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INTRODUCCION 

La tecnolog1a enzimdtica ocupa un lugar preponderan­
te dentro de la biotecnolog1a. 

A raiz de los problemas de naturaleza ~dxica que ex­
perimentaron los t7abaj ádores de plantas productoras de eE_ 
zimas proteol1ticas destinadas a los biodetergentes, la C! 
pacidad instalada de fermentaci6n empez6 a dirigirse la 
producción de enzimas ~on marcados potenciales, fundamen­
talmente en la industria de alimentos. La produccidn de 
enzimas microbianas vino a impulsar esta industria, a par­
tir de la segunda mitad del siglo XX, cuando" tan s6lo se 
dispon1a de preparaciones de origen vegetal, animal y alg~ 
nas excepciones de productos microbianos sobre todo produ­
cidos vta fermentaci6n s6lida 21 • Cuandg el problema de los 
deterg:ntes quedd resuelto, ali evitar la aparici6n de pol-

. vos durante el secado mediante aglomerantes, en los afios 
sesentas, .el mercado justificaba la producci6n industrial 
de unas 30 enzimas. La venta de productos enzim&ticos pa­
ra la industria representa hoy en dia un mercado de entre 
400 y 600 millones de d6lares. 2 ' Sin embargo, s6lo unas 6 
enzimas cubren el 90\ del mercado y el potencial que repre­
sentan las aproximadamente 2,000 enzimas descubiertas es un 
verdadero reto para el biotecn6logo. 

La ingener1a genetica abre, por.otro lado, nuevos ho­
rizontes a la producci6n y aplicaci6n de enzimas. Un eje! 
plo de estas posibilidades lo constituye el hecho de que 
e.l gen que codifica para la a- amilasa termoest11ble de &:tel-

lt.u..4 4.te.aJw:theJUnopklhu. ha sido clonado y se expresa en B«c.i1.lu4 

4ubtll.l4, siendo ~uiz4 esta enzima, la primera que ser4 pr~ 
ducida a nivel industrial como producto de la ingenierta g~ 
netica. 1 



Sin embargo, las enzimas tienen aplicaci6n en otras 
~reas como por ejemplo, en la industria farmac~utica (como 
catalizadores en sfntesis de algunos productos. uso de al­
gunas enzimas como medicamentos, etc.); en el 4rea de aná­
lisis cltnicos (glucosa-oxidasa para determinaci6n del con 
tenido de glucosa en sangre, etc.) 

z. 

El tecn6logo de alimentos enfoca las enzimas desde di 
ferentes puntos de vista; desde luego que uno de los aspe~ 
tos fundamentales lo constituyen los procesos en los que 
se produce un cambio mediante la adici6n de una enzima (ej. 
la pr.oducci6n de queso, la clarifi·caci6n de jugos de fru­
tas, etc.), o m~s aQn los casqs en los que las materias 
primas se producen mediante reacciones enzim4ticas: resol~ 
ci6n de mezclas racl!micas, producci6n de fructuosa', produ~ 
ci6n de triptofano, etc. Pero tambi~n el tecn6logo de ali­
mentos enfrenta la presencia de enzimas en prácticamente 
todos los materiales que maneja, de tal forma que deber4 
en ciertos casos crear las condiciones adecuadas para que 
actfien enzimas end6genas responsables de camb~os ben~ficos 
en los alimentos (Cuadro 1). 

CUADRO 1 

Ejemplos de cambios ben~ficos en el procesamiento de· 
alimentos, propiciados por la acci6n de enzimas end6genas. 

Acci6n de catepsinas en e.l ablandamiento natural de la car 
ne. 

Degradaci6n de almid6n durante el mal tea<lo de granos por· 
acci6n de amilasas. 

Producci6n de aroma en el procesamiento del te por acciOn 
de catecol-oxidasa. 

Acci6n de enzimas pecticas en la maduraci6n de frutas. 
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En otras circunstancias, los cambios que ocasionan la 
acciOn de las enzimas operan en detrimento de la calidad, 
ya sea por p~rdidas del valor nutritivo del alimento, por 
cambios indeseables de color o por cambio de textura. (Cu! 
dro 2) 

CUADRO 2 

Ejemplos de cambio~ perjudiciales en .los alimentos 
propiciados por la acciOn de enzimas end6genas. 

DisminuciOn en el valor nutritivo: oxidaci6n de la tiamina 
(tiaminasa), la vitamina C (4cido asc6rbico oxidasa) y el. 
piridoxal fosfato (fosfatasas). 

Xantina oxidasa: responsable de la generaci6n de sabores 
indeseables, ej. leche. 

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

Liposigenasa: oxidaci6n de ~cidos grasos indispensables. 

El tecn61ogo podr~ tambi~n beneficiarse de la termal! 
bilidad de las enzimas; en ocasiones, la.estabilidad t~rmi 
ca de una enzima es tal, que su desestabilizaci6n o inacti 
vaci6n coinciden con un tratamiento t~rmico necesario en 
el procesamiento de alimentos, y ast podr~ establecerse un 
mdtodo de control de calidad indirecto. Esta situaci6n pue 

. . . -
de ej~mplificarse con la pasteurizaci6n de la leche, donde 
el tratamiento termiéo ademAs de destruir los microorgani~ 
mos nocivos, desactiva la enzima fosfatasa alcalina (entre 
otras) por lo que puede determinar indirectamente si este 
proces.o fue llevado a cabo en forma adecuada, midiendo la 
actividad de la fosfatasa alcalina. (Cuadro 3). 

3. 



CUADRO 3 

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

Fosfatasa alcalina: pasteurizaci6n de leche. 

Fosfatasas: pasteurizaci6n de jugo de naranja y jam6n enla 
tado. 

Peroxidasa: escaldado de ch!charos. 

N, acetil-<IC-D-glucoaminidasa: eliminaci6n de Sa.!mon~tl« en 
pasteurizaci6n de huevo. 

Actividad diastásica (o<..•amilasa): en relaci6n con sobreca· 
lentamiento de miele~. 

Igualmente se ha propuesto a las enzimas como indica­
dores biol6gicos del estado fisiol6gico de diferentes veg~ 
tales.u Tal es el caso de la peroxidasa, relacionada con 
dafio celular, trauma e infecci6n, la ieucina aminopeptida­
sa en la madurez del cacahuate las esterasas como indicado 
ras de contaminaci6n fungal, etc. 

En el aspecto anal!tico, las enzimas permiten determ~ 
nar cuantitativamente sustancias org~nicas. Hoy en d!a 
existen reactivos enzimllticos para determinar· cerca de 30 

sustancias. (Cuadro 4). 
CUADRO 4 

Algunas de las sustancias que pueden ser cuantifica• 
das mediante el uso de enzimas. 

Acido asc~rbico · 
Acido c!trico 
Acido llctico 

Lactosa 
Glucosa y fructuosa 
Lecitina 

4. 



Acido Succtnico 
Almid15n 
Colesterol 

Rafinosa 
Maltosa 
Sorbitol 

En ciertos 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 anAlisis cualitativo o menos preciso. 22 

Lª tecnologta de alimentos debe velar porque las enzi 
mas del sistema digestivo humano y animal puedan actuar en 
forma 15ptima sobre los alimentos, por lo ~ue la deteccil5n 
y destruccil5n·de inhibidores enzimáticos es otra área de 
estudio. Muchos cereales poseen inhibidores de a11Hasas C.2, 

mo un medio natural de proteccil5n contra los depredadores, 
impidiendo la degradaci!Sn del allltid6n y por ende el desa­
rrollo de infecciones al cultivo. Igualmente, existen inh.!. 
bidores de proteasas como el inhibidor de ~a tripsina (en­
zima proteolttica del sistema digestivo) en la soya. Estos 
altimos, generalmente de naturaleza prote!nica son destrui 
dos durante el tratamiento t~rmico. 6~ 

En maltiples casos, uno es mero espectador de proce­
sos enzimáticos que se suceden dta con dta 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
secuencfa de la accil5n directa de una enzima sobre un pre­
cursor. ~9 Al cortar Wla cebolla o un ajo daftando el tejido, 
las enzimas. llamadas "alinasas" actllan sobre las "alinas" 
(derivados de la cistetna), generando el aroma y las caras 
tertsücas lacrimlSgenas de todos conocidas en· estos a lime~ 
tos~ El mismo fen!Smeno sucede en los rdbanos, la mostaza y 
la pimienta, donde enzimas tioglucosidasas, ~ctllan sobre 
precursores (tiogluc6sidos) generando el aroma. De hecho, 
bajo esta hip15tesis se han diseftado experimentos en los 

s. 
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que un alimento procesado (secado o conce~trado), al ser 
rehidratado para su consumo, se le adicionan extractos del . 
alimento fresco. 

Los microorganismos son la fuente mAs comlln de las e!. 
zimas comerciales, aunque tambi~n hay enzimas que provie­
nen de tejidos vegetales y animales que se extraen con di­
ferentes solventes. Las enzimas microbianas presentan mAs 
ventajas ya que los microorganismos pueden crecer rápida­
mente a diferentes condiciones, de manera que es posible 
la producción de muchas enzimas a grandes cantidades. 5 

Una enzima microbiana producida principalmente por 
hongos (P. 6un.icLl.lo4wn, P. l.ilA.rhwm, etc.) y algunas bacterias 
(B. 6u.6c.um, L. b.i.fsi.du.,6, etc.) es la dextranasa (a-D-(1,6) glu-

• can-hidrolasa, EC 3.Z.1.11), que es la principal enzima 
que lleva a cabo la hidr6lisis de la dextrana. 

Las dextranas s~n homopolisacáridos extracelulares 
compuestos de unidades 11-D-glucopiranosa, ligadas con enl!. 
ces 11(1+6) con diversos niveles de ramificac~6n, sintetiz!. 
das por la dextran-sacarasa (de varias especies de L~n.o.6-
t.oc) 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 tambi!n como vector en medicamentos, mejorador 
del flujo sangu!neo, etc.; pero tambi!!n presenta proble-··\ 
mas: en el Sector Salud,. induce la caries dental y. en la 
Industria de Alimentos, el principal problema es la prese!_ 
cía de dextranas en el jugo de cana de az6car, aspecto.que 
ser4 analizado posterio7mente. 

Por lo anterior, los objetivos del presente trabajo 
son: realizar una revisi6n del origen de las enzimas dex­
tranasas, estudiar su f~rma de producci6n, purificaci6n y 
mecanismo de acci6n como una alternativa para la solución 



de los problemas de contaminaci6n en la Industria de Ali­
mentos, as1 como su aplicaci6n en otros sectores de la In­
dustria Farmaceutica. 
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C A P I T U L O I 

GENERALIDADES 

I.l Dextranas. 

La dextranas son una gran clase de homopolisaclridos 
extracelulares compuestos exclusivamente de unidades a-D­
glucopiranosa; ligados con enlaces a(l.46) principalmente y 

con diversos niveles de ramificaci6n, en funci6n de su ori 
gen. La dextrana se forma a partir de llllidades de.sacaro.sa, 
quedando constituida por unidades de glucosa y es formada 
si la bacteria Leucanot..:toc. met.entvw.idet. U· .otro 'micrc:>organismo 
productor crece en soluciones apropiadas de sacarosa. tl 

La sintesis de la dextrana es efectuada por la enzima 
dextransacarasa (a-1,6. glucan: D-fructuosa 2-gl'ucosil­
transferasa, EC Z.4.1.5) de origen microbiano (principal­
mente por varias especies de Le.uconot..:toc. ) , inducible poT sa- • 
carosa, teniendo su actividad máxima a un P.H de 5.2 , de 
acuerdo con la siguiente reacci6n 52 : 

) 

Q, + n 

Cn-2) 



La cadena de dextrana presenta diversos grados de ra-
111ificaci6n que dependen del origen de la dextran-sacarasa 
(Tabla 1). Asi, una dextrana producida por L. mcwe.n.teJto.idu 

n:es prácticamente lineal y por lo tanto, soluble en agua, 
mientras que, el alto grado de ramificaci6n de la dextrana 
prodúcida por S. mu.tan.6 (84\ de a 1-3), la hacen pdctica -
mente insoluble.~ª 

TABLA 1 

Composición de dextranas producidas por diferentes microor­
ganismos."' 

\ de residuos [luconiran6sidos 
Microorganismo Isomaltosa maltosa nigerosa koj i-

biosa 
a(l- 6) ~c1-n -:t{l-32 ap .. 2) 

Leu.ccm.o.&.td.c. mu en.teJr.o.idu 

NRRL-B-512 95 5 
NRRL-B-?425 64 8 28 
NRRL-'f!-1299L 49 19 32 

stlr.ep.to e.o ce.e.u. mu.tan.6 
OMZ 176 16 84 
Ingbritt A 37.5 62. 5 

Stlr.ep.tococ.c.u.6 ~angu.U 

804 52 48 
Complejo Tibi 90 1.5 s.s 

Como la dextran-sacarasa es una enzima extracelular, 
la dextrana es formada por extractos libres de bacterias 
de Le.u.c.ono4toc. ~Ue.n.teJr.o.idu para aplicaciones industriales. 
Las dextranas se obtienen igualmente via la acci6n de dex­
tran-sacarasa de otras bacterias de entre las cuales las 

9, 

m!s estudiadas son las de los géneros:St~eptococcu.~, St4ept~ 

ba.ctetium,Ac.wbac.t~, Be.ta.bacteJLlwn y principalmente; las del 
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género le.u.c.ono<\.toc. en sus especies: mueJl.teJUJidei. IJ dex.tlum.lc.wn, 

tribu Stlr.eptococc.eae, familia Lactoba.ci.U.a.c.eae. 5 2 

La dextrana es una ·substancia polimolecular. Su Peso 
Molecular generalmente es muy alto, el orden de magnitud 
pudiendo ser de varios millones. 2 ~ 

La f6rmula emp!rica de la dextrana es la siguiente: 73 

Mediante diversas técnicas como la ultracentrifugaci6n 
mediciones de viscosidad, etc., se ha' demos~rado que la mol!, 
cula de dextrana tiene forma. de hilo. La molécula se puede 
ver en un microscopio electr6nico. 18 

Las dextranas tienen un gran namero de aplicaciones 
industriales; de entre l.as cuales destacan: 

- Floculantes en productos de papel. 52 

- Procesos de chapado de metales. 5 2 

- Suturas quirúrgicas. 52 

- En alimentos. 52 

Estabilizador y espesante en jarabes. 
Concentrados de jugos c!tricos. 
Procesamiento de frutas. 
Preservaci6n de alimentos (pel!cula protectora) 
Como conservador (algunas veces en combinaci6n con an­
tibi6ticos). 
En la formulaci6n de helados. 

Producci6n de fibras. 52 

- Preparaci6n de lociones~ 2 

- Soporte en medicamentos (Fe-dex~rana). 11 

- Mejorador del flujo sangu!neo.-• 0 

- Sustituto o expansor del volumen del plasma sangu1neo. • 0 
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La lista. anterior permite apreciar que la~ dextranas 
tienen una amplia aplicaci6n industrial, sin que ~sta sea 
.exhaustiva, ya que solo se mencionan las de mayor relevan­
cia a titulo de ejemplo. 

Sin. embargo, existen ciertos casos en los que las de!_ 
tranas se .presentan como resultado de una contaminaci6n 
bacteriana, constituyendo un serio problema principalmente 
para el sector azucarero i p~ra el sector salud: 

- En la Industria de alimentos, el principal problema 
es en el jugo de cada de azacar, ya que al estar presentes 
las dextranas que se forman por la acci6n de la dextran"'S! 
carasa de Le.ucono.s.toc. me..senteJtO.úie.6 sobre la sacarosa del jugo, 
se provoca un aumento en la viscosidad y por consiguiente 
se dificultan todas las operaciones ulteriores. 59 

- En el Sector Salud, las dextranas han sido identifi 
cadas como factores de inducci6n de la caries dental. 66 Al. 
haber deficiencia en el aseo bucal, los residuos de sacar~ 
sa en los dientes. propician un medio efectivo para induc­
ci6n y posterior accil5n de la d~xtran-sa~arasa de microor­
ganismos de la microflora salival como:StJr.ep.toc.oc.c.u..s mu.tant., 
S • .sa.llvaJLú.l.s, etc. Dado el al to pareen taje de ramificaci6n 
de estas dextranas, su solubilidad en agua es muy baja, 
quedando adheridas a la superficie de los dientes y consti 
tuyendo ast, un excelente soporte para la retencil5n de ma­
teria orglnica y de microorganismos. El Acido 14ctico pro­
ducido, contribuye igualmente a ia· desmineralizacil5n de 
los dientes. " " 

Alternativas para.la eliminacil5n de dextranas.- La m! · 
nera m4s prlctica de eliminar las dextranas, es realizando 
una hidr6lisis de las mismas y para !sto hay tres opciones: 

- Hidrl5lisis leida. En este m!todo no se precisa de 
instalacil5n compleja y se puede regular f4cilmente, por ~o 



12. 

que el método es atractivo. Colin y Belval 11 describieron 
la hidrólisis parcial de la dextrana con 4cid~ y la preci­
pi taci6n del producto hidrolizado con alcohol. Sohns et 
al ' 1 establecieron el tratamiento en instalaci6n pilotri 
del dextrano purificado por una precipitaci6n previa a la 
hidrólisis, la cual la llevaron a cabo a pH 1 (H2so4) y a 
SOºC. Sin embargo este método, por sus características no 
puede.ser aplicado en los casos de contaminaci6n antes me~ 
cionados. 

- Hidr6lisis enzimática. Se lleva a cabo por la enzima 
dextranasa. Alsop 1 experiment6 con enzimas de los laboratorios 
Beckman y Calbiochem, demostrando que las de acci6n end6gena 
producen una pequeña cantidad. de oligosacáridos al inicio de 
la reacci6n originando una distribuci6n similar a la obteni­
da en la hidrólisis 4cida. En contraste, la dextranasa Sig-
ma grado 1 usada por Basedow10 aunque descrita,;como endl5ge­
na, produce oligosac4ridos, maltosa e isomaltosa"al princi­
pio de la reacci6n. Una se~ecci6n de enzimas comercialmente 
apropiadas producen diferentes distribuciones de peso mole­
cular sobre el mismo tipo de dextrana, esto se debe a que ªE 
tüan sobre la molécula de dextrana y a su comportamiento 
cerca' de ambas ligaduras, a(l-.6)° y a(l-3) en el polímero. 
Econ6micamente estas enzimas ofrecen algunas ventajas sobre 
el proceso ácido, además de que pueden ser inmovilizadas 
y/o recuperadas y reusadas. 

- Hidr61isis ul tras6nica. Varios investigadores han 
estudiado esta hi~r61isis. En particular, Basedow 1 desl:ri­
bi6 inicialmente la cinética de esta reacci6n. ~ste metodo. 
provoca la ruptura de la molecula de dextrana_preferente­
mente en un punto medio, A t.ravh de un anllisis de GPC, 
mostr6 que una pequefta·fracci6n de dextrana '40' (peso mo­
lecular 40 000) se produce despues de sucesivas hidr61isis 
obteniéndose tambien distribuciones de pesos 'moleculares 
cercanos· a 10 000 y 20 000 •. Este estudio se llev6 a cabo a 
nivel laboratorio y no se ha reportado hasta la fecha nada 
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ªferca del esc.alamiento a los nivt:les piloto e industrial. 
1 
1 • 

- Finalmente, considerando que la eliminaci6n de dex­
tranas se plantea en casos donde fueron originados por prp_ 
blemas de higiene, el·uso de sustancias que inhiban el cr~ 
cimiento de bacterias con actividad dextran-sacarasa, ha 
sido igualmente propuesto. En particular, los ingenios azu 
careros emplean sales cuaternarias de amonio: 15 

I.2 Dextranasas 

I.2.1 Definici6n. 

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

I.2.2 Mecanismo de acci6n. 

Dependiendo del sitio donde rompan la cadena de dex­
trana o de polisac4ridos similares, las dextranasas se di­
viden en dos tipos: endodextranasas, cuando rompen las pa~ 
tes internas de la cadena y exodextranasas, cuando rompen 
las partes externas de la cadena.'º 

La enzima.ataca principalmente los enlaces glucosidi­
cos a~l,6 de la dextrana, dando como resultado oligosac4ri 
dos de varios tamafios (isomaltosa, isomaltotriosa, etc.) 
al principio de la reacci6n. 71 Estos oligosac!ridos van a 
ser hidrolizados por la enzima al continuar la reacci6n. 
teniendo preferencia por los "de cadena m!s larga,. pues CO!!, 

tienen mayor _cantidad de enlaces glucosidicos a.,1, 6 como 
se puede apreciar en la Fig. 1, ademlls .. , en la Tabla II, se 

1muestran los productos de digesti6n de algunas de.xtranasas 
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 glucosldicos, 



a partir de las terminaciones no reducidas del sustrato y 

que al incrementar el grado de polimerizaci6n del mismo, 
·el hidrolizado enzim!ltico tambUn ataca al 4° y 5° enlaces 
glucosidicos. 73 

G - G _±_ G' 

G --G _L G ....±_ G1· 

G-G .J_G j_G ~G' 

G-G j_G J_G -G -G' 

G-G j_G _J_G j_G -G -G' 

G - G j_ G JL G J_ G J_ G - G ~ Gi 

Fig. 1 

Mecanl.smo de accil5n de la Dextranasa II de P. 6wt.c'.c.ulo­
<1um sobre isomaltodextrinas. 73 

G: glucosa 
G': 
-. 

.. 

terminación reducida 
enlace glucos!dico a·l,6 
hidrl5lisis muy r!lpida 
hidr6lisis r4pida 
hidr6lisis ligera cuando las terminaciones redu· 
cidas son sustitu!das con un grupo alcohol, 

TABLA II 

productos de digestiOn resultante de la acciOn de al· 
gunas dextranasas sobre diferentes sutratos •. 



Fuente de dextranasa y 

sustrato utilizado 

P. 6un.iculo4um 73 

sustrato: dextrana 

p. UlatUrwmª' 
sutrato: dextrana. 

P4e.udomolt44 4p. 11 

sustrato: oligosac4ridos 
de 3·10 unidades de glucosa. 

Flavobitc.te!Uum 4p. 19 

sustrato: dextrana -
Flavobacte.Jti..um 4p. '

9 

sustrato: oligosac~ridos 

A4 pel!g.ili.Lu. caJLtt2.U.6 • 85 

sustrato: dextrana 

StJLeptcc.oc.CLl.4 rrU..:ti.4. 90 

sustrato: dextrana 

Productos de digestiOn 

Isomaltosa, isomaltotriosa, iso­
mal to te traosa, isomaltopen­
taosa y otras isomlatodex­
trinas grandes. 

Isomaltosa, isomaltotriosa 
y pequeñas cantidades de D­
glucosa. 

Isomaltosa, isomaltotriosa 
y pequeñas cantidades de D­
glucos.a. 

Isomaltotriosa e isomaltote 
traosa. 

Isomaltosa, isomaltotriosa. 

Isomaltosa, isomaltotriosa 
y pequeñas cantidades de D­
glucosa y de isomaltopenta2. 
sa. 

Pequeñas cantidades de glu­
cosa e isomaltodextrinas 
grandes. 

Un factor importante para la acci6n de la dextranasa 
es la estructura de la dextrana.79 Si observamos la Tabla 
III, una. dextranasa de Flo.vobactl!JLÚJnl 4p. hidroliza mejor y 

m4s r4pido a las dextranas lineares que a las ramificadas. 
(Fig. Z}. 

1 s. 
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Modo de accilSn de la dextranasa II de Fl.t:tvoba.ctvt.i.wn ~p. M-73 sobre varias 

dextra:nas 79 • e Dextrana B·Sl2 ; • Dextrana r.;.110 ; e Dextrana cUnica ; 

o Dextrana T-10 ; l!. Dextrana B-1307 ; .l Dextrana B-1416 ; • Dextrana B-1298;· 

& Dextrana B-1299. 



Wheatley y Moo·.Young 90 mostraron que una exoenzima so 
la daba un grado de degradacit>n menor e.amparado al de una 
endoenzima sola y que una combinaci6n de las dos enzimas 
daba un resultado mayor que la suma algebr4ica de los efes 
tos individuales de las enzimas. Esto se debe tener en 
cuenta cuando se quiera .una mejor y más rápida eliminaci6n 
de las dextranas. 

I.2.3 Medici6n de actividad. 

La actividad de la dextranasa puede ser medida si· 
guiendo cualquiera de los cambios en algunas propiedades 
f1sicas de la dextrana adicionada (por ejemplo opalescen­
cia o viscosi.dad) o la producci6n de azCicares reductores a 
partir de la dextrana. 6 

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, actua~ 
do sobre un extremo de la .cadena de dextrana y produciendo 
unidades de glucosa o cadenas cortas de unidades oligosac! 
ridas. 36 

17. 

Para medir la opalescencia o turbidez de una soluci6n, 
generalmente se utiliza un nefelOmetro; para mediciones de 
viscosidad, se usa un viscos1metro (Ostwald) previo trata­
miento a las soluciones problema 31 y finalmente, para med! 
ciones de azacares reductores lo más usual es determinar· 
los por los m!todos del Ac.3,S-Dinitrosalic!lico (DNS)tto 
por una titulaci6n indirecta. 36 Algunos autores utilizan .el 
método de Schaffer y Somogyi 63 ·para el mismo objetivo. Da· 
do que para obtener la actividad espec!fica·se requiere 
cuantificar la prote!na, !sto se realiza principalmente 
pór el método de Lowry.~ 



18. 

TABLA III 

Correlaci6n entre la estructura del substrato dextra­
na y el grado de hidr6lisis de la dextranasa II de F.t.avoba.c.­
.tvr.i.JJm ¿p. 79 

Dextrana Enlace Gh(i) 

Dextrana cltnica Cl-(l-+6)' (1-+3) zs. 7 

Dextrana T-10 (l• (1+6). (1+3) 24. 7 
Dextrana T-110 (l- (1-+6)' (1-+3) 26.8 
B-512F (l• (1-+6)' (1+3) 32 .·1 
Sephadex G-15 (l• (1-+6), (1+3) 3.1 
Sephadex G-75 a- (1-+6'), (1+3) 16.0 
Sephadex G-200 (l• (1-+6), (1+3) 21.1 
B-1298 Cl-(1+6), (1+2) ,(1-+3) l. 9 
B-1299 (l• (1+6). (1+2), (1-+3) l. 2 

B· 1307 (l• (1+6). (1+2)' (1+3) 8.2 
B· 1416 (l• (1+6). (1+2), (1-+3) 8.7 

Gh: grado de hidr6lisis, llevado por 24 h a 30ºC. 

La actividad se define dependiendo del m~todo utiliz! 
do para su medici6n; a manera de ejemplo, en la Tabla IV 
se presentan algunas de las definiciones de a·ctividad 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 36 en sus investigaciones.sobre de~ 
tranasas mencionan la .determ~nación de actividad de la en• 
zima, midiendo su poder para liberar azocares reductores, 
el cual se puede estimar de manera similar al de lal(-amil!. 
sa. La mezcla de reacci6n se compone de lOOml de' una salu­
ci6n conteniendo lg de dextrana, Sml de una soluciOn amor· 
tiguadora de fosfatos pH 5.9 y Sml de soluci6n de la enzi· 



ma. La soluci6n de dextrana, la solticidn amortiguadora y 

el agu~ necesaria son primero mezclados en un matraz que 
es colocado en una estufa a 30ºC. Después de que la temp~ 
ratura es constante, la soluci6n de la enzima es adicion! 
da con un previo calentamiento a 30ºC. A intervalos consi 
derables, son reservadas muestras de Sml determinándose su 
contenido de azocares reductores por la modificacidn del 

m6todo de Linderstrom-Lans y Holters~7 ; dada por Blom y Ros­
ted15, Una linea recta puede ser dispuesta para algunos 
puntos, como la liberaci6n de azacares reductores es pro­
porcional al tiempo en el ·principio de la hidr6lisis enzi­
m~tica la inclinaci6n·de la 11nea, da la velocidad de libe 
raci6n de azQcares reductores. 

TABLA IV 

DEFINICIONES DE ACTIVIDAD 

Parlimetro medido 

Opalescencia 
(Bailey y Clarke) 

Viscosidad 
(Hattori e Ishibashi) 

Simbo logia Definición 

UO. 

vu 

La actividad de dextra 
nasa de una soluci6n 
es reportada como el 
porcentaje de la pérdi 
da de opalescencia de 
la soluci6n despu6s de 
tm tiempo indicado. 

Una unidad de activi­
dad de viscosidad red~ 
c:ida (VU) se define co 
mo la cantidd de enzimi 
la cual reduce la vis­
cosidad especifica de· 

. la·mezcla a la mitad 
en 10 minutos bajo las 
condiciones establecí· 
das. 

Ref. 

19. 



Tabla IV (Cont.) 

producci6n de azdca- U/ml 
res reductores. 
(Simson, Liberta, Ri 
chardson). 

Producci6n de azúca­
res reductores. 
(Madhu y Prabhu) 

UI 

Producci6n de azúca- U 
res reductores. 
(Hiraoka, Fukumoto, 
Suguira.etal, Tsuru, 
Hi rose, Tsuj i) 

Una unidad de activi­
dad de dextranasa, se 
define como la canti­
dad de enzima requeri­
da para liberar del 
substrato (dextrana),1 
mg de azücares reduct~ 
res des~u!s de Zh de 
contacto a 37°C en una 
soluci6n amortiguadora 
de fosfatos O.lM,pH 6. 
O y se expresa en Uni­
dades/mi. 

Una unidad de dextrana 
-~ 

sa es definida como la 
cantidad de enzima, la 
cual libera una micro-.· 
mol de azúcar· reducido 
CD-glucosa) en un min. 
y se expresa en Unida­
des /ml. 

65 " 

51 

Una unidad de actividad 72 u 
... 15 de dextranasa se define 

como la cantidad de en- 26 

~ima la cual puede pro· 
ducir una cantidad de 
azocares reductores 
equiva:ente a 1µ mol de 
glucosa por minuto (Un! 
dades). 



Producci6n de azfica- DU 
res reductores. 
(Tsuchiya y Korsaric 
etal.) 

Producci6n de azdca- U 
res reductores. 
(Janson). 

Zl. 

Una unidad de dextrana ~~ 13 

sa es definida como la 
cantidad de enzima la 
cual produce 1 mg equ! 
valente de isomaltosa 
monohidratada en l h a 
40°C. Se expresa como 
DU. 

Una unidad de dextrana 39 

sa se define como la 
cantidad de enzima ne­
cesaria· para liberar 
grupos reductores co• 
rrespondientes a la 
formaci6n de l ~ mol 
de isomaltosa/min a 
40ºC. 

Como los productos de la hidr6lisis enzim!tica de la 
dextrana con mecanismo ende, no son monosac!ridos ni olig~ 
sac~ridos pero si polisacáridos de varios tamanos, se con­
sidera más correcto expresar la cantidad de dextranasa en 
miliequivalentes de azocares reductores/min-ml, por ejem­
plo: mg de glucosa/min-ml o mg de isomaltosa/min-ml. 

Bailey y Clarke 6 dete~minaron. la actividad de una dex 
tranasa de La.c.tobttc.i.lluA bi6.ldu.6. Experimentos preliminares s~ 

· girieron que la dextranasa de L. bJ.6J.¡Ju4 act:fla mediante un 
mecanismo tipo endo. La actividad de ~extran~sa en las pr! 
paraciones enzimáticas es por lo·tanto medida siguiendo la 
p!rdida de opalescencia de dextrana en soluciones estándar 
cont;niendo enzima liofilizada {S-20 mg/ml de aGua) o ex­
tracto libre de cdlulas (1 ml), soluci6n control contenie~ 
do dextrana (2 ml) y soluciOn amortiguadora de citratos 
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(0.2~, pH s.s, 2 ml). Fu6 incluida en cada serie de prue­
bas una soluci6n control conteniendo dextrana, soluci6n 
amortiguadora y enzima desnaturalizada (lS mina lOOºC). 
Las soluciones fueron preparadas en tubos especiales de n~ 
fel6metro y se incubaron a 37ºC en tolueno. Al principio y 
a los intervalos durante la incubaci6n, la opalescencia de 
las soluciones enzim4ticas relativas al c.ontrol de la enzi 
ma desnaturalizada, fueron me.di.das én un nefel6metro EEL. 
La actividad de dextranasa de una soluci6n se reporta como 
el porcentaje perdido de opalescencia de la soluci6n des­
pu6s de un tiempo indicado. La velocidad de p6rdida de OP! 
lescencia de las soluciones de dextrana-dextranasa se mues 
tra en la Fig. 3. 6 

Otros autores como Madhu y Prabhu 51 determinan la acti 
vidad de la dextranasa de Pen.ic.ilUwn acul.ea.tum, utilizando el 
m6todo de Kosaric et al"" despu6s de diluir la enzima (1: SO) 
con solución amortiguadora de acetatos (0.lM, pH S.6) e i~ 
cubaci6n con el sustrato (2.5% de dextrana BDH, P.M. 200, 
000-275,000) a 40°C por 20 minutas, los azücares reducto­
res y prote1na, fueron estimados por los m6todos del AC. 
3, S·dini trosalicilico (DNS) 511 y Lowry 50 respectivamente. Una 
unidad de dextranasa fu6 definida como la cantidad de enz~ 

ma que libera una micromol de azócar reducido CD-glucosa) 
en un minuto y se expres6 en Unidades/rol. La·actividad es­
pecifica fue definida como unidades de dextranasa por mil~ 
gramo de prote1na. La enzima fue recuperada por saturaci6n 
de sulfato de sodio(75\), precipitaci6n con acetona (66\) 
y despu6s dializada antes de usarse. 

I.2.4 Producci6n. 

La enzima dextranasa es producida por varios microor­
ganismos¡ entre ellos encontramos.hongos y. bacterias, alg!!_ 
nos de los cuales se mencionan en la Tabla v. 

La producci6n de enzimas microbianas en general, de· 



10 .. 

o 2 

Fig. 3 

4 5 

Tiempo (h) 
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6 

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

lucimes conteniendo dextranasa (en agua, lml), sol. de dextrana (2 ml) y sol. 

1JJOOrtiguadora de citratos (0.2M, pH S.S; 2 ml) fueren incubadas a 37•c y se 

midi6 la opalescencia a intervalos'. ·O Dextranasa I (Smg); • Dextranasa II 
(20 mg). 



TABLA V 

Microorganismos productores de dextranasa. 

Microorganismo 

Penic.ll.lium 6un¡culo4um 
Pen¡cillium pu4pu4ogenum 
Penic.ll.lium lilacinum 
Penicillium aculeatum 
Cytophaga john4onii 
Fu4a4ium mon.ll.i6o4me 
Ve4ticillium COCC04Um 
Chaetomium g4acile 
P/ieudomona4 /ip. 
CelvibAio 6u.lva 
Penicillium ve~~uculo4um 
Spica~ia vio.lacea 
Lactobacillu¡, bi6idu6 
AAthAobacteA globi6o4mi/i 
StAeptococcu¡, mutan¡, 
F.lavobacteAium multivo4um 
8Aevibacte4ium 6«4cum · 

A4 peAgillu4 caAneu¡, ·· 

Ach~omobacteA 4pp. 

Referencia 

(44,83) 

(31) 
(87) 

(Sl) 

(39) 

(65) 

(31) 
(31) 
(19) 

(38) 

(83) 

(83) 

(6) 

(62) 

(86) 

(31) 
(74) 

(33) 

(31) 

24. 



pende entre otros fa~tores de los siguientes: 

i) Composici6n del medio de cultivo. 
ii) Cantidad de in6culo. 

iii) pH del medio de cultivo. 
iv) Agitaci6n y aereaci6n. 
v) Temperatura de incubaci6n. 

vi) Tiempo de incubaci6n. 

A continuaci6n se analizan algunas de sus caracterís­
ticas específicamente relacionadas con la producci6n de 
dextranasa: 

i) Composici6n del'medio de cultivo.- Se puede dar 
una composici6n general del medio y aunque algu­
nos microorganismos tienen mayores requerimientos 
que otros, en t6rminos globales, las principales 
características del'medio son: 
- Dextrana. Se requiere como inductor para la pr~ 

ducci6n de la enzima. Se utiliza a una concen­
traci6n del 2%. 

• Fuente de Nitr6geno. Como fuente de nitr6geno 
puede emplearse extracto de levadura, NaN01 o 
(NH-)250~ a una concentraci6n de aproximadamen­
te U. 

25. 

• Fuente de F6sforo. Se utiliza generalmente KH 2 PO~ 

o una soluci6n amortiguadora de fosfatos al 0.05% 
- Fuente de Magnesio. Se emplea utilizando Mgso-. 

7H20 6 MgCl2.6H20 al 0.02\ 
- Otras sales. Feso"~, ZnSO~, Mnso- y cuso, en fun· 

ci6n de elementos traza a una concentraci6n que 
var1a entre 0.0005 y 0,011 ' 

ii) Cantidad de in6culo.- Generalmente se utiliza un 
volumen del 5 • 10\ {V /V).'., 

iii) pH·del medio de cultivo.- El pH del medio puede 
ser entre 3.5 y s.o generalmente, aunque algunas 



bacterias como Lac.toba.dU.u.6 b.t.6.l.du.6 requieren un pH 
de 7.2 para la producci6n de la enzima. 

26. 

iv) Agitaci6n y aereaci6n.- Dependiendo de los micro· 
organismos que se utilizan, los cultivos pueden 
ser agitados o no, con aereaci6n. o sin ella (con­
diciones anaerobias). Exi.s~ inclusive un reporte 
de producci6n en atm6.s.fera.de· H2 +.C02.& 

v) .Temperatura de incubaci6n.- Se utilizan temperat~ 
ras entre 20°C y 37ºC. 

vi) Tiempo de fermentaci6n.· El tiempo de fermentaci6n 
tambi~n es variado. De~endiendo del microorganis· 
mo que se emplee, la fermentaci6n puede variar,de 
48 h a una semana. 

Para dar una idea más clara de las condiciones en que 
se produce la enz~ma dextrana.sa, a continuaci6n se presen­
tan algunos ejemplos de procesos desarrollados para dife­
rentes microorganismos: 

• Producci6n dextranasa por La.c.tóba.c.ílln.6 b.i.~ 6 

Medio de cultivo: 

. Bacto triptosa 10 g 

. Bacto extracto de levadura 0.3 g 

• Dextrana de S. bov.ú. 1-5 g 
Agua c.b.p. 1000 ml 
pH 7.2 

Los cultivos se incubaron en una atmOsfera de Ha + 

C0 2 (95:5 V/V) a 37-ºC durante 48 h. 



- Produccidn de dextranasa por Peltlc.UU.wn 6WU:c.u­
to.sum SH-5 utilizando cultivo sumergido~~.­

Medio de cultivo: 

Dext rana cruda 

Extracto de levadura d harina 
de soya 

•. cac1 2 
• MgCl 2 • 6H2o ; adiciona do a 1 litro 

de sol. amortiguadora de fosfatos 

10.lM • pH 5.8 
• In6culo 

• Agitaci6n 

20 g 

10 g 

0.4 g 

0.2 g 

5\ V/V 

200 rpm 

Los cultivos se incubaron a 2SºC en matraces a­

gitados aproximadamente una semana. 

- Produccidn de dextranasa de·· P. 6un..lc.ulo.sum 1J P. 
l.Uatúrtum 3 G • 

Medio de cultivo: 

Dextrana (bajo 

NaN0 3 
• (NH4 ) 2so4 

KH 2Po4 
• MgSO 4• 7H2o 
• Fe SO 4. 7Hz0 

ZnS04•7H20 
• MnS04.iH2o 

CuS04.SHzO 
• In6culo · 

P.M.) 20 g/l 
1.6 g/l 
1.0 g/l 

o.so g/l 
0.25 g/l 
0.10 g/1 

0.044 g/l 
0.020 g/1 
o.oos g/1 

0.1 ' 
El pH del medio puede ser entre 3. 5 y s.o; se 
incub6 durante 10 d!as a 2SºC en cultivo sumer­
gido. 

27. 
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Producci6n de dextranasa de FUAaM.um mon.lU.6011.me ISU-32 6 5
• 

Medio de cultivo: 
• Dextrana clinica 10 g/1 
• DL-asparagina 0.1 g/1 
• NaCl 3.0 g/1 

MgS04' 0.2 g/l 
• NH4H2Po4 1.0 g/l 

• KzHP04.3HzO 1.0 g/l 
. KI 100 µg/l 
• Acido b6rico 10 µg/l 

Molibdato de amonio 10 µg/l 
. Sulfato de Manganeso 10 µg/l 
. Sulfato ferroso 50 µg/l 
• Tiamina 200 µg/l 

Riboflavina 200 µg/l 
• Piridoxina 200 µg/l 
• Ac. Nicotinico 200 µg/l 
• Ac. p-amino benzoico 200 ¡Jg/l 

Pantotenato de calcio . 200 µg/l 
. Inositol 10 µg/l 
• Biotina z µg/l 

. In6culo 1 cm 2 (a) 

El pH final del medio fu~ ajustado a 8,0 con NaOH lN. 
La fermentaci6n fu~ mantenida bajo aereaci6n (41/min.) 
a una temperatura de 30°C durante 14 d1as, 
(a) A 10 1 de medio de c~ltivo se inocula lcm2 de mice~ 

lio tomado de un cultivo slSlido de F. mortlU6o.'lllle; 

- ProduccilSn de dextranasa 
Medio de cultivo: 
• KH2Po4 
• (NH4) 2so4 

de Cytophaga johnJ.oñi.l 110 • 

13,6 g/1 
2.0 g/1 



, MgS0 4.7H2o 
FeS04.7HzO 
Dextrana (P.M. 40,000) 

• In6culo 

0,2 g/l 
0.5 mg/1 
1 \' P /V 

l. 5 \ 

El medio fu6 ajustado a pH 7. O ·con KOH. Se incubaron 
matraces c6nicos conteniendo 25ml de medio a 30ºC y 

con agitación. 

-----------0-----------

zg. 

En lo que a agitación se refiere,para el caso de matra­
ces, generalmente se emple_a un volumen de líquido equivalente 
al 20t del volumen del matraz (100 ml/500 ml) con agitaci6n de 
200 rpm, mientras que en fermentador (14 litros) el volumen de 
fermentación es del 70t aproxim~damente, con agitaci6n de alre­
dedor de 400 rpm con aereaci6n de O. 5 vvm. H 

Es· importante señalar que las condiciones varfan depe~die~ 
do del microorganismo ó del tipo de fermentación empleado para 
la producción de la enzima (cultivo sumergido, s6lido, etc.),t~ 
niendo particular importancia el uso adecuado de los componentes 
del medio para no afectar la producci6n. Esta situaci6n se ilus­
tra en las Tablas VI y VII. 

Dada su estrecha relaci6n con la productividad, otro fac­
tor im1;>ortante en la producci6n de dextranasa, es el periodo de 
incubaci6n 6 tiempo de fermentación. Simonson y Liberta 6 ~ uti­
li:z.aron una cepa de F~dJtiwn rronlU6oJUne para la producci6n de dex­
tranasa, d~terminando diariamente los cambios cuantitativos en 
la actividad.de la dextranasa extracelular producida en cultivo 
sumergido 24 h. despues de la inoculaci6n,a lQ largo de 14 dtas. 
La actividad se midi6 etrnalf.cuotas de 3ml, previa centrifugaci6n 
para remover células 1 '. El efecto del periodo de incubaci!Sn so­
bre la producci6n de dextranasa se observa en la Fig. 4. 
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TABLA VI 

pactores de cultivo qu~ afectan la producci6n de dextranasa en 
el medio de cultivo de Fukumota(l): efecto del ~H y algunos 
constituyentes del medio 51 • 

Factor variado(l) Concentraci6n Acti vidau de dextranasa 
(%) (U/ml) 

K2HP04 0.2 60.0 
0.3 43. 8 

NaNo 3 0.1 48.8 
0.2 58.8 

NH4No3 0.1 45.0 
0.2 47.S 

Peptona 0.2 40.0 
,0.3 42.S 

Extracto de 
levadura 0.2 70.0 

0.3 so.o 
Licor de remojo 
de maiz. 0.1 30,0 
pH 

4,0 48,S 
s.o so.o 
s.s 58.S 
6.0 58. o 
7,0 

Medio de Fukumota 
optimizado, (2) 228.0 

(1) !édio de Fukumota: Dextrana 0.5%; NaN03 0,2%¡ K2HP04 0.1%; Extracto de 

levadura 0,1'¡ MgS04,7liiO 0,05\; KCl O.OS\; ¡:eso4.7ffiO 0,001%; pH 6,0~ 5 , 

(2) Dextrana (Sigma, P.M. 40x106), 2%; N~3, _KzHP04 y extracto de levadura, 
0.2\; pH 6,3-6,S y otras sales, con incubacien a 30ºC, 96 h ccn agita­
ci6n. 



TABLA VII 

Efecto de diferentes fuentes de carbono en la producci6n de dex­
tranasa 51 

Fuente de carbono(!) 

Dextrana (P.M. 40x10°) 

Ilextrana (P.M. 275,000) 
Ilextrana (P.M. 175,000) 

Hidroli:::ado :kido 
(6N HzS'.>4) dextrana 
Ilextrana rallis (P.M. 
150,000 can glucosa) 
Ilext.rana (P.M. 17 ,500) 
Polvos de celulosa 
Whatman No .1 

Almid5m (BDH) 

Dextrina (BDH) 

Agar (Difco) 
Levan (bacteriano) 
D-glucosa 
O-fructuosa 
Sacarosa 
Maltosa 
Lactosa 

Producto . de reaccitn 
conc.(despu!!s de Z h) 
Dextrana (Le.ucono4toc) 

Sefadex G-50 

Concentracit5n Actividad de dextranasa 
(%) (U/mll 

o.s 26,S 
1,0 56.0 
1.5 74,5 
z.o 60,0 

1.0 20,0 

1.0 16.5 

2.0 o 

1.0 5.0 

1.0 10.S 

1.0 o 
1.0 o 
1.0 o 
0.5 o 
1.0 o 
1.0 o 
1.0 o 
1.0 o 
1.0 o 
1.0 o 

1.0 so.s 
1.0 74.0 
1.0 o 

(1) La fuente de carbono se vari6 en el medio de Fu1a.lnata 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~ mona.l6011.me y la producción de dextranasa. Los resu.!_ 
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 producción de dextranasa. Para observar 
las diferencias de crecimiento se mide el di~metro de la co 
lonia. 

TABLA VIII 

Efecto del pH inicial del medio de cultivo sobre el creci­
miento y la producci6n de dext ranas a de FiuaJtiwn mon.lU6011.111e 86 • 

pH 
FJ:l (a) 

Actividad de dextranasa Di~tro de la colonia (b) 
!nicial . (Unidades/ml) (cm) 

4 Z.7 0.30 Z.30 ! 0.1000 
s . Z.7 0.38 z.so+: 0.011 

6 Z.8 0.59 2.85: 0.035 

7 4.0 :'il.63 3. 38 : 0.083 

s 6.1 33.03 4.05 : 0.206 

(a) Medición después de 10 ellas de inaibaci6n en un roodio liquido defini­
do conteniendo 1\ de dextrana y a tma terrperatura constante de ZSºC. 

(b) Medición después de 5 d1as de crecimiento en m nedio sdlida amtenien 
ci> 1\ de dextrana e incubado a tenperatura ambiente. 
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1.2.4.1 Cinética de la Fermentaci6n. 

A continuaci6n se presenta el caso de la cinética de 
la producci6n de dextranasa de PeJLlc,i,U.,Wm 6WU:culo1ium'"· .La 
fermentaci6n se puede dividir en dos fases, en función de 
la producci6n de dextranasa: 

l. Fase de crecimiento.- El crecimiento celular es 
rápido, la masa celular es incrementada hasta la 
concentración máxima Xm que es alcanzada al tiem 
po tm. La concentraci6n del producto, en éste ca 
so dextranasa, permanece bajo. 

2. Fase de producci6n.- La masa celular disminuye 
casi linearmente, mientras la concentraci6n del 
producto se incrementa de modo estable hasta que 
es alcanzado el nivel máximo. La concentraci6n 
del producto se expresa como uria funci6n de la 
masa celular (ecuación 3). 

Estas dos etapas permiten suponer que e~ producto en 
éste proceso, no está ligado al crecimiento, caso que ha 
sido contemplado por algunos modelos cinéticos. Una forma 
de analizar el proceso es la siguiente: 

Se tiene: 
X • concentraci6n de masa celular, g/1. 
P • concentración de dextranasa, DU/ml. 
t • tiempo de fermentaci6n en horas. 

ki, k2 • constantes. 
µ • velocidad espectfica d~ crecimiento, 1 :dX 

qp • v~locidad especifica de s!ntesis de X ctr 
producto,· l dP 

X ar 
Se encontró una relaci6n linear existente entre P-X 'fY el 

T 
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tiempo, durante las 2 fases aunque con pendiente diferente (Fig. 5): 

p - X 
x ••••••••••••••••••••••••• (1) 

diferenciando: 

tearreglando: 

1 dP • (kt +k +l) 1 dX + k 
T-at i z T-at i 

qp. .. e kit + kz + 1 )Jl + k1 ••••••••••• (2) 

forma integrada: ,, ,, . 

donde t
0 

, X
0 

y P
0 

son valores iniciales. 

Las ecuaciones cinéticas más frecuentemente reportadas para la 

descripcit'n de la sfutesis de productos en procesos fennentativos son 

las siguientes: 

Modelo 

Luedeking & Piret 
KCllO & Asai 

Le n.ty 

Modelo propoosto 

dende: 

Ecuacltin clnl!tica 

qp • ki\.I + kz 
qp • ki~ + kz(l -~ ) 
dP(t) • ki dX'(t) + k2 
~ ar 
qp·• ( k1t +. kz + l)Jl + ki 

~ • coeficiente aparente de actividad del crecimiento. 

X*(t) • X(t -15 ) donde 6 es la produccitln en la fase lag. 
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Relaci6n de P • X con el tienqio de producci6n de dextranasa de PeM.c.lU.lum 
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Al modelo de Luedeking .& Piret no se le encontr6 apl! 
caci6n. El modelo de Kono & Asai correlaciona bien s6lo a­
rriba del punto de masa celular máxima (ta30 h). El modelo 
de LeDuy es completamente aplicable en el periodo de incu­
baci6n. Sin embargo, la desviaci6n de la concentraci6n de 
la enzima observada, es grande para ser aceptable. El mod~ 

lo propuesto es el anico que coxrelaciana completamente 
bien el periodo de incub.4u:i6n .incluyendo la fase de decli­
nación de la masa celular. 

37. 

·La producci6n de la enzima se efectu6 en cultivo su­
mergido, en el medio descrito anteriormente""~ La actividad 
máxima obtenida es del orden de ZOO DU/ml. Se encontr6 que 
ciertas condiciones son escenciales para la obtenci6n de una 
alta producci6n de dextranasa. Primero, se requiere de un pH 
inicial de 5.8 - 6.0 y segundo, los cultivosriinclinados usa­
dos para la inoculaci6n, tienen que ser de 2 semanas. La a1-
tima condici6n indica la importancia de las esporas en la 
propagacMn del cultivo y la producci6n de la enzima. 

Se observ6 que la producci6n máxima se obtiene a las 
120 horas; por otro lado, el máximo de biomasa se alcanza .1 

después de 30 h de incubaci6n, lo que indica que el máximo 
de actividad se detecta después de que la biomasa empieza a 
decrecer y es evidente una aut6lisis definida (Fig.6) . 

Un comportamiento diferente se muestra en la producci6n 
de dextranasa de Pen.i.ei.J..Uum aculeatum51 • 'La biomasa, la activi­
dad de dextranasa y la actividad especifica se incrementan 
durante el curso de la fermentaci6n. Después de 144 h se es­
tabHizan y posteriormente la protdna solüblie se incrementa. 
y la actividad especifica decrece (Fig.7). Enºéste caso se 
obtiene un rendimiento de 228 a 230 unidades/ml de dextranasa. 
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En s1.111a, se puede decir que la dextranasa se produce 
principalmente por hongos y algunas bacterias utilizándose 
un in6culo entre el S - 10 t. El pH y la temperatura 6pti· 
mes de producci6.n son de 3.5 - s.o y de 20ºC - 37ºC respes 
~ivamente. En la mayoría de los cultivos se utiliza agita­
ci6n y el tiempo de fermentaci6n es de 48 horas a una sem! 
na. De los •icroorganismos ~studiados, se ha visto que se 
obtienen mejores rendimientos para la producci6n de dextr! 
nasa con ~ 6un..ic.ulc~um. La composici6n del medio de 
cultivo es importante para una buena producci6n de la enzi 
ma, teniendo como principal componente dextrana, la cual 
se emplea en una concontraci~n de l.S • 2.0 \y además de 

P.M. no ml.IJ olovado (¡onoralmentt se utilizan dextranas 
do P.M. dtl orden de 40,000), siendo el inductor de la en· 
zima. Do~ .. diondo do las nocosidades del microorganismo e~ 

ploado, ''utilizan divorsas. E~ontes de nitr6geno, magnesio, 
f~sforo y talQs minerales mencionadas. 

1.2,4,Z Rocuporaci6n de on~imas. 

Generalmente es necesario procesar materiales celula­
res frescos para la recuperaci6n de la enzima. Con fuentes 
microbianas, a ,menudo pueden recuperarse enzimas de sobre­
nadante almacenados en refrigeracidn. Sin embargo, la via­
bilidad en las propiedades que presenta en el congelamie~ 
to y descongelamiento de las protefoas puede presentar di­
ficultades para obtener datos reproducibles por p6rdidas 
de activid•di•. Por lo tanto, despu~s de terminada la for­
mentacidn, se recomienda ~racetar de inmediato •l medio. 
Las vtu a HQ\lh' 'P&rlt h. 1'0C:'Ulltl'&~i~n y 11rocesa111iento de 
la on:tma ton ~uy variadas. Bn la Tabla IX se mencionan a! 
IJ'Unil al tern'advas. 

Para el caso de enzimas intrace·1 ulares, es necesario 
seftalar que se han efectuado algunos desarrollos inclusive 
a nivel industrial que evitan la extraccidn de la enzima 
empleando a la c~lula completa preservando la actividad e~ 

40. 
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TABLA IX 

Alternativas de recuperaci5n y procesamiento de e.n.zimao; 28 

I, ENZlMAS EXTRACELULARES : 

a) Eliminacim de c!Hulas (filtracilin, centrifugacifn, sedi-

mentaci5n, etc.). 

b) Evaporaci6n. 

c) Precipitaci6n (cm sales 6 solventes). 

d) ITI.trafiltraci6n. 

e) Extracción. 

f) Secado. 

g) Precipitaci6n fraccimada. 

h) Adsorcilin:. 

i) CromatogTafia. 

II. ENZIMAS INrnACELULARES: 

· En ~ste caso, previo 'a la aplicaci&l de cualquiera de las etapas ., 

antes mencionadas, se incluyen : 

a) Recolecci6n de <:!lulas. 

b) Ruptura celular y extracci6n. 

c) Eliminaci6n de residuos celulares. 



ibll'tic:a de :iate~en el imltericT (aso de glucosa-iso1111e­
rasa. fkd.UMj crMltlll ; peimici:n.i.1110-anü.dasa • E. or:U • e1tc.) 2 ~ 

~ alp111Cs casos de pnd.ua:ifimi iie denranasa se illlcll.!! 

ye como primera eitapa 11.a separad6im de la bio11Dsa. ya que 

1" enzinas conocidas se localii:an en el exterior-de las 
dlulas. Otros casas. dada la ubicaci5n .re la denrimasa. 
requieren de ma ¡pr1e1trat:amiieim.m. iEDn la Tabla l se reportan 

los mftodos de 1."lll!l:11tura celular ús empleados a escall.a la­
boratorio e industrial. A C'Cllll1tinuaci6n se nencionan a.lgu­

aos ejel!llplos. 

Jasort ' 11110str6 que la dextranasa de una cepa de C;f-

.toplwgsr. jaburúi se locali:z:a en la envoltura SU!Jer:ficial de 

la célula. Para la extracci6n de Est:a en:ina, se requiere 
de varios tratarmientos de solubilizaci6n con algunos det:er 
gentes (Tabla X!). 

Con éstos eltJ?er~nentos deDUestra que los surfactan­
tes no í6nicos son lllás adecuados que los i6nicos para la 
ext.raccilSn de dextranasa. Los mejores resultados fueron o!! 
tenidos con alquil-aril-polieter y alcohol lauril-eter, t!:_ 

· niendo valores de balance hidroftlico-lipoftlico (HLB) de 
alrededor de 13 a 14. 

El deterseate ats eficiente f~ Trit6n X-100. La aejor 
solubilizacilSa fuf alcanzada a pH entre 7-9 (fig. 8) y a 
concentraciones de Tritdn x-100 alrededor del Z\ (p/v) 6 11!. 
yores (Pis.9). !1 periodo de incu&acidn con ~ste detergente 

, requerido para la 11.fxiaa solubili:z:aci6n, varía con la tea­
peratura y CODcentraci6n de envoltura/bacteria. 

-. 
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Fig. 8 

Efecto del pH en la solubilizaciá1 de dextranasa de Cy.tophaga. johrt6on.li. por 

Trittln X-100. La actividad se expresa coro porcentaje. El detergente tiene 

una concentración del 2\ (p/v) en sol. amortiguadoras O.OSMi acetatos a pH 

4. O y s. O; fosfatos a pH 6.0 y 7 .o y tris-HCl a pH a.o y 9. o. Se incuba a 

SºC, 2 h. en agitador rotatorio- 0 • 

• Actividad en incubado ; o Actividad en sobrenadante. 
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Efecto de la ccncentracil5n de detergente en la solubilizacifu de la dextra­

nasa de Cy.tophaga. john.4on.ii. por Tritl5n X-100. La concentraci6n de envoltura 

es de ZO g peso hOroodo/100 ml de suspensi6n. La incubacil5n tiene lugar en un 

mezclador rotatorio a SºC durante 90 min. Se utiliza sol. aroortiguadora de 

fosfatos pH 7.5. Los efectos de·la solubilizacil5n se expresan COllX> porcenta­

jes de actividad de incubado~º. 



TABLA X 

I. MECANICO. 

A. Ruptura en Uquido: 

a) Agitaci6n 111?clinica, licuadora Waring. 
b) Ul trasorlido. 
e) PresHin: 

- Prensa Francesa. 
- Fraccicnador Ribi. 
- Prensa. 
- Oiaekof'f. 

B •. Ruptura en s6lido, 

a) Molienda.: 
- Mortero, 
- r.t>lino de bolas. 

b} Presi6n: 
- Prensa Hughes. 
- Prensa ''X''. 

II. ID MECANICD. 

A. DesecacilS:n. 

B. Lisis. 

C. F1sica. 

a} Oioque osmOtico. 
b) Descanpresien. 
e) Congelamiento y descongelamiento. 
d) Secado por aire. 
e) Secado al vac1o.. 
f) Liofilizaci~n. 
g) Secado por sol ventes. 

D. ~ca, 

a) Cati6nica y ani&lica. 
b) Detergentes. 
e) .AntibiOtica. 
d) Glicina, 

E. Eruim4tica. 

a} Lisozima y enzimas relaclmadas, 
b) Fagos. 
e) Antibi~icos. · · .... '/' ..... 

• 

45. 
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TABUA XI 

Efecto de varios detergentes en la solubilizaci6n de la dextranasa de 

Cy.tophaga. john.6oni.l4 0 
, 

Detergente Valor de HLB Actividad de dextranasa (') 
Iñcuoaao Sooreñadañte 

Twe!Ul 20 16, 7 100 68 
40 15.6 100 SS 
80 15,0 100 66 
60 14.9 100 63 
85 u.o. 100 6 
65 10.5 100 45 
81 10.0 100 4 

Trit6n X-45 10.4 100 16 
X•l14 12.0 100 76 
x:100 14.0 100 102 
x-102 14.6 100 64 
X·40S 17.9 100 20 
N·lOl 13.4 100 88 

Berol on 11.0 100 90 
085 13.S 100 92 
267 12.3 100 21 
296 15.2 100 sz 
EMU-09 13.6 100 98 

Brij 30 9,7 
, 

100 o 
35 16.9 100 29 

Myrj 51 16.0 100 17 
53 17.9 100 40 

Deoxicolato 95 62 

SDS 40.0 84 84 

CPC 32 o 
CI'B 28 o 

Estos resultados es~ dados cOllD porcentajes de -la actividad de la sus-
pensi&\ caitrol. . 



4 7. 

Todas las t!cnicas de desintegraci6n probadas causan 
rompimiento y disminuyen el tamaño de las parttculas de las 
membranas celulares con poca uniformidad entre ellas. 

La oscilación s6nica en éste caso, produce soluciones 
heterogéneas, las cuales requieren de velocidades muy altas 
de centrifugación debido a que el tamaño de parttculas es 
demasiado pequeno~º. 

Siguiendo los experimentos para recuperación de dex­
tranasa de Cq.:tgphaga. john.4onü., Janson ... P utiliz6 enzimas y v.::, 

nenas de vtbora para éste propósito. Los venenos de vtbora 
son fuentes ricas de enzimas hidroltticas y se demu;stra 
que 7 de 9 venenos utilizados por Janson, liberan la dex­
tranasa• activa de las envolturas de las células de manera 
eficiente (Tabla XII). 

Todas las enzimas proteoliticas listadas en la Tabla 
XI han sido efectivás en la liberación de dextranasa de la 
envoltura de la célula con una solubilizaci6n de más del 75%. 

La a-quimotripsina fué elegida para alg.unos estudios 
por las ventajas que presenta en relación a su eficiencia, 
a sus propiedades de restituir la actividad de la dextran! 
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 e! 
tar ubicadas en células de las bacterias Gram negativas: 

1. En la membrana externa. 
2. En el espacio periplAsmico. 
3. En la membrana citoplAsmica. 
4. En el citoplasma. 
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TABLA XII 

Habilidad de varios venenos de víbora y enzimas, para remover la dexttanasa 

de la envoltura de C. jonlu.onil - 0
• 

Actividad de Dextranasa 

Incubado Sobrenadante 
Reactivo % de \ ae ' ae valor ilúcial incubado valor inicial 

Venenos de v1bora* 

Agkistrodom piscivorus 107 96 103 
Bi tis arietans 108 98 106 
Both.rops atrox 110 94 104 
Crotalus adañianteus 102 22 22 
Dendroaspis polylepis 107 92 99 
Hemachatus haemachates 106 90 95 
~aja nigricollis 106 92 98 
Trirneresurus okinavensis 101 63 64 
Vipera russellii 104 25 26 
Bee venan 97 7 6.S 

Enzimas** 

Lipasa (p§ncreas) 98 6 6 

Lipasa (gennen hairedo) 99 3 3 
Lipasa (microbio!.) 97 7 6.S 
Tripsina 81 13 11 
a-c¡Uimotripsina 101 96 97 
Papa.ina 103 74 ·,76 
ftminopeptidasa 95 5 5 
Carbox.ipeptidasa 98 3 3 
Proteinasa (B. ~ubüU6) 49 72 35 
Proteinasa (Pen.lc..lU.úun) 103 97 100 
Proteinasa (M.tlvt.oba.c..:teJL) 43 81 35 
Lisozima 93 8 7.S 

* Concentraci6n de pared: 7Smg peso seco/ml concentraci6n del veneno: 
2mg/ml ; tiempo de incubaci6n: 75 min. 

** CmcentraciOn de pared: 160mg peso seco/ml ; cancentraci6n de la enzima: 
1 mg/ml ; tierrqio de incubacim: 2 horas. 



• 

49. 

IOO • ..o· ,,,. .. 
..a-"",,,. \ . 

\ .. ,,,, \ 
\ 

~ 
,, 

""' 
, 

!,.. I '-o 
75 " CI 1 • , 

CI , 
e 1 
CI 1 .. 1 - 1 

"' 1 • 50 1 e 1 .. 1 

"CI 1 
1 
1 

"CI 1 
CI 1 

"CI , 
~ 

1 

Z5 1 
1 

u 1 
~ 1 

1 

' I 
1 

-- j 

4 5 6 7 8 9 

pH 

Fig. 10 

Solubilizaci6n de dextranasa de CytoPuiga jolw.onil por a-qui.llDtripsina a 

varios valores de pH "º· 
• Acti vi.dad de suspensiones después de la adici!Sn de a-quinotripsina. 

o Actividad en el sobrenadante des~s de incubacifin y centrifugacifin. 
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' Las enzimas localizadas en el espacio periplásmico o 
en el citoplasmá, son liberadas cuando la bacteria es de· 
sintegrada y son obtenidas en el sobrenadante después de 
centrifugaci6n, por los·metodos anteriormente mencionados 

Sl. 

al igual que las que se encuentran en la membrana externa 3 9
• 

Otro caso de dextran.asa intracelular es el reportado 
por Covacevich y RJ:.chards 19 , quienes despues de la ferme!!_ 
traci6n, tratan las cUulas de P¿eudomonM UQM· 733 por son.!_ 
caci6n durante 20 minutos en W'l ultrasonicador MSE 100 
watts a W'la temperatura menor de SºC en una soluci6n amo!. 
tiguadora de citratos (pH 5.5) seguido por centrifugaci6n. 
Las enzimas intracelulares son aishadas de la soluci6n s~ 

. btenadante por precipitaci6n con sulfato de amonio segui­
do de centrifugaci6n. Bl precipitado (designado enzima 
cruda) se redisuelve en sol. ,amortiguadora de citratos 
0.02M (pH S.5) y se dializa contra una soluci6n de glici· 
na al 1\ por 24 horas, 

En el caso de hongos productores de dextranasa intr!, 
celular (P. 6wilcu!o6um, P. Uhtc..útum) en cultivos de superf_! 
cie,.se colectan en W1 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 d!a a tem· 
peratura ambiente para aut6lisis, después se realizan dos 
extracciones con sol. amortiguadora de acetatos diluida 
(pH S.O). Bl extracto obtenido se ce~rifuga. El sobrena • 
dante contiene la dextranasa cruda, la cual almacenada en 
tolueno y bajo condiciones de refrigeraci6n durante 8 me­
ses, no presenta apreciable p6rdida de actividad 11 • · 



Lás dextranasas extracelulares, generalmente se rec~ 
eran por centrifugaci6n 6 filtrado, por ejemplo, la dex­

tranasa de S. nutaM 57 , después de la fermentaci6n, el cul 
t"vo se centrifuga d~rante 10 minutos a 12,000 x g. Sugi~ 
r et al 71 recuperan la dex~ranasa de P. 6un.lculo~wn por fi!. 
t aci6n. Tanto Simonson et al 65 como Hiraoka et al 3 ~ uti-
1 zan filtración seguida por succión para ·remover las c~-
1 las e impurezas insolubles en la recuperación de dextr! 
n sas de Fiu.aMwn moni.lláOllme y de A.. c.Mneltl> respectivamente. 

1.2.4.4 Purificación de la enzima. 

La parte fundamental de la purificaci6n consiste en 
un serie de fraccionamientos, mediante los cuales, la e~ 
zi a de interés es separada de otras enzimas y prote1nas. 

Una vez que se cuenta con la proteína en sóluci6n, se 
so ete al fraccionami~nto, que puede realizarse en función 
de algunas de las siguientes características o de la combi 
nación de ellas: 

l. Solubilidad. 
2. Carga eléctrica, 
3. Tamaño. 
4. Actividad biol6gica. 

1.2.4.S Purificación de dextranasa. 

52. 

Para la purificación de la dextranasa de Al.pe.11.gat.UA ca:l 
112.U.6 , Hiraoka et al 3 3 utilizaron varios mlStodos como se 
mues ra· en la Tabla XIII siguiendo los pasos que a continu.!!. 
ci6n se describen: 

I. Primer fraccionamiento con sur fato de amonio.· Se 
filt an 12 litros del cultivo crecido a trav6s de una me!!!. 



br~na de celite, con succi6n para remover las células e 
impurezas insolubles. Para aclarar el filtrado se adicio 
n6 sulfato de amonio hasta una concentraci6n final de 
40\ de saturac~ón. Después de reposado durante la noche 
en refrigeraci6n, el precipitado resultante se remueve 
por filtración a través de una membrana de celite. Al 
filtrado se adiciona sulfato de amonio sólido hasta un 
80% de saturaci6n, almacenando la mezcla durante 4 horas 
en refrigeración. El yrecipitado es recuperado por filtr~ 
ci6n, disuelto en una pequéfia cantidad de sol. amortigua­
dora de fosfatos SmM, pH S. S y después, dializado contra 
la misma solución amortiguadora durante 2 días, en los 
cuales, el liquido de difilisis se cambia cada 12 horas. 

II. CromatograHa en col,umna de DEAE-celulosa. - Des­
pués de la remoci6n de los materiales insolubles por cen­
trifugaci6n, el sobrenadante se carga sobre una columna 
(4.0 x 80 cm) de DEAE-celulosa, previamente equilibrada 
con sol. amortiguadora de .fosfatos S rnM, pH S. S • La co­
lumna es lavada con Z litros de la soluci6n amortiguadora 
y lg dextranasa adsorbida es eluída con un gradiente li­
near incrementado en concentración de NaCl a una veloci­
dad de flujo de SO ml/h. El dep6sito contenta 1 litro de 
sol. amortiguadora de fosfatos SmM - NaCl 1.0M, pH 5.5 y 

la cémara mezcladora contenta 1 litro de solución amorti 
guadora sin NaCl. El patrón de eluci6n de la dextranasa 
estll. ilustrado en la Fig. 12._ 

III. Segundo desalado (salting·out) y cromatograf!a 
sobre columna de DEAE - celulosa.- A 540 ml de la frac­
ción activa, se adicion6 sulfato de amonio hasta un 80\ 
de saturación. Después de mantenerlo toda la noche en 
refrigeración, el precipitado result"ante se colecta por 
centrifugación, se disuelve en una pequelia cantidad de 
sol. amortiguadora de fosfatos S mM , pH 6.5 y después 
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TABLA XIII 

Purificaci6n de dextranasa a partir de un cultivo filtrado 
de AllpeAg.l.Uu6 CMtte.u.6 u · 

Procedimiento pH Volumen Protefoa Actividad Actividad 
(ml) (mg) total Especifica 

(x 10" 3) 

Cultivo filtrado 6.4 11,900 34. 200 1,310 36,2 
Desalado y di§lisis s.s 300 2. 320 838 363 

Cromatograf1a DEAE·celulosa s.s 540 613 762 1,220 
Desalado y diAlisis 6,5 24 462 712 1,540 
RecromatograUa DEAE-celulosa 6.5 115 281 .550 1,960 
Desalado y filtraci6n en gel 7.0 68 190 435 Z,300 
sobre Bio Gel-P-150 
Desalado y dUlisis 7.0 10 175 408 2,330 

Corridas repetidas de e lec-
troenfoque. 

Dextranasa I 4.2 3.5 48 ·º 123 2,560 
Dextranasa II 4.~5 z.o 34.0 85 2,500 

Recuperaci6n 
(\) 

100 
64 
58,1 
54.3 
42.0 
33.2 

31.2 

9,4 
6.5 

U1 
U1 
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dializado contra ·la misma soluci6n amortiguadora durante 2 
d1as con cambios del 11quido de di~lisis cada 12 h. La solu­
ci6n de la enzima dializada, 24 ml, se carga sobre una colum 
na (1.6 X 40 cm) de DEAE-celulosa, equilibrada con la misma 
soluci6n amortiguadora para adsorber la dextranasa sobre el 
intercambiador de iones. Despu6s de lavar la columna con 200 
ml de la soluci6n amortiguadora, la dextranasa s~ eluye con 
un sistema de gradiente linear de NaCl a una velocidad de 
flujo de 20 ml/h. El dep6sito y la clmara mezcladora consis­
tieron de 200 ml de la soluci6n amortiguadora con y sin NaCl 
0.6M respectivamente. Un perfil de eluci6n representativo se 
muestra en la Fig. 13, A 115 ml de la fracci6n activa se adi 
ciona sulfato de amonio hasta un 80\ de saturaci6n y despu!s 
se mantiene toda la noche en refrigeraci6n, el precipitado 
resultante se colecta por centrifugaci6n. 

IV. Filtracjón en Gel con BioGel P-150, 
El precipitado se disuelve en una' pequefia cantidad de 

solución amortiguadora de fosfatos 2SmM, pH 7. O y despu!s se 
sujeta.a filtraci6n en gel con una columna de BioGel P-150 
equilibrada con la misma solución amortiguadora. Se present6 
un pico sim~trico de prote1na con una actividad especifica 
de dextranasa constante (Fig. 14). Se combinan 68ml de la 
fracción activa ·y la dextranasa se precipita con la adici6n· 
de sulfato de amonio sólido. Despu~s de mantenerlo toda la 
noche en refrigeraci6n, el· precipitado se colecta usando una 
centrifuga, se disuelve en un volumen pequefio de soluci6n 
amortiguadora de fosfatos pH 7,0 y despu!s se dializa contra 
la misma soluci6n durante 2 d1as. 

y. Electroenfoque. 
La preparaci6n de la enzima 'diali;ada, (alrededor de 

100 mg), se sujeta a electroenf~ue, usando una columna de 
440 ml con un anfolito de rango•de pH de 3 a 6. Por este pr~ 
cedimiento, la enzima se separa en 2 fracciones activas, de!_ 
tranasa I (pI 4,12) y dextranasa II (pi 4,35), Ambas fraccio 
~es activas son otra vez sujetas al electroenfoque bajo con-
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Patrón de filtraci6n en gel sobre BioGe8 de una dextranasa de 

A. caMe.Ll.6 parcialnente purificada 3 3
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diciones similares. La fracci6n dextranasa 1 es de nuevo se­
parada en dos fracciones. Aparecif> un componente activo 'en 
la misma posicif>n con aquella del material inicial (dextran! 
sa I) y la otra en la posicif>n de dextranasa II. Por otro l! 
do, la dextranasa II mostr6 un simple patr6n sim!trico en r~ 
petido experimento de electroenfoque. Ambas enzimas son pur! 
ficadas alrededor de 65. S veces por los procedimientos mos­
trados anterionnente y la actividad recobrada fue de 9.4\ P! 
ra dextranasa I y de 6.5% para dextranasa II. 

Sugiura et al 72 llevaron a cabo la purificaci6n de dex­
tranasa de P~ 6wt.lculo6um con los procedimientos que se 
muestran en l~ Tabla XIV. La enzima cruda es sujeta a extra~ 
ción con agua~ fraccionamiento' con sulfato de amonio y final 
mente fraccionada con BioGel P-60, eqúilibrado con solución 
amortiguadora de acetatos 50mM (pH S.O). En ésta etapa, la 
enzima es purificada alrededor de 20 veces. Posteriormente, 
la enzirn~ es pasada a trav~s de una columna de CM-celulosa, 
equilibrada con soluci6n amortiguadora de acetatos lOmM (pH 
s.O). La enzima adsorbida es elu1da por un sistema de gra­
diente linear. Por estos procedimientos, la ~extranasa es p~ 
rificada alrededor de 30 veces a partir de la enzima cruda. 
La fracción activa obtenida por cromatograf1a en DEAE-celul~ 
sa, es sujeta a electroenfoque; son obtenidos dos picos con 
actividad de dextranasa, dextranasa I (pl 3.98) y dextranasa 
II (pl 4.19). Ambas preparaciones son electrofor!ticamente 
homog~neas. La recuperaci6n total de actividad es alrededor 
del 24\. 

Otros autores como Covacevich y Richards 19 han utiliza­
do tos experimentos de electroenfoque para la purificaci6n 
de la enzima dextranasa de P6eu.domona.4 ~QM 733¡ los experimen­
tos de electroenfoque son conducidos a 4•c con una columna 
anal1tica 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 pH de: 3 a 10; 7 a 9: 6 a 8 y de 4 a 6, 



TABLA XIV 

Procedimiento de purificaci6n de dextranasa de P. 6wúc.ulot.um. 72 

Procedimiento 

Bxtracci6n con agua y frncciDnamiento 
con sulfato de amonio (0,3-0,6 stn.) 
y disuelto en agua. 

Fraccionamiento con Bio Gel P-60 

Dializado contra agua y pasado en CM­
celulosa. 

Adsorbido en DEAE-celulosa y elu1do 
por un sistema de gradiente linear de 
NaCl (O-O. SM), 

Dializado contra agua y liofilizado 

Poco Isoel~ctrico. 
oextranasa 1 
Dextranasa 11 

Actividad total 
(unidadt!s) 

3984 

2643 

1468 

1358 

904 

Actividad especifica 
(Unidades/A nm) 

43 

125 

954 

964 

1Z4Z 

1230 
1260 



I. 2. S Propiedades de las dextranasas. 

1.2.s.1 Cin!tica. 
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Las enzimas son prote1nas que pueden considerarse como 
catalizadores bio16gicos y por tanto siguen las reglas gene­
rales .de la cat!lisis. Sin embargo, presentan una caracter1~ 
tica poco observada en catalizadores no enzim~ticos, fen6me­
no que se conoce como la "saturaci6n del sustrato". En 1 a 
Fig. 15 se describe el comportamiento que presentan la mayor 
parte de las enzimas con respecto a la concentraci6n del su~. 

trato; a bajas concentraciones de sustrato se observa una V!, 
riaci6n lineal con la velocidad inicial aumenta hasta alcan­
zar un valor constante para cualquier valor de concentraci6n 
de sustrato. En estas condiciones la reacción es de orden ce 
ro y en la zona de transici6n entre 6rdenes uno y cerq se 
tiene un orden de reacci6n fraccionario.~6 70 

El modelo m~ simple y m~s extendido en cat~lisis enzi­
m~tica es el modelo de Michaelis-Menten, desarrollado en 
1913 tomando en cuenta el fen6meno de saturaci6n antes des­
.erito. ·La teor1a de Michaelís ha sido ampliamente desarroll! 
da para reacciones en las que existe un sólo sustrato y sup~ 

ne la formaci6n de un complejo enzima-sustrato que posterior 
mente da lugar al producto, regenerando la enzima, segan se 
muestra en las siguientes reacciones: 

k¡ ka 
l) E + S ;:. ~k::::_::t=:! ES ••-....k..,..-""2..,__• E + p 

Desarrollando las ecuaciones de velocidad que implican 
estas reacciones, suppniendo que se alcanza el r~gimen esta­
cionario, d(ES)/dt • O, que la reacci6n que da origen al prE, 
dueto es prlcticamente irreversible y que la velocidad de 
reacci6n, dada por v•dP/dt•k 2 , es m~xima (Vmax) cuando la to 
talidad de la enzima en el medio se encuentra en forma de 
complejo Vmax•X2 (E + ES), podemos llegar a la· ecuaci6n: 

s 
2) v • Vmax -m--.-5- donde K• • k~l + k2 

k1 
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Fig. 15 

Descripci6n grli"ica del canportamiento cin!tico que presentan la 
mayor parte de las enzimasH. 
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· Km es la constante de Michaelis y equivale a la concen­
traci6n de sustrato para lo cual la velocidad es la mitad de 
la mAxima. Este parAmetro nos dd tambi6n una idea sobre la 
afinidad que la enzima tiene por el sustrato en cuesti6n, 
pues mientras menor sea su valor, menor ser4 la concentra­
ci6n de sustrato para la cual la enzima alcanza su valor de . . 
velocidad mliximo y· por ende mayor su afinidad"' 70 

Como toda reacci6n qu1mica, las reacciones enzim4ticas 
se ven afectadas por la temperatura; al fenómeno com11n de au 
mento en la velocidad de reacci6n con aumento de temperatura 
dada la mayor energta de las moldculas, se sobrepone la des­
naturalizaciOn de la enzima dado su origen prot~ico. El re­
sultado global de estas dos interacciones resulta en un per­
fil con un mdximo de velocidad a una temperatura que se ha 
denominado óptima. La parte correspondie~te al efecto cin~ti 
co puede ser descrito por la Ley de Arrhenius: 

3) K • Ae~Ba/RT 

donde K e·s la constante de velocidad de reacción, R la cons­
tante general del estado gaseoso, T la temperatura en ºK y 
Ea la energ!a de activaci6n caracter!stica 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 fenómenos independientes: 

a) Desnaturalizaci6n irreversible de las enzimas a pH 
extremos debido a la p8rdida de su estructura espacial por 
ruptura de enlaces no covalentes. 

b) Ionizaci6n del sustrato si es que posee grupos pola-
res, 

c) Estado de ionización de la enzima. 
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&s necesario el remarcar que el pH al cual la enzima al 
canza su m~xima actividad no necesariamente coincide con el 
pH al cual se observa su mlxima estabilidad. 

Un estudio cin~tico para una enzima dada, implica el d~ 
terminar la variaci6n de la velocidad inicial de reacci6n p~ 
ra diferentes concentraciones de sustrato, efectuados a las 
condiciones 6ptimas de pH y temperatura, para una concentra· 
ci6n de enzima dada. La informaci6n cin~tica (Km y Vmax) pu~ 

den obtenerse d1rectamente de una gr~fica tipo Michaelis (V 
vs S), aunque con bastante frecuencia se emplea alguna de 
las siguientes modificaciones algebr~icas de la ecuaci6n de 
Michaelis: 

1) Lineweaver Burk. 

1 Km 1 1 
-V- = Vmax -S- + Vmax 

1/Vo 

!Cm/Vmlix 

1/S 
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II) Eadie-Hofstee. 

V • V k
. V 

max - .m -S-

Vo 

Vm4x 

·vo/S 

III) Hanes. 

s Km + s 
-V- .. Vmax ViñaX 

S/Vo 

l/Vm4x 

-Km 

.,, 
''' 



A continuación se muestran ejemplos de cin!ti~as de una 
dextranasa de origen fungal y otra de· origen bacteriano. 

Dextranasa de origen fungal. - Sugiura et al. 7$ efectuaron 
estudios cin!ticos de dextranasas ·y observaron el efecto de ccf+ 
en la energta de activaci6n, la constante de Michaelis (Km) y 

la velocidad m4xima de, reacción (Vmax) sobre la dextranasa ob­
tenida de Pe.n.ic..llUwn 6wilculo.itu11. En prescncfa y ausencia de Co 2+ 

fue calculada la energía de activaci6n a partir de gr4ficas de 
Arrhenius. Como se muestra en la Fig. 16, en presencia de Co2+ 

la energta de activación decreció de 9,0 X 10 3 cal/mol a S.53 
X 10 3 cal/mol. Con la reacción de dextranasa, fueron tambi6n 
investigados Km y Vmax a varias concentraciones de Co 2+ a par-­
tir de gráficas de Lineweaver-Burk. Los resultados son present! 
dos en la Tabla XV: 

-TABLA XV 

Valores de Km y Vmax para Dextranasas 1 y II de Pe.n.i.c.iili.wn 6wUc.ti­
lo.ium a diferentes concentraciones de Co 2+ 75 

Concentración de C0Cl2 Vmax Km 
(M) Ciimol como glucosa) X 10-1 \) 

Ninguna 4.92 2.66 
2x 10=~ 6.50 2.87 

Dextranasa I lx lo-• 5.26 2.87 
Sx l0- 5 s.21 2.87 

2.Sx io- 5 5.04 2.87 

Ninguna 4.16 2.86 
2x 10 6.42 2.99 

Dextranasa II lx 10 s.s4 2.99 
Sx 10 S.32 2. 97 

2.Sx 10 4.82 2.99 
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3.1 3.2 3.5 

Fig. 16 

Grafica de Arrhenius para la reaccifu de Dextranasa II de P. 6u.n.lc.u.lo -

hwn en presencia y auscencia de CoC12
75

• 

o con CoClz ( 3 X lO~M) ; • Sin CoClz. 
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Los valores de Km fueron constantes a varias concentracio­
nes de Co 2+; por otro lado, el valor de· Vmax increment6 con el 
incremento de concentraci6n de co 2+. A partir de !stos resulta­
dos Sugiura et al. proponen las siguientes reacciones. 

En ausencia de Co:i+ 
ki 

Km: E + S ~k-1"" ES 
k E + p 

En presencia de Co 2+ 
ki k1

1 

Km': E + s ES E + p 
k-1 

Las ecuaciones para la velocidad son como siguen: 

V • km 
1 -s-+ 

1 -- = V 

Km - 1 1 
Vmax • T + Vmax 

veo++" k2' • e 
-km 
~+ 1 

_l_ = Kn' • 1 + 1 
vc 0 ++ Vmaxc 0 ++_s_ Vmaxco++ 

donde, e y s son las concentraciones de la enzima y sustrato 
res0 ectivamente. Km y Km' son las constantes de disociaci6n del 
complejo enzima-sustrato en ausencia y presencia de iones co++ 
respectivamente. 

Los resultados anteriores sugieren que, en la reacci6n de 
dextranasa, el c~2+ acelera la descomposici6n del complejo en­
zima-sustrato en. enzima y producto, esto causa el incremento 
de la constante de velocidad k2 y por lo tanto la constante k2' 

Dextranasa de origen bacteriano.- (Efecto del P.M. del 
sustrato). Sugiura e Ito 77 utilizaron úna dextranasa de Bllevi­
~ áu.6cwn para obtener los parAmetros cinl!ticos y obser­
var el efecto del P.M. del sustrato sobre los mismos. 

La constante de Michaelis y la velocidad mlxima fueron 
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calculados a parti~ de grAficas de Lineweaver-Burk como se 
muestra· en la Tabla XVI. Las gráficas fueron lineares con t~ 
dos los sustratos probados. Con ésta dextranasa los valores 
de Km y Vmax decrecieron con un incremento en el P.M. de de!_ 
tranas probadas y los valores de Km fueron de 0.067% a 0.04U 
y los valores de Vmax. umol/min/mg de prot. fueron de 76 a 
lZB.· Lo anterior nos indica que la dextranasa tien.e mayor 
afinidad por las de P.M. menor. 

TABLA XVI 

E.fecto del sustrato sobre Km y Vmax de la dextranasa de B. 
fµ,6 CJ.Un 7 7 • 

Peso molecular Km Vmax 
Dextrana '(%) (umol/min/mg de prot.) 

1.4 X 10" 0.0665 128 
s.3x1d'z. o. 0625 lOZ 
l. 06 X 10 5 0.0575 89 

l. 0 X 10 6 0.0435 78 
l. 0 X 10 7 0.0405 76 

1.Z.5.Z pH y Temperatura. 

Como se mencion6 ·anteriormente, para efectuar un estudio. 
cinético de cualquier enzima 6ste se debe hacer tomando en 
cuenta el pH y temperatura 6p~imos y .asi determinar correcta­
mente la cinética. Para que se determine tanto el pH como la 
.temperatura 15ptimos de la enzima, se :•tienen que realizar ex­
perimentos donde se var1en estos parámetros respectiva~ente y 
se tenga constante tanto la concentraci6n de enzima como la 
de sustrato, siguiendo la reacci6n a intervalos determinados 
midiendo la evoluci6n de la reacci6n·enzimática por el meto­
do más adecuado. En la Tabla XVII se presenta una lista de 
algunas dextranasas y sus valores de pH y temperatura 6ptimos. 
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TABLA XVII 

valores de pH y temperatura 6ptimos de algunas dextranasas. 

Dextranasa pH Temperatura 
(Microor~anismo) 6ptimo 6Etima (ºC) 

F. man..lU60June 65 s.s SS 
A. CW!JtelU33 s.o - s.s 60 
L. b.l 6 .<.d.u.6 6 s.s - 6.5 41 - so 
P. 6wU.c.ula1;um1G 6.0 37 
B. óU4c.unr76 7.0 - 7.S 55 

l,Z.S.3 Composici6n de amino~cidos. 

El contenido de aminodcidos en una enzima es diferente 
aan tratándose del wismo tipo de enzima pero de diversos or! 
genes. Por ejemplo la composici6n de amino~cidos de las dex­
uanasas de B. 6UAcwn y P. 6wúeLLla1;um difieren significativame!l_ 
te, segan los estudios de Sugiura e Ito 76 quienes determina­
ron el contenido de aminoácidos de estas dos enzimas de la 
siguiente manera: la enzima pura y liofilizada fue hidroliz!!_ 
da con HCl 6N y preparada para un análisis de aminoácidos 
del cual, los resultados se presentan en la Tabla XVIII. El 
peso m0le<.:ular de la dextranasa de B. 6u.sc.um y de P. óun.lc.utDhum 
es de S,5 x 10 4 y de 4.4 x 10~, respectivamente, encontrAnd~ 
se que la enzima est~ compuesta de más de 429 residuos de 
aminoácidos de 17 aminoácidos y que la Oltima contiene m!s 
de 349 residuos de 18 amino!cidos. La composici6n de aminoá­
cidos es muy similar, excepto por la cistina. Esta es una di, 
ferencia particular ya que en la dextranasa de P. ftuni.c.Ulohum 
se encuentran 2 residuos por mol de enzima, no encontrlndose 
residuo alguno en la dextranasa de s. "6u.6cwn. 

i.2.5.4 Fracci6n de carbohidratos. 

Siguiendo el estudio sobre dextranasas, Sugiura e Ito 75 
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TABLA XVIII 

ComposicitSn de aminodcidos de las dextranasas de 8. 6iuc.wn y 
de P. 6un.lc.u.í'.o6wn. 76 

~uente a:e Ia a:extranasa 
Aminodcido 8. 6iuc.wn P. 61úiZcül06um 

(No. de residuos/mol) (No. de residuos/11101) 
P.M.5.5 X 10• P.M.4.4 X 10" 

Asp a) 54 41 

Thr b) 33 26 
Ser b) 34 33 
Glu a) 42 25 
Pro a) 22 21 

Gly a) 32 29 

Ala a) 25 20 
Cys e) o 2 

Val d) 32 25 
Met d) 12 10 
Ileu d) 20 25 
Leu a) 20 15 
Tyr a,e) 22 17 
Phe a) 16 17 
Lys a) 25 12 
His a) 12 8 

Arg a) 12 9 
Try f) 16 11 

a) valores promedio de los hidrolizados de 24,30 y 48 h 
b) valores extrapolados al tiempo cero de hidr6lisis 
e) determinaci6n colorim6trica con DTNB. 

d) fueron adoptados los valores máximos 
e) determinados espectrofotm~tricamente 
f) determinados con el m~todo de p-dimetilaminobenzaldehido 
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realizaron tambi!n-la determinaci6n de azocares en las dex­
tranasas de B. óu.6cum y P. 6wi.lcu.lo.sum. Los azocares neutros con­
tenidos en la enzima fueron estimados por el m!t~do de fenol 
-H2SO~ 20 y la glucosamina fue también determinada por el ·: 
procedimiento de Elson Morgan 1~ El· contenido de azocares de 
ambas dextranasas, es presentado en la Tabla.XIX. 

TABLA XIX 
Cuantificaci6n del contenido de azocares de las dextranasas 
de B. ólL4cum y de P. 6un.lc.u.lo.sum. 76 

M~todo 
anaUtico 

Fenol-H2SO~ a) 

Elson-Morgan b) 

Fuente de la 
s. ÓIL4cWn 

equivalente mol/mol 
(P.M. S.S x 10") 

10.9 
3.1 

Dextranasa 
P. 6Wilciil0.swn 

equivalente mol/mol 
(P.M. ·4,4 X 10") 

10.1 
1.1 

a) contenido de azocares neutros como equivalente de glucosa 
b) Contenido de azocares aminados como equ~valentes de gluc~ 

samina. 

Se encontr6 que la dextranasa de B. óu.scum contiene 11 mo­
les de azacares neutros como glucosa y 3 moles de azocares 
aminados como glucosamina por una mol de enzima; en la dex- · 
tran'asa de P. óun.lc.u.lo.swn la primera fue de 10 moles y la tUti 
ma fue de una mol. 

l.z.s.s 'Peso molecular: 

para la determim;1.ci6n del Peso :Molecular de la dextran! 
sa, Sugiura e Ito, Simonson et al-y Sugiura et al" 11 72 util!_ 
zaron la t!cnica de filtraciOn en gel. Simonson et al IS rea­
lizaron el siguiente experimento. 

Para estimar el P.M. de la d~xtranasa de FIUIVIÁ.LUll 111oniU.-1 

6oJiM se utiliz6 una columna (l.S x 85 cm) de BioGel P•lSO 
(Bio-Rad) y una soluci6n amortigua~ora de eluci&n, de fosfa­

to de sodio O.OSM y NaCl O.lM, pH 6,0 Una muestra de o.s ml 
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se somete a cromatograf1a 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 estAndares de prote1nas te-­
niendo los !i.iguientes pe~os moleculares:, albtlmina se rica bo­
vina (Armour) 67.,000; ovoalbllmina (Miles)' 45,00U; pepsina 
(Mann) 35,000 y ribonucleasa A (Mann) 13,700. Es por este m! 
todo que se asigna un peso molecular de 39,000 a la dextrana 
sa de F. mon.lU60JUne. (Fig. 1'7). 

Bn las Fig. 18 y 19 se muestran las grAficas de otras 
determinaciones de P.M. para diferentes 'dextranasas, obte- i. 

nifndose de ellas un P.M. para la dextranasa de P. 6un.lcu.labwn 
de 44, 000 71 y en la otra pari;r.. las dextranasas de 8. 61L4cum y de 
P. 6un.lcuto4um tambHn, de 55,000 y de 44,000 respectivamente 72

• 

l.Z.5.6 Punto Isoeléctrico. 

Para determinar el punto isoelactrico de las enzimas, 
se. ufilizan experimentos de electroenfoque. Sugiura e Ito 72 

determinaron el punto isoelGctrico de la dextranasa de B. á~ 
cwn, llevando a cabo un.exp~rimento de electroenfoque por 48 
horas con un potencial de 700 V a 4ºC, obteniendose un pI de 
4.17 para esta dextranasa. 

Hiraoka et al- 1 .. reportan. los pu~tos isoel!ctricos de las 
dextranasas de A6pe;r.g.lllu4 catuteu.6 y de P. tu.te.um como 4,12 y 4,1 
resP.e~~ivamente. Estos valores son similares a los reporta~ 
dos por· Sugiura e Ito 7' par·a la dextranasa de B .. &u.acum (pI 
4,17) y de las dextranasas I y II de P. 6wtlcul041.1J11 (3.98 y 

4.19 respectivamente). 

I,2.6 InmovilizaciOn de enzimas. 

La alternativa de limitar la accian de las enzimas a un 
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Fig. 17 

Detenninaci6n del P.M.,.,de la dextranasa de F. mona.i.6011me. por pernea­

ciál en gel en· BioGel P-15055 , 

(1) al~llmina s~rica bovina; (2) ovoalbíimina ; (3) dextranasa de F. mo­

na.i.601tme ; (4) pepsina ; (5) ribmucleasa A. 
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Fig, 18 

Detenninaci15n de 1 P.M. de dextranasas de P. 6wt.lculo4um y de 8. 6u.6 -
cum por filtracién en gel sobre BioGel P-100 76 • 

l, citocromo e (P.M. 1.3 X 10"); 2, mioglobina (P.M. 1.79 lC 10") j 

3, ~-quimotripsina (P.M. Z.2 x 10") ¡ 4, dextranasas I y II de P. 6u.tt.l­
c.u.lo4wn ; 5, ovoalbamina (P.M. 4.5 x 10") ; 6, dextranasa de 8. 6u.6ClUll ; 
7, albtruna s~rica bovina (P.M. 6. 9 x 10") • 
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Fig. 19 

Determinación del P.M. de dextranasas I y II de P. 6u.n.ic.ui.oown por 

filtración en gel en BioGel P-60 72
• 

(1) mioglobina (P.H. 18,400) ; (Z) a-qui.motripsina (P.M. Z0,000) 

(3) ovoalbí"lmina (P.M. 15,000) ; (4) albfimina s~rica bOVina (P.M. 69,000) 

(5) dextranasas I y Il. 
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estado inmovilizado ha atratdo el iRter6s de numerosos cen­
tros de investigaci6n e industrias, pues la posibilidad de 
utilizarlas con mayor eiiciencia y de operar sistemas conti­
nuos ofrece ventajas no s6lo econ6micas, sino tambi!:!n de sim 
plificaci6n de los procesos. 

Las Qltimas dos ddcadas han sido proltficas en lo que a 
reportes cienttficos se refiere, lo que abarcan desde la pr~ 
ducciOn, la recuperaciOn, la purificaci6n y la inmoviliza­
ciOn de enzimas, y el diseno global de los procesos. Para f~ 
nales de los anos sesenta se hablaba ya de procesos comercia 
les, tanto para la hidrólisis de la penicilina como para la 
isomerizaci6n de la glucosa. En la siguiente d~cada existtan 
seis tipos de isomerasas y dos de penicilina amidasa, inclu­
yendo ad,mAs la aspartasa, la aminociclasa, la fumarasa y 
lactas a. 27 

Hoy en d1a los procesos que emplean enzimas inmoviliza­
das se han incrementado; sin embargo representart aan un pe­
queño porcentaje en comparaci6n con e! namero de procesos en 
los que se emplean enzimas solubles. 27 

Algunas enzimas se comercializan ya en forma inmoviliz~ 
da como es el caso de la glucosa isomerasa de Ac.Wlop.lanu 111-<'.­

~~oU/L.lw.6.U, atrapada en gelatina de Gist Brocades; la glucosa 
oxidasa de A6pe11.gle..e.u.6 11.lge.Jt, atrapada en polianilina de Sigma, 
etc. 27 

La dextranasa inmovilizada tiene una aplicaci6n poten­
cial en la industria alimenticia como en la preparaci6n de 
jarabes glucosados y es tambi6n una enzima de importancia 
biom~dica. 51 

Ramesh y Singh 51 describen la iñmovilizaci6n •de una de~ 
tranasa bacteriana (Beckman Labs,) en un soporte inorg~nico 
como vidri'O de zirconio cubierto de alkilamina por un m~todo 
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simple de acoplamiento con glutaraldehido. 

En general, los soportes inorg§nicos no son sujetos al 
ataque microbiano y el soporte no tiene cambio de configura­
ci6n sobre un rango extenso de pH o bajo condiciones de va­
rios solventes, Por otro lado, son m4s f4ciles de usar en 
sistemas continuos y las preparaciones en:im~ticas que se 
obtienen no son caras, son de f~cil manufactura y poseen una 
larga vida de trabajo. 

De acuerdo a Weeta11:ª1a inmovilizaci5n se lleva a cabo 
de la siguiente manera: se activa 1 g de vidrio de zirconio 
cubierto de alkilamina por la· adici6n de 10 ml de glutarald~ 
h1do al 2.5% con agitaci6n por una hora y el exceso de glut! 
raldehfdo se lava con agua. Se agregan 100 mg de dextranasa 
bacteriana en una soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.0 
(O.OSM) a l 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 solúci6n amortiguadora de acetatos pH 5.4 (O.OSM) 
hasta que no pueda ser detectada actividad enzim4tica en la 
soluci6n de lavado y la enzima inmovilizada se almacena en 
la misma soluci6n amortiguadora a 4ºC. Para uso en experime~ 
tos posteriores la enzima inmovilizada se seca al aire. 

En la'Tabla XX se muestra que se obtuvo un alto rendi­
miento de conjugaci6n de 18 mg/g de soporte para la dextran!_ 
sa inmovilizada por. el m~todo anterior. La enzima retiene 
62% de la actividad inicial despu~s de la conjugaci6n y por 
lo tanto la p~rdida de actividad es del 38%. Estos tres dlti 
mos par~metros indican que el soporte es aceptable para dex­
tranasa. 

La constante de Michaelis. !Cm, para la enzima inmoviliz!. 
da decreci6 de 0.6'0\ a 0,40\ indicando un incremento signifi_ 
cante en la afinidad del enlace de dextranasa para su sustr!_ 
to (dextrana), adem!s de que no se muestra alteraci5n en el 
valor de Vmax (Tabla XX). En el pr.esente caso la energfa de 
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TABLA XX 
Par§.metros cin~ticos de una dextranasa bacteriana soluble y 

otra conjugada con alkilamina. 5ª 

Par§.metro 

l. Rendimiento de conju­
gaci6n. 

2. Pérdida en la activi­
dad especifica despu~s. 
de la conjugaci15n •. 

3. Actividad especifica 
retenida. 

4. Km 

5. Vmax (JJmoles de gluco-
sa/min/l) 

6. pH 6pümo 
7. Ea (calorias) 

8. Temperatura 6ptima 
9. Estabilidad t~rmica 

10, Estabilidad 

11. Vida media 
12. pI (suramin) 

Dextranasa 
soluble 

0.60% 

620 

5,4 
9,000 

3SºC 

Dextranasa con­
jugada con al­
quilamina. 

18 mg/g de soporte 

38% 

62~ 

0.40% 

616 

5.2-6.Z(plateau) 
6,500 

SOºC 
Estable arri- Estable arriba de 
ba de SOºC 60ªC por 1 hora 
por 1 hora 

4.3 

Altamente activa 
si se almacena a 
4°C despu~s de 20 
d!as. Ocurre pér­
dida completa de 
actividad a 37°C 
en 8 d!as. 
5 d!as a 37ºC 

4.3 

Km y Vmax fueron determinados de las gr~ficas de Line­
weaver-Burk, graficando 1/V vs 1/T. pI se determin6 por el 
método de Wills. Las dos soluciones amortiguadoras usadas P! 
ra los estudios del efecto del pH fueron: acetatos (O.OSM) 
(pH 3.6-5.6) y fo~fatos (O,OSM)(pH _5.7-6.6). Las condiciones 
experimentales se dan en el texto en Materiales y M!todos. 
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activaci6n (Ea) de la dextranasa inmobilizada, exhibe un de­
cline c?mparado con la enzima·soluble (9000 a 6500 calorias) 
indicando un' incremento en estabilidad v eficiencia de la en . -

. zima después de la conjugaci6n. 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 soluble. 

Sugiura e Ito 7 ~ utilizaron sefarosa 4B activada con BrCn 
para la inmovilización de dextranasa de P. 6u•ticu.fo6wn. 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 p!i y temperatura óptimos, aunque sS: se incrementa 
la estabilidad térmica (de 40°C a SSºC). La inmovilización 
ocasiona también un incremento en el valor de la Km de 2 a S 
veces co:s respecto a la dextranasa nativa. 

Por otro lado, Smiley 'et al 6 7 inmovilizaron dextranasas 
de P. 6U>Ucuiowm f! P. Waci.num en sílica-sílanizada porosa y 

una resina de fenol~formaldehído. Una dextrana comercial de 
P.M. relativamente bajo (aprox. 2 x 10 6 ) se degradó por la 
dextranasa inmovilizada, con la formaci6n de azücares reduc­
tores, pero con un pequeño decremento en viscosidad. En con­
traste, la dextranasa soluble causó una rápida pérdida de 
viscosidad pero solo un suave incremento en azücares reduct~) 
res. Una dextrana nativa de alto peso molecular de L~rwi,toc 

muen.tvw.itlu. NRRL B~Sl2 fué atacada muy suavemente por la dex­
tranasa inmovilizada con el desprendimiento de oligosacári­
dos de bajo peso molecular. 
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CAPITULO II 

APLICACIONES 

II.l Dextranasas. 

Industria azucarera.- Como se mencionó con anterioridad, 
las dextranas son la causa de diversos problemas cuando son 
sintetizadas en el jugo de caña de azúcar. El microorganismo 
que comunmente se localiza en la caña de azúcar, con capaci­
dad para producir dextranas mediante la acci6n de la enzima 
dextran-sacarasa es Leucono~toc. muente.1r.oidu, el cual infecta a 
la caña de azúcar quemada y reci~n cortada, rápidamente (de~ 

pu~s de 2 h de almacenamiento) para producir dextranas. La 
infección se ha localizado 6 pulgadas arriba del extremo co! 
tado y las dextranas producidas pasan al jugo cuando se rea­
liza la molienda 53

• Conforme transcurre el tiempo el problema 
se agrava, pues al haber.presencia en el jugo tanto de enzima 
como de sacarosa, la sintesis continúa. 

Además de los problemas de p~rdida de sacarosa, las de! 
tranas ocasionan un incremento en la viscosidad del jugo, lo 
que da como resultado una baja en el punto de ebullición, 
clarificación pobre y alargamiento dé los cristales de azú­
car, dañando asi el proceso de refinaci6n 82 • Se ha propuesto 
el uso de dextranasa para el tratamiento del jugo de caña de 
azúcar y el jugo de remolacha 85 contaminados con dextrana. 

Tilbury 81 produjo dextranasa con P. 6wúc.ul..o~um • Primero 
cultivó L. me.6en..teJW.ldu en un medio de azúcar para producir 
la dextrana y después remeeve el Le.u.c.onoh.toc. e inocula el culti 
vo con Pen.lc...llUum • El medio inoculado se mantiene a pH 5. 5 
- 7.0 y a una temperatura 4e aproximadamente 30°C durante 4-5 

dtas. La dextranasa obtenida por filtración del cultivo, se 
disuelve en una solución amortiguadora de acetatos a pH S. 3 
adicionando el jugo de cafta de azúcar (conteniendo dex-
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1 

trana) previamente calentado y adicionado de cal, dejando 
la mezcla a 40ºC para tomar muestras diferentes tiempos; 
la dextrana residual se determina para cada uno de los tie!!!_ 
pos. El nivel de dextrana inicial se expresa como ºBrix. Los 
resultados de algunas pruebas se reportan en la Tabla XXI. 
En otro experimento, se adicionan 3 UI de dextranasa de P. 6u-

r.i.culo.1um a 100 ml de jugo mezclado a pH 5,4 y 32ºC con 0.4 
•srix. El jugo se mantiene a 40°C durante 20 min. Se encontr6 
que el 68\ de la dextrana se degrada primeramente a isomalto­
sa e isomaltotriosa. El jugo de caña se sujeta después a un 
calenta~iento convencional, adici6n de cal, clarificaci6n, 
evaporaci6n y cristalizaci6n para producir un azacar crudo. 
La viscosidad específica del jugo se redujo a 0.024 cp. in~ . 
mediatamente después del calentamiento y adici6n de cal com­
parado con 0.110 cp. de un control corrido sin la adici6n de 
dextranasa. Los productos de degradaci6n de la dextrana se 
reportan como rema11entes con las melazas después de la cris­
talizaci6n de sacarosa. 

Sector salud.- Mencionado ya el problema que causan las 
dextranas en éste sector, las dextranasas pueden ser utiliz~ 
das para reducir la caries dental, al remover la capa de de~ 

trana que se forma en los dientes por la acci6n de varios mi 
croorganismos de la flora bucal y por lo tanto, los resi­
duos alimenticios no tendr4n soporte alguno para adherirse a 
los dientes 65 , Para este· caso, se pueden realiar aplicaciones 
peri6dicas de dextranasa (p. ej. en pastas dentales)". Por 
otro lado, se ha demostrado la presencia de algtmos microor­
ganismos productores de dextranasa en la placa dental humana, 
ayudando a eliminar el problema''· 

Se ha propuesto tambi~n el uso de dextranasa para la 
producci6n controlada de dextranas de bajo peso molecular, 
tal es el caso de las dextranas cllnicas 55

• Por otro lado, 
la dextrana cllnica se produce a nivel industrial por sint~ 
sis enzimlitica (dextransacarasa de L. muentellO.ide..s seguida de 



hidr6lisis ácida para obtener la dextrana de bajo peso 
molecular. 1 3 

Por otro lado, se ha estudiado el uso de materia­
les enz:i.m!!.ticos de Pen.lcilLi.u.m .llt.acútwn (dextranasa) para 
obtener dextrana cltnica por hidr6lisis del caldo de 
fermentaci6n de L. mue.n.teM.ldu NRRL B- SlZ 5 7 , El proce­
dimiento seguido para la· obtenci6n de la dextrana clt­
nica por el m6todo anterior es el siguiente: el conte­
nido del tanque de fermentaci6n conteniendo el caldo 
fermentado por la dextran-ucarasa do L. mue.n.tw.ldu 
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NRRL B-SlZ se calienta a BOºC, onfriando despues a 23ºC. 
El pH so ajusta a 6.0, agre¡ando enseguida 80 unidades 
do enzima por litro de medio de fermentacidn. La mezcla 
so agita hasta quo la viscosidad relativa llega a 2.4 cp. 
Se agrega 4cido a la mezcla de reaccidn hasta un pH de 
2.S y se eleva la temperatura a 40QC a fin de inactivar 
la enzima. El pH se ajusta a 6,0 y la mezcla se fraccio­
na con alcohol. La dextrana cltnica producida por ~ste 
ml:ltodo cumple cori las directrices de l .. Food and Drug 
Administration y se ha usado clinicamente. 

Las dextranas cltnicas 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 inyecci6n 3 , Las 
preparaciones comerciales son caracterizadas por su peso 
molecular, siendo &stos do: 

40.QOO pa~a ll dextrana 40 (Dextran 40) 
70.000 para la dextrana 70 (Dextran 70) 

etc ••• 

Las propiedades terap6uticas de la dextrana están li­
gadas a su carl!.cter coloidal en soluci6n. Su mecanismo de 
acci6n es escencialmente no especifico y produce los siguie! 
tes efectos• t: 
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-TABLA XXl 

negradaci6n de dextrana contenida en jugo de caña de azncar 

por dextranasa de P, ówt.lc.ulo~wn. 59 

Cantidad inicial Dextranasa Periodo de Dextrana 
de dextrana adicional incubaci!Sn removida 

(ºBrix) (UI/lOOml) (nú.n) (%) 

1.440 30 30 78.9 
l.Z60 30 30 69.8 
0.807 30 30 88.1 
o.sao 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 lq 73.0 
0.476 12 10 69.0 
0.672 3 20 69.2 
0.510 3 20 100.0 
0.672 3 10 62.5 

Q,510 3 10 87.2 
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efectos: 81 

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

b) Mejoramiento de la circulación perif~rica.- Al aumen­
tar el volumen plasm!tico, la dextrana disminuye la 
viscosidad sanguínea y mejora la circulación general. 
Esto resulta de una disgregación de c6lulas sanguí­
neas que obstaculizan la microcirculaci6n periférica, 
originando estados de choque y traumatismos. Se ha 
probado clínicamente un efecto terap6utico sobre las 
escamas de las extremidades debidas al col!geno 11, el 
efecto investigado es producido por la dextrana 40 
así como por la proporción de dextrana 70. Para bene­
ficiar estos dos efectos, L. Thoren 81 propone la tera­
p6utica siguiente: cuando el objetivo principal es 
restaurar un volumen plasm!tico normal, se proceder~ 
a la inyección de dextrana 70 asociada a las células 
sanguíneas concentradas, con el objeto de mantener la 
hemodilución cuando el volumen plasm!tico regrese a 
lo normal y si persiste una mala circulación perif~ri 
ca se utilizará la dextrana 40 a vasodilatadores, 

c) Efecto antitrombótico.- La dextrana se indica en la 
profilaxis de trombosis de venas profundas y de la e~ 
bolia pulmonar. Su mecanismo de acción es doble, no 
específico (aumento del volumen plasm!tico) y especi­
fico, debido a un efecto sobre el factor VIII intervi . 
niendo el mecanismo de la coagulación. 

Aunque es menos eficaz que la heparina y las anti-vitam~ 
na K, su empleo es m4s frecuentepOrque no provoca hemortt.agias. 
Pero la dextrana cl1nica como todo medicamento, tiene efectos 
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colaterales: 
- La dextrana 40 r§pidamente excretada provoca en las e! 

lulas de los tObulos distales y proximales una nefro­
sis osm6tica con una antidiuresis pudiendo ser grave 
en los sujetos con insuficiencia renal o deshidrata­
ción. 11 

- La d.extrana induce reacciones al6rgicas produciendo 
erupción cut~nea benigna al choque enfiláctico con pa­
ro cardiaco o respiratorio. Se sitQa a 100,000 el peso 
molecular minimo que puede provocar una rea.cci6n anafi, 
láctica y el riesgo aumenta con el aumento del peso mo 

'lecular de la dextrana.u 

Lo anterior muestra la importancia de tener preparacio­
nes de dextrana presentando una distribuci6n de peso molecu- · 
lar bien est~blecida, a fin de situarlas en la zona terap6uti 
ca investigada y evitar la aparici6n de reacciones colatera­
les. 

Dextranas sustituidas o acompleiadas.-

i) Fe-dextra~a.- Es un complejo de hidr6xido f6rrico y 

de dextrana de bajo peso molecular (5000 a 7500). • Se 
i~dica en el tratamiento de la carencia de fierro en 
medicina humana o veterinaria y se administra por. via 
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 terap6utica de dlceras p~pti­
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
ci6n de 11pidos 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 inmunología, pero no se aplican 
en casos donde la información no es concreta. 

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

Kobayashi y Matsuda 42 reportan que la glucoamilasa (a-1,4 
-glucan hidrolasa, EC 3.Z.1.3), la cual cataliza rápidamente 
la remoción de grupos a·l,3 ó a-1,6 también como malto-oligo­
sac&ridos. Esta enzima se ha utilizado tentativamente en alg~ 
nos casos como una exo-dextranasa. 

La actividad exo-dextranasa de la enzima, es medida por 
Kobayashi y Matsuda 42 mediante incubación de una a11cuota de 
o.s ml de glucoamilasa (l&i.zopu,6 l'U'.vef.Lh, .. cristalizada; Sukagaku 
Kogyo Co.; 4.0 unidades/0.17 mg de proteína) con 0.5 ml de 
una solución al 1% de varias dextranas en soluci6n amortigua­
dora de acetatos (pH 5.2) a 40ºC. Por el mismo método report~ 
do para dextranas, la glucoamilasa ~e inr11ba con almidón de 
papa (0.1% en solución amortiguadora de ~~Atatos 0.02M). Des­
pu~s de la incubación, la reacción : J~- .ne por calentamie~ 
to a lOOºC durante 5 minutos. La ca1li id.:d de glucosa produci­
da se determina por el método de Nelson 'omogyi 42 y el de glu­
cosa-oxidasa (Glucosa B-Test; Wako Pu1 .· ~hemical Industries). 

Como se muestra en la Fig. ZO, la 1eacci6n a SSºC, alca~ 

za un máximo en 4 O 8 horas y el grad0 de hidrólisis (D.H.) 
de la dextrana cltnica y del almidón de papa es de Z.5\ y 64\ 
respectivamente, Cuando la incubaci6n se lleva de 16.3\ a 24 
horas de incubación (Tabla XXII), por el contrario, en las 
mismas condiciones, la digestión cori una endodextranasa t1pi· 
ca de Chae.tom.ú.un glt4Ci.l.e es elevada en series de oligosadridos 
con enlaces a-1,6, mostrando un D.H. de 21.S\, 
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Acción de la glucoamilasa sobre dextrana clinica y alnúd6n de papa~:. 
La dextrana clinica (0.5% p/v) y almid6n de papa (0.05% p/v) son hidro· 
li:ados con la glucoamilasa. 
• hidrólisis de dextrana a 40°C ; o hidr6lisis de dextrana a SSºC ; 
A hidr6lisis de almidón de papa a 40°C ; 6 hidrólisis de almid6n de 
papa a SSºC. 
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De estos resultados, es claramente demostrable que la 
preparaci6n comercial de glucoamilasa ~uede ser usada para 
remover residuos de D-glucosa de las terminaciones no reducl 
das de las dextranas. La Tabla XXII muestra la susceptibili­
dad de varias dextranas a la glucoamilasa por incubaci6n pr~ 
longada. Aunque la glucoamilasa puede atacar enlaces a-1,6 y 

a-1,3, puede tener problemas de hitlr6lisis sobre dextranas r! 
mificadas pues los enlaces a·l,4, a·l,Z y a·l,3 de los puntos 
de ramificaci6n de las dextranas, pueden ser una barrera para 
la enz:ima. 

II.3 Caractertsticas de productos comerciales. 

Para hacer un buen uso de cualquier enzima, es importa~ 
te conocer sus caracteristicas, a continuaci6n se presentan 
las caractertsticas de Z dextranasas utilizadas industrial­
mente: 

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

Dextranasa DL 
Actividad 
Presentaci6n 
Color 
Solubilidad 

Chae.to .. i.Wm gtt.a.c.lf..e va!I.. 

22,000 DU/ml 
liquido no viscoso 
ligeramente anaranjado 
completamente soluble en agua 

TABLA xxrr 
Susceptibilidad de varias dextranas a la glucoamilasa 42

• 

Dext rana Enlace a-1,6 
(%) 

Cepa B-1299 51 
'Cepa B-130 7 88 

T·llOb) 95 

Cltnicac) 95 

T-40b) 95 
a) Cada dextrana (0.5% p/v, en 

O.OZM, pH S.2) se hidroliz:a 
b) Farmacia Co. 
c) Meito Sangyo Co. 

D.H. (% como glucosa) a: 
- ¿4 h 168 h 

0.1 0.1 
0.4 0.4 

13.4 27.9 
16.3 32.1 
16.4 24. s 

sol. amortiguadora de acetatos 
a 40ºC durante 24 y 168 h. 



pH 6ptimo (uso 
Tem. óptima (uso) 

Beneficios: 

4.0 - 7.0 

65°C mAx. 
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l. Hidroliza las gomas reduciendo considerablemente la visco­
sidad del jugo de caña. 

2. Elimina problemas de turbiedad en jugos clarificados y evi 
ta ensuciamiento acelerado de los filtros de cachaza. 

3. Incrementa_ el tiempo de corrida de los evaporadores. 
~. Evita problemas por elongaci6n de cristales. 
S. Mantiene las centrifugas dentro de los 11mites 6ptimos de 

operaci6n. 
6. Evita pérdida de sacarosa, incrementando la recuperaci6n 

hasta en un H. 

b) Dextrana nativa de origen f0ngico~6 

Rango de pH óptimo 
Rango de Temp. óptima 
P~rdida de actividad/min a SSºC 
Pérdida de actividad/decena a 25ºC 
Residual microbiano viable 

Lugares y condiciones para la aplicación. 

S.3 - 5.8 

SS-60°C 
3.0% 

19,8% 

Ingenieria de crudos: en tanquer1a de Meladura, Mieles A.y B, 
reduciendo a SS • 60ºC y con agitación, cuando el jugo mezcla 
do tenga 0.3SºBrix de goma o rnAs. 

Refiner1as: en el derretido de azacar afinado a crudo, usando 
agua a 55 - 60°C cuando éstas procedan de jugos .mezclados co~ 

las caracter1sticas anteriores y no se haya tratado en crudos. 

Dosis y formas de aplicación. 
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En tanquer1as de Meladura y Mieles A con agitaci6n medi~nte 
aire, en diluci6n de 1:·2 a 1:3 a raz6n de 39 •. 2 a 52.S Kg/1000 
TM de cafia (45 a 60 litros/100 000 abs) para ingenios de cr~ 
dos. 

En refiner1a de SO a 90 Kg/100 TM de az6caT crudo o afinada 
a procesar, en diluciones similares y dosificado de forma 
continua en el tanque de derretido. 

Resulta dos: 

Remo ci6n de gomas de CTudos 
Remoci6n de gomas de refinería 
Reducción de purezas de mieles finales entre 
35.0 y 34.4\ 

68.0% 
56.0% 

S.S\ 
Reducci6n cuando est~n entre~3B.2 y 42.Bt 7.5\ 
Aumento del ºBrix de licores de refinerla 3.6\ 
Reducci6n de agua de lavado en masas B en crudo 51.B\ 

Recomendaciones: 

Para la obtenci6n de los mejores resultados, las cant~ 
dades a emplear de esta enzima nativa por dia, se dividir~.en 
tres partes iguales, uno por cada turno de 8 horas que se pr! 
para .de un turno para otro, aplic:indose como se ha indicado, 
evitando subdosis y sobredosis que promedian, al parecer, co­
rrec'ta aplicaci6n y sin embargo, en el proceso se detec'tan a.!_ 
tas y bajas, debido a estos problemas sencillos df'! malas ope• 
raciones. 
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CAPITULO IIl 

Bn el presente trabajo se han revisado las caracter1sti­
cas bioquímicas, la producci6n, la purificaci5n y las aplica­
.cienes de la enzima dextranasa. Esta enzima es actualmente 
producida a nivel industrial, aunque su mercado es limitado a. 
l.a .industria azucarera y en algunos casos en el sector salud. 
:Es en este tlltimo, donde es posible que nuevas aplicaciones 
de.rivadas de la producci6n de dextranasas de peso molecular 
e.specf.fico, permitan una mayor participaci6n de las dextrana­
sas .en el mercado de las enzimas microbianas. 

·para la producci6n de dextranasa, las características y 

a.11tos .rendimientos nbtenidos con el hongo Pe.n.lcllU.wn 6w.Ucu.lo~um 

~on .las causas por las que se ha preferido este microorganis­
mo para la producci6n indust;ial • 

. La dextrana es el principal componente del med:i:o de cul­
·.t.iv:o !Jara la producci6n de la enzima, ya que acttla como indu.s_ 
tur. :Diversas fuentes de nitr6geno, magnesio, f5sforo y sales 
minerales, son empleadas (en cantidad y calidad) dependiendo 
de las ·necesidades del microorganismo. La mayor parte de las 
dex:cr.anasas son extracelularcs, aunque se han reportado algu­

:nas .:in.t:racelulares, requeriendo ~stas tlltimas de operaciones 
tle Tecuperaci5n más complejas. Esta es otra de las causas por 
'las :que., a nivel industrial, se emplea P. 6wu:c.ulo~um, al excre 
tar ,la ·enzima durante e 1 crecimiento. 

:Para la purificaci6n de dextranasa, los métodos más re­
:portados son: ,el desalado (salting-out), la dU.lisis y la cr~ 
matografía (en diferentes soportes). Por lo general se utili­
zan .combinaciones de ~stos m~todos y en ocasiones se requiere 
de :la repetici6n de alguno de ellos. Estas técnicas han sido 
empleadas fundamentalmente con fines de caracterizaci6n bio~ 
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qu1mica de la enzima, pues la producción industrial no requi~ 
re de preparaciones de alta pureza. 

La dextranasa act6a principalmente sobre los enlaces gl~ 
cos1dicos a-1,6 de la dextrana, dando como resultado oligosa· 
c[ridos de varios tamaños (aunque predominantemente ·isomalto· 
sa e isomaltotriosa) los cuales, al continuar la reacci6n son 
hidrolizados a partir primeramente al Za.y posteriormente del 
3er. enlace glucosidico, de las terminaciones no reducidas de 
la cadena, dando como resultado oligosaclridos mis pequeños y 

en algunas ocasiones tambi~n O-glucosa. 

La capacidad hidrolitica de las dextranasas, a través de 
mecanismo endo y exo, es la propiedad que ha permitido su 
aplicaci6n en la industria azucarera para la remoci5n de las 
frecuentes contaminaciones con dextrana que se presentan en 
el jugo de caña de azQcar. Es conveniente señalar que ésta 
aplicación, aunque eficiente, no representa una solución real 
al problema, pues la pérdida de sacarosa es irreversible y 

tan solo se evitan los problemas inherentes a la presencia de 
1 

gomas en el jugo (alta viscosidad, taponamiento de tuber1a, 
etc.). 

En el sector salud, el panorama resulta mis amplio. En 
efecto, existen en la actualidad dentrifiros 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 
sfotesis 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 mOltiples las investigaciones al 
respecto, Se ha planteado inclusive la posibilidad de desarro 
llar vacunas anticaries basadas en la inactivaci6n de la enzi 
ma responsable de la sintesis. 

Es pnobablemente en la producción de dextranas de peso 
molecular controlado, donde más 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 trav~s de procesos 
de hidr61isis (Fe-dextrana, Sephadex, dextrana cl1nica, etc.). 
Es probable, en la medida en que se controle eficientemente 
la acci6n de dextranasas, que estos productos puedan ser ela­
borados directamente, eliminando todos los inconvenientes del 
proceso Acido (subproductos, bajos rendimientos, etc.). 

• 
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