<·. • .;- ·; ...... , '<>··~-- ·~· 

mentó proporci6naiill61lie, ~~ó :po;,·ei · c'óntrárlci; pris~ntóüria ligeradisminúción. Eita 
.. . ... ·_,. . : ··-~-' -· . ' ' •, . . . . . -: ·... . . ,- " . --:., ' ! ,.:: _., .: .· . - .·. . . ) . -

puede deberse a ul1aumentc), e~ la d.~~sidad del rnediÜ por elexcéso cie glicerol l.o que 

pudo babei prci~o¿ad~ prciblem:lS ClfrJ~io~illes'. 'f>~!"'otr6 lado, ei gÚterbl 'aciÓiL como 
"·. '':"' .... · .;.- ···-··'• _-..... ·-· -· . .' ,. ·. . . .- . . ·": ,,. - .-·.:.·' - .-

sustrato aceptar d~raÍltela:rea:bcióll por lo que puede tratarse iámbiéll cÍe una inhihi~ 

ción por e~hesÓ de;usJato/ 

Con el fin de dpmlizaila r~~c~iÓn para lograr eÍ mayor porcentaje de triflsferencia, se 
.'-.--. '. -··---··.<.'e '. ·- ·-· ·.· :,,: ; --'· .· - : • -·- ·--º ·- '... . 

midió el efecto queiierie la conc~entraciÓrÍ de sacaro.sa sobre Ja mlsma reacción. Como 

puede observarse en la'figura 21, un aumento en la concentración de sacarosa no tiene 

s.oo 

4.00 

"' § 3.00 o 
< e 
~ 2.00 ti 
< 

1.00 

0.00 
10 

0.801 

[) INVERTASA 

111 TRANSFERASA 

ISJ ACTIVIDAD'OTAL 

24 32 % SACAROSA 

0.791 0.782 aw 

Fig. 21 Efec10 de la concentración de sacarosa en la reacción en pre
sencia de 50% de glicerol .Las condiciones de reacción son las mis
mas que las de la figura 20. Las aciil'idades de agua fueron calcula
das a partir de los dalos de (Chen 1987 y Chirife y col. 1980) utili
zando la ecuación de Ross (Ferro y col. 1980) 
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un efecto importante sobre la reacción de transferencia, observándose sin embargo, 

una disminución en las velocidades de reacción de transferencia e hidrólisis, como 

consecuencia de la disrnirÍuc;ió~ enla ~cth~idad de agua 

Por ultimo se llevó a cahb ííriá reacciÓ~ en presenclade 50% de glicerol y 28% de sa

carosa siguiendo su ev~lu~fa~dt~te'~~~· r.irfi~ra22 0~estri el comportamiento 

de la reacción duran~ fa c~al :·~ p;Od~j~ üri~ ~qu~ña '~ntldad de fructosa, siendo la 
.\ '.·- . º.<-- ,._, 

No se pudo de~rmi~ar.b~ll preÍ:isiÓri el J5ór&n~J~ d~ lafructosa que fué transferida al 
' -. ' - . ''. - . ' . . •' .. - . : .. . -~- - ... , ' 

glicerol y cuanta r~é.a'r6fci~Fik;lrill~ro~e}ri,iC:ii{s~,%r1a diferencia en las áreas cor-
-.( . - '~ ~ .- ' : . ., : ,. ~ . : ' " -

respondientes al glicerol eil'io(cromatogJ1lma5, se ·~UC<le observar que aproximada-
·- • ... - ' ,• ·-----· - ;.,"'",'.·.:'·. -· "/;::.:: 

mente el diez porci~lltó deiglic~roi'pre~nt~:·;~~i~h~·:Y~ que el tamaño del pieo de 

glicerol dismilluyó en ese pÜ'rcenfuj~. &í~a;táiisis0 e's
0

'Ibuy su!'erficial y sería rieceSarió ,' 
, __ . ,:·.-_. "'. ···. . . . . ·. -. . ' 

realizar una separación de los prOducios'de reacción de manera mas rigurosa Para P<>-
:. -~. . . . .. - ' -- ·,- --.. _. -. - . - . - - . - . ' 

der obtener una conclusión mas contundente ~este re'specto. 

300 

~ 250 
E 

~ 200 g 
Q 
o 

150 "' .. ... 
~ 

100 

"' ... 
~ so 
"' 

o 
o JO 20 30 40 

TIE?\.fPO (hrs) 

Fig, 22 Reacción de Ja le\'ansacarasa en 
prcsenciá dc50% de glicerol y 28% de sa
carosa correspondiencc a una aw de O. 785 
Se utilizáron 0.7 U/mi de enzima para la 

SO reacción y se siguió duranle 46 hrs. 
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Resultados)' Discusión 

La levansacarasa de B. circulans transfiere fructosa al glicerol, aunque no es posible 

definir a que posición delglicerol ni el número de fructosas que puedan transferirse a 

una sola ~olécula de gliceió1. ~n 1i figllra i3 sejnuestra el croma to grama de.Já reac-

ción en p~se~cia. d~ ~~fo:'~.~ g1\'cé;ol. {i~~- d~ sa~~o~~ d,~Jpllé~ el~ 4611¿i de -~~ac-
ción, donde puede'óbser'vark la apaneión de atlllehos 3 picCÍs, fo qUe súgiere lafor-

• • .. - - .·. ·"· - .... -·- ,.·,. 1- -. • "/ • .:"· ". - . '·· . ,. "··-· - - ' ' ... ·-. •. ,.... . '. . 

mación .de :ires·.-prodUciOS_ d_e.· ¡.~~c·c¡ó~,:-'CUya~estrÜ·~~~;ti(qUíffi_i_~á:·.lio~~u:-é :·_dÜ_tjCida·da. ~n 
-~. "-.. · .'.::·~:·~ - _, '~(~ :::.:·: ;"><'·-

este trabajo:· · ·'· .>, · : < ,,. · ~': · :é:''. ::> : . :: : :>, ?'.< " ' ' .:, i ' i'. 

De la literatura ré~isack 6s~ es el lÍ~lco ca.Só"~epo~do ctb (¡an'sf~renCia·cÍ~ fruct~sa al 
· •'·::_·:_~ -- ·,;. . .< ;;. t::":_1 ~ • _···:-:·~·: ·:· • -·' : :- :;:}_'' •• ·: :,&;:- ~ .. ~ :~;.'.: :::~o\·--._(;~· .. '· -~·!.~; .. ':': :·>t'i _,·_-_, f).- .--~~ · ·:_,_::-:, '-_' :·:~ \: '. '. ~ : _..: ' ~ 

glicerol por u~a-le~ansa¿a.fása.y' a~~qU~es-riec~~arlb~iepJorfir~tras cori:d'lciones.· (uso 
·.:-.> ... ,-._,. !">: :\~ .. :····,·.-, _ _. :._;-:·;-.-,:->.:-· ;:'.:~·,·:'.·,~·-;:(._.::- .>.>:'.;: .. ::::··-'~-~· .. :_:;.:-~·'~;-'·-·,"·>··, : 

de cosolventes) bajo las ·qu.e se álcancen mejores rendimientos de· prod.ucción dé fruc-
• - • . • ._ « > • ' ' • • " " ' ; ., ~ ' " ,·" ' • • • " - , ~. , ; • ' • " - .. • - ' " : , - - • ' ._' ; , " <.. , -, . ' 

tooligosacaridos, e~.u; r'ea~cÍ~n it!pr~se~úi u"=a ár~rriiltivade irite~és potencial. 

5.00 

4.00 

"' o 
_> 3.00 

g 

2.00 

1.00 

" o 
o 
u 
o 

V) 

º .. < ;· >> .· s.tSMi~.~tº~< \ ; ; .. ··.·•. < ·.··• •. ·.• . i.2.0 
Fig.23 Cromatogriuna en HPL,Cde los.productos de reacción de la levansacarasa5 de B. circulans en 
presencia de 50% de glié~rol y 28fo dé sácarosll (ver ligiira 22); utilizando ÜIÍa cóiumna para análisis 
de carbohidrátos. Se empleó como fase mo\•Ü acetonilrilo:água 75:25.'(~ :) tiempo cero;(-) 46 hrs. 
de reacción. ··· ·' · · · · · · - · 
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Resultados)' Discusión 

4.5.2 Reacciones en presencia de sorbitol 

Con el fin de estudiar el efecto de la concentración de sorbitol en las actividades de la 

levansacarasa se llevaron a cabo reacciones a diferentes concentraciones de sorbitol en 
·. -· -<·._ .. ::-·. ,-~ !.''. , " - . . 

presencia de 6% de sacarosa. La figura 24 muestra como se inc'rementa' la velocidad 

de reacción de transferencia al aumenw} la cón~e:~tr~ció~de~orbitol,
0

sin.que exis~ un 

cambio importante en la velocid~cl d~ J~~·~iÓri'ci~'hid~óÚ~is,1°0 que re~Últaextraño da-
_, . .· .. : .. ;. ·.· ... -·-·---·: -· ,.. -.· ' ' 

da la disminuci6J1 en la ,activ~dad'.de ~gua: E'ri el ~álisis global se consta~ un aumento 

en la velocidad globli! der~acción. 

6 

5 

:€ :::> Q Acth'idad iuvCl't:WI. 

Q 
3 1111111 Acli\'idad trarufera.i;a < 

Q 

6 CSl Acli\'idad lota! 
2 

< 

o 
o 25 50 60 SORBITOL (%) 

0.996 0.965 0.896 0.845 aw 

Fig. 24. Efecto de la concentración de sorbitol en las actividades de la levan
sacarasa de B. circu/ans. Se utilizaron 0.6 U/mi de enzima por ensayo y 6 % 
de sacarosa. Las reacciones se llevaron a cabo a 30°C y pH 7. Las áclividades 
de agua fueron claculaclas a partir de los datos de (Chcn 1987 y ChiÍife y col. 
1980) utilizando la ecuación de Ross (Ferro y col. 1980). · 
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Resullados y Discusi6n 

Posterionnente se llevó a cabo un análisis del efecto de aumentar la conc.entradón de 

sacarosa a diferentes concentraciónés'~e~orbitol. ~in e~bargo, tanto l~sa~arosa c~mo 
. - . .. ,, - ' . - . . . . ~ - . . .. -- ·:.-~: . . . - .,. . - ·\ 

el sorbitol tienen un efecto i~p'ortante en las características de viscosldady densidad 

del medio. Se. encon~ó ~lle)na'. s~l~~~ó~: co~:;6-0~ d~~s~r~"i toI:no ~~~~e. ct,Í~ol \l~r. mas 

de 10% de sacarosa.poi1~ •• queen,el.e~tü'dio,r~iiliza.~o;•.a·'~edid'a•q~e}se.!lúmen,ta esta 

última,• se .disml~u;~;la'';rin;~;af¿ Íi'iü~~. is m~~s~:ei';~s~J~J6: dii~;é~·~é~xperi-
. -· ·-·' ., ,, ~ 

:::,~::t:t~~~~t¡Jf~~~t~:'i'~:!t~&t~f ¿~~~¡!:,::' 
cias son poco sii~ifi6~tiváS, Jar~i~~do i~di~~ q1fa eri 101,r~go~' esttJdiádÓs;al 'ma11-

' '· ,·,"'·;·,, .,.-.'~· -,-·•:--·:-.· ,.;.·,·:~;·,,~ _.;- __ ···-··" ~ ·-.:~-- .. ; .. e>";··-. 

tener la concentraciÓ~' d'e sólidos toutles ~onstanie, fil prÓpcirción. relativ~ de·• activi-
' ' ·-. . : - ·- .,· .· '. - .- _,, - -... ,_--- - .•. . ' 

dades no varía. En. e~te ~á.so;la éorreJaci?n co~ fa,' aéti~idad de agua no es. evidente, 

~ 10 
;:¡ f] HIDRO!ASA 

Q 

1111 ~ TRA'ISA;RASA 

;:: 
lSJ E ACTMDAITOTAL 

< 

10 20 30 40 50 60 SACAROSA (%) 

60 50 40 30 20 10 SORBITOL (%) 

0.843 0.887 0.907 0.916 0.918 0.890 aw 

Fig 25. Efecto de la concentración ele sacarosa y de sorbitol en las actMdadcs 
de la Jcvansacarasa de B. circulans. Las actividades de agua fueron el aculadas 
a partir de los datos de (Cben 1987 y Chirife y col. 1980) utilizando la ecuación 
de Ross (Ferro y col. 1980). 
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Resu/Jados y Discusión 

por tratarse de una mezcla de sustratos. Dado que se trata de un producto no reporta

do, o al menos cuya síntesis no se había planteado poresta vía; sé estu~ia iódavía con 
' . ·-.' • ... ,· .. ·· ,. ·'·' . -

mayor detalle el efe~io de la conc~dtrációri de ~aéaiosa'. 
_. . ·. '" .... ·i··, ... ·., ..... 

.. <;, -·· 

A partir delos resüliá:dos de Iiflgi.lra 25, se hizo evidente el efeéto de llevar a cabo la 
" ',.. . :o'-·· ,, .. -.·.· ¡ -.·- ,,. ,., . " - ','.,;,·. ·,,, . - . ·'·" .· ... , '·"· 

sín~sis a• ~mi~entr~i:i~n~s.:;~e ·5:~ibi"{óí. ~pf ~~a}6d~-~9·~.;~~~tji.1~.er~fmpÓrtante deter-

minar el ef~c;;)<l~1~.~~?c1~'ira#i~~-.d~ ~~c~ri~~-:éiira:~s~·:~p~-6ell~~~i~ri cici_iorbi to1.··. 
- •• - ~-/':'" .f ••• -t;/'.:.··_··.?:',-: '.,<', .• ":j :'..:'..-;::,'.':·--·_.-.. ,._ -~ -."':';-

Por lo antes expuesio;Ja flgÍu'~~-26:;Tiu:~~&~ el efecto de'_Íl!J 'auriieriiÓ eiila co11centra~ 

ción de_ sacarosa·eri••uria~e¡c~i6h'eii':ii-é~11~¡ª· d~soo/;ctg'.~cirlii1hFü,:~ ·re~u1iactós per

miten ··apreé:iar.tm~:cli~~iJJ~~iói ~~ ¡;'v~bctd~Jie ·hl~~ÓlÍsiS"có~;orik~ s~au~e~ta. la_ 
; .• C;·>, V''. ,:,·~·-'~ '-· ;:~;_;;, ,·,:ó 

concentración •désá~arosa,·por Ío.·qu~ erieI"'~ñáli~is;glolJáJ ·es "pÓ~Íble·.iectucir:los pro

ductos cte hfdróiísis.de ~ñ sd~ ~n 1~,reacciill ini~ia1; c~hsa~aiÜ~"Y ;orbi~o1 a16~. ~ 
::::·"' --- '-.:

0
• _ _;:~i-.:, _7-~~·'--'~---·o:-:;:-. ~. ;;_. 

un iÓ%de hidro'iisis'en 1iis condÍ_cioii~s optirrli.zadlis,sorbito1SO% y sa~arosa 40%. En 

este caso és claro que una menor actiyida4 de aglla tráe cómo consecuencia una menor 

:§ 1 o 

Q 
< 
Q 

> 
6 
< 

20 

0.887 

30 

0.875 

40 

0.859 

o . Acth'idad iavcrtasa 

• Actividad transf crasa 

l'Sl Actividad total 

SACAROSA (%) 

aw 

Fig. 26 Efecto de la concentración de sacarosa en la reacción de la le
vansacarasa en presencia de 50% de sorhilol. Las actividades de agua 
fueron claculadas a panir de los datos de (Chen 1987 y Chirife y col. 
1980) utilizando la ecuación de Ross (Ferro y col. 1980). 
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Resultados J' Discusi6n 

velocidad de hidrolisis. 

De los. resultados anté~ores puede observare el efecto que tie~e un aumento en la 

concentradón de so~bit~l y sacarosa y la consecuente disminuci6n de lii actividad de 
• . • , ··' . .., - • . • -.- • - ._ -. , . • • e ' ~ • - ' : . :~ ''" .. ,'. •. ,, . • . : 

agua en .el medio.d~re~6ci6fl,·. s9bre el-aÜme.rito'.en .• l~~~ansfirencia a·~orbi~ol.e,s ._decir, 

confom1e s~di;~¡~~~e Í~ ~~~vld~dde ag~a.J tlb~e:·~¿~~;;~;c~~·~Je~i~idr~lisl~ .. 
• ~/ ·'~,(:.··--;- ::··.,; .~-, .. -,,_. --~:·!_>·::•'e' 

::.: • - > ~ ¡ ;~ :,{ -~i '· :" ; 
Porúltimose Hevóá caoounareac~ióll}ur~teccasi;IOO'.hbrasen··sO%'de sorbitol y 

40% de sa¿~~sied~n}~aci~r d~J&;J'~co~::~~i¿cr~n ii2~~~·y .. a,30~:~. iafigura. 

27 muestra los res~itáci~s d~ ~li~ha;~a.c¿ión donde 'se obsev~ ia d~s~parftlóri de saca-
.: :'·.·,;, ' '•, :·~..;·:-_: '.":•~/,• ·'~-~;-,:·<:;:):._>:~.~--::·o¡'.>·:··::•.>::·.~.:'.~~.:~···· .. ·~~<~ ;,_,.'-,c.··,;:.:•~;: .. ::-:·,:.•;;~··>,·:-,¡~- •:_,-_.r' .. -; .. ··, .-. ' 

rosa en ~1 tiempo y la a¡:)anción 'dé gfoccisa, rrl1dosa :YJoS'¡:írodllctos de.reaccióll den o~ 
. . .· ~>-'_~·,., '::> ,_,· :;~ ~: ·. ,\' ';"- ·>·· ;\;.\>: ·:.j·: ·'.:":", ._:::·'.-'.:· .. :-./-.-: '.-~.'.(:' ._.:: .. - :: .. ,->- .. ;·<::~·,. '!~;,,: :. i ;'":. ·,_ - ·-·~;- '"_ .. ,_ ... 

minado_s-'fiucfosidoS-1; 2'Y 3.pC>rel '~tdeí'-{-"de'.aparleló~"B.!'serseparados·e~~na·.ccilum:: 

na para análisi.S~cle cW:bohidraiósenHPLC (v~r figui~ 31): L~;c6'ri~6~'.~¡b;cmes de di-. 
;:,··-' -~7,"" ·.:.:-, - ' 

chos productos Se cálcularon Utilizando una CUrVa estándarde sádarosa ya q'ue no Se 

conciba <?º11\siánd~~ ele ~sos compuestos. Por -lo a~terior. di~l10: l"eI~1tados ·son 

aproximados .. 

200 

ISO 

~ 
E 

~ 100 

.. o 
f so 

o 25 SO 1S .100 

TIEMPO (hrs) 
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Fig. 27. Seguimiento de la reacción en pre
-sencia de 50% de. sorbitol y 40% de sacaro
sa, correspondiente a una aw de 0.8594. La 
reacción se llevó. a cabo en. un reactor. de 
100 mi con: agitación' a 225 rprn con o. 7 
U/rnl_de enzima a 3Ó.~C,Y pH_7:~0l,F'.ucto,
sa .totá! tráiisferid3; (0) fructéisa hidroliin, 
di (.4)sáéáiosa.·(+J_ff1Jc.íósÍC!o.1;_(1Íl rruc-
tósido 2, ce)Jnlctósidó'3:j'. '.' -·•·· ·•· ' 

Nota: r.:a.S ~on~d~tiaci6ne~ de los f111ctósi
dos se ealéularÓnpormedio de,1-IPLC utiÜ
zando una curva' estándar dé sacarosa. 



Resuhados )'Discusión 

La reacción tennina con el agotamiento casi. total de Ja sacarosa. DÜrante Ja .reacción 

se producen 3 fructósidos de los cuales el fructósido 1 s~ sintetiza en: mayor propor-
. ' ' - ' . - -- . -~: .. . ,. . ' 

ción. Curiosamente elfructósÍd~ 3.núíestra una respuesta mayor que ~j fnict6sido 2, lo 
'' .... ---. - .-- .. - .... ·· .. ·.· .. '·""• ·,_')' .. ,, .. '' 

que parece indicai qÚe este lÍitimo se produce en menor cantidad qué el. fructósido 3; 
, - ' , ·. -- , . . .. , ' . .. - . . ... ' . -. "'C;" '·"· ., : ,\, ' . -. - . - . ~ 

si así fuera y suporii~ndo''quetÚvierah uníncliée'deref~a~ció~'sfrriilar;:signific'afía,que 
' . _,,.... - ;.-;~;._ --~··:·.':-.~_<, ._.,,, ·- ·· __ ::-~.-::·'_- ·;.,. "', ·,::-·---- '.~::: .. -~---.... ·'.-- ,,. __ ,.:.\~--- ;~~-- -· .-' 

el fnictósidó 2 es mejor aceptór que é!fructósidciJ ya que en cu arito se forma el friic-
,.-.--~ . , ,. - (. ---

tósido 2 Ja e~iim~ Je fr~~fi~re f~ctcisa y.'sillteti~a el fructósido 3, Io que ~o ~ermite 
1. • • ;.~<··: \•':-',< -', ·¡- .- _.'. - - >'' _.. ., • ,•. .- '. ;'' • ' " •• ,_._ ·:).-:: •,, _, ••• - ·- ,_ 

que se aciimufon g~anclés~allticlacl~s de 'este c<:1~pue~tb,a difererid~de losfructósidos 

1 y 3.La aparlció~ d~Ios fructósi~os ~y J ocuiTe cerca de las j)riili~ras diez horas de 

reacción. 

4.5.2.1. Caracterización reo lógica de. la mezcla de reacción ~on sorbitol>' · 

Durante el.fran.Sc;urso' de la reacciÓn en 50%~ile sor~lt~l ; 40% de s~carosa; pudo 

observarse el comportamiento característié'o d~ ur1}Í1uido ll_g n~wtoniaho con efecto 
, , ., _ _ , '· , • ·. ··.o · - • ,,"--..:,_ · · _, ,;_ -. _co-..'.·'·~:o.·- ,. - - .. ·7 ··- - •.. -· ' · _.. • 

Weissenbe,~g· (flg'. 2s)';.debid~ ~.Ío, cu~ ;~tom~ro~,~~e%t;a.?c!Ú tlúi,do Qe, r~accÍón .Y. 

se determinaro~sus.·co.ristalltes,reoÍógI~~-···Laflgu;J•29'.'rn~~tr~ los,res~ltad.os .de di-. 

cho estudio do~:de :ie ~~~st~¡ ~i·:~~M~o~~í~Üti ri~I¿gic~ d; lasn~~estras tomadas a 

distintos· tiémpCJs' ~ir~t~ ;~j.·~;~~d~~~o,de 'lr;~acció~. ~~í se tienen• valores para el 

tiempo cero y l~sh~~lls s; lo~;16.>' ' 
. '•" .- " ,.\::_ .. ·.·_--?<:.-;-- ':-;_ ' - -

' ::.:.··_; '. ·-_.-::. ' -. -· 

El análisis reo!ÓgiCodel medio de reacción (sorbitol 50%-sacarosa40%) presenta un 
'; ~ -· .:-· . .. _.·. ·' ' ·' . . . . . .. . - . -· . . . - --- -

comportamiénto''íiewióniID;b~·mientras qué ef an~lisisde 'disÍiritas concentraciones de 

levana en ~g~a'.fa~~~nfi~rin'.u~ cltfacter no ne,~toniano (figura 30) de lo que se 

concluye que ~l coffip()rta'Ínientorio newtóriiano de la reacéióri de Ja .s 'en SO% de sor

bitol y 40%,cle s:~ar¿~ase cl~be ala ¡íre~e,ncia'de levana en el.medi~ de ;~acción. La 
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l\t'sultados J' /Jiscusicín 

disminución en Ja viscosidad aparente que se observa confonne transcurre la reacción 

puede deberse a una hidrólisis del polímero presente para dar origen a Ja síntesis de 

oligosacáridos. 

1
- '··· 

. . 
i .. ' 

.::=---~ .. ~ 

Fig.28.Reacción de la le,·ansacarasa en 50% de sorbilol y 40% de sacarosa, a 30'C y pH7, 
agitación 225 rpm. Puede apreciarse el efeclO Weisscnbcrg. 
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i. GEOMETRIA: 

!ICONO Y PLATO 

1 
PK2014 

1 

1000 

Fig. 29. Comportamiento reoló
gico de las muestras de reacción 
en 50% de sorbitol y -l0% de sa
carosa (ver figura 27). Se torna
ron muestras de las primeras 16 
horas de rcncci(111. · 



R~su/Jados )'Discusión 

TEMPERATURA@ 30 C 
10.00 ,..------------~-----,,_EOMETRO RV-20 

CONCENTRACION DE LEVANA EN AGUA: 
• 10 mg/ml. GEOMETRIA: 
o 25 mg/ml. CONO Y PLATO 

.... 5o rr1g1n\1 . 
O .75 mg/ml. • • U) 

ro 
. ~ 1.00 

D 
o • • 100 mg/ml. 

~ 
H 
C/J 
o 
u 
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8 
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• • •• 

Fig. 30 ComportaIÍlientri reol6gico cie soluciories dé levana adlrerentes concentraciones (10 a l 00 
mg/ml.). · · . . :. ·-- - · 

-: : .. ·. . ~ - -·-' ,:~. · ... ;',.. :~.·.·· -•.:. ·.···_· .. · 
,.~·:~··;:~:~·~':_: -; .. - . 

La síntesis y áisl~~ientci d~ ~Gévos iillcfooligosa~árldostiene gran importancia debi-
-.: ·-.. ' ----' , ;.~ ~:-- ' ·.-. ' 

do al gran potencihl d~ aplicai:íóA' qíldp~eséllti¡;; e.St~s p;od~ctos én el seétor alimenti-. . ' .. ,, ·- -' --.·,"f::~--~- _··,--->··· ·-=·_;-:__ - .. ,. , - . , ... - - :.-:.·.: ___ - -- .·. -

cio y de salud,·· .. es.p"oresci;queicisu!ta;inié¡;~sánielli~larlos.·y_·caJ:acte.lizarlos,•.Los.pro-
- ·. ,. - . ····" .-.· ;«-· ,,,.,, .. ,,_. --· •: _-,_· .. · ·,··-·-· ,,. 

duetos q~é se. Óbtuviéron e'n la rea¿cióri'en pre~inciade sorbitof fu~ron separados_uti~ 

!izando unaco1uirin~·.Pi~~j~ti~j-~~o~~~p~~~~~~-(~~r'.fi~~-ra~'3l)Ú~~Ynu~~sfrás ob~-
tenidas fu6ron e~~iadas p~a a~áll~Í~ d~ RMN y'¿s~eci~ofo;ClrTI~!d~de. ii1a~as con el 

' ''.. . -,.. .: ' ,_-' --. ·.- -_ ; ·. .. .,,: . : 

fín determinar su estructura y tipo de enlace. 
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Fig. 31 Cromatografía preparativa por HPLC d~·ios ~~~~~~s~e r~a~ciÓn en presencia de sorbitol 
50% y sacarosa 40% de la levansacarasa de B. circulaizs.'La reacción seUevó a cabo en WÍ reactor 
de 100 mi con agitación a 225 rpm y 30: e: Se utilizóunacoliúiula'preparativa µBiíndapack-NH2. 
Las condicones de separación se uidican.en ·materiales y métodos: Los productos de reacciónfueron 
colectados y enviados para su analisis por RMN y espéctrofotcinielría·dc ma5iís. (- .~ -) tiem¡io cero, 
(- ) 96 hrs. de reacción. ·· · · · · · 
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Conclusiona 

S. CONCLUSIONES 

La levansacarasa de Baci/lus circulans se produce mediante fermentación intermi

tente en un proceso que dura doce horas, obtenicndose un sobrenadante con 2 U/mi 

de actividad total (µmoles de glucosa libcradadu~nte la reacción liilin): 

La precipitación de la le\•~nsacarasa c~n ~~G;~rmite ~bte~er 8 v~es de purificación 
:·:-~:·.·- <'::.~_ - .~ <·, 

:> ., _,, .. ··'.: :·;·: .' /~--~- :_ .,'i·:,~: .•. :\~.~~: :':\<. 
. ,,." ~: {,'._ -~·"> .. -c. " :_.~~:··, 

en un solo paso. 

.. ~-\'..·.):'.Y-~-.::·,:~-:·:- -,_ .. :; ; -::·\_.- .. __ ·. ;· ., ,) .. -': ~ 

Se obtiene una solución e~Zim~ti~a'qlle~pre~~ia'ci'ü~líci(,.i&des: AcÚvidid fransfera-

sa responsable dela sí~~t~~is ~J;1e~i~a}a~tividlid hidro!~¡; qúe•dcsdobla la sacarosa 
- -, 0·- --·1 ~'>-~.: :;:\:__:~.:-_·-.;.·_ :·_. ~,z:/ · J~_;:2 -~;,'1~, ./:.;; 

en glucosa y rl1J.cto5a.;·~: .< .·. U 2~· '> y;; ~e '> ~: ) . 

::::::1~~~t*l~~l~~~~~~±~~t1':I~~¿~tJ;,t~ 
produce. una sola erii.irrí'a que présen\i las aciivldádés ai.f~i·~~nci 6n';bai .. ~> ' '· 

--, ·.: .-,: ... ~~.>~'.;'. . =----"- - --. ._..,____ :··t.'> ".>· .· - .-
' .'_,___:;-_".::_;__~--;_:\,;,_-~y;\:.':·~;-· 

La comparadÓ~ .. d~1·p¿so·l1101eculardela.ld,.~~caradade~.· ci~ci~1d11S···conel de la 

levansacara5acleB.jubtilis re~íÚlda~rnJ~:~~sJ~(aJ·~or~s:(¿aJI~e"l~,.G.-Tre-
<~:,_ 

ma _. ~-. ' 

El predominio ele aJguna deJas dos actividades (transferasa o hidrolasa) depende de 
. . : . .. : - - . • . i .-- ' . ,; ~ '···" .. .- . . ' 

las condiciones de ~eaé~i~~~ " . 

Las tempe~~u:sbi1J:~avorecen la síntcsisde la levana; mientras que temperaturas 
. ,-. ·, ... ; - :, .-._•, ._-_' i.:·c •., . . ' . '· ,;; 

altas fa\"Orecen·la hiclrÓlisis. 

En condiciones ácidas~e reacción• se favorece~la reacción de hidrólisis y en condi-
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Conclusiones 

ciones de neutralidad se favorece la síntesis de lcvana. 

A concentraciones de sacarosa por encima de 300 mM se observa inhibición por sus-
- . _.. ._ .. :•.. .--.. ·- ·' ·.· ''·· ' . 

trato de la actividad transferasá~in ser áf ec~ck I~ actividad hidrolasa. 

La presencia dé le\'ana'e~ ei. médlodereac:cion .li~ne un efecto a6tivador muy impor

tante sob~ 'ia a~ti~·iá'k~ tiii.ns·r~ra.S~ yning~no ~tire la acti\•idad !lidrolítica(por lo que 
. ·- .. -." ,, .... : ··:····". '. '-. ·' ',_ . .·· :'" '.';· . : . · .. '",· . 

-·-; ~ ';:-, 

bajo ninguni dé' las candiciones de réacción estudiadas sé logra que tÓda la aptividad 

pre sen te sea 1.rarisf eraSa. . 

La actividad de agui tiene un efecto notable sobrela prevalencia de alguna de las dos 
" ·• • • ' •. • .. •' • '; ·• • · .• C , .. ~- - • • ,. •' 'I'" • • • •" 

actividades, ya que-~~ ;.:~i~n~s C:~n b~j~ ~ñteni~o d.~ agiia (.sor~ltol.1o% e sacarosa 
·'.:,:;- - . :--~·7" 

40%, glicerol 50% - s~carosa·3oo/;), la,·~cti~{did'iráii~r~rii;a~ ·. 

recida 

La levallsaca.rasa <l~ 8:·~¡;¿:~1~~;_ 1~t,ri~rNru~1~s'.á2bo~'.~li~~·i~~~ an~ida<les·~ una va

riedad de mol~ul~f (g~~b:~~Ji;,la2~~~jJ~~\~~-~}~i~¡t6i~;i~·Ze;&1 y rrie~o!)' y fonna 

con tÜdas ellas fructósi~·bs.· .·.·,. '\ :;·{'.·· . . . .•• : <_?_ .•. , .. ',';: .. .;,:·;. 
;:~/ ~-:<.~ ~ -- ._ 

- ::;- ·' '': .. ,. . "" . ;it:.~ -:·: 1" 

Las rcacci_~ne~-~ en.·_p~es~~cia'.~e~~r~i'.t61Y"gli~d!i;~~l:~;:~~~.¿~~~~i~ré5,::~ •:ue. no ~e · 
tiene reportes ~e estás reacciones y sus ProciUctQ_s: Ea síntesis de 'riué\•os oligosacári-

-: .... 
dos presenta un gran ¡)ótené:iale~ el .sector ali~~nlariO,y en e~ sector ~lud debido a las 

múltiples aplicabioriesq~f! tic~cn y a~usp~o'piecl;i~esqueJos'hacen iínic~s. 
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5.1 Perspectivas 

La producción de nuevos fructoolígosacáridos por métodos enzimáticos, plantea toda 

una gama de nuevas aplicaciones en las arcas de alimentos yJarrnacia continuando así 
• 1 - : • ¡ ., ',": . ' - . • ·,_ ·, ~,:-. 

con la provisión de productos Clé nJev~ t¡;¿~~l~gíaS qu~<~i~nel1 'a revolucionar la in-
'·· .. ' . ·"·< ,,:-. --~-~--~·· . ·;_~,-- .;.·;_., :.' - '. ~'"'<· .· - -. . . . . 

dustria de aJiment()S, cori'li~eV¿S ti¡jbs de! edulcbrant~S, ;t~ittirl ~tes;· fu~l1tes de' fibra 
. ' . . ·!'~' . ' :e, . . . . .,,.'-.. 

Y pro~ióti!'1d~··:Y~~~ll:~:?;h;~T-~~.Y;~~im~'..~i1rf '.~~;:~j~~1~.~t1i~~~6~js:·~·~··fain~. 
dustna f armaceútica la:apanc1cón ·de·estos nuevo.s ohgosacái:idos represe,nta,la exis- · 

tencia de .míi~;os~~~n~:· ~r6iri~Í Ítico~ •. i~~ú~.6.ién~C:~~'y/~titJ·;¿¿iaJ~~ ;~t~~ <l~ros~ 
':· ·...,., .. .,-: ·~ .:.1 :.>: 

. ;;:r:.:.· 

El estudio de reacfionesde ~cep~r eón 1~.l~v.ilris~~ra~~dh' práse~6ia cid solveri~s or-
,. .. - ·--· 

gánicos representa• un campo sin exp)qra.r'y pllede pre~11tar miiltlpies \•en tajas sobre 

las reaé~ion~s qu~ selie,;~n a caix; hoy en dfa~n s(¡l~ci~n acuosa. 
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