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INTRODUCCION

La tecnologia enzimitica ocupé un lugar preponderan-
te dentro de la biotecnologfa.

A raiz de los problemas de naturaleza tdxica Que ex-
perimentaron los trabajadores de plantas productoras de en
zimas proteoliticaé destinadas a los biodetergentes, la ca
pacidad instalada de fermentacifn empez6 a dirigirse la

" produccifn de enzimas con marcados potenciales, fundamen-
talmente en la industria de alimentos. La produccién de
enzimas microbianas vino a impulsar esta industria, a par-
tir de la segunda mitad del siglo XX, cuando tan sblo se
disponfa de preparaciones de origen vegetal, animal y algu
nas excepciones de productos microbianos sobre todo produ-
cidos via fermentaci6n s6lida?'. Cuando el problema de los
detergentes quedd resuelto, ali evitar la aparicién de pol-

' vos durante el secado mediante aglomerantes, en los afios
sesentas, .el mercado justificaba la produccidén industrial
de unas 30 enzimas. La venta de productos enzimfticos pa-
ra la industria representa hoy en dia un mercado de entre
400 y 600 millones de d6lares.?? Sin embargo, s61o unas 6
enzimas cubren el 90% del mercado y el poténcial que repre-
sentan las aproximadamente 2,000 enzimas descubiertas es un
verdadero reto para el biotecnélogo.

La ingeneria gen&tica abre, por otro lado, nuevoes ho-
rizontes a la produccién y aplicdcién de enzimas. Un ejég
plo de estas posibilidades lo constituye el hecho de que
el gen que codifica para la. c-amilasa termoestable de Baci-
Uus stearothermophifus ha sido clonado y se expresa en Baciflus
subtilis, siendo quizd esta enzima, la primera que serd pro
ducida a nivel industrial como producto de la ingenierfa ge
nética.’



Sin embargo, las enzimas tienén aplicacifn en otras
ireas como por ejemplo, en la industria farmac&utica (como
catalizadores en sintesis de algunos productos, usc de al-
gunas enzimas como medicamentos, etc.); en el &rea de and-
lisis clfinicos (glucosa-oxidasa para determinacién del con
tenido de glucosa en sangre, etc.)

El tecnflogo de alimentos enfoca las enzimas desde di
ferentes puntos de vista; desde luego que uneo.de los aspecC
tos fundamentales lo constituyen los procesos en los que
se produce un cambio mediante la adicién de una enzima (ej.
la produccién de queso, la clarificacién de jugos de fru-
tas, etc.), o mis aln los casos en los que las materias
primas se producen mediante reacciones enzimiticas: resblg
cibén de mezclas racémicas, producci6n de fructuosa, produc
cién de triptofano, etc. Pero también el tecnblogo de ali-
mentos enfrenta la presencia de enzimas en prdcticamente
todos los materiales que maneja, de tal forma que deberi
" en ciertos casos crear las condiciones adecuadas para que
actfien enzimas endSgenas responsables de cambios benéficos
en los alimentos (Cuadro 1).

CUADRO 1

Ejemplos de cambios benéficos en el procesamiento de
- alimentos, propiciados por la accibn de enzimas endbgenas.

Accibn de catepsinas en el ablandamiento natural de la car
ne.

Degradacién de almlddn durante el malteado de granos por
accifn de amilasas.

. L
Producc16n de aroma en el procesamiento del té por accifn
de catecol- oxldasa. '

Accifn de enzimas pécticas en la maduracién de frutas.




En otras circunstancias, los cambios que ocasionan la
accifn de las enzimas operan en detrimento de la calidad,
ya sea por pérdidas del valer nutritivo del alimento, por
cambios indeseables de color o por cambio de textura. (Cua
dro 2) .
CUADRO 2

Ejemplos de cambios perjudiciales en los alimentos
propiciados por la accidn de enzimas enddgenas.

Disminucifn en el valor nutritivo: oxidacidn de la tiamina
(tiaminasa), la vitamina C (&cido asc8rbico oxidasa) y el.
piridoxal fosfato (fosfatasas).

Xantina oxidasa: responsable de la generacién de sabores
indeseables, ej. leche. :

Peroxidasa: deterioro en el sabor, la textura, el coler y
el valor nutritivo en ciertos vegetales.

Liposigenasa: oxidacibn de 4cidos grasos indispensables.

El tecnblogo podrd también beneficlarse de la termola
bilidad de las enzimas; en ocasiones, la estabilidad térmi
ca de una enzima es tal, que su desestabilizacifn o inacti
vaci6n coinciden con un tratamiento t€rmico necesario en
el procesamiento de alimcntoﬁ, y asf podri establecerse un
método de control de calidad indirecto. Esta situacibn pue
de ejemplificarse con la pasieurizaéi&n de 1a leche, donde
al pratamiépto térmico ademis de destruir los microorganis
mos nocivos, desactiva 1la enzima fosfatasa alcalina (entre
otras) por lo que puede determinaf'indirectaménte si este
proceso fu€ llevado a cabo en forma adecuada, midiendo la
actividad de la fosfatasa alcalina. (Cuadro 3).
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CUADRC 3

Ejemplos de enzimas cuya actividad ha sido propuesta
como método de control de calidad en el procesamiento de
alimentos.

Fosfatasa alcalina: pasteurizacibn de leche.

Fosfatasas: pasteurizacifn de jugo de naranja y jamén enla
tado.

Peroxidasa: escaldado de chicharos.

N, acetil-«-D-glucoaminidasa: eliminacifn de Safmonelfa en
pasteurizacién de huevo. '

Actividad diastisica («-amilasa): en relacién con sobreca-
lentamiento de mieles.

Igualmente se ha propuesto a las enzimas como indica-
dores biolfgicos del estado fisiclbgico de diferentes vege
tales.? Tal es el caso de la peroxidasa, relacionada con
dafio celular, trauma e infeccidn, la leucina sminopeptida-
sa en la madurez del cacahuate las esterasas como indicado
ras de contaminacién fungal, etc.

En el aspecto analftico, las enzimas permiten determi
nar cuantitativamente sustancias orginicas. Hoy en dia
existen reactivos enzimfticos para determinar: cerca de 30
sustancias. (Cuadro 4).

CUADRO 4

Algunas de las sustancias que pue&en ser cuantifica-
das mediante el uso de enzimas.

Acido asc8rbico Lactosa
Acido cftrico Glucosa y fructuoss
Acido ldctico ' Lecitina



Acido Succinico . Rafinosa
Almidén ) " Maltosa
Colesterol Sorbitol

En ciertes casos, las enzimas pueden inclusive incor-
- porarse en forma inmovilizada a electrodos para el monito-
reo continuo y otras pueden ser absorbidas en tiras de pa-
pel, para un anilisis cualitativo o menos preciso.??

1a tecnologfa de alimentos debe velar porque las enzi
mas del sistema digestivo humano y animal puedan actuar en
forma Sptima sobre los alimentos, por lo que la deteccibn
y destruccibn’ de inhibidores enzimiticos es otra 4rea de
estudio. Muchos cereales poseen inhibidores de amilasas co
mo un medio natural de profeccian contra los depredadores,
impidiendo la degradacién del almiddn y por ende el desa-
rrollo de infecciones al cultivo. Igualmente, existen inhi
bidores de proteasas como el inhibidor de la tripsina (en-
zima proteolitica del sistema digestivo) en la soya. Estos
Gltimos, generalmente de naturaleza proteinica son destrui
dos durante el tratamiento térmico.® '

En miltiples casos, uno es mero espectador de proce-
sos enzimiticos que se suceden dfa con dia en el procesa-
miento de los alimentos, ya sea en la industria, o-en la
cocina; asi el aroma que generan algunos alimentos es con-
secuencia de la accifn directa de una enzima sobre un pre-
cursor.*? Al cortar una cebolla o un ajo dafiando el tejido;
las enzimas. llamadas "alinasas" act@an sobre las "alinas".
(derivados de la cistefna), generando el aroma y las carac
terfsticas lacrimbgenas de todos conocidas en-estos alimen
tds, El mismo fenSmeno sucede en los r4ibanos, la mostaza y
la pimienta, donde enzimas tioglucosidasas, act@an sobre
precursores (tioglucSsidos) generando el aroma. De hecho,
bajo esta hipStesis se han diseflado experimentos en los



que un alimento procesado (secado o concentrado}, al ser
rehidratado para su consumo, se le adicionan extractos del
alimento fresco.

Los microorganismos son 1a fuente mis comln de las en
zimas comerciales, aunque tambifn hay enzimas que provie-
nen de tejidos vegetales y animales que se extraen con di-
ferentes solventes. Las enzimas microbianas presentan mis
ventajas ya que los microorganismos pueden crecer ripida-
mente a diferentes condiciones, de manera que es posible
la produccibn de muchas enzimas a grandes cantidades.®

: )

Una enzima microbiana producida principalmente por
hongos ( P. funicufosum, P. Lilacinum, etc.} y algunas bacterias
(8. fuscum, L. bifidus, etc.) es la dextranasa (a-D-(1,6) glu~
can-hidrolasa, EC 3.2.1.11), que es la principal enzima
que lleva a cabo la hidr6lisis de la dextrana.

Las dextranas son homopolisaciridos extracelulares
cpmpueétos de unidades a-D-glucopiranosa, ligadas con enla
ces a(1+6) con diversos niveles de ramificacibn, sintetiza
das por la dextran-sacarasa (de varias especies de leucoros-
foc) a partir de sacarosa. Las dextranas tienen algunas
aplicaciones en alimentos: como aditivo en helados, como
estabilizador y viscosante en jarabes, etc.; por otro lado
se utiliza también como vector en medicamentos, mejorador
del flujo sangufneo, etc.; pero también presenta proble-:
mas: en el Sector Salud, induce la caries dental y.eh‘la
Industria de Alimentos, el principal problema es la presen
cia de dextranas en el jugo de cafia de azficar, aspecto.que
seri analizado posteriormente.

Por lo anterior, los'objetivos del presente trabajo
, son: realizar una reiis}bn del origen de las enzimas dex-
tranasas, estudiar su forma de produccibn, purificacibn y
mecanismo de accién como una alternativa para la solucifn

5 . - . - - -



de los problemas de contaminacibn en la Industria de Ali-
mentos, asi como su aplicacifn en otros sectores de la In-
dustria Farmac&utica.
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CAPITULO 1

GENERALIDADES

I.1 Dextranas.

La dextranas son una gran clase de homopolisacﬁridos
extracelulares compuestos exclusivamente de unidades «-D-
glucopiranosa, ligados con enlaces a(}#6) principalmente y
con diversos niveles de ramificacién, en funcién de su ori
gen. La dextrana se forma a partir de unidades de.sacarosa,
quedando constituida por unidades de giucosa y es formada
si la bacteria Leuconostoc mesentenoides u-.otro’'microorganismo
productor crece en soluciones apropiadas de sacarosa. !

La sintesis de la dextrana es efectuada por la enzima .
dextransacarasa (a-1,6. glucan: D-fructuosa 2-glucosil-
transferasa, BEC 2.4.1.5) de origen microbiano (principal-
mente por varias especies de Leuconsstoc ), inducible por sa-’
carosa, teniendo su actividad mixima a un pH de 5.2 , de
acuerdo con la siguiente reaccién®?

: H,0H - CH AL

JQ Dex’t a
+ H 0
CH,OH (sacarosa. ) 2

r : | r . -
H,OH| H,OH | H,OH | cuow

S CH,OH
L d(n-2) ~ ‘ y




La cadena de dextrana presenta diversos grados de ra-
mificacifn que dependen del origen de la dextran-sacarasa
(Tabla 1), Asi, una dextrana producida por L. mesenteroddes
wes pricticamente lineal y por lo tanto, soluble en agua,
mientras que, el alto grado de ramificacién de la dextrana
producida por 8. mutans (84% de a 1-—+3)}, la hacen prictica -

_ mente insoluble.*®

TABLA 1

Composicisn de dextranas producidas por diferentes microor-
ganismos,™*

5 de residuos glucopiran6sidos

Microorganismo Isomaltosa maltosa nigerosa koji-

] biosa
all=>06) a(l=d4) a(l=s3) a(l-=2)

Leuconostdc mesenteroddes

NRRL-B-512 95 R 5 -
NRRL-B-7425 64 8 .28 -

NRRL-B-1299L 49 T . 19 12
Streptococcus mutans ‘ ,

OMZ 176 16 - 84 -

Ingbritt A - 31.5 - 62.5 = -

Streptococous sanguld

804 52 T
Complejo Tibi = 90 - 1.5 8.5 -

Como la dextran-sacarasa e¢s una enzima extracelular,
la dextrana es formada por extractos libres de bacterias
de Leuconostoe mesenteroides para aplicaciones industriales.
Las dextranas se obtienen igualmente vfa la accién de dex-
tran-sacarasa de otras bacterias de entre las cuales las

mis estudiadas son las de los géneros:Streptococcus, Sireplo

bacterium,Acetobacter, Betabacterium y principalmente. las del
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género leuconosfoc en sus especies: mesenteroddes y dextranicum,
tribu Streptococceae, familia Lactobacilfaceae. 52

La dextrana es una substancia polimolecular. Su Peso
Molecular generalmente es muy alto, el orden de magnitud
pudiendo ser de varios millones.?"

La f6rmula empirica de la dextrana es la siguiente:”?
(CeHy005)y

Mediante diversas técnicas como la ultracentrifugacién
mediciones de viscosidad, etc., se ha' demostrado que la molf
cula de dextrana tiene forma de hilo. La mol&cula se puede
ver en un microscopio electrénico.?’ '

Las dextranas tienen un gran nlmero de aplicaciones
industriales; de entre igs cuales destacan:
- Floculantes en productos de papel, 2
- Procesos de chapado de metales,®?
- Suturas quirirgicas. $2
- En alimentos, %2
. Estabilizador y espesante en jarabes.
Concentrados de jugos citricos.
. Procesamiento de frutas. !
. Preservacién de alimentos (pelfcula protectora)
. Como conservador (algunas veces en combinaci6én con an-
tibibticos). '
. En la formulacién de helados.
- Produccifn de fibras.®?
- Preparacibén de lociones??
- Soporte en medicamentos (Fe-dextrana).®?
- Mejorador del flujo sangufneo.’’
- - Sustituto o expansor del volumen del plasma sanguineo.®’
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La 1ista anterior permite apreciar que las dextranas
tienen una amplia aplicacifn industrial, sin que ésta sea
exhaustiva, ya que solo se mencionan las de mayor relevan-
cia a tftulo de ejemplo.

Sin embargo, existen ciertos casos en los que las dex
tranas se presentan como resultado de una contaminacién
bacteriana, constituyendo un serio problema principalmente
para el sector azucarero y para el sector salud:

- En la Industria de alimentos, el principal problema
es en el jugo de cafla de azficar, ya que al estar presentes
las dextranas que se forman por la accifin de la dextran-sa
carasa de Leuconosfoc mesenteroides sobre la sacarosa del jugo,
se provoca un aumento en la viscosidad y por'consiguiente
se dificultan todas las operaciones ulteriores.®?

- En el Sector Salud, las dextranas han sido identifi
cadas como factores de induccifn de la caries dental.®® Al
haber deficiencia en el aseo bucal, los residuos de sacaro
sa en los dientes. propician un medio efectivo para induc-
cifn y posterior accifin de la dextran-sacarasa de microor-
ganismos de la microflera salivél como: Strepiococcus mutans,
S. salivanius,etc. Dado el alto porcentaje de ramificacifn
de estas dextranas, su solubilidad en agua es muy baja,
quedando adheridas a la superficie de los dientes y consti
tuyendo asf, un excelente soporte para la retencifn de ma-
teria orgdnica y de microorganismos. El 4cido ldctico pro-
ducido, contribuye igualmente a la desmineralizacifn de
los dientes.®

Alternativas para la eliminacifn de dextranas.- La ma
nera mis prictica de eliminar las dextranas, es realizando
una hidr6lisis de las mismas y para &sto hay tres opciones:

- HidrSlisis fcida. En este métedo no se precisa de
instalacién compleja y se puede regular ficilmente, por lo
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que el método es atractivo. Colin y Belvall® describieron
la hidr6lisis parcial de la dextrana con #cido y la preci-
pitacién del producto hidrolizado con alcohol. Sohns et

al ®! establecieron el tratamiento en instalacién piloto
del dextrano purificado por una precipitacién previa a la
hidr6lisis, la cual la llevaron a cabo a pH 1 (HZSO4) y a
80°C. Sin embargo este método, por sus caracteristicas no
puede ser aplicado en los casos de contaminacién antes men
cionados.

- Hidr6lisis enzimitica. Se lleva a cabo por lsa enzima
dextranasa. Alsop! experimentd con enzimas de los laboratorios
Beckman y Calbiochem, demostrando que las de accidn endS8gena
producen una pequeiia cantidad de oligosac4ridos al inicio de
la reaccifn originando una distribucién similar a la obteni-
da en la hidr6lisis 4cida. En contraste, la dextranasa Sig-
ma grado 1 usada por Basedow!® aunque descrita.como end6ge-
na, produce oligosacfridos, maltosa e isomaltosa’al princi-
pio de la reaccién. Una seleccifén de enzimas comercialmente

“apropiadas producen diferentes distribuciones de peso mole-
cular sobre el mismo tipo de dextrana, esto se debe a que ag -
tGan sobre la molgcula de dextrana y a su comportamiento
cerca de ambas ligaduras, a«(1—6) y a(l—~3) en el polimero.
Econ6micamente estas enzimas ofrecen algunas ventajas sobre
el proceso 4cido, ademis de que pueden ser irmovilizadas
y/o recuperadas y reusadas. ’

- Hidr6lisis ultrasénica. Varios investigadores han
estudiado esta hidr6lisis. En particular, Basedow! descri-
bi6 inicialmente la cinética de esta reaccién. Este método
provoca la ruptura de la molécula de dextrana preferente-
mente en un punto medio, A través de un anfilisis de GPC,
mostr$ que una pequefia fraccién de dextrana '40' (peso mo-
lecular 40 000) se produce después de sucesivas hidr6lisis

obteniéndose también distribuciones de pesos 'moleculares
~ cercanos- a 10 000 y 20 000. Bste estudio se llevé a cabo a
nivel laboratorio y no se ha reportado hasta la fecha nada
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agerca del escalamiento a los niveles piloto e industrial.
{ .

i
-« Finalmente, considerando que la eliminacibfn de dex-
tranas se plantea en casos donde fueron originados por pro
blemas de higiene, el uso de sustancias que inhiban el cre
.cimiento de bacterias con actividad dextran-sacarasa, ha
sido igualmente propuesto. En particular, los ingenios azu
careros emplean sales cuaternarias de amonio. ™

1.2 Dextranasas
I.2.1 Definicién.

La dextranasa, (a-D-(1,6)-glucan-hidrolasa, EC 3.2.1.
11) es la principal enzima que lleva a cabo la hidr6lisis
de la dextrana.

1.2.2 Mecanismo de accibn.

Dependiendo del sitio donde rompan la cadena de dex-
trana o de polisacflridos similares, las dextranasas se di-
viden en dos tipos: endodextranasas, cuando rompen las par
tes internas de la cadena y exodextranasas, cuando rompen
las partes externas de la cadena,®

La enzima ataca principalmente los enlaces glucosidi-
cos a+l,6 de la dextrana, dando como resultado oligosacdri
dos de varios tamafios (isomaltosa, isomaltotriosa, etc.)
al principio de la reaccién.’ Estos oligosacfridos van a
ser hidrolizados por la enzima al continuar la reaccién,
teniendo preferencia por los ‘de cadena mds larga, pues con
tienen mayor cantidad de enlaces glucosfdicos a3sl,6 como
se puede apreciar en la Fig. 1, ademaé; en 1la Tabla II, se
\muestran los productos de digestifn de algunas dextranasas
sobre diferentes sustratos. De la Fig. 1, se puede deducir
que los puntos de ataque de la dextranasa sobre isomalto-
dextrinas, son primeramente al 2°y 3° enlaces glucosidicos,
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a partir de las terminaciones no reducidas del sustrato y
N que al incrementar el grado de polimerizacién del mismo,
"el hidrolizado enzimitico también ataca al 4° y 5° enlaces
glucosfdicos.™

6 — G —— @'

6 —s g g

¢ —c o 4o

G——G—-LG dg—g—¢

6 —Gtegdogd g5 —ar
G—G—LGJLG-\[—G-LG——G-'_Gi

Fig. 1

Mecanismo de accién de la Dextranasa II de P. {uniculo-
sum sobre isomaltodextrinas.’ '

G: glhcosa

G't terminacibn reducida
«mer? enlace glucosfidico a-1,6

. : hidr6lisis muy rdpida
& : hidr6lisis rdpida
+ ¢ hidr6lisis ligera cuando las terminaciones redu-
cidas son sustitufdas con un grupo alcohol.

TABLA II

productos de digestifn resultante de la accibn de al-
gunas dextranasas sobre diferentes sutratos..



Fuente de dextranasa y
sustrato utilizado

Productos de digestifsn

P. §uniculosum”?
sustrato: dextrana

P. Lilacinum®
sutrato: dextrana.

Pseudomonas sp. %
sustrato: oligosaciridos
de 3-10 unidades de glucosa.

‘e

Flavobacterium sp.™
sggtrato: dextrana

Flavobacterium sp. °
sustrato: oligosaciridos

Aspergillus carneus.®®
sustrato: dextrana

Streptococcus mitis. ™
sustrato: dextrana

Isomaltosa, isomaltotriosa, iso-
maltotetraosa, isomaltopen-
taosa y otras isomlatodex-
trinas grandes.

Isomaltosa, isqmaltotriosa
y pequefias cantidades de D-
glucosa.

Isomaltosa, isomaltotriosa
y pequefias cantidades de D-
glucosa.

Isomaltotriosa e isomaltote
traosa.

Isomaltosa, isomaltotriosa.

Isomaltosa, isomaltotriosa
y pequefias cantidades de D-
glucosa y de isomaltopentao
sa.

Pequefias cantidades de glu-
cosa ¢ isomaltodextrinas
grandes.

Un factor importante para la accifén de la dextranasa
es la estructura de la dextrana’® Si observamos la Tabla
111, una dextranasa de Flavobacterium sp. hidroliza mejor y
mds rdpido a las dextranas lineares que a las ramificadas,

(Fig. 2).



16

GRADO DE HIDROLISIS (%)

TIEMPOQ (h) -

Fig. 2

Modo de acci6n de la dextranasa II de Feavobacterium sp. M-73 sobre varias
dextranas’?. O Dextrana B-512 ; w Dextrana T-110 ; e Dextrana clfnica ;

o Dextrana T-10 ; A Dextrana B-1307 ; A Dextrana B-1416 ; e Dextrana B-1298;.
A Dextrana B-1299,
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Wheatley y Moo-Young® mostraron que una exoenzima so
la daba un grado de degradacibn menor comparado al de una
endoenzima sola y que una combinacién de las dos enzimas
daba un resultado mayor que la suma algebrdica de los efec
tos individuales de las enzimas. Esto se debe tener en
cuenta cuando se quiera una mejor y mis ripida eliminacibn
de las dextranas.

I.2.3 Medicifn de actividad.

La actividad de 1la dextranasa puede ser medida si-
guiendo cualquiera de los cambios en algunas propiedades
ffsicas de la dextrana adicionada (por ejemplo opalescen-
cia o viscosidad) o la produccibén de azlicares reductores a
partir de la dextrana.®

El primer método es usado cuando la dextranasa rompe
la molécula de dextrana al azar. El segundo método es pre-
ferible cuando la enzima presenta un mecanismo exo, actuan
do sobre un extremo de la cadena de dextrana y produciendo
unidades de glucosa o cadenas cortas de unidades oligoéacg
vidas. ' '

‘Para medir la opalescencia o turbidez de una solucibn,
generalmente se utiliza un nefeldmetro; para mediciones de
viscosidad, se usa un viscosimetro (0Ostwald) previo trata-
miento a las soluciones problema® y finalmente, para medi
ciones de azGcares reductores lo mis usual es determinar-
los por los m#todos del Ac.S,S-Diﬁitrosalicilico (DNS)2 o
por una titulacibn indirecta.? Algunos autores utilizan el
método de Schaffer y Somogyi® -para el mismo objetivo. Da-
do que para obtener la actividad especffica-se requiere '
cuantificar la protefna, &sto se realiza principalmente
por el método de Lowry.¥
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TABLA IIl

Correlacifn entre la estructura del substrato dextra-
na y el grado de hidrf6lisis de la dextranasa I1 de Flavobac~
tendium &p.

Dextrana , Enlace Gh (%)
Dextrana clinica a=(1-+6), (1+3) 25.7
Dextrana T-10 a-(1+6), (1+3) 24.7
Dextrana T-110 a-(1+6), (1+3) 26,8

" B-512F : a-(1+6), (1+3) 32.1
Sephadex G-15 , a-(1+6), {(1+3) 3.1
Sephadex G-75 a-(1+6), (1+3) : 16.0
Sephadex G-200  a-(1+6),(1+3) 21.1
B-~1298 © a-(1+6), (1+2), (1+3) 1.9
B-1299 o= (1+6), (1+2), (1+3) 1.2
B-1307 a- (1+6), (1+2), (1+3) 8.2

B-1416 a-(1+6), (1+2), (1+3) 8.7

Gh: grado de hidr8lisis, llevado por 24 h a 30°C.

La actividad se define dependiendo del método utiliza
do para su medicibn; a manera de ejemplo, en la Tabla IV
se presentan algunas de las definiciones de actividad de
dextranasa frecuentemente utilizadas en la literatura. Es
conveniente referirse a‘esta Tabla para claridad en los va
lores que se emplean en el presente trabajo.

Hultin y Nordstrom® en sus investigaciones.sobre dex
tranasas mencionan la .determinacifn de actividad de la en-
zima, midiendo su poder para liberar azﬁcares'reductores,
el cual se puede estimar de manera similar al de lad-amila
sa. La mezcla de reaccibén se compone de 100ml de una salu-
c¢ifn conteniendo 1g de dextrana, S5Sml de una solucifn amor-
tiguadora de fosfatos pH 5.9 y 5ml de solucifn de la enzi-



ma. La solucién de dextrana, la solucién amortiguadora y
el agua necesaria son primero mezclados en un matraz que
es colocado en una estufa a 30°C. Después de que la tempe
ratura es constante, la solucién de la enzima es adiciona
da con un previo calentamiento a 30°C. A intervalos consi
derables, son reservadas muestras de 5ml determinindose su
contenido de azficares reductores por la modificacidn del
método de Linderstrom-Lans y Holters¥idada por Blom y Ros-
ted!®, Una lfnea recta puede ser dispuesta para algunos
puntos, como la liberacifn de azfcares reductores es pro-
porcional al tiempo en el principio de la hidrflisis enzi-
mitica la inclinacién-de la linea, da la velocidad de libe
racién de azGcares reductores.

TABLA 1V

DEFINICIONES DE ACTIVIDAD
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Parfmetro medido simbologia| Definicidn TRe £.
Opalescencia uo. La actividad de dextra| °
(Bailey y Clarke) nasa de una solucidn

es reportada como el
porcentaje de 1la pérdi
da de opalescencia de
la solucién después de
un tiempo indicado.

Viscosidad = U Una unidad de activi-
{Hattori e Ishibashi) dad de viscosidad redu
' cida (VU) se define co
mo la cantidd de enzimq
1a cual reduce la vis-
cosidad especifica de
{la'mezcla a 12 mitad
en 10 minutos bajo las
. condiciones estableci-
' das,

21




Tabla IV (Cont.)

produccibn de azfica-
res reductores.
(simson, Liberta, Ri
chardson).

Produccién de azfica-
res reductores.
(Madhu y Prabhu)

Produccibn de azlca-
© res reductores.

" (Hirsoka, Fukumote,
Suguira.etal, Tsuru,

-Hirose, Tsuji)

U/ml

Ul

Una unidad de activi-
dad de dextranasa, se
define como la canti-
dad de enzima requeri-
da para liberar del
substrato (dextrana),l
mg de azficares reducto
res después de 2Zh de
contacto 2 37°C en una
solucifn amortiguadora
de fosfatos 0.1M,pH 6.
0 y se expresa en Uni-
dades/ml.

Una unidad de dextrana
sa es definida como la
cantidad de enzima, la

cual libera una micro-.
mol de azficar reducido

(D-glucosa) en un min.

y se expresa en Unida-

des/ml.

,{Una unidad de actividad

de dextranasa se define
como la cantidad de en-
zima la cual pusade pro?
ducir una cantidad de
azficares reductores
equivalente & 1y mol de
glucosa por minuto (Uni
dades). '

20

65 66

51

79
e 85
26
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Produccisn de azGea-| DU Una unidad de dextrana| ***
‘res reductores. " |sa es definida como la
(Tsuchiya y Korsaric cantidad de enzima la

etal.) cual produce 1 mg equi

valente de isomaltosa
monohidratada en 1 ha
40°C, Se expresa como

Du.
Produccifn de aztGca-| U Una unidad de dextrana| *
res reductores. sa se define como la
(Janson), cantidad de enzima ne-

cesaria para liberar
grupos reductores co-
rrespondientes a la
formacifn de 1 yu mol
- de isomaltosa/min a
40°C, -

Como los productos de la hidr6lisis enzimdtica de la
dextrana con mecanismo endo, no son monosaciridos ni oligo
sacidridos pero si polisaciridos de varios tamafios, se con-
sidera mis correcto expresar la cantidad de dextranasa en
miliequivalentes de azlcares reductores/min-ml, por ejem-
plo: mg de glucosa/min-ml o mg de isomaltosa/min-ml.

Bailey y Clarke® determinaron. la actividad de una dex
tranasa de lactobacillus bifidus, Experimentos preliminares su
'girieron_que la dextranasa de L. b{fidus actQa mediante un

mecanismo tipo endo. La actividad de dextranasa en las pre .

paraciones enzimiticas es por lo-tanto medida siguiendo la
_ pérdida de opalescencia de dextrana en soluciones estdndar
contéﬁiendo enzima liofilizada (5-20 mg/ml de agua) o ex-
tracto libre de células (1 ml), solucibn control contenien
do dextrana (2 ml) y solucifn amortiguadora de citratos
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(0.2M, pH 5.5, 2 ml). Fué incluida en cada serie de prue-
bas una solucibn control conteniendo dextrana, solucién
amortiguadora y enzima desnaturalizada (15 min a 100°C).
Las soluciones fueron preparadas en tubos especiales de ne
feltmetro y se incubaron a 37°C en tolueno. Al principio y
a los intervalos durante la incubacifn, la opalescencia de
. las soluciones enzimdticas relativas al control de la enzi
ma desnaturalizada, fueron medidas en un nefelbmetro EEL.
La actividad de dextranasa de una solucifn se reporta como
el porcentaje perdido de opalescencia de la solucibn des-
pués de un tiempo indicado. La velocidad de pérdida de opa
lescencia de las soluciones de dextrana-dextranasa se mues
tra en la Fig. 3.°

Otros autores como Madhu y Prabhu®! determinan la acti
vidad de la dextranasa de Penicdllium aculudﬂm,utilizandé el
nétodo de Kosaric et al* despuBs de diluir la enzima (1:50)
con solucifn amortiguadora de acetatos (0.1M, pH 5.6) e in
cubacifin con el sustrato (2.5% de dextrana BDH, P.M, 200,
000-275,000) a 40°C por 20 minuctas, los azficares reducto-
res y proteina, fueron estimados por los métodos del AC.
3,5-dinitrosalicflico’ (DNS)®y Lowry*® respectivamente. Una
unidad de dextranasa fu€ definida como la cantidad de enzi
ma que libera una micromol de azdcar reducido (D-glucosa)
en un minuto y se expres$ en Unidades/ml. La actividad es-
pecifica fue definida como unidades de dextranasa por mili
gramé de protefna. La enzima fue recuperada por saturacifn
de sulfato de sodio(75%), precipitacibn con acetona (66%)
y'deSpués dializada antes de usarse. \

1.2.4 Produccifn.

La enzima dextranasa es producida por varios microor-
ganismos; entre ellos encontramos. hongos y bacterias, algu
nog de los cuales se mencionan en la Tabla V.

La produccifn de enzimas microbisnas en general, de-
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Tiempo (h)

Fig. 3

Velocidad de pérdida de opalescencia de soluciones dextrana-dextranasa. So- .

lucimes conteniendo dextranasa (en agua, Iml), sol. de dexvtrana‘ (2 ml) y sol.
amortiguadora de citratos (0.2M, pH 5.5; 2 ml) fueron incubadas a 37°C y se
midi6 la opalescencia a intervalos®..o Dextranasa I (Smg); e Dextranasa II
(20 mg).



TABLA

v

Microorganismos productores de dextranasa.

Microorganismo

Referencia

Pendicdléium guniculodum
Penteillium purpunrogenum
Pendclllium Lilacinum
Pendcillium aculeatum
Cytophaga johnsonid
Fusanium monilifonme
Vernticillium cocecoaum
Chaetomium gracile
Pseudomonas sp.
Celvibrio fulva
Peniedlllium vernuculosum
Spicaiia viofacea
Lactobaciflus bifidus
Arthrobacter globdiformis
Stneptococeus mutans
flavobacterium muliivorum
Brevibacterdium guscum
‘Adpergillus carneus-
Achromobacter spp.

(44,83)

- (31)
(87)
(51)
(39)
(68)
(31)

(31) = -

(19)
(38)
(83)
(83)
(6)
(62)
(86)
(31)
(74)
(33)
(31) -

24.



pende entre otros factores de los siguientes:

i)
ii)
iii)
iv)
v)

vi)

Composicifn del medio de cultivo.
Cantidad de indculo.

pH del medio de cultivo.
Agitacibn y aereacibn.
Temperatura de incubacién.
Tiempo de incubaci6n.

A continuacifn se analizan algunas de sus caracteris--
ticas especificamente relacionadas con la produccibn de

dextranasa:

i)

1)

iii)

Composicifn del medio de cultivo.- Se puede dar
una composicifn general del medio y aunque algu-
nos microorganismos tienen mayores requerimientos
que otros, en términos globales, las principales
caracteristicas del medio son:

- Dextrana. Se requiere como inductor para la pro
duccifn de la enzima. Se utiliza a2 una concen-
tracifn del 2%.

- Fuente de NitrSgeno. Como fuente de nitrbgeno
puede emplearse extracto de levadura, NaNO; o
(NH4) 2504 a una concentracifn de aproximadamen-
te 1%,

- Fuente de F&sforo, Se utiliza generalmente KH,PO,
o una solucién amortiguadora de fosfatos al 0,05%

- Fuente de Magnesib. Se emplea utilizando MgSO..
7H20 6 MgCl,.6H20 al 0.02%

- Otras sales. FeSO,, ZnSOn, MnSO. y CuSO. en fun-
cifn de elementos traza a una concentracidn que
varia entre 0,0005 y 0.01% S

Cantidad de infculo.- Generalmente se utiliza un
volumen del 5 ~ 10% (V/V).',

pH del medio de cultivo.- El pH dellmedio puede
ser entre 3.5 y 5.0 generalmente, aunque algunas



iv)

v)

vi)
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bacterias como lactobacillus bif{idus requieren un pH
de 7.2 para la produccifn de la enzima.

Agitaci6n y aereacibn.- Dependiendo de los micro-
organismos que se utilizan, los cultivos pueden
ser agitados o no, con aereacifn.o sin ella (con-
diciones anaerobias). Existe inclusive un reporte
de producci6én en atmfsfera.de Hz + CO,.°

. Temperatura de incubacifn.- Se utilizan temperatu
~ ras entre 20°C y 37°C.

Tiempo de fermentacifn.- El1 tiempo de fermentacifn
también es variado. Dependiendo del microorganis-

'mo que se emplee, la fermentacifn puede variar.de
48 h a una semana.

Para dar una idea mis clara de las condiciones en que

se produce 1la enzima dextranasa, a continuacifn se presen-
tan algunos ejemplos de procesos desarrollados para dife-

rentes microorganismos:
- Produccifn dextranasa por Lactobacilius bL@uﬂM‘
Medio de cultivo:

. Bacto triptosa 10 g
. Bacto extracto de levadura 0.3 g
. Dextrana de S. bovis 1-5 g
. Agua c.b.p. - 1000 nl
. pH - - 7.2

Los cultivos se incubaron en una atmbsfera de H, +

CO2 (95:5 V/V) a 37°C durante 48 h,



- Produccifn de dextranasa por Penlcillium funicu-
Losum SH-5 utilizando cultivo sumergidd™.
Medio de cultivo:

. Dextrana cruda 200 g
. Extracto de levadura &6 harina

de soya 10 ¢
.~ CaCl, 0.4 g

. MgClz.ﬁHZQ ; adiciomado a 1 1litro
de sol. amortiguadora de fosfatos

10.1M , pH 5.8 0.2 g
. In6culo . 5% v/vV
. Agitacién 200 rpm

Los cultivos se incubaron a 25°C en matraces a-
gitados aproximadamente una semana.

- Produccifn de dextranasa de~P.5unauwaAm y P,
Likacinum 3¢,
Medio de cultivo:

. Dextrana (bajo P.M.) 20 g/1
. NaNO, ' : 1.6 g/1
. (NH,),S0, , L0 g/t
. KH,PO, o 0.50 g/1
. MgS0,. THO : 0.25 g/1
. FeS0, . 7H,0 0.10 g/1
. 050, 7H,0 S 0.084 g/
. Mn504.4H20 0.020 g/1
. Cu804.5H20 ’ . T 0,005 g/1

., Indculo. . 0.1 %

El pH del medio puede ser entre 3.5y 5.0; se
incubé durante 10 dfas a 25°C en cultivo sumer-
gido. ' '
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. - Produccifn de dextranasa de Fusarium monilifonme ISU-326%,
Medio de cultivo:

. Dextrana clfnica ‘ 10 g/1
. DL-asparagina ‘ 0.1 g/1
. NaCl 3.0 g/1
. MgS0, : 0.2 g/1
. NH H PO, o 1.0 g/1
. K,HPO,.3H,0 | N ' 1.0 g/1°
. KI ’ « = 100 pg/l
. Acido bérico _ . 10 ug/l
. Molibdato de amonio : 10 g/l
. Sulfato de Manganeso o _ 10 + g/l
. Sulfato ferroso 50 g/l
. Tiamina 200 g/l
-, Riboflavina ' 200 ug/l
. Piridoxina : , .. 200 g/l
. Ac, Nicotinico . ’ 200 qg/l
. Ac. p-amino benzoico o 200 yg/l
. Pantotenato de calcio - - 200 g/l
. Inositol ; 10 ug/l
. Biotina ‘ ' 2 g/l
. Inéculo ' 1 cm? (a)

' EllpH final del medio fué ajustado a8 8.0 con NaOH 1N.
La fermentacién fué mantenida bajo aereacibn (41/min.)
'a‘una temperatura de 30°C durante 14 dfas.

{a) A 10 1 de medio de cultivo se inocula 1cn? de mice-
lio tomado de un cultivo s6lido de F. monilifomme.

- Produccibn de dextranasa de Cy.tophaga johnsonii *

. Medio de cultivo:

. KH,PO, _ . 13.6 g/1
. (NHy),50,4 _ o 2.0 g/l
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. MgS0,.7H,0 0.2 g/1

. Fes0,.7H,0 : 0.5 mg/l -
. Dextrana (P.M. 40,000) 1 §p/V

. Indculo 1.5 %

El medio fu& ajustado a pH 7.0 ‘con KOH. Se incubaron
matraces cbénicos conteniendo 25ml de medio a 30°C y
con agitacidn.

----------- Q-----—-——--

En lo que a agitacién se refiere,para el casoc de matra-
ces,'generalmente se emplea un volumen de liquido equivalente
al 20% del volumen del matraz (100 ml/500 ml) con 3gitacién de
200 rpm, mientras que en fermentador (14 litros) el volumen de
‘fermentacién es del 70% aproximédamente, con agitacién de alre-
dedor de 400 rpm con aereacién de 0.5 vvm.“®

Es’ importante sefialar que las condiciones varian depenﬁieg
do del microorganismo 6 del tipo de fermentacién empleado para
la produccién de la enzima (cultivo sumergide, s6lido, etc.),te
niendo particular importancia el uso adecuado de los componentes
del medio para no afectar la produccibn. Esta situacién se ilus-
tra en las Tablas VI y VII. '

Dada su estrecha relacidén con la productividad, otro fac-
tor importante en la produccién de dextranasa, es el periodo de
incubacién § tiempo de fermentacifn, Simonson .y Liberta‘f uti-
lizaron una cepa de Fusarium moniliforme para la produccién de dex-
tranasa, determinando diariamente los cambios cuantitativos en
la actividad de la dextranasa extracelular producida en cul;ivd
sumergido 24 h., después de la inoculacibén,a lo largo de 14 dfas.
La actividad se midi6 ehualfcuotas de 3ml, previa centrifugacién
para remover células®®., El efecto del periodo de incubacifn so-
bre 1la produccién de dextranasa se observa en la Fig. 4.
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Efecto del penodo de mcubac1€n en la producc:Ldn de dextranasa de
Fusanium mon.iligonme ©
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TABLA VI
o /
Factores de cultivo que afectan la produccién de dextranasa en
el medio de cultivo de Fukumota(l): efecto del nH y algunos
constituyentes del medio ®!.

Factor variado(l)  Concentracibn Actividad de dextranasa
(%) ‘ (U/m1)
KZHPO4 0.2 60,0
0.3 43.8
NaN05 0.1 48,8
0.2 58.8
NH,NO 0.1 45.0
473 0.2 47.5
Peptona 0.2 40.0
_ ,0.3 42.5
Extracto de
levadura 0.2 70.0
: 0,3 . 50.0
Licor de remojo
de maiz. 0.1 30.0
pH
4,0 48,5
5.0 50.0
5.5 o $8.5
6.0 : 58.0
7.0 .-
Medio de Fukumota v
optimizado. (2) 228.0

(1) Medio de Fukumota: Dextrana 0.5%; NaNO3 0.2%; KZHPO4 0. 1% Extracto de
levadura 0.1%; Mgs0,.7H0 0. 05% KC1 0.05%; FeS0,. 7H20 0.001%; pH 6,0%%,
(2) Dextrana (Sigma, P.M. 40x10 ) 2%; NaNOS, J,HPO, y extracto de levadura,
0.2%; pH 6,3-6.5 y otras sales, con incubacién a 30°C, 96 h con agita-
cién. ' »
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TABLA VII

Efecto de diferentes fuentes de carbono en la produccifn de dex-
tranasa 5!,

Fuente de carbono(l) Concentracién Actividad de dextranasa

(%) i (U/ml)
Dextrana (P.M. 40x10%) 0.5 26.5
1.0 $6.0
1.5 74,5
.0 60,0
Dextrana (P.M. 275,000) 1.0 20,0
Dextrana (P.M. 175,000) 1.0 16.5
Hidrolizado dcido ‘
(6N HZSO4) dextrana 2.0 - . 0
Dextrana rallis (P.M.
150,000 con glucosa) 1.0 5.0
Dextrana (P.M. 17,500) 1.0 10.5
Polvos de celulosa
Whatman No.l . 1.0 ]
Almidém (BDH) 1.0 0
Dextrina (BDH) . 1.0 0
Agar (Difco) 0.5 0
Levan (bacteriano) ' 1.0 0
D-glucosa ~ 1.0 0
D-fructuosa 1.0 0
Sacarosa . 1.0 0
Maltosa . 1.0 0 -
Lactosa ‘ - 1.0 0
Producto de reaccifn :
conc. (después de 2 h) N 1.0 : ) 50,5
Dextrana (Leuesnostoe) . 1.0 ' ’ 74,0

Sefadex G-50 1.0 i 0

(1) La fuente de carbono se vari§ en el medio de Fulumota no optimizado.
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Estos mismos autores observaron igualmente el efecto
del pH inicial del medio de cultivo sobre el crecimiento
de F. monilifomme y la produccién de dextranasa. Los resul
tados se muestran en la Tabla VIII. En ésta Tabla puede
observarse que el pH inicial de 8.0 fué el mejor para el

crecimiento y la produccién de dextranasa.

las diferencias de crecimiento se mide el diimetro de la co

" lonia.

TABLA VIII

Para observar

Efecto del pH inicial del medio de cultivo sobre el creci-
miento y la produccién de dextranasa de Fusarium monilifonme s,

pH pH (a) Actividad de dextranasa Difmetro de la colonia(b)
Inicial - Final (Unidades/mi) (cm)

4 2.7 0.30 2.30 + 0.1000

5" 2.7 0.38 2.50++ 0.071

6 2.8 0.59 2.85 + 0.035

7 4.0 31.63 3.38 + 0,083

8 6.1 33.03 4.05 + 0.206

(a) Medicién después de 10 dfas de incubacién en un

medio 1fquido defini-

do conteniendo 1% de dextrana y a una temperatura constante de 25°C,

(b) Medici6n despuss de § dias de crecimiento en un

medio s6lida contenien

do 1% de dextrana e incubado a temperatura ambiente.
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1.2.4,1 Cinética de la Fermentacifn.

A continuacién se presenta el caso de la cinética de
la produccién de dextranasa de Penicillium funicuosum*’, .La
fermentacidn se puede dividir en dos fases, en funcidén de

la produccifn de dextranasa:

1. Fase de crecimiento.- El crecimiento celular es
ripido, la masa celular es incrementada hasta la

concentracién mixima X que es alcanzada al tiem
po t . La concentracifn del producto, en Este ta
so dextranasa, permanece bajo.

2. Fase de producci6n.- La masa celular disminuye
casi linearmente, mientras la concentracién del

producto

se incrementa de modo estable hasta que

es alcanzado el nivel miximo. La concentracifn

del producto se expresa como una funcibén de la

masa celular (ecuaci6n 3).

Estas dos etapas permiten suponer que el producto en

éste proceso, no
sido contemplado

estf ligado al crecimiento, caso que ha
por algunos modelos cinéticos. Una forma

de analizar el proceso es la siguiente:

Se tiene:
X =
P =
t-
: kl, kg"
u =
qp *~

Se encontré

concentracién de masa celular, g/l.
concentracién de dextranasa, DU/ml.
tiempo de fermentacidén en horas.
constantes.
velocidad especifica de crecimiento,l dX
velocidad especifica de sintesis de at
producto, 1 4P ' .

X dat

una relacibn linear existente entre P-X yy el
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tiempo, durante las 2 fases aunque con pendiente diferente (Fig. 5): i

P -X
x = klt * kz '.C'.ll'.l"..l'l.lll..!l(1)

diferen;imdo:
-g{;- = klf .+ kz +1) d&X + kX
. . T .
rearreglando:
1 dp = (kt +k +1) 1 & + Kk
D G ! z X Tat !
m) = (klt + kz + 1 )u +kl -----nltonocz)

P ‘Po + kXt - Xoto + ks + X = X ieel(3)

donde t, » X, ¥ P, san valores iniciales,

" las ecuaciones cinéticas mis frecuentemente reportadas para la
descripcitn de la sintesis de productos en procesos fermentativos son
las siguientes:

'

Modelo Ecuacibn cinética
‘Luedeking & Piret ' qpekip + ke
Kano § Asai S =k + ka(l =¢)
Le Duy dp(t) - = ky dX%(t) + k2
dt dt
Modelo propuesto ' = (Kt +ky + Dyp +k

donde :
¢ = coeficiente aparente de actividad del crecimiento.
X*(t) = X(t -8 ) donde § es la produccifn en la fase lag.
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Relacién de P - X con el tiempo de producci6n de dextranasa de Penieillium
funieulosum*®
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Al modelo de Luedeking .§ Piret no se le encontré apli
cacibén. El modelo de Kono & Asai correlaciona bien s§lo a-
rriba del punte de masa celular mixima (t=30 h). El modelo
de LeDuy es completamente aplicable en el periodo de incu-
bacién. Sin embargo, la desviaci6én de la concentracifn de
la enzima observada, es grande para ser aceptable. El mode
lo propuesto es el Gnico gue correlaciona completamente
bien el periodo de incubacién .incluyendo la fase de decli-
nacién de la masa celular.

"La produccibén de la enzima se efectué en cultivo su-
mergido, en el medio descrito anteriormente™ | La actividad
mixima obtenida es del orden de 200 DU/ml. Se encontrdé que
ciertas condiciones son escenciales para la obtencién de una
alta produccién de dextranasa. Primero, se requiere de un pH
inicial de 5.8 - 6.0 y segundo, los cultivosrinclinados usa-
dos para la inoculacién, tienen que ser de 2 semanas. La Gl-
tima condiciSn indica la importancia de las esporas en la
propagacitn del cultivo y la produccién de 1a enzima:

- Se observ6 que la produccifn mixima se obtienme a las
120 horas; por otro lado, el miximo de biomasa se alcanza !
después de 3¢ h de incubacifn, lo que indica que el miximo
de actividad se detecta después de que la biomasa empieza 2
decrecer y es evidente una aut6lisis definida (Fig.6) .

Un comportamiento diferente se muestra en la produccién
de dextranasa de Penicillium aculeatum’!.'La biomasa, la activi-
dad de dextranasa y la actividad especifica se incrementan
durante el curso de la fermentacién. Después de 144 h se es-
tabilizan y posteriormente la protefna solable se incrementa
y la actividad especffica decrece (Fig.7). En 8ste caso se
obtiene un rendimiento de 228 a 230 unidades/ml de dextranasa.
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Relacién entre la biomasa y la actividad de dextranasa de Pemicillium funi-
culosum con el tiempo de fermentacifn®®(promedio de 3 corridas).

e Biomasa ; o Actividad.
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Relacién entre la biomasa, actividad, actividad especifica, proteina y pH

' con el tiempo de fermentaci6n de la dextranasa de P. acufeatum®l.
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En suma, se¢ puede decir que la dextranasa se produce
principalmente por hongos y algunas bacterias utilizdndose
un ‘infculo entre el 5 - 10 $. El1 pH y la temperatura 6pti-
mas de produccibn son de 3.5 - 5.0 y de 20°C - 37°C respec
tivamente. En 1a mayorfa de los cultivos se utiliza agita-
citn y el tiempo de fermentacifn es de 48 horas a una semg
na. De los microorganismos estudiados, se ha visto que se
obtienen mejores rendimientos para la produccién de dextra
nasa con Penicillium funiculosum. La composicién del medio de
cultivo es importante para una buena produccién de la enzi
ma, teniendo como principal componente dextrana, la cual
se emplea en yna concentracidén de 1.5 - 2.0 % v ademds de
P.M. no muy elevado (generalmente se utilizan dextranas
de P.M, del ovden de 40,000), siendo el inductor de la en-
zima. Dependiendo de las nocesidades del microerganismo em

" pleado, se utilizan diversas fuentes de nitrdgeno, magnesic,

£8sforo y sales minerales mencionadas.
1.2.,4,2 Recuperacién de enzimas.

Generalmente es necesarioc procesar materiales celula-
res frescos para la recuperacidn de la enzima. Con fuentes
microbianas, a menudo pueden recuperarse enzimas de sobre-
nadante almacenados en refrigeracidén. Sin embargo, la via-
bilidad en 1las propiedades que presenta en el congelamien
to y descomgelamiento de las proteinas puede presentar di-
ficultades para obtener datos rOprddueibles por pérdidas
de actividad?®, Por lo tanto, después de terminada la fer-
mentacidén, se racomienda procesar de inmediato el medie.
Las vias a seguir para la recuperacidn y procesamiento de
la enzima son muy variadas. En la Tabla IX se mencionan al
gunas alternativas. '

Para o] caso de enzimas intracelubares, es necesario
sefialar que se han efectuado algunos desarrollos inclusive
a nivel industrial que evitan la extraccidn de la enzima
empleando a la célula completa preservando la actividad en

40.
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TABLA IX

Alternativas de recuperacifn y procesamiento de enzimas 2°,

I, ENZIMAS EXTRACELULARES :

a) Eliminacitn de cflulas (filtracifn, centrifugacifn, sedi-
mentacifn, etc.),

b) Evaporacifn. :

c) Precipitacifin (con sales § solventes). .

d) Ultrafiltracifn.

e) Extraccién,

£) Secado.

g} Precipitacifin fraccimnada,

h) Adsorciém.

i} Cromatografia.

II. ENZIMAS INTRACELULARES:

. En éste caso, previo a la aplicaci6n de cualquiera de las etapas -
antes mencionadas, se incluyen :

a) Recoleccién de c¢flulas.

b) Ruptura celular y extraccifn.

¢) Eliminaci6n de residuos celulares.




zimftica de interés en el imterior (case de glucosa-isome-
rasa, Becillus coerns ; pemicilimo-amidasa , E. coli, etc.)®?

v En algunos casos de produccifn de dextramasa se inclw
ye como primera etapa la separacifn de la biomasa, ya que
las enzinas conocidas se localizam em el exterior-de las

- cflulas. COtros casos, dada la whicacifa e la dextramasa,
reguieren de um pretratamiento. Em I1a Tabla X se reportam
los mftodos de ruptura celular mis empleados a escala la-
boratorio e industrial. A contimmacife se menciopan algm-
Bos ejemplos. :

1.2.4.3 Recuperacifn de dextrapasa.

Jansow ? mostrS que I3 dextranasa de wna cepa de Cy-
m foknsonwii se localiza en la enwopltura superficial de
1a cflula. Para Iz extraccifin d2 &sta emzima, se requiere
de varios tratamientos de solubilizacifn con algunos deter
" gentes (Tabla XI).

Con €stos experimentos demuestra que los surfactan-
tes no iSnicos son mis adecuados que los ifnicos para la
extraccifn de dextranésa. Los mejores resultados fueron ob
tenidos con alquil-aril-polieter y alcohol lauril-eter, te

" niendo valores de balance hidrofflico-lipofilico (HLB) de
" alrededor de 13 a 14.

£l detergente mis eficiente fué Tritén X-100. La mejor
solubilizacibn fu€ aicanzada a pH entre 7-9 (Fig. 8) y a
concentraciones de Tritdn X-100 alrededor del 2% (p/v) 6 ma
. yores (Fig.9). El periodo de incubacidén con &ste detergente
- requerido para 1a mSxima solubilizacién, varfa con la tem-
peratura y concentracifn de envoltura/bacteria.

I
“»
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43.

pH

Fig. 8

Efecto del pH en la solubilizacifn de dextranasa de Cytophaga johnsonili por
Tritén X-100, La actividad se expresa como porcentaje. El detergente tieme
una concentracifn del 2% (p/v) en sol. amortiguadoras 0.05M: acetatos a pH
4.0 y 5.0; fosfatos a pH 6.0 y 7.0 y tris-HCl a pH 8.0 y 9.0. Se incuba a
5°C, 2 h. en agitador rotatorio®®.

o Actividad en incubado ; o Actividad en sobrenadante.‘
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Fig. 9

Efecto de la concentracifn de detergente en la solubilizacifn de la-dextra-
nasa de Cytophaga fohnsonil por Tritén X-100. La concentracién de envoltura
es de 20 g peso himedo/100 ml de suspensi6n. La incubaci6n tiene lugar en un
mezclador rotatario a 5°C durante 90 min. Se utiliza sol. amortiguadora de
fosfatos pH 7.5, Los efectos de-la solubilizaci6n se expresan como porcenta-

jes de actividad de incubado®,
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TABLA X

Métodos de ruptura celular *°.

1. MECANICO.

A. Ruptura en 1fquido:

B

a) Agitacifn mecinica, licusdera Wanng.
b) Ultrasonido.
¢) Presifn:

~ Prensa Francesa.

- Fraccionador Ribi.

- Prensa.

- Chaekoff.

. Ruptura en s6lido.

a) Molienda:
he Mol‘tero‘
- Molino de bolas.
b) Presifn:
- Prensa Hughes.
~ Prensa '"X',

1I. NO MECANIQD.

A.
B.
C.

- D

E.

Desecacifn.
Lisis.,
Ftsica.‘

a) Choque osmbtico.
b) Descompresidn.
¢) Congelamiento y descmgelamento.
d) Secado por aire.
e) Secado al vacio,
£) Liofilizacién.
g) Secado por solventes.

‘Quimica.

a) Catifnica y anifnica.
b) Detergentes.

¢) Antibi6tica.

d) Glicina,

Enzimdtica.

a) Lisozima y enzimas mlaciawdas
b) Fagos. .-
¢) Antibifticos, .~ BRI, U
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TABLA XI

Efecto de varios detergentes en la solubilizaci6n de la dextranasa de
Cytophaga johnsonii®,

" Detergente Valor de HLB Actividad de dextranasa (%)
~Incunado Soprenadante
Twenn 20 16.7 100 - 68
40 15.6 100 85
80 : 15.0 100 - 66
60 14.9 100 63
85 : 11.0 . 100 .0
65 10.5 100 45
81 0.0 100 :
Tr1t6n X-45 ' 10.4 100 16
- X=114 12.0 100 16
- X=100 14,0 100 102
X102 14.6 100 64
X«405 17.9 100 20
N-101 13.4 100 88
Berol 072 11.0 100 90
08s 13.5 100 92
267 . 12.3 100 21
296 15,2 - ¢ 100 82
BEMU-09 13.6 100 98
: ‘ S,
Brij 30 9.7 100 0
35 16,9 100 29
Myrj 51 16.0 100 17
. 53 17.9 100 40
Deoxicolato ' “——— 95 62
ShS 40,0 84 84
CPC o . 32 0

CI3 - 28 0
, ,

 Estos resultados estdn dados como porcentajes de la actividad de la sus-
pensitn control. A
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Todas las t&cnicas de desintegracién probadas causan
rompimiento y disminuyen el tamafio de las particulas de las
membranas celulares con poca uniformidad entre ellas.

La oscilacibn s&nica en éste caso, produce soluciones
heterogéneas, las cuales requieren de velocidades muy altas
de centrifugacibén debido a que el tamaifio de particulas es
demasiado pequefio®?. ,

Siguiendo los experimentos para recuperacién de dex-
tranasa de Cytophaga johnsonii, Janson* ? utilizé enzimas y ve
nenos de vibora para éste propésito. Los venenos de vibora
son fuentes ricas de enzimas hidroliticas y se demuestra
que 7 de 9 venenos utilizados por Janson, liberan la dex-
tranasa+ activa de las envolturas de las células de manera
eficjente (Tagbla XII).

Todas las enzimas proteolfiticas listadas en la Tabla
XI han sido efectivds en la liberacidn de dextranasa de la
envoltura de la célula con una solubilizacién de mds del 75%.

La a-quimotripsina fué elegida para algunos estudios
por las ventajas que presenta en relacién a su eficiencia,
a sus propiedades de restituir la actividad de la dextrang
sa, su disponibilidad, pureza y su facilidad para separar-
la por métodos subsecuentes como se mueStra en las figuras
10 y 11.

En general, hay 4 lugares donde las enzimas pueden es
tar ubicadas en células de las bacterias Gram negativas:

1. En 1la membrana externa.

2. En el espacio periplismico.

3. En la membrana citoplismica,

4, En el citoplasma. )
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TABLA XII

Habilidad de varios venenos de vibora y enzimas, pars remover la dextranasa
de la envolturas de C. jonhaonii *°.

Actividad de Dextranasa

Incubado Sobrenadante
Reactivo 3 de ¥ de % de
valor inicial incubado valor inicial

Venenos de vibora*

Agkistrodom piscivorus . 107 ' 96 103
Bitis arietans 108 ' 98 106
Bothrops atrox 110 94 ©104
Crotalus adamanteus 102 22 22
Dendroaspis polylepis 107 92 99
Hemachatus haemachates 106 90 95
Naja nigricollis 106 92 98
Trimeresurus okinavensis 101 63 64
Vipera russellii 104 25 26
Bee venam 97 . 7 6.5
. Enzimas **
Lipasa (pfincreas) 98 6 ) 6
Lipasa (germen hGmedo) 85 -3 3
Lipasa (microbiol.) 97 ' 7 6.5
Tripsina 81 S 13 1
a-quimotTripsina 101 96 97
Papaina 103 74 76
Aminopeptidasa . 95 5 5
Carboxipeptidasa 98 3 3
Proteinasa (B. dubtifis) 49 72 35
Proteinasa (Peniedllium) 103 97 100
Proteinasa (Arthrobactenr) 43 81 35
Lisozima 93 8 1.5

* Concentracifn de pared: 75mg peso seco/ml ; concentracitn del veneno:
2mg/ml ; tiempo de incubacifn: 75 min.

** Concentracifn de pared: 160mg peso seco/ml ; concentracifn de la enzima:
1 mg/ml ; tiempo de incubacifn: 2 horas,
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Solubilizaci6n de dextranasa de Cytophaga johnsonil por u-quimtripéina a
varios valores de pH “°.

e Actividad de suspensiones despufs de la adicifn de «-~quimotripsina.

o Actividad en el sobrenadante despufs de incubacifn y centrifugacifn.
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Fig. 11 ‘
Efecto de la concentracién de o-quimetripsina en la solubiliza- -
citn de dextranasa de C. johnsonid*’.
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Las enzimas localizadas en el espacio peripldsmico o

en ‘el citoplasmd, son liberadas cuando la bacteria es de-
sintegrada y son obtenidas en el sobrenadante después de
centrifugacifn, por los métodos anteriormente mencionados
al igual que las que se encuentran en la membrana externa?l

Otro caso de dextranasa intracelular es el reportado
por Covacevich y Richards!®, quienes después de la fermen
tracibn, tratan las células de Pseudomonas UQM-733 por soni
cacién durante 20 minutos en un ultrasonicador MSE 100
watts a una temperatura menor de 5°C en una solucifn amor
tiguadora de citratos (pH 5.5) seguido por centrifugacién.
las enzimas intracelulares son aisiadas de la solucisn so
. brenadante por precipitacién con sulfato de amonio segui-
do de centrifugacifn. El precipitado (designado enzima
cruda) se redisuelve en sol. amortiguadora de citratos
0,02 (pH 5.5) y se dializa contra una soluclén de glici-
na al 1% por 24 horss,

En el caso de hongos productores de dextranasa intra
celular (P. funiculosum, P. Lilacinum) en cultivos de superfi
cie, se colectan en un filtro se lavan y cortan en peque-.
fias piezas. Posteriormente son molidos con arena, tolueno
y un volumen determinado de sol. amortiguadora de acetatos
(pH 5.0). La mezcla obtenida se mantiene por un dfa a tem-
peratura ambiente para agutflisis, después se realizan dos
extracciones con sol. amortiguadora de acetatos dilufda
(pH 5.0). El1 extracto obtenido se cenrifuga. El sobrena -
dante contiene la dextranasa cruda, la cual almacenada en
tolueno y bajo condiciones de refrigeracién durante 8 me-
ses, no presenta apreciable pérdida de actividad®®.’

51,
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Las dextranasas extracelulares, generalmente se recu
eran por centrifugacién 6 filtrado, por ejemplo, la dex-
tranasa de S. mutans 7, despu€s de la fermentacibn, el cul
tivo se centrifuga durante 10 minutos a 12,000 x g. Sugiu

et al’! recuperan la dextranasa de P. funiculosum por fi}
acién., Tanto Simonson et al®® como Hiraoka et al'* uti-
zan filtracibn seguida por succién para remover las cé-
las e impurezas insolubles en la recuperacifn de dextra
sas de Fusanium moniliforme y de A, caaneus respectivamente,

8 o oot N

1.2.4.4 Purificaci6n de la enzima.

La parte fundamental de la purificacién consiste en
serie de fraccionamientos, mediante los cuales, la en
zima de interés es separada de otras enzimas y proteinas.

Una vez que se cuenta con la proteina en solucién, se
S0 :
de
nacifn de ellas:

ete al fraccionamiento, que puede realizarse en funcién
algunas de las siguientes caracteristicas o de la combi

1. Solubilidad.

2. Carga eléctrica,

3. Tamafio. .
4. Actividad biolégica.

1.2.4.5 Purificacién de dextranasa.

Para la purificacifn de la dextranasa de Aspergillus can
, Hiraoka et al'? utilizaron varios m&todos como se
nuestra-en la Tabla XIII siguiendo los pasos que a continua
cién| se describen: '

I. Primer fraccionamiento con sulfato de amonio.- Se
filtran 12 litros del cultivo crecido a través de una mem
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brana de.celite, con succifn para remover las c€lulas e
impurezas insolubles. Para aclarar el filtrado se adicio
ngé sulfato de amonio hasta una concentracién final de

40% de saturacién. Después de reposado durante la noche
en refrigeracion, el precipitado resultante se remueve
por filtraci6n a través de una membrana de celite, Al
filtrado se adiciona sulfato de amonio s6lido hasta un
80% de saturacién, almacenando la mezcla durante 4 horas
en refrigeracién., El precipitado es recuperado por filtra
cién, disuelto en una pequefia cantidad de sol. amortigua-
‘dora de fosfatos 5mM, pH 5.5 y después, dializade contra
la misma solucién amortiguadora durante 2 dfas, en los
cuales, el liquido de diflisis se cambia cada 12 horas.

IT. Cromatografia en columna de DEAE-celulosa.- Des-
pués de la remocifn de los materiales insolubles por cen-
trifugacidén, el sobrenadante se carga sobre una columna
(4.0 o 80 cm) de DEAE-celulosa, previamente equilibrada
con sol. amortiguadora de fosfatos S mM, pH 5.5 . la co-
lumna es lavada con 2 litros de la solucién amortiguadora
y la dextranasa adsorbida es elufda con un gradiente 1li-
near incrementado en concentracién de NaCl a una veloci-
dad de flujo de 50 ml/h. El1 dep6sito contenfa 1 litro de
sol. amortiguadora de fosfatos SmM - NaCl 1.0M, pH 5.5 y
la cémara mezcladora contenfa 1 litro de solucidn amorti
guadora sin NaCl. E1l1 patrén de elucién de la dextranasa
esti ilustrado en la Fig. 12.

III. Segundo desalado (salting-out) y cromatografia
sobre columna de DEAE - celulosa.- A 540 ml de la frac-
cibn activa, se adiciond sulfato de amonio hasta un 80%
de saturacidn. Después de mantenerlo toda la noche en
refrigeracidn, el precipitado resultante se colecta por
centrifugacifn, se disuelve en una pequefia cantidad de
sol. amortiguadora de fosfatos S mM , pH 6.5 y después
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. Patrim de eluciém de una cromatografia en columa en DEAE-celulosa

de una preparacién de dextranasa cruda de A. caaneus®®,
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TABLA XIII

Purificaci6n de dextranasa a partir de un cultivo filtrado
de Aspergiflus carneus®

Procedimiento pH Vo};rlm)m Prc();:%na Acl:(i’:;tliad écpt;icviiga:a Recu;(::;'acibn
(x 10°%) :
Cultivo filtrado 8.4 11,900 34,200 1,310 38,2 100
Desalado y difilisis 5.5 300 2,320 838 363 64
Cromatograffa DEAE-celulosa) 5,5 540 613 762 1,220 58.1
Desalado y diflisis 6.5 24 462 712 1,540 54.3
Recromatograffa DEAB-celulosa | 6.5 115 281 .550 1,9'60 42.0
Desalado y filtracifnen gel| 7. 68 190 435 2,300 33.2
sobre Bio Gel-P-150 ]
Desalado y diflisis 7.0 10 175 408 2,330 31.2
Corridas repetidas de elec~
troenfoque. .
Dextranasa I 4.2 3.5 48.0 123 2,560 .
Dextranasa II 4.35 2.0 34.0 85 2,500

1
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dializado contra -la misma solucifn amortiguadora durante 2
dfas con cambios del liquido de difilisis cada 12 h. La solu-
" cibn de la enzima dializada, 24 ml, se carga sobre una colum
na (1.6 X 40 cm) de DEAE-celulosa, equilibrada con la misma
solucibn amortiguadora para adsorber la dextranasa sobre el
intercambiador de iones. Después de lavar la columna con 200
ml de la solucibn amortiguadora, la dextranasa se eluye con
un sistema de gradiente linear de NaCl a una velocidad de
flujo de 20 mi/h. El depfsito y la cimara mezcladora consis-
tieron de 200 ml de la solucidn amortiguadora con y sin NaCl
0.6M respectivamente. Un perfil de elucidn representativo se
nmuestra en la Fig. 13, A 115 ml de la fraccifn activa se adi
ciona sulfato de amonio hasta un 80% de saturacién y después
se mantiene toda 1la noche en refrigeraci6n, el precipitado
resultante se colecta por centrifugacidn.

IV. Filtracidn en Gel con BioGel P-150.

El precipitado se disuelve en una pequefia cantidad de
solucidn amortiguadora de fosfatos 25mM, pH 7.0 y despus se
sujeta. a filtracifn en gel con una columna de BioGel P-150
equilibrada con la misma solucifn amortiguadora. Se presentd
un pico simétrico de proteina con una actividad especifica
de dextranasa constante {(Fig. 14), Se combinan 68ml de la
fraccidn activa y la dextranasa se precipita con la adicién’
de sulfato de amonio s6lido. Despu€s de mantenerlo toda la
noche en refrigeracibn, el precipitado se colecta usando una
centrifuga, se disuelve en un volumen peﬁueﬁo de solucibn
amortiguadora de fosfatos pH 7.0 y después se dializa contra
la misma solucibn durante 2 dias. ‘

Al

V. Electroenfoque.

La preparacién de la enzima dializada, (alrededor de
100 mg), se sujeta a electroenfoque, usando una columna de
440 ml con un anfolito de rango'de pH de 3 a 6, Por este pro

cedimiento, la enzima se separa en 2 fracciones activas, dex
tranasa I (pI 4,12) y dextranasa II (plI 4,35), Ambas fraccip
nes activas son otra vez sujetas al electroenfoque bajo con-
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Fig. 13

Patrén de elucifn de una preparacifn de dextranasa de A. canneus
parcialmente purificada en cromatograffa sobre una columna de DEAE-

celulosa??.

D.0. a 280 nm ; =<~~=w= Actividad de dextranasa ;

| =v=e-e- Concentracitn de NaCl.
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D.0. a 280 nm

Fraccidn No. 3 tybo)

Fig. 14

Patrén de filtracibn en gel sobre BioGell® de una dextranasa de
A. carneus parcialmente purificada’’.
D.O. a 280 mm ; =--=-=-= Actililie dextranasa.
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diciones similares. La fraccibn dextranasa I es de nueve se-
parada en dos fracciones, Apareci® un componente activo en
la misma posicibn con aquella del material inicial (dextrang
sa I) y la otra en la posicibn de dextranasa II. Por otro la
do, la dextranasa II mostrd un simple patrfn simétrico en re
petido experimento de electroenfoque. Ambas enzimas son puri
ficadas alrededor de 65.5 veces por los procedimientos mos-
trados anteriormente y la actividad recobrada fue de 9.4% pa
ra dextranasa I y de 6.5% para dextranasa II.

Sugiura et al’® llevaron a cabo la purificacifn de dex-
tranasa de Pendcillium funiculosum con los procedimientos que se
nuestran en 1{ Tabla XIV. La enzima cruda es sujeta a extrac
cidn con agua, fraccionamiento con sulfato de amonio y final
mente fraccionada con BioGel P-60, equilibrado com solucidn
amortiguadora de acetatos 50mM (pH 5.0). En &ésta etapa, la
enzima es purificada alrededor de 20 veces. Posteriormente,
la enzima es pasada a través de una columna de CM-celulosa,
equilibrada con solucidn amortiguadora de acetatos 10mM (pH
5.0). La enzima adsorbida es elufda por un sistema de gra-
diente linear. Por estos procedimientos, la dextranasa es pu
rificada alrededor de 30 veces a partir de la enzima cruda.
La fraccifn activa obtenida por cromatograffia en DEAE-celulo
sa, es sujeta a electroenfoque; son obtenidos dos pices con
actividad de dextranasa, dextranasa I (pl 3;98) y dextranasa
II (pI 4.19). Ambas preparacicnes son electrofor&ticamente
homogéneas. La recuperacibén total de actividad es alrededor
del 24%,

Otros autores como Covacevich y Richards?! han utiliza-
do los experimentos de electroenfoque para la purificacibn
de la enzima dextranasa de Pseudomonas UQM 733; los experimen-

tos de electroenfoque son conducidos a 4°C con una columna
analftica LKB 8101 de 110 ml o una columna preparativa LKB
8102 de 440 ml. Para el gradiente de densidad se utiliza D-
glucitol (grado R.A.). El foco se conduce con 1% de anfoli-
tos en los rangos de pHde: 3a 10; 7 a 9: 6 a 8 y de 4 a 6.



TABLA X1V

Procedimiento de purificacisn de dextranasa de P. funiculosum, ™

Procedimiento Actividad total Actividad especifica
(unidades) (Unidades/A nm)
Extraccibn con agua y fraccipnamiento 3984 43
con sulfato de amonio (0.3-0.6 stn.)
y disuelto en agua,
Fraccionamiento con Bio Gel P-60 2643 125
Dializado contra agua y pasado en (M- 1468 954
celulosa.
Adsorbide en DBAE-celulosa y eluido 1358 964
por un sistema de gradiente linear de
NaCl (0-0.5M).
pializado contra agua y llofilizado ' 904 1242
" Poco Isoeléctrico.
: . pextranasa I - 1230
Dextranasa II - 1260

‘09
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I1.2.5 Propiedades de las dextranasas.
1.2.3.1 Cinética,

Las enzimas son proteinas que pueden considerarse como
catalizadores biolégicos y por tanto siguen las reglas gene-
rales de la catilisis, Sin embargo, presentan una caracteris
tica poco observada en catalizadores no enzimiticos, fenbme-
no que se conoce como la "saturacibn del sustrato". En la
Fig. 15 se describe el comportamiento que presentan la mayor
parte de las enzimas con respecto a la concentracidn del sus
trato; a bajas concentraciones de sustrato se observa una va
riacién lineal con 1a velocidad inicial aumenta hasta alcan-
zar un valor constante para cualquier valor de concentracifn
de sustrato. En estas condiciones la reaccidn es de orden ce
ro y en la zona de transicidn entre brdenes uno y cerg se

tiene un orden de reaccidn fraccionario."® 7?

El modelo m3s simple y mis extendido en catilisis enzi-
mitica es el modelo de Michaelis-Menten, desarrollado en
1913 tomando en cuenta el fendmeno de saturacién antes des-
crito. La teorfa de Michaelis ha sido ampliamente desarrolla
da para reacciones en las que existe un s6lo sustrato y supo
ne la formacién de un complejo enzima-sustrato que posterior
mente da lugar al producto, regenerando la enzima, segln se
muestra en las siguientes reacciones: '

Ky . k.
TH ES = X7 E+ P

1) E+ S «

Desarrollando 1las ecuaciones de velocidad que implican
estas reacciones, suponiendo que se alcanza el régimen esta-
cionario, d(ES)/dt = 0, que la reaccibn que da origen al pfg
ducto es pricticamente irreversible y que.la velocidad de
reaccifn, dada por v=dP/dt=k;, es mBxima (Vmax) cuando la to
talidad de la enzima en el medio se encuentra en forma de
complejo Vmax=Xa(E + BES), podemos llegar a la ecuacibn:

2) \'" Vmax —m—-—f—-s——- donde Km = k-1 + k.
El
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Describciﬁn grifica del comportamiento cinético que presentan la
mayor parte de las enzimas*S, '
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"Km es la constante de Michaelis y equivale a la concen-
tracifn de sustrato para lo cual la velocidad es la mitad de
la mfixima. Este parémetro nos dd tambi&n una idea sobre la
afinidad que la enzima tiene por el sustrato en cuestibn,
pues mientras menor sea su valor, menor serf la concentra-
cifn de sustrato para la cual la enzima alcanza su valor de
velocidad miximo y- por énde mayor su afinidad*®’? *

Como toda reaccitn quimica, las reaccionés enzimédticas
se ven afectadas por la temperatura; al fendmeno comdn de au
mento en la velocidad de reaccifn con aumento de temperatura
dada 1a mayor energlfa de las moldculas, se sobrepone la des- .
naturalizaciSn de la enzima dado su origen prot€ico. El re-
sultado'global de estas dos interacciones resulta en un per-
fil con un méximo de velocidad a una temperatura que se ha
denominado Sptima. La parte correspondiente al efecto cinéti
co pueds ser descrito por la Ley de Arrhenius:

3) X = Ae~E8/RT

donde K es la constante de velocidad de reaccifn, R la cons-
tante general del estado gaseoso, T la temperatura en °K y
Ea la energfa de activacidn caracteristica de cada enzima.

En cuanto al pH el comportamiento seguido por las enzi-
mas es similar al descrito para la temperatura; este efecto
puede ser debido a tres fen6menos independientes:

a) Desnaturalizacifn irreversible de las enzimas a pH

extremos debido a la pdrdida de su estructura espacial por
ruptura de enlaces no covalentes.

b) Ionizacifn del sustrato si es que posee grupos pola-
res, ' '

- ¢) Estado de ionizaci&n'de la enzima,

i
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BEs necesario el remarcar que el pH al cual la enzima al
canza su mixima actividad no necesariamente coincide con el
pH al cual se observa su mixima estabilidad.

Un estudio cinético para una enzima dada, implica el de
terminar la variacibn de la velocidad inicial de reaccitn pa
ra diferentes concentraciones de sustrato, efectuados a las
condiciones Optimas de pH y temperatura, para una conceantra-
ci6n de enzima dada. La informaci6n cinética (Km y Vmax) pue
den obtenerse directamente de una gr&fica tipo Michaelis (V
vs S), aunque con bastante frecuencia se emplea algdnavde
las siguientes modificaciones algebriicas de la ecuacibn de
Michaelis:

1) Lineweaver Burk.

1/Vo
Xm/Vmix

/ } '/Vmit

\_..-—-f
-1/Kmn , B V2
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I1) Eadie-Hofstee, ‘
- 1 Vv
v = Vmax - km ——

Vo

Vmix

"Vo/S

111) Hanes.

1/Vméx

///’} Km/Vmax
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A continuacidn se muestran ejemplos de cinfticas de una
dextranasa de origen fungal y otra de origen bacteriano,

Dextranasa de origen fungal.- Sugiura et al.™ efectuaron
estudios cinéticos de dextranasas .y observaron el efecto de co?*
en la energfa de activacibn, la constante de Michaelis (Km) y
la velocidad mdxima de reaccidn (Vmax) sobre la dextranasa ob-
tenida de Penicillium funiculosum. En prescnciz y ausencia de Co?*
fue calculada la energia de activacibn a partir de grificas de
Arrhenius. Como se muestra en la Fig. 16, en presencia de Co®!
la energia de activacibn decrecid de 9.0 X 10° cal/mol a 5,53
X 10°% cal/mol. Con la reaccifn de dextranasa, fueron también
investigados Km y Vmax a varias concentraciones de Co?* a par--
tir de graficas de Lineweaver-Burk. Los resultados son presenta
dos en la Tabla XV:

“TABLA XV

valores de Km y Vmax para Dextranasas I y II de Penicillium funicu-
fosum a diferentes concentraciones de Co?* 7°

~ Concentracibn de CoCl. Vmax Km
m (umol como glucosa) ( x 10°'%)

Ninguna 4.92 2,66

, 2x 10°" 6.50 ‘ : 2.87
Dextranasa I 1x 10-" 5,26 . 2,87
5x 10-3 : §.21 ' 2.87

2.5x 10-% 5.04 . ) 2.87

Ninguna 4,76 2,86

2x 10 . 0.42 2.99
Dextranasa II Ix 10 ‘ " 5.54 o 2.99
Sx 10 5.32 2.97

2.5x 10 4.82 2.99
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T (x 10%)

Fig. 16

Grifica de Arrhenius para la reaccifn de Dextranasa II de P. guniculo-
sum en presencia y auscencia de CoCl,’®.

o con CoCl, (3X10°M) ; e Sin CoCl,.
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Los valores de Km fueron constantes a varias concentracio-
nes de Co®*; por otro lado, el valor de’Vmax incrementd con el
incremento de concentracidn de Co®*. A partir de éstos resulta-
dos Sugiura et al. proponen las siguientes reacciones,

En ausencia de Co? K,

Km: B+ 8 o= ES — s E 4 P

En presencia de Co?* Ky
. 1 " 2

Kn': E + S« ES —» E + P
!

Las ecuaciones para la velocidad son como siguen:

Koo € - | I

s+ 1 ——+ 1
1 _Kkm - 2 1 1 _ k' 1 1 .
v Vmax 5 Vmax VCot+ Vmaxco++ S Tmaxco++

donde, ¢ vy s son las concentraciones de la enzima y sustrato
respectivamente. Km y Kn' son las constantes de disociacibn del
complejo enzima-sustrato en ausencia y presencia de iones Co**
respectivamente,

Los resultados anteriores sugieren que, en la reaccifn de
dextranasa, el Co®* acelera la descomposicifn del complejo en-
zimé-sustrato en.enzima y producto, esto causa el incremento
de 1a constante de velocidad k2 y por lo tanto la constante k'

Dextranasa de origen bacteriano.- (Efecto del P.M, del
sustrato). Sugiura e IqO’7 utilizaron una dextranasa de Brevi-
bacterium fuscum para obtener los parSmetros cin&ticos y obser-
var el efecto del P,M, del sustrato sobre los mismos.

La constante de Michaelis y la velocidad mfxima fueron
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calculados a partir de grflficas de Lineweaver-Burk como se
muestra en la Tabla XVI. Las grificas fueron lineares con to
dos los sustratos probados. Con &sta dextranasa los valores
de Km y Vmax decrecieron con un incremento en el P.M. de dex
tranas probadas y los valores de Km fueron de 0.067% a 0.041%
y los valores de Vmax. umol/min/mg de prot. fueron de 76 a
128, Lo anterijor nos indica que la dextranasa tiene mayor
afinidad por las de P.M. menor.

TABLA XVI

Efecto del sustrato sobre Km y Vmax de la dextranasa de 8.
fus cum 77, '

Peso molecular Km . Vmax
Dextrana (%) (umol/min/mg de prot.)
1.4 x 10* 0.0665 128
5.3 x 10° ¢ 0.0625 102
1.06 x 10° 0.0575 89
1.0 x 106 < 0.0435 78
1.0 x 107 0.0405 76

1.2.5.2 pH y Temperatura.

Como se mencion6 -anteriormente, para efectuar un estudio
cinético de cualquier enzima €ste se debe hacer tomando en
" cuenta el pH y temperatura Sptimos y‘asi determinar correcta-
mente la cinética, Para que se determine tanto el pH como 1la
temperatura Sptimos de la enzima, se 'tienen que realizar ex-
perimentos donde se varien estos parimetros respectiwvapente y
se tenga constante tanto la concentracién de enzima como la
~ de sustrato, siguiendo la reaccifn a intervalos determinados
midiendo la evoluci6én de 1a reacci6n-enzimitica por el méto-
do mis adecuado. En 1a Tabla XVII se presenta una lista de
algunas dextranasas y sus valores de pH y temperatura dSptimos.
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TABLA XVII

valores de pH y temperatura &ptimos de algunas dextranasas.

Dextranasa pH Temperatura
{Microorganismo) 6ptimo 6ptima (°C)
F. monilifonme®® 5.5 55
A. carneus® 5.0 - 5.5 60
L. bifidus® 5.5 « 6.5 41 - S0
P. guniculosum™ 6.0 37
B. guscum’® ' 7.0 - 7.5 ' 55

1.2.5.3 Composicidn de aminofcidos.

El contenido de aminoZcidos en una enzima es diferente
aln tratindose del rismo tipe de enzima pero de diversos ori
genes. Por ejemplo la composicibn de aminofcidos de las dex-
tranasas de B. fuscum y P. funiculosum difieren significativamen
te, seglin los estudios de Sugiura e Ito”® quienes determina-
ron el contenido de aminodcidos de estas dos enzimas de la
siguiente manera: la enzima pura y liofilizada fue hidroliza
da con HCl 6N y preparada para un anflisis de aminofcidos
del cual, los resultados se presentan en 1a Tabla XVIII. El1
peso molecular de la dextranasa de B. fuscumy deP. funiculosum
es de 5.5 x 10* y de 4.4 x 10, respectivamente, encontrindo
se que la enzima esti compuesta de mis de 429 residuos de
aminodcidos de 17 aminodcidos y que la dltima contiene mis
de 349 residuos de 18 aminoficidos. La composicifn de amino3-
cidos es muy similar, excepto por la cistina. Esta es una di
ferencia particular ya que en la dextranasa de P. funiculosum
se encuentran 2 residuos por mol de enzima, no encontrindose
residuo alguno en la dextranasa de B, juscum.

1.2.5.4 Fraccifn de carbohidratos.

' Siguiendo el estudio sobre dextranasas, Sugiura e Ito”*
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TABLA XVIII
Composicidn de aminoicidos de las dextranasas de B. fuscum y
de P. funicubosum,™ '

“Fuente de la dextranasa

Aminoficido (Now a8 duos/mal) (No. de weciduos/uoi)
P.M.5.5 x 10" p.M.4.4 x 10"

Asp a) . 54 4 41
Thr b) 33 : 26
Ser b) 34 33
Glu a) 42 .25
Pro a) ‘ 22 21
Gly a) , 32 , 29
Ala a) 25 R 20
Cys c) 0 _ 2
Val d) 32 25
Met d) ' 12 10
Ileu d) S 20 - . _ 25
Leu a) , 20 ' 15
Tyr a,e) , 22 ' 17
Phe a) 16 17
Lys a) ‘ 25 12
His a) 12

Arg a) ’ : 12 9
Try £) 16 11

a) - valores promedio de los hidrolizados de 24,30 y 48 h

b) valores extrapolados al tiempo cero de hidrélisis

e) determinacifn colorimé&trica con DTNB

d) fueron adoptados los valores miximos

e) determinados espectrofotmétricamente

'f) determinados con el método de p-dimetilaminobenzaldehido
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realizaron también-la determinacifn de azGicares en las dex-

tranasas de B, fuscum y P, funiculosum. Los azficares neutros con-
tenidos en la enzima fueron estimados por el método de fenol
-H2S0, 2?* y la glucosamina fue también determinada por el -

procedimiento de Elson Morgan'® El- contenido de azficares de

ambas dextranasas, es presentado en la Tabla XIX.

TABLA XIX
Cuantificacifn del contenido de azficares de las dextranasas
de B. fuscum y de P. funiculosum,”™

Fuente de la DeXxtranasa

Método ' 8. guacum , P, juncculosum
analftico equivalente mol/mol equivalente mol/mol
(P M. 5.5 x 10%) {P.M. 4.4 x 10Y)
Fenol-H;S04 a) 10.9 10.1
Elson-Morgan b) 3.1 . 1.1

a) contenido de azficares neutros como equivalente de glucosa
b) Contenido de azlicares aminados como equivalentes de glucp
samina,

Se encontré que la dextranasa de B. aMcum‘coﬁtiene 11 mo-
les de azficares neutros como glucosa y 3 moles de azficares
aminados como glucosaminz por una mol de enzima; en la dex~- -
tranasa de P. funiculosum la primera fue de 10 moles y la @lti
ma fue de una mol

1.2.5.5 “Peso molecular.

para la determinacién del Peso Molecular de la dextrana
sa, Sugiura e Ito, Simonson et al-y Sugiure et al""”utili
zaron la técnica de filtracifn en gel, Simonson et al* rea-
lizaron el siguiente experxmento.

Para estimar el P,M, de la dextranasa de huam&mvmmuii—r
forme se utiliz$ una columna (1.5 x 85 cm) de BioGel P-150
(Bio-Rad) y una solucifn amortiguadora de elucifn, de fosfa-
to de sodio 0,05M y NaCl 0.1M, pH 6.0 Uns muestrs de 0,5 ml
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se somete a cromatograffa a una velocidad de flujo de 0.25 a
0.30 ml/min, utilizando dextrana azul (Farmacia) para deter-
minar el volumen muerto y colectando fracciones de 3.0 ml a
4°C.

La columna se calibra con estindares de protefnas te--
niendo los siguientes pesos moleculares:y albmina sérica bo-
vina (Armour) 67,000; ovoalbfimina (Miles) 45,000; pepsina
(Mann) 35,000 y ribonucleasa A (Mann) 13,700. Es por este mé
todo que se asigna un peso molecular de 39,000 a la dextrana
sa de F. monilifonme (Fig. 17).

En las Fig. 18 y 19 se muestran las grificas de otras
determinaciones de P.M. para diferentes dextranasas, obte-i
niéndose de ellas un P.M. para la dextranasa de P. funiculosum -
de 44,0007® y en la otra para las dextranasas de B. fuscumy de
P. funiculosum tambi&n, de 55,000 y de 44,000 respectivamente’.

1,2.5.6 Punto Isceléctrico.

Para determinar el punto isoeléctrico de las enzimas,
se utilizan experimentos de electroenfoque. Sugiura e Ita’?
determinaron el punto isoeléctrico de la dextranasa de B. fus
cum, llevando a cabo un.experimento de electroenfoque por 48
horas con un potencial de 700 V a 4°C, obteniéndose un pl de
4.17 para esta dextranasa.

Hiraoka et al‘“reportah_los puntos isoel8ctricos de las
dextranasas de Aspengilffus carneus y de P. luteum como 4,12 y 4,1
respectivamente, Estos valores son similares a los reporta-
dos pof'Sugiura e Ito? para la dextranasa de B. fuscum (pI
4.17) y de las dextranasas I y II de P. funiculosum (3.98 y
4.19 respectivamente),

I,i.ﬁ Inmovilizacibn de enzimas.

La alterpativa de limitar la accifn de las enzimas a un
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Determinacifn del P.Mv+de la déxtranasa de F. monilifoame por permea-
- cifn en gel en BioGel P-150%%, :

(1) albGmina sérica bovina; (2) ovoalbfmina ; (3) dextranasa de F. mo-
nikigonme ; (4) pepsina ; (5) ribonucleasa A,
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Fig. 18

Determinacifn del P.M. de dextranasas de P. funiculosum y de B. fus~-
cum por filtracién en gel sobre BioGel P-1007¢,

1, citocromo C (P.M. 1.3 x 10*) ; 2, mioglobina (P.M. 1.79 x 10*) ;

3, a-quimotripsina (P.M. 2.2 x 10*) ; 4, dextranasas I y II de P. funi-
culosum 3 5, ovoalbGmina (P.M. 4.5 x 10*) ; 6, dextranasa de B. fudcum ;
7, albfmina sérica bovina (P.M..6.9 x 10%). ’
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Peso Molecular (xI0*%)

Fig. 19

Determinacidn del P.M. de dextranasas I y II de P 6umcu£oAum por
filtracién en gel en BioGel P-6072,

1 rmoglobma (P.M. 18,400) ; (2) a-quimotripsina (P M. 20, 000) :

(3) ovoalbmina (P.M. 15,000) ; (4) albﬁmma sénca bovina (P.M. 69,000) ;
(5) dextranasas IylIl
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estado inmovilizado ha atratdo el inter&s de numerosos cen-
tros de investigacibn e industrias, pues la posibilidad de
utilizarlas con mayor eficiencia y de operar sistemas conti-
nuos ofrece ventajas no sblo econbmicas, sino también de sim
plificacién de los procesos. '

Las ltimas dos dScadas han sido prolfficas en lo que a
reportes cienti{ficos se vefiere, lo que abarcan desde la pro
duccifn, la recuperacidn, la purificacién y la inmoviliza-
cidn de enzimas, y el diseflo global de los procesos. Para fi
.nales de los aflos sesenta se hablaba ya de procesos comercia
les, tanto para la hidr§lisis de la penicilina comec para la
isomerizacifn de la glucosa. En la siguiente ddcada existfan
seis tipos de isomerasas y dos de penicilina amidasa, inclu-
yendo ademis ls aspartasa, la aminociclasa, la fumarasa y
lactasa.? '

Hoy en dia los procesos que emplean enzimas inmoviliza-
das se han incrementado; sin embargo representar aln un pe-
quefio porcentaje en comparacifn con el nfmero de procesos en
los que se emplean enzimas solubles.?’

Algunas enzimas se comercializan ya en forma inmovilizg
da como es el caso de la glucosa isomerasa de Actinoplancs mi-
ssoundensdis, atrapada en gelatina de Gist Brocades; la glucosa
oxidasa de Aspergillus niger, atrapada en polianilina de Sigma,
etc.? ‘

La dextranasa inmovilizada tiene una aplicacién poten-
cial en la industria alimenticia como en la preparacibn de
jarabes glucosados y es también una enzima de importancia
biomé&dica.’* V

Ramesh y Singh®™ describen la inmovilizacifn «de una dex
tranasa bacteriana (Beckman Labs,) en un soporte inorgénico
como vidrio de zirconio cubierto de alkllamina por un método

N
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simple de acoplamiento con glutaraldehido.

En general, los soportes inorgfnicos no son sujetos al
ataque microbiano y el soporte no tiene cambio de configura-
cifn sobre un rango extenso de pH o bajo condiciones de va-
rios solventes, Por otro lado, son mis ficiles de usar en
sistemas continuos y las preparaciones enzimfticas que se
obtienen no son caras, son de ficil manufactura y poseen una
larga vida de trabajo.

De acuerdo a Weetall®®1la inmovilizacién se lleva a cabo
de la siguiente manera: se activa 1 g de vidrio de zirconio
cubierto de alkilamina por la adicién de 10 ml de glutaralde
hfdo al 2.5% con agitacibn por una hora y el exceso de gluta:
raldehido se lava con agua. Se agregan 100 mg de dextranasa
bacteriana en una soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.0
(6.05M) a 1 g del soporte activado y se incuba toda la no-
che a 4°C para acoplamiento. Al final, la enzima no enlazada
se lava con solucibn amortiguadora de acetatos pH 5.4 (0.05M)
hasta que no pueda ser detectada actividad enzimitica en la
solucifn de lavado y la enzima inmovilizada se almacena en
la misma solucifn amortiguadora.a 4°C. Para uso en experimen
tos posteriores la enzima inmovilizada se seca al aire.

En la’'Tabla XX se muestra que se obtuvo un alto rendi-
miento de coﬁjugacién de 18 mg/g de soporte para la dextrana
sa inmovilizada por e1 método anteriorQ La enzima retiene
62% de 1a actividad inicial después de 1la conjugacibn y por
lo tanto la pérdida de actividad es del 38%, Estos tres Qlti
mos par@metros indican que el soporte es aceptable para dex-
tranasa.

La constante de Michaelis.Km, para la enzima inmoviliza
da decrecib de 0.60% a 0.40% indicande un incremento signifi
cante en la afinidad del enlace de dextranasa para su sustra
to (dextrana), ademis de que no se muestra alteracifn en el
valor de Vmax (Tabla XX). En el presente caso la energfa de
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, TABLA XX
Parimetros cinéticos de una dextranasa bacteriana soluble y
otra conjugada con alkilamina.®®

Parimetro Dextranasa Dextranasa con-
soluble jugada con al-
quilamina.
1. Rendimiento de conju- .- 18 mg/g de soporte
gacidn.
2. Pérdida en la activi- -- 38%

dad especifica después.
de la. conjugacifn.

3. Actividad especifica -- 62%
retenida,

4, Km : 0.60% 0.40%

S. Vmax (umoles de gluco- 620 616 -
sa/min/1)

6. pH dptimo. : 5.4 5.2-6.2(plateau)

7. Ea (calorfas) 9,000 . 6,500

8, Temperatura Sptima 35°C 50°C

9, Estabilidad térmica Estable arri- Estable arriba de

ba de 50°C 60°C por 1 hora
por 1 hora

10, Estabilidad " Altamente activa
si se almacena a
4°C después de 20
dfas, Ocurre pér-
dida completa de
actividad a 37°C
en 8§ dias.

11. vida media o -- 5 dfas a 37°C
12, pI (suramin) 4.3 4.3

Km y Vmax fueron determinados de las grificas de Line-
weaver-Burk, graficando 1/V vs 1/T. pl se determin por el
método de Wills. Las dos soluciones amortiguadoras usadas pa
ra los estudios del efecto del pH fueron: acetatos (0,05M)
(pH 3.6-5.6) y fosfatos (0,05M) (pH 5.7-6.6). Las condiciones
experimentales se dan en el texto en Materiales y M&todos.
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activacién (Ea) de la dextranasa inmobilizada, exhibe un de-
cline comparado con la enzima 'soluble (9000 a 6500 calorias)
indicando un’ incremento en estabilidad y eficiencia de la en
zima después de la conjugacibn. Se incrementa también la es-
tabilidad térmica al inmovilizar la enzima y la actividad de
la enzima conjugada se da a valores de pH mayores que los de
la enzima scluble.

Sugiura e Ito’* utilizaron sefarosa 4B activada con BrCn
para la inmovilizacién de dextranasa deP. {wsiculosum.la acti-
vidad obtenida de la dextranasa .inmovilizada fue de un 30%
con respecto a la enzima nativa. No se observ6 cambio en los
valores de pH y temperatura 6ptimos, aunque si se incrementa

. 1la estabilidad térmica (de 40°C a 55°C). La inmovilizacidn

ocasiona también un incremento en el valor de la Kmde 2 a 5
veces ¢oB respecto a la dextranasa nativa.

Por otro lado, Smiley et al®? inmovilizaron dextranasas
de P. funleufosum y P. Lilacinum en silica-silanizada porosa y
una resina de fenol-formaldehfdo., Una dextrana comercial de
P.M. relativamente bajo (aprox. 2 x 10%) se degradé por 1a
aextranasa inmovilizada, con la formacién de azdcares reduc-
tores, perc con un pequefio decremento en viscosidad. En con-
traste, la dextranasa soluble caus6 una rdpida pérdida de
viscosidad pero solo un suave incremento en azGcares reducto)
res. Una dextrana nativa de alto peso molecular de Leuconostoc
‘mesentenoides NRRL B-512 fué atacada muy suavemente por la dex-
tranasa inmovilizada con el desprendimiento de oligosacéri-
dos de bajo pesec molecular.
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\ CAPITULO II
APLICACIONES
II.1 Dextranasas,

Industria azucarera.- Como se mencioné con anterioridad,
las dextranas son la causa de diversos problemas cuando son
sintetizadas en el jugo de cafia de azficar. El microorganisme
que comunmente se localiza'en la cafia de azGcar, con capaci-
dad para producir dextranas mediante la acci6n de la enzima
dextran-sacarasa es Leuconostoc mesentenoides, el cual infecta a
la cafia de azlicar quemada y recién cortada, rdpidamente (des
pués de 2 h de almacenamiento) para producir dextranas. La
infeccibn se ha localizado 6 pulgadas arriba del extremo cor
tado y las dextranas producidas pasan al jugo cuando se rea-
liza la molienda®3, Conforme transcurre el tiempo el problema
se agrava, pues al haber.presencia en el jugo tanto de enzima
como de sacarosa, la sintesis continda.

Ademds de los problemas de pérdida de sacarosa, las dex
tranas ocasionan un incremento en la viscosidad del jugo, lo
que da como resultado una baja en el punto de ebullicién,
clarificaéién pobre y alargamiento de los cristales de azG-
car, dafiando asi el proceso de refinacién®?. Se ha propuesto -
el uso de dextranasa para el tratamiento del jugo de caifia de
azGcar y el jugo de remolacha®® contaminados con dextrana.

Tilbury®? produjo dextranasa con P. funicufosum . Primero
cultivé L. mesenteroides en un medio de azGcar para producir
la dextrana y después remmeve el Leuconostoc e inocula el culti
vo con Penicifliwn ., E1 medio inoculado se mantiene a pH 5.5
- 7.0 y a una temperatura de aproximadamente 30°C durante 4-5
‘dfas. La dextranasa obtenida por filtracién del cultivo, se
disuelve en una solucidén amortiguadora de acetatos a pH 5.3
adicionando el jugo de cafia de azdcar (conteniendo dex-
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trana) pre;iamente calentado y adicionado de cal, dejando

la mezcla a 40°C para tomar muestras diferentes tiempos;

la dextrana residual se determina para cada uno de los tiem
pos. El nivel de dextrana inicial se expresa como °Brix. Los
resultados de algunas pruebas se reportan en la Tabla XXI.

En otro experimento, se adicionan 3 UI de dextranasa deP. fu-
récufosum a 100 ml de jugo mezclado a pH 5.4 y 32°C con 0.4
*Brix. El1 jugo se mantiene a 40°C durante 20 min, Se encontr§
que el 68% de la dextrana se degrada primeramente a isomalto-
sa ¢ isomaltotriosa. El jugo de cafia se sujeta después 2 un
calentamiento convencional, adicién de cal, clarificaci6n,
evaporacidn y cristalizacién para producir un azGcar crudo.
La viscosidad especifica del jugo se redujo a 0.024 cp. in-
mediatamente despu€s del calentamiento y adicidn de cal com-
parado con 0.110 cp. de un control corrido sin la adicién de
dextranasa. Los productos de degradacién de la dextrana se
reportan como remanenteg con las melazas después de 1la cris-
talizacidn de sacarosa. ‘

Sector salud.- Mencionaao ya el problema que causan las
dextranas en &ste sector, las dextranasas pueden ser utiliza
das para reducir la caries dental, al remover la capa de dex
trana que se forma en los dientes por la accifn de varios mi
croorganismos de 1la flora bucal y por lo tanto, los resi-
duos alimenticios no tendrin soporte alguno para adherirse a
los dientes®S, Para este caso, se pueden realiar aplicaciones
perifdicas de dextranasa (p. éj. en pastas dentales)®®, Por
otro lado, se ha demostrado 1a presencia de algunos microor-
ganismos productores de dextranasa en la placa dental humana,
ayudando a eliminar el problema®?,

Se ha propuesto también el uso de dextranasa para la
‘produccién controlada de dextranas de bajo peso molecular,
tal es el caso de las dextranas clfnicas®®. Por otro lado,
‘1a dextrana clfnica se produce a nivel industrial por sinte
sis enzimfitica (dextransacarasa de L. mm{enteaoidea seguida de
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hidr6lisis &cida para obtener la dextrana de bajo peso
molecular,!?®

Por otro lado, se ha estudiado el uso de materia-
les enzimdticos de Peniciflium &ilacinum (dextranasa) para
obtener dextrana clinica por hidr6lisis del caldo de
fermentacifn de L. mesenteroddes NRRL B-512%7, E1 proce-
dimiento seguido para la obtencién de la dextrana cli-
nica por el método anterior es el siguiente: el conte-
nido del tanque de fermentacidn conteniendo el calde -
fermentado por la dextran-sacarasa de L. medenteroides
NRRL B-51i2 se callenta a 80°C, enfriando despiés a 23°C.
El pH se ajusta a 6.0, agregando enseguida 80 unidades
de enzima por litro de medic de fermentacién. La mezcla
3¢ agita hasta que la viscosidad relativa llega a 2.4 cp.
Se agrega dcido a la mezcla de reaccidn hasta un pH de
2.5 y 30 aleva la temperatura a 40°C a fin de inactivar
la enzima. El pH g9e ajusta a 6.0 y la mezcla se fraccio-
na con alcohol. La dextrana clinica producida por é&ste
ndtodo cumple con las directrices de 1. Food and Drug
Aqministration y se ha usado clinicamente,.

Las dextranas clinicas se presentan en forma de polvos
blancos amorfos y son empleados en soluciones de dextrosa
del 9 al 10% o en soluciones isot6nicas de cloruro de sodio
y esterilizadas en autoclave antes de la inveccidn'. Las
preparaciones comerciales son caracterizadas por su peso
molecular, siendo 8&stos de: '

40,000 para la dextrana 40 (Dextran 40)
70,000 para la dextrana 70 (Dextran 70)
atc...

Las probiedades terapfuticas de 1a dextrana estfn li-
gadas a su carficter coloidal en solucién. Su mecanismo de
accifn es escencialmente no especifico y produce los siguien
tes efectos®?:
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-TABLA XX1

Degradacibn de dextrana contenida en jugo de cafia de azficar
por dextranasa de P, funiculosum,™

Cantidad inicial Dextranasa Periodo de Dextrana

de dextrana adicional incubacifn removida
(°Brix) (U1/100ml) (min) (%)
1.440 30 30 78.9
1.260 30 30 69.8
0.807 30 30 88.1
0.500 .30 30 98.2
2.020 30 ' 15 74.7
0.882 30 : 15 91,0
0.556 30 15 82,4
0.230 30 15 ‘ 100.0
0.796 12 15 81.3
0.676 12 15 65.3
0.654 12 10 73.0
0.476 12 1 69,0
0.672 3 20 69.2
0.510 3 20 . 100,0
0.672 3 10 62.5
0.510 3 10 87.2
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efectos: ™

a) Aumento en el volumen plasmitico.- Esta es la propie-
dad principal de la dextrana que permite retener el
agua en el sistema vascular y asegurar asf un incre-
mento en el volumen plasmitico, por lo cual, se indi-
ca en las hipobolemias de diversa etiologfa.

b) Mejoramiento de la circulacidn periférica.- Al aumen-
tar el volumen plasmdtico, la dextrana disminuye la
viscosidad sanguinea y mejora la circulacién genefal.
Esto resulta de una disgregacidn de células sangui-
neas que obstaculizan la microcirculacién periférica,
originando estados de choque y traumatismos. Se ha
probado clinicamente un efecto terapbutico sobre las
escamas de las extremidades debidas al coligeno!!, el
efecto investigado es producido por la dextrana 40
asi como por la proporcibn de dextrana 70. Para bene-
ficiar estos dos efectos, L. Thoren® propone la tera-
péutica siguiente: cuando el objetivo principal es
restaurar un volumen plasmitico normal, se procederd
a la inyeccibn de dextrana 70 asociada a las células

. sanguineas concentradas, con el objeto de mantener la
hemodilucibn cuando el volumen plasmitico regrese a
lo normal y si persiste una mala circulacibn periféri
ca se utilizard la dextrana 40 a vasodilatadores.

¢) Efecto antitrombStico.- La dextrana se indica en la
‘profilaxis de trombosis de venas profundas y de la em
bolia pulmonar. Su mecanismo de accifn es doble, no
eSpeéifico (aumento del volumen plasmitico) y especi-
fico, -debido a un efecto sobre el factor VIII intervi.
niendo el mecanismo de 1a coagulacibn. '

Aunque es menos eficaz que la heparina y las anti-vitami
na K, su empleo es mis frecuentepérque no provoca hemorragias.
Pero la dextrana clinica como todo medicamento, tiene efectos
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colaterales:

- La dextrana 40 r&pidamente excretada provoca en las c§
lulas de los tGbulos distales y proximales una nefro-
sis osmbtica con una antidiuresis pudiendo ser grave
en los sujetos con insuficiencia renal o deshidrata-
cidn, *

- La dextrana induce reacciones alérgicas produciendo
erupcidn cutfnea benigna al choque enfildctico con pa-
ro cardiaco o respiratorio. Se sitfia a 100,000 el peso
molecular minimo que puede provocar una reaccibn anafi
l18ctica y el riesgo aumenta con el aumento del peso mo

“lecular de la dextrana,®

.Lo anterior muestra la importancia de tener preparacio-
nes de dextrana presentando una distribucién de pesd molecu~- -
lar bien establecida, a fin de situarlas en la zona terapéuti
ca investigada y evitar la aparicibén de reacciones colatera-
les.

Dextranas sustituidas o acomplejadas.-

i) Fe-dextrana.- Es un complejo de hidr6xido fé&rrico y
de dextrana de bajo peso molecular (5000 a 7500)." Se
irdica en el tratamiento de la carencia de fierro en
medicina humana o veterinaria y se administra pbrAvia
oral o parenteral.

ii) Sulfato-dextrana.- Este derivado contiene de 15 a 17%
de azufre complejado a dextranas de peso molecular
comprendido entre 8,000 y 40,000 se utilizan como hi-
polipidemiantes y en la terapfutica de glceras pépti-
cas. :

iii) Dietilaminoetil-dextrana.- Este producto se prepara a
partir de dextranas de peso molecular aproximado de
500,000 es igualmente empleada para reducir la absor-
cifn de lipidos y ha sido objeto de estudios como
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coadyuvante en vacunas.

La dextrana y sus derivados han sido objeto de numerosos
trabajos, principalmente en inmunologia, pero no se aplican
en casos donde la informaci®n no es concreta.

I1.2 Otras enzimas que pueden actuar sobre los mismos
sustratos que las dextranasas.

Kobayashi y Matsuda“? reportan que la glucoamilasa (a-1,4
-glucan hidrolasa, EC 3.2.1.3), la cual cataliza ripidamente
la remocibn de grupos «-~1,3 6 «-1,6 tambifn como malto-oligo-
" saclridos. Esta enzima se ha utilizado tentativamente en algu
nos casos como umna exo-dextranasa.

La actividad exo-dextranasa de la enzima, es medida por
Kobayashi y Matsuda‘? mediante incubacién de una alfcuota de
0.5 ml de glucoamilasa (Rh{zopus niveus, cristalizada; Sukagaku
Kogyo Co.; 4.0 unidades/0.17 mg de profeina) con 0.5 ml de
una solucifn al 1% de varias dextranas en solucibn amortigua-
dora de acetatos (pH 5.2) a 40°C. Pur el mismo método reporta
do para dextranas, la glucoamilasa se incnba con almidén de
papa (0.1% en solucién amortiguadora de u~atatos 0.02M). Des-
pués de la incubacifn, la reaccifn . dc. .ne por calentamien
to a 100°C durante 5 minutos. La canii:lad de glucosa produci-
da se determina por el método de Nelson. omogyi‘’y el de glu-
cosa-oxidaéa (Glucosa B-Test; Wako Pur. rhemical Industries).

Como se muestra en la Fig. 20, la teaccién a 55°C, aldag
za un miximo en 4 0 8 horas y el grade de hidr6lisis (D.H.)
de la dextrana clinica y del almidfn de papa es de 2.,5% y 64%
respectivamente, Cuando la incubacibn se lleva de 16.3% a 24
horas de incubacién (Tabla XXII), por el contrario, en las
mismas condiciones, la digestifn con una endodextranasa tipi-
ca de Chaetomium gracile es elevada en series de oligosacdridos
con enlaces a-1,6, mostrando un D.H. de 21,5%.
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Accidn de la glucoamilasa sobre dextrana clinica y almidén de papa‘.
La dextrana clinica (0.5% p/v) y almidén de papa (0.05% p/v) son hidro-
lizados con la glucoamilasa, '

s hidrolisis de dextrana a 40°C ; o hidr6lisis de dextrana a 55°C ;
A hidrblisis de almidén de papa a 40°C ; A hidrGlisis de almid6n de
papa a 55°C.
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De estos resultados, es claramente demostrable que la
preparacién comercial de giucoamilasa puede ser usada para
remover residuos de D-glucosa de las terminaciones no reduci
das de las dextranas., La Tabla XXII muestra la susceptibili-
dad de varias dextranas a la glucoamilasa por incubacién pro
longada. Aunque la glucoamilasa puede atacar enlaces a-1,6 v
a-1,3, puede tener problemas de hidrdlisis sobre dextranas ra
mificadas pues los enlaces a-1,4, a-1,2 y a-~1,3 de 1los puntos
de ramificacién de las dextranas, pueden ser una barrera para
la enzima, ) :

I1.3 Caracteristicas de productos comerciales.

Para hacer un buen uso de cualquier enzima, es importan
te conocer sus caracterfsticas, a continuacifén se presentan
las caracteristicas de 2 dextranasas utilizadas industrial-
mente:

a) Dextranasa distribuida por ENMEX, S.A. de C.V.23

Dextranasa DL Chaeto.uium gracile var.
Actividad 22,000 DU/ml

Presentacifn liquido no viscoso

Color ligeramente anaranjado
Solubilidad : completamente soluble en agua

TABLA ¥XTI
Susceptibilidad de varias dextranas a la glucoamilasa“?,

Dextrana Enlace o-1,6 .D.H.(% como glucosa) a}
) TR 168 R
Cepa B-1299 51 0.1 . 0.1
:Cepa B-1307 g3 0.4 0.4
T-110%) 95  13.4 27.9
Clinica® 95 16.3 32.1
T-40%) 95 . 16.4 24.5

a) Cada dextrana (0.5% p/v, en sol. amortiguadora de acetatos
0.02M, pH 5.2) se hidroliza a 40°C durante 24 y 168 h.

b} Farmacia Co.

¢) Meito Sangyo Co.



pH 8ptimo (uso 4.0 - 7,0
Tem. optima (uso) 65°C max.

Beneficios:
1. Hidroliza las gomas reduciendo considerablemente la visco-
sidad del jugo de caia.

(8]

. Elimina problemas de turbiedad en jugos clarificados y evi
ta ensuciamiento acelerado de los filtros de cachaza.
Incrementa el tiempo de corrida de los evaporadores.

Evita problemas por elongacibn de cristales.

Mantiene las centrffugas dentro de los limites Sptimos de
operacibn.

[T SN 72 ]
e ®

6. Evita pfrdida de sacarosa, incrementando la recuperacibn
hasta en un 4%,

‘'b) Dextrana nativa de origen ffingico%®

Rango de pH &ptimo 5.3 -~ 5.8
Rango de Temp. 6ptiﬁa §5-60°C
Pérdida de actividad/min a 55°C 3.0%
PErdida de actividad/decena a 25°C 19,8%

Residual microbiano viable
Lugares y condiciones para la aplicacibn.
Ingenieria de crudos: en tanquerfa de Meladura, Mieles A.y B,
reduciendo a 55 - 60°C y con agitacién, cuando el jugo mezcla
.do tenga 0.35°Brix de goma o mis.
Refinerfas: en el derretido de a:ficar afinado a crudo, usando
agua a 55 - 60°C cuando éstas procedan de jugos .mezclados con

las caracterfsticas anteriores y no se haya tratado en crudos.

Dosis y formas de aplicacién.
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En tanquerias de Meladura y Mieles A con agitacifn mediante
aire, en dilucifn de 1:2 a 1:3 a raz6n de 39.2 a 52.5 Kg/1000
TM de cafia (45 a 60 litros/100 000 abs) para ingenios de cru
dos. ’

En refineria de 50 a 90 Kg/100 TM de azficar crudo o afinada
a procesar, cn diluciones similares y dosificado de forma

continua en el tanque de derretido.

Resultados:

Remoci6n de gomas de crudos  68.0%
Remocibn de gomas de refineria : 56.0%
Reduccifn de purezas de mieles finales entre

35.0 y 34.4% 5.5%
Reduccifn cuando est4n entre.38,2 y 42,8% 7.5%
Aumento del °Brix de licores de refineria 3.6%

Reduccién de agua de lavado en masas B en crudo 51.8%
Recomendaciones: o ) -

Para la obtencifn de los mejores resultados, las canti
dades a emplear de esta enzima nativa por dfa, se dividir&.en
tres partes iguales, uno por cada turno de 8 horas que se pre
para de un turno para otro, aplicindose como se ha indicado,
evitando subdosis y sobredosis que promedian, al parecer, co-
rrecta aplicaci6én y sin embargo, en el proceso se detectan al
tas y bajas, debido a estos problemas sencillos de malas ope-
raciones. ' '
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- CAPITULO III

CONCLUSIONE.S

P R - L L T

En el presente trabajo se han revisado las caracteristi-
-cas bioquimicas, la produccién, la purificacibn y las aplica-~
ciones. de la enzima dextranasa. Esta enzima es actualmente
producida a nivel industrial, aunque su mercado es limitado a.
la industria azucarera y en algunos casos en el sector salud.
Es 'en -este Giltimo, donde es posible que nuevas aplicaciones
derivadas de la producci6n de dextranasas de peso molecular
especifico, permitan una mayor participacién de las dextrana-

sas en el mercado de las enzimas microbianas.

‘Para la produccifn de dextranasa, las caracteristicas y
altos Tendimientos nbtenidos con el hongo Pendcdiledium funiculosum
son las causas por las que se ha preferido este microorganis-
mo para la producci6n industrial. -

.La dextrana es el principal componente del medio de cul-
‘tive para la produccién de la enzima, va que actfia como induc
tor. Diversas fuentes de nitrdgeno, magnesio, f&sforo y sales
minerales, son empleadas (en cantidad y calidad) dependiendo
de las necesidades del microorganismo. La mayor parte de las
dextranasas son extracelularcs, aunque se han reportado algu-
nas dintracelulares, requeriendo &stas (ltimas de operaciones
de mecuperacibn més complejas. Esta es otra de las causas por
:1as :que, a nivel industrial, se emplea P. funicufosum, al excre
tar la-:enzima durante el crecimiento.

‘Para la purificacibn de dextranasa, los métodos mis re-
;portados son:.el desalado (salting-out), la didlisis y la cro
matografia (en diferentes soportes). Por lo general se utili-
zan .combinaciones de &stos métodos y en ocasiones se requiere
de ila repeticibn de alguno de ellos. Estas té&cnicas han sido
empleadas fundamentalmente con fines de caracterizacibn bio-



93,

quimica de la enzima, pues la produccibn industrial nro requie
re de preparaciones de alta pureza,

La dextranasa actfia principalmente sobre los enlaces glu
cosidicos a-1,6 de la dextrana, dando como resultado oligosa-
ciridos de varios tamafios (aunque predominantemente 'isomalto-
sa e isomaltotriosa) los cuales, al continuar la reaccibn son
hidrolizados a partir primeramente al 2o.y posteriormente del
3er. enlace glucosfdico, de las terminaciones no reducidas de
la cadena, dando como resultado oligosaciridos més pequefios y
en algunas ocasiones tambi&n D-glucosa.

La capacidad hidrolftica de las dextranasas, a través de
mecanismo endo y exo, es la propiedad que ha permitido su
aplicaci6n en la industria azucarera para la remocidn de las
frecuentes contaminaciones con dextrana que se presentan en
el jugo de cafia de azficar. Es conveniente sefialar que Esta
aplicacidn, aunque eficiente, no representa una solucién real
al problema, pues la pérdida de sacarosa es irreversible v
tan solo se evitan los problemas inherentes a la presencia dg
gomas en el jugo (alta viscosidad, taponamiento de tuberia,

etc.).

En el sector salud, el panorama resulta mis amplio. En
efecto, existen en la actualidad dentrificos formulados con
la enzima dextranasa, con el fin de degradar la placa dental.
Hemos indicado que el origen de las caries se encuentra en la
sintesis de dextrana a partir de sacarosa por la microflora
salival. En este campo es probable que en el futuro se den
nuevos desarrollos pues son mGltiples las investigaciones al
respecto, Se ha planteado inclusive la posibilidad de desarro
llar vacunas anticaries basadas en la inactivacibn de la enzi
ma responsable de la sfntesis,

Es pvobablemente en la producci6n de dextranas de peso
melecular controlado, donde mds desarrollos se den en el cor-
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to plazo, ya que existe actualmente un gran mercado para dex-
tranas de bajo peso molecular producidas a través de procesos
de hidr6lisis (Fe-dextrana, Sephadex, dextrana clinica, etc.).
Es probable, en la medida en que se controle eficientemente A
la accif6n de dextranasas, que estos productos puedan ser ela-
borados directamente, eliminando todos los inconvenientes del
proceso icido (subproductos, bajos rendimientos, etc.).
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