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INTRODUCCION 

Las enzilnas han sido definidas como biocatalizadores, catalizador~s 

producidos por c!lulas vivas. Para su obtenci6n generalmente se prefie

re la fuente Jl:icrobiana sobre la fuente vegetal o animal porque los mi 

croorganis1110s pueden crecer rlpidamente sin limitaciones estacionales ad~ .. 
m!s de que pueden desarrollarse r!pidamente cepas modificadas para me -

jorar los rendilllientos de enzimas. 

Las enzimas Qfrecen un gran n<.unero de ventajas como catalizadores -

industriales, sobre los catalizadores inorg!nicos, pues su alto grado de

especificidad al sustrato elimina grandemente la formaci6n de subproduc

tos indeseables disminuyendo asi los costos de proceso y/o condiciones

ambientales ex"tremas requeridas en los procesos no bio16gicos alternati -

vos. La supresi6n de condiciones severas de procesamiento disminuye la -

posibilidad de daño a sustratos ter111Csensibles, también reduce los requ.e

rimient~s ·de en.erg1a del proceso y los efectos de corrosi6n. La implica

ci6n de la conservaci6n de energia en las futuras economlas que se logran 

al aumentar la escala resultan obvias. Las altas velocidades de reaci6n, 

aun bajo éstas Sllaves condiciones de operaci6n, hacen el proceso in!s eEi -

ciente y reducen ·el costo de manufactura. En algunos casos su uso es 

aun limitado debido a: 

1) Sus altos costos de producci6n, si es que se requieren grandes cantida

des de biomasa para obtener un rendimiento razonable de enzima de inte-

.ds. 

2) Sus altos costos de aislamiento y purificaci6n dado que, si se trata de 

enzimas intracelulares, se requieren métodos de separaci6n delicados pa

ra liberar a la enzima en forma intacta, de la c~lula y aislarla de los 

restos.de ella. 

Adem!s.de que.la =ayor1a de las enzimas son inestables cuando se remueven

de la c!lula viva y c:omo la mayoria de ellas se emplean en forma soluble, -

diluidas en medio, acuosot es dificil y econ6micamente prohibitivo recu;:e -



rarlas de los efluentes del reactor al finalizar el proceso catalítico. 

Una alternativa que ha abierto mayores posibilidades de utilizar e~

zimas a gran escala, contrattesta ~stos efectos. Consiste en su inmovili-

zaci6n en soportes s6lidos, insolubles en las condiciones de operaci6n. 

Una enzima inmovilizada puede definirse como un sistema o una prepara

ci6n en la cual la enzima estA confinada o localizada en una regi6n del

espacio relativamente definida, es decir, cuya movilidad por di.f'usi6n li-
'" 

bre estA restringida; ,es un complejo enzima-soporte activo pero insoluble. 

Puede estar realmente atada por uno o varios mecanisJÍIOs a una superficie -

s6lida o simplemente confinada dentro de una barrera liquida o s6lida - -. 

circundante. 

La dextransacarasa '(32,33) es el t~rmino dado .a la enzima o grupo de

enzimas; gh1cosiltr~ferasas (enzimas que transPieren grupos glucosilo ) 

o mas e~pecificamente hexosiltransferasas responsables de la, sinte -

sis de.dextranas a partir de sacarosa (25) presumiblemente también a par

tir· de lactulosacarosa (30) fluor11ro de cie D-glucopiranosil (19,20). 

Las dextranas son una gran r.lase de homopolisacAridos hidrocoloidales 

de origen bacteriano producidos extracelularmente, constituidos por resi -

duos.-:D-g'lucopiranosil polimerizados predominantemente en enlaces oc:: 1,6 y 

ramificaciones con enlaces oC l, 3 6 cie 1,4 dependiendo del microorganismo

utilizado. 

La dextransacarasa ha ganado importancia debido a que las dextranas -

se les ha encontrado muchos usos, por ejemplo en la industria alimentaria

se les utiliza como acondicionador, estabilizante, agente texturizante y -

otros usos relacionados en los cuales pueden sustituir a las gomas natur~

les (B,6,B7)¡ en la industria farmacbtica se les utiliza como expansor del 

volumen del.plasma, encapsulador y vector de medicamentos {1) en la indus-

tria qu1mica en la puri.f'icaci6n del hidr6xido de sodio(59) como material -
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de impermeabilizaci6n, etc. (69)así como en la industria petroquímica. 

Las principales bacterias sintetizadoras de dextranas a partir de 

sacarosa pertenecen a la familia Lactobacteriaceas, tribu Streptococca

ceae,género Leuconostoc, especies mesenteroides, y dextranicum (67,8,JS). 

Las dextranas pueden producirse de varias formas: 

Por fermentación intermitente, en la cual parte del sustrato, sacar2_ 

. sa, es utilizado para el crecimiento bacteriano y parte para ser conver~ 

tido en dextranas por la enzima excretada. 

Por síntesis enzimática, proceso consistente en dos etapas¡ una de ~ 

producción de la enzima por fermentación, minimizando la producci6n de ~ 

dextranas para posteriormente utilizar ésta en una síntesis agreqando al 

sobrenadante de fermentación una solución de sacarosa. 

El uso de la enzima inmovilizada permitiría la producción de dextra

nas sin necesidad de una fermentación repetitiva, además de la posibil.i

dad de regular el peso molecular de las dextranas producidas. 

Éste trabajo consta de varias etapas siendo el objetivo fundamental, 

seleccionar un soporte sólido adecuado para la inmovilización de la dex-

transacarasa de Leuconostoc mesenteroídes NRRL B-512F. 

3 



GE!IERALIDADES. 

La dextransacarasa (sacarosa: 1,6a::D glucan 6-CC.-glucosil trans!erasa 

E.c.2.4,'1,5) de Leuconostoc mesenteroides es secretada en cantidades rel~ 

tivar.iente grandes dentro de la soluci6n sobrenadante del C\.l.ltivo con un -

minimo de enzimas contaminantes. Fue aislada por Hehre (25) y Van Tieghen 

di6 la primera descripci6n adecuada del microorganismo describiéndolo como 

similar al género Nostoc de las algas azul-verdes y le di6 la designaci6n

hasta hoy en dia usada ampliamente, de Leuconostoc mesenteroide~ (85,47). 

Liesenberg y Zopf fueron los primeros en aislar cepas de Leuconostoc ~ -

senteroides en forma de cultivo pur¿ (85,51). 

Mecanismo de acci6n. 

La acci6n de la enzima dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides 

sobre el sustrato sacarosa
1
ha sido estudiada por un gran.nCunero de inves

tigadores, 

Reacci6n general: 

,_ \ . \) ___...[-e 1-~ "\u~si\J + 1Yuc.-\.o5o.. sClCO.Y'OS~ -+ r , .. "' ~ \)~, l\ J ?U·• , 

*a.acpior 
tsta reacci6n procede irreversiblemente en direcci6n de la pro - - -

ducci6n del polímero hasta que se agota el sustrato es decir1 1a sacarosa. 

Ésto tambi~n se apoya en la gran diferencia en el~F de hidr6lisis de los

enlaces glucos1dicos de l~ sacarosa y las' dextranas. 

* IsomaltÓsa, maltosa, D-glucosa,GC-metil D-gluc6sido 3-0 metil -

D glucosa y dextranas de bajo peso molecular (6). 
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Sintesis de dextranas a. partir de sacarosa ca tal izada por la clextran-

sacarasa (49 ,27~. 

11~1\t 
(!111 º' 

11 HJ\)1oc11¡. O H 

1\0 'o 
ow ott 

El enlace de sacarosa que rc1111pe·1á ·dextJ.ansacarua 'es aqllel entre el· 

carbono 1 de la glucosa y el oxigeno · interglucos1dico. La dextransacar¡ 

sa es realmente una glucosiltransferasa mas que una glucosidasa. 

El creci.Jniento de las cadenas de dextranas catalizado por la dextr~ 

sacarasa puede describirse como \111 tipo de reacci6n de propagaci6n en

etapas, cada etapa consiste de la adici6n de un radicai glucosilo de la 
. -

mol&cula de sacar~sa al hidroxilo del carbono 6 del extremo no reductor -

de la unidad glucosa terainal de la cadena de dextranas en crecimiento(27). 

La energia requerida para la condensaci6n de dos unidades glucosilo 

es proporcionada por la hidr6lisis de sacarosa lo cual constituye una d~ 

ferencia esencial con el mecanismo comCln de s1ntesis de polisacb-idos -
(60). 

Se ha propuesto (30) la existencia de una familia de dextransacara-
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sas que se diferencian en su afinidad por los grupos hidr6xilo de ·los re-

siduos OCD- glucopiranosil de las cadenas de dextranas. En éste mecanis-

mo la etapa determinante de la velocidad de reacción seria la ruptura -

del enlace glucosidico del $UStrato. 

Las diferentes clases de dextrano derivan de la existencia de enlaces 

diferentes aae1,6. El mecanismo de formación no establece las ramifica

ciones y enlacesoc1,3 y oe:1,4 6oc1 ,2 en las dextranas. Se ha sugerido(15) 

que los enlaces de las ramificaciones son producidos cuando las dextra -

nas actuan como acept9r en la reacción. 

Robyt y Taniguchi han confirmado ésta teoria y han mostrado que los 

enlaces de ramificación se efectuan por reacción de transferencia en -

tre las dextranas y el complejo intermediario dextranasil-enzima, una -

sola enzima serla la responsable de toda la slntesis (72), 

En las dextranas formadas por la enzi.a de Leuc:onostoc mesenteroides 

HRRL-B-512F las ra111ificaciones del tipooc1,3 representan el 5% del n!imero 

total de enlaces glucosldicos (49,77,52) y el 40% de éstas ramificacio

nes estan constituidas por una sola unidad glucosilo l92).Barker y colabo

radores han determinado que el n<unero de éste tipo de enlaces varlan con 

el contenido de Hg++ en el medio de cultivo, pues se ha mostrado que en -

un medio deficiente en Mgtt inoculado ~on Leuconostoc mesenteroides puede

aislarse una mol~cula relativamente lineal (65,2,3). 

Varios cientos de cepas de Leuconostoc mesenteroides han sido proba

das para determinar · su habilidad para producir dextranas. El porcentaje 

de enlacesoc1,6 en las dextranas producidas varia de 100 a 60 % dependien

do de la cepa usada y en menor grado de las condiciones del proceso. La 

importancia de ésta·caracteristica radica en que éste tipo de enlaces son 

atacados por las enzimas del cuerpo mucho m!s lentamente que los enlaces -

OC1,4 (4). 
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Durante la acción de la dextransacarasa se forman pequeñas cantidades 

de glucosa, ésto puede deberse a la presencia de enzimas contaminantes -

pero también puede ser un producto de la misma dextransacarasaJresultante

de la hidrólisis de un intermediario glucosil enzima en presencia d~ agua. 

(22 ). 

Propiedades de la enzima. 

La dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-512F es una -

prote1na de peso molecular de 280 000 (16,14). Parece razonable pensar -

que la enzima posee un cofactor cuyo peso molecular se encuentra entre-

5000-30 000 {49), presenta un m1ximo de actividad a pH 5-5.2 y a una --

temperatura.de 30°C (45)' Los valores de Im publicados para la saca-

rosa estin dentro del intervalo de 0.02-0.03 M. La energia de activaci6n 

de la reacci6n en el intervalo de temperatura de 15 a 30°C es de 6.9tcal· 
· , . ;llOl 

(11). Los datos sobre la necesidad de iones metllicos son nWll!l'Osos y·-

contradictorios;as1 sab~mos que el EDTA (49) y el leido. oxllico la inaé-
. tivan y entre los iones c.,++ ,. Zn-t+, Mg++, eu'•, s6lo los iones C¡¡t+ res~ 

tauran la actividad de la enzima. Se ha sugerido que hta enzima exis

te bajo la forma de metaloenzima con ca+• (65)• 

Se ha inferido, basándose en estudios de dependencia de la ac·tividad 

enzimltica del pH(46,63) y la p~rdida de actividad bajo la fotooxidaci6n

(24,48,99,100,10l~ue la enzima contiene un grupo carboxilo y un grupo -

imidazol en el sitio activo. tsto estl sostenido por el hecho de que la 

mutarrotaci6n que sufre el residuo de D- glucosa se explica por un ata -

que simultineo de un grupo nucleofilico y un. grupo electrof1lico; ~sta

situaci6n podria existir en la dextransacarasa donde los grupos imidazol-

. y carboxilo estin situados en la matriz de la prote1na de tal manera que 

podr1an efectuar un ataque concertado sobre el enlace glucosilo para la 

reacci6n de polimerizaci6n. Podr1a asumirse que aparte de la combinaci6n 

de la enzima sustrato en el sitio catal1tico, el sustrato debe estar atado 

a un sitio especifico (63). 
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Los inhibidores comunes de enzimas: 

F~ CN; 0.05M, compuestos diazo, iodoacetato 0.025.t-1, piridina, an~ 

iina 0.01M,CUS0
4

, ZnS~4 , MnCl 2 0.001M, AgN0
3 

0.00001 M no a.f'ectan a la -

dextransacarasa (29,26). Parte de éste comportamiento puede ser debido a

. la acción protectora de las dextranas que la acompañan (27). 

Se ha observado que una concentración de sacarosa superior a 0.2M -

inhibe la acción de la enzima (27,26). 

Se ha publicado que si se une una molécula de donador (sacarosa, lac~ 

losacarosa, fluoruro de o<: P.. glucopiranosil) en el sitio del aceptor se ca~ 

sa inhibición (67,62,83 ) y que un exceso de aceptor {isomaltosa, maltosa, 

D-glucosa,oc:: metil P-gluc6sido, 3-0-metil P.. gluc6sido y dextranas de bajo 

peso molecular) en presencia de una baja concentraci6n de sacarosa, causa 

.inhibici6n (67) debido a una interacción competitiva del aceptor y la saca

rosa por el sitio del donador. 

Se ha demostrado que la enzima es inactivada por soluciones diluidas

de urea 2M (64) y que la adición de iones z.n++ (0.025M) a la enzima provg 

ca 100% de inhibición (74). Se ha determinado que la dextransacarosa de 

Leuconostoc mesenteroides IAM 1046 es inhibida grandemente por cv,++ , 

Hg++, EI>TA, y p-cloro-mercuribenzoatc (91) 

La composición de amino,cidos de la dextransacarasa {9,14,16)es: 

. Glicina 13. 38 % 

Acido asplrtico 12. 52 % 

Acido glutimico 10.41 % 

Lisina 10.01 % 

Arginina 9.67 % 

Alanina 8.81 % 

Treonina 
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Serina 

Prolina 

Val in a 

Leucina 

Isoleucina 

Fenilalanina 

Histilina 

Robyt y Walseth demostraron efectuando una hidr6lisis leida seguida de 

una cromatograf1a en papel1 que la enzima pura es una glucoprote1na, donde la 

fracci6n os1dica esti constituida por D-manosa principalmente seguida de gl~ 

cosa y galactosa. Éstos resultados han sido confirmados con la precipitaci6n 

total de la actividad de la dextransacarasa por la adici6n de concanavalina 

A que acompleja especificamente las glucoprote1nas que contienen mdltiples -

grupos D-manopiranosil insustituidos y no acompleja con dextranas de ~ -

nostoc mesenteroides NiRL-B-512F (ao,21). 

Producci6n de la dextransacarasa. 

Las condiciones 6pt:i11ias para la producci6n de dextranas son sillli.lares -

a las condiciones necesarias para la mlxi.Jna producci6n de la dextransacarasa 

por la cepa de Leuconostoc mesenteroides NRRl-B-512F. 

La ~acarosa es la 6nica fuente de carbono capaz de inducir la formaci6n 

de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL-B-512F y se ba de1110s 

trado que la porci6n fructo.t'Uranosa de la aolécula de sac;arosa es la respon-

sable de la activaci6n del sistema de inducci6n (65). 
. . 
Otras investigaciones 

'han áemostrado que la concentraci6n de la fuente de nitr6geno para la pro -

ducci6n de enzima debe ser mls elevada que para la prod\lcci6n de dextranas -

pero que la influencia de éstos compuestos no se detecta s1 el I
2

HPo
4 

se ti~ 

ne en exceso dentro del medió de cultivo. También se ha encontrado que los-

iones NH4t inhiben la producci6n de la enzima y que los iones ~~i+ son nece 

sarios para su producci6n (98). 
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Dado que Leuconostoc mesenteroides es !AJ1 microorganislllO microaerobio 

s6lo requiere la agitaci6n justa para mantener la homogeneidad del medio. 

La producci6n de enzima es muy sensible al pH; se sabe que es lllixima -· 

a pH 6.7 pero a éste pH se pierde el 35 % de la actividad en una hora -

(45,8~). Por el poder regulador que le confiere al 111edio de cultivo, el -

exceso de x2HPo
4 

dentro de la zona de producci6n mAxi.ma de enz:illla, aumenta 

la secreci6n de ésta. Tsuchiya y colaboradores han informado que la pro

ducci6n de dextransacarasa es 6ptima cuando se tiene 3.5% de I
2

HPo
4 

en el -

medio de cultivo (49,88). 

También se ha publicado (67,97) que la adici6n de cloruro de calcio -

(0.001-0.1) % p/v dentro del medio de cultivo aumenta la producci6n de dex-

transacarasa. 

Se llev6 a cabo una investigación (4~) en donde se concluy6 que l.a _;. 

producción de dextransacarasa se efect6a ~do la concentraci6n de saca

rosa rebasa un valor critico 1 que por consiguiente no es posible cwu:id.o la 

sacarosa es limitante. 

La mAxima actividad enzimitica de un c\altivo continuo en un medio con

teniendo sacarosa {Sr 1% sacarosa) fué alcanzada a una velocidad de dilu
-1 

ci6n de o. 53 h { 49). 

La dextransacarasa se produce basta cerca del inicio de la fase -

estacionaria de crecimiento alcanzando un m6xi110 despu6s de tres horas (74). 

Purificaci6n de la enzima. 

Gracias al desarrollo de nuevas t6cnicas de puriticaci6n se ha podido 

resolver el problema que repres~nta la puri.l'icaci6n de la dextransacarasa. 

Los primeros intentos se hicieron por fraccionamiento con etanol,clo-
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roformo, sulfato de amonio (44,36,75,15) pero se observaba una gran cantidad 

de dextranas remanente ya que la sacarosa debe estar presente en el medio -

de cultivo. Por otro lado se observa una aglomeración de la enzima, proce

so que se ve acelerado durante la purificación ( 26,90 1 88 1 22,5,42 1 43). 

Se ha obtenido (14) una preparación de enzima libre de dextranas por -

fraccionamiento con metanol y sulfato de amonio seguida de adsorción sobre -

hidroxilapatita y ultrafiltraci6n, 

Tambi~ se obtuvo ll?la preparación enzim!tica libre de dextranas por -

fraccionamiento con alcohol seguida de adsorción sobre gel de fosfato de -

calcio (7). 

Recientemente (74) se ha llevado a cabo la purificaci6n de la enzima -

por diAlisis y concentración en una unidad piloto de Bio- Fiber 80 seguida -

de un tratamiento con dextranasa, una cro111atograf1a en columna de Bio-Gel

A 5 m y una concentración final en una celda de ultrafiltraci6n. 

La dextransacarasa ha sido aislada del sobrenadante de cultivo libre -

de c~lulas por precipitación con sulfato de amonio al 75 % de saturaci6n

en presencia de 0.05 % de albúmina de huevo como coprecipitante seguida de 

filtración en gel con Sephadex G-25 y cromatograf!a de intercambio iónico

en una columna de DEAE - celulosa (49), 

También ha sido purificada concentrando el sobrenadante de fermenta -

ci6n libre de c~lulas por ultraf'iltraci6n . seguida de permeaci6n en gel. 
. o 

Ambas etapas se llevan a cabo a 4 e (41,53), 

Par'1netros que afectan el peso molecular de las dextranas formadas du

ran te la reacci6n enzim!tica. 
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Se ha publicado (90 1 61) que regulando la concentración del <teeytor, 

espec1ficamente de ias dextranas de bajo peso molecular 1 se provoca una 

disminución del peso molecular y un aumento del rendimiento del dextrano 

producido; que un aumento en la concentración de sacarosa desde 50 a 200-
-1 

gl provoca una disminución del peso y del rendimiento de las dextra -

nas producidas (90,31) 

Con respecto a.la temperatura también se ha observado (90) que a 
o 

15 e el peso molecular promedio de las dextranas de bajo peso molecular 

se incrementa ligeram~nte; que cuando la reacci6n se lleva a cabo a 10-

y 4°C se incrementa el rendimiento del dextrano de bajo peso molecular -

sin eliminar la formación de dextranas de alto peso molecular y que cu~ 
o 

do.la temperatura de reacci6n se disminuye de 30 a 15 e, se reduce el re~ 

dirniento de dextranas de alto peso molecular e incrementa el rendimiento

de las dextranas de bajo peso molecular as1 como su peso molecular promedio. 

En lo que concierne a la concentraci6n de la soluci6n enzim~tica se

ba observado, solamente a 30°c, que un aumento en la concentración de eD 

zima favorece la formación de dextrano de bajo peso molecular (90). 

La presencia de maltosa dentro del medio de reacci6n aumenta consi

derablemente la velocidad de reacci6n y disminuye el rendimiento de dex -

tranas de alto peso molecular por lo que prueba ser una sustancia que - -

actua como aceptor excepcionalmente activo (9o). 

Tambi6n se ha observado que altas concentraciones de fructosa favor~ 

cen la sintesis de dextranas de bajo peso molecular; ~sto explica parcia! 

mente el efecto observado de ~a alta concentraci6n inicial de sacarosa, 

sin embargo el efecto de la fructosa es muy complejo (90). 

Inmovilizaci6n de enzimas. 

Las enzimas pueden ser Wlidas por uno o varios mecanismos a un soporte 
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s6lido o simplemente confinados dentro de un.a barrera s6lida o liquida. 

Para la expresi6n de la actividad de la enzima inmovilizada es ne

cesario retener el mismo estado estructural de la prote1na para no alte

rar el sitio activo ( el o los aminoácidos de la prote1na que interacci~ 

nan con el sustrato para dar lugar al producto). 

Para ello es necesario llevar a cabo la reacci6n de inmovilizaci6n

en condiciones muy suaves, evitar altas temperaturas de reacci6n,trata -

mientes ácidos, alcalinos, altas concentraciones de sales, etc. (9j). 

Las ventajas de inmovilizaci6n de enzimas (~s) puede reswnirse co

mo sigue: 

1) Incremento en su vida catalitica ~til)pues puede llevarse a cabo 

un uso múltiple o repetitivo de un solo lote de enzima. 

2) Facilidad para detener rápidamente la reacci6n. 

3) En múltiples casos, estabilizaci6n de la enzima. 

4) Un proceso que emplea una enzima inmovilizada por enlace covals 

te puede ofrecer la ventaja de proporcionar un prOducto libre de enzima. 

5) Generalmente presentan una adecuada estabilidad operacional. 

6) Pueden ser aplicadas en procesos continuos. 

7) Existe la posibilidad de diseñar sistemas multienzim!ticos Euncig 

nando como reactores en serie. 

8) En algunos casos, se presentan largos tiempos de vida media. 

9) Velocidades de decaimiento predecibles. 

10) Cuando se aplican en procesos analiticos eliminan la preparaci6n 

de reactivos. 

Cada uno de los puntos mencionados ha contribuido al desarrollo de 

la tecnolog1a de enzimas. 
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Actualmente se emplean una variedad de técnicas y soportes para la 

inmovilizaci6n de enzimas y la conclusi6n que puede ser deducida o infe

rida es que no existe la técnica de inrnovilizaci6n o el soporte ideal o

universal, pues éstos deben ser elegidos considerando la enzima y su a

plicaci6n. 

Los mEtodos para inmovilización de enzimas pueden ser clasifica -

·aes en: 

1) Entrecruzamiento de las moléculas de enzimas • 

. 2) Entrecruzamie~to de enzimas dentro del soporte o sobre su super-

. fide. 

3) Enlace covalente a soportes. 

4) Adsorci6n en soportes. 

5) Atrapamiento en c~psulas o membranas. 

Se debe aclarar que cuando se habla o describe una técnica particu

lar de inmovilizaci6n, implica simplemente que el enlace propuesto es -

el que predomina pues en algunos casos el método utilizado es una combi 

naci6n de dos o mis de éstos. 

Ninguna de éstas técnicas tiene una clara ventaja sobre las otras, lo 

mas importante es que tan f6cilmente puede ser llevada mas allA de la eta 

pa de laboratorio. 

En lo que respecta a los soportes, su solubilidad d€be ser nula, den

tro· de las condiciones del medio ambiente en el que opera. 

Los soportes utilizados en la inmovilizaci6n de enzimas pueden ser -

clasificados en forma general en dos grupos: 

1) Soportes il'Íorglnicos. 

2) Soportes orginicos. 
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ista clasificaci6n no describe la mor~olog1a de los materiales, que 

e~ extremadamente importante con respecto al área superficial y 1a es -

tructura porosa, factores que afectan el comportamiento de una enzima in-

movilizada. Pueden entonces clasificarse en soportes porosos y no porosos. 

Los soportes porosos se clasifican en: 

a) Soportes de poro controlado. 

b) Soportes de amplia distribuci6n de 

e) Soportes de estructura de gel, los 

c
1

} Estructuras de gel preformadas 

c
2

) gel de atrapamiento 

c
3

) copol1meros 

poro. 

cuales se subdividen en: 

Los soportes no porosos tienen la desventaja de que el irea de su ma

terial es extremadamente baja y por lo tanto la superficie accesible pa

ra la uni6n de la enzi.Jla es extremadamente limitada. 

Es dificil predecir el comportamiento de un cierto soporte o técnica

basindose en los resultados con otras enz:iJllas, pues las caracter1stic:as -

pueden variar considerablemente para la misma enzima unida a diferentes~ 

soportes pero por diferentes técnicas, pero es dtil definir par6metros de

sistemas de enzimas inliiovilizadas los cuales pueden ser utilizados par~ su 

caracterizaci6n y evaluaci6n. 

Una de las caracteristicas mAs importantes de una preparaci6n de enzi 

ma il'lmovilizada es su actividad catalitica expresada COlllO velocidad ini -

cial en términos de unidades internacionales (pmoles de sustrato conver

tidas por minuto), por gramo de catalizador. Para algunas enzimas una uní 

dad puede tener una definici6n especial. 

Las actividades expresadas de las enzimas .son extremadamente sensi -

bles a las condiciones ambientales, ejemplo: concentraci6n inicial de 5115-

trato, concentraci6n del cotactor, temperatura, pH, tiempo de reacci6n, -

fuerza i6nica, concentraci6n de soluci6n reguladora. Para las enzimols -
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inmovilizadas influyen adem~3: la agitación, la velocidad de fludo, las 

dimensione~ f1sicas del soporte, por lo tanto, éstas condiciones siempre

deben presentarse con los datos de actividad. 

H6todos de inmovilización. 

Adsorción. 

La aclsorci6n es tal vez el método de mas simple aplicación; se 11~ 

va a cabo simplemen~e exponiendo bajo condiciones suaves, una solución -

enzimltica a una superEicie sólida. Las tuerzas de enlace entre la enzi 

ma y el soporte son d~biles por lo que la enzima puede desorberse fácil 

mente en presencia de sustrato o soluciones concentradas de electroli -

tos. Un soporte es adecuado como adsorbente s6lo cuando posea gran aEi

nidad por la enzima y al mismo tiempo le cause la m1nima desnaturaliza -

, :ci6n. Para adsorci6n de enzimas puede utilizarse . soportes neutros o car 

~ados. Se han utilizado como soportes resinas de intercambio i6nico, co

mo P()r.ejemplo: 

D~ celúlosa, DEAE- Sephadex, carboximetil celulosa (CM::), cuarzo, 

bentonita, part1culas de carb6n,s1lica gel, etc. 

Una manera de mejorar la retención de enzimas adsorbidas es usando -

entrecl'llzamiento intermolecular por medio de agentes bi.f\lncionales como

glutaraldeh1do. 

Atrapamiento en gel. 

Los 6 las geles poli~ricas proporcionan barreras f1sicas al escape

de enzimas, mientras que permiten el paso del sustrato y producto. As! -

las enzimas pueden ser usadas ocluidas en una matriz entrecru~ada. 

Con algUnas enzimas el atrapamiento en gel se hace generalmente poli 
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merizando en solución acuosa que contiene el soporte (en forma 1110nom6rica} 

y la enzima, en presencia del agente de entrecruzamiento. Ésta técnica de -

inmovilización ofrece la desventaja de que en ocasiones las condiciones de

reacción son drAsticas y la enzima es significativamente alterada. 

Las mayores desventajas de ésta técnica de inmovilización son dos: 

1) Pérdida continua de actividad debido a que la distribuci6n del 

tamaño de poro invariablemente origina algunas fugas que son lo suliciente

mente grandes > que permiten la pérdida de enzimas. 

2) Grandes barreras dirusionales al transporte del sustrato y producto 

originando retardos en la reacción, particularmente con s~tratos y/o pro 

duetos de alto peso molecular. 

Una variación al método de atrapamiento es formar microc,psulas que -

contienen la enzima. 

Enlace covalente. 

Es el método mas estudiado para la inmovilizaci6n de enzimas. El enlace 

covalente de una enzima a un soporte s6lido se lleva a cabo a trav~s ·de · los. 

grupos funcionales de la enzima, evitando en lo posible que ~tos sean'los

esenciales para su actividad catalítica¡ por ejemplo: 

1) grupos amino y carboxilo libres. 

2) grupos hidr6xilo, ejemplo el de serina y treonina. 

3) grupos fen6licos, ejemplr> el de la tirosina. 

4) grupo imidazol, ejemplo el de la histidina. 

5) grupo sulfhidrilo. 

Durante el acoplamiento se deber'11 emplear condiciones suaves para mini 

mizar la desnaturalizaci6n de la enzima. 

Las reacciones para unir la enzima al soporte caen dentro de tres cate 

gorhs: 
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1 ) unión a través de la formación de enlace peptidico. 

2) uni6n a través de alquilaci6n. 

3) uni6n di azo. 

El enlace covalente puede alterar la estructura de la enzima cambian

do su reactividad. En algunos casos puede ser afectado el sitio activo por 

la reacción de acoplamiento, originando mayor pérdida de actividad. 

Entrecruzamiento intermolecular. 

Reactivos bif'uncipnales que inducen el entrecruzamiento intermolecu

lar pueden unir enzimas a soportes sólidos, por ejemplo, glutaraldehido, -

bis diazobenzidina, flcido 2-2 1 disulf6nico, tolueno, 2-isocianato, 4-iso -

tiocianato, tricloro 5 triazina, etc. 

Para adaptar un proceso de inmovilización a la pr,ctica industrial -

~ebe ser simple, barato y capaz de ser escalado r¡pidamente. La situación 

ideal seria tener una técnica que reuniera 6stos: 'requisitos .y que pudie

se c:ombinar las ventajas de tOdas éstas técnicas mientras que minimizara -

sus desventajas. 

Pocas técnicas desarrolladas recientemente han enfocado· su atenci6n -

en ésta dirección, Algunos ejemplos son: la técnica que emplea agentes

quelantes, tales como sales de metales de tran5ición, para acoplar enzimas 

a una variedad de soportes¡ encerrar 'Una soluci6n acuosa de enzima dentro

de una·membrana liquida es otra técnica propuesta recientemente¡ la inmov~ 

lizaci6n de enzi.Jllas . en fibras porosas y sobre la superficie interna de tu 

bos poliméricos como nylon¡ también se han intentado procesos que emplean 

complejaci6n molecular, electrodepositaci6n e impregnaci6n. · 

Debido a que la·mayor1a de las técniCas de inmovilizaci6n no son t~ -

selectivas que permitan seleccionar la proteina enzimAtica sobre las impure 
. . . -

zas que pOdrian ser carbohidratos, sales y proteinas no enzim!ticas, las -
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enzimas deben sufrir un proceso de purificaci.6n previo a su inmovilización 

pues las impurezas o~'Uparian ~lgunos de los sitios de enlace sobre el sopor

te que podrian ser más econ6micamente utilizados.por la enzima. 

La dextransacarasa es una enzima extraordinariamente dificil de inmo -

vilizar; parece ser que la mayor dificultad es su desactivaci6n durante la 

inmovilizaci6n en vez de su exclusi6n de los poros del soporte debido a su -

gran tamaño (41); asila dextransacarasa puede ser inmovilizada cuando los -

poros del soporte son lo suf'icientemente anchos para permitir, ademas de la

fijaci6n de la enzima, la difusión de las dextranas y de la sacarosa(54). 

Han sido publicados por varios grupos ( 41 ;: informes de inrnovilizaci6n

de dextransacarasa¡ asi sabemos que la enzima ha sido inmovilizada i6nica -

mente a DEAE Sephadex A 50 (68); covalentemente a Bio-Gel P
2 

(71 ), gel de

poliacrilamida, membranas de acetato de celulosa y fibras porosas polisul~ 

.f'6nicas (17). Tambi~ ha sido inmovilizada en papel filtro WhatJnan No. 1 -

con cloruro cian6rico por el m&todo de Smith y Lenhof.f (79 ) 1 a ariludna -

poliacrilamida ( Enzacril, AA) por enlace diazo J .ª ~C:ilhidracida poliacr~ 

lall\ida ( Eruacril AH) (12) después de la Eorilaci6n de.una azida leida; a un 

copolilllero entrecruzado de acr1lamida y N-acriloilcisteina (°Enzacril po-. 

litio!) con ferricianuro de potasio¡ directamente a Enzacril politiolacto

na y a un copolimero de N- acriloilaminoacetaldeh1do dimetil acetal y N,N 1 

metil-enediacr1lamida (Enzacril poliacetal) después de un tratamiento co.zr. 

. icido diluido seg6n las recomendaciones del fabric.ante ( 18). En todos los 

casos desaparece la mayor parte de la actividad enzimitica de la soluci6n - · 

sobrenadante pero 2% o menos de ésta se enaaentra en el soporte. Tambib ba 

sido Wlida i6nicamente a DEAE-celulosa, DEAE- Sephade~c' A 25, A50, Sp-Sep~ 

·dex C-25 y C50 a pHs entre 3 y 7 (41) • 

Con los tres soportes DEAE desaparece virtualmente toda la actividad

.extransacarasa de la soluci.6n sobrenad~te ... a _t~os l.O!l pH' s pero menos - . 

f.el 10% estA en forma activa en el soporte; con los dos soportes SP ocurre-
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completa absorci6n s6lo a pH3; s6lo con SP-Sephadex C 50 a pH3 fue.apre

ciable la actividad inmovilizada obtenida. 

También se ha unido a un-soporte poroso alquilamina Spheron polihi -

droxietilmetacrilato de diferentes diámetros utilizando glutaraldeh1do -

(12) con el sobrenadante de termentaci6n 50% de la actividad original tue 

adsorbida por las pequeñas perlas1 pero menos del 10% de la adsorbida per

manece activa. Aproximadamente el 75% de la actividad de la enzima puri

ficada es adsorbida por el soporte poroso de diámetro mayor pero s6lo 5% 

de ella muestra activi~ad en la forma inmovilizada (41 ), 

La enzima purificada también se ha inmovilizado en alquilamina silica 

activada con glutaraldehido variando las condiciones de enlace (41} • Los

resul tados se encuentran en la tabla siguiente: 

Irunovilizaci6n de dextransacarasa en silica porosa. 

pH de tiempo de Vol. de Act. inic. Desapari- Actividad Actividad 
enlace. exposi~ ~nz/peso de la Sol. ci6n de ac recuperada inmovili-

ci6n. seco de enzimática tividad de en el sop. zada. 
soporte. la solución 

(h) (ml/ g) (U/ml) (%) (%) (%) 

5.2 2 1.5 2.23 59.6 19.6 o. 39 
5.2 2 1 •5 2.05 45.9 15.6 0.22 
5,2 2 2 2.23 47.5 16.5 0.35 
5,2 2.2 1.5 2.44 67.5 16.9 0.42 
5.2 3.5 1.5 2.13 46.9 14.9 0.22 
5.2 24 2 2.33 77,9 14.1 o. 51 
5.2 24 2 0,76 72.7 15. 1 0.17 
6.0 2 2 2,23 76.7 10.2 0.35 
7,0 2 ·2 . .2.23 88.8 6.0 0.24 
7,0 2.2 2 2.44 90.6 4,2 0.19 

a lote de tubos 22-35 Todas las otras soluciones son del lote de tubos-
dé 16-21. 
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También se ha inmovilizado dextransacara~a purificada por d0$·met~ 

dos diferentes: 

l) fraccionamiento con etanol. 

2) ultrafiltración y cromatografía sobre gel. 

en sílice (Sphérosil Rh8ne Poulec) de area específica variable,activa

da con solución de glutaraldehído al 2\ (S3). Los resultados obtenidos 

son: 

Inmovilización de dextransacarasa sobre sílice porosa 

1) Solución de enzima purificada por fraccionamiento con etanol• 

Area específica 

de la sílice 
(m29-1) 

6 

24 

so 
122 

179 

44S 

Actividad enzimática 

(UDS/g de sílice) 

Experiencia Experiencia 2 

480 124 

214 215 

218 SS 

2SO 127 

156 120 

114 114 

2) Solución de enzima purificada por ultrafiltración y cranatograf1a 

sobre gel. 

~ºº 

'º~ 
o.ffQ. es pee::'\' tQ. 

~~~~-t-~~-+-~~~~~--4~~ lm
1
'-'' 

'ºº ªºº 21. 
300 



Se puede observar que una area especifica baja es 6ptima para la 

inmovilización de la enzima. 

Se ha estudiado la in.fluencia en la inmovilizaci6n de dext~ansaca 

rasa, de la cantidad de enzima puesta en contacto con el soporte (49) 

Los resultados se encuentran en la siguiente tabla: 

Influencia de la cantidad de e~zima ?Uesta en contacto con el so
porte sobre la inmovilizaci6n de la dextransacarasa 

,,. 
Area especifica Cantidad de Actividad total Actividad 

silica puesta en con - enzimAtica 
tacto con la si 

lica. 

(m2g-1) (mg) (UDS) (UDS/g s1lica) 

6 100 200 90 
6 100 1950 605 

24 100 .200 170 
24 100 1950 287 

Por otra parte se ha demostrado que la presencia de maltosa duran

te el acoplamiento enzima-soporte disminuye el efecto est~rico provocado 

por las grandes cadenas de dextranas ligadas en los !::i'tios activos de la. 

enzima y asi aumenta la cantidad de enzima fijada (49}. Los resultados

se encuentran en la tabla siguiente: 
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Influencia de la maltosa sobre la inmovilizaci6n de dextransacar"'sa. 

Area especifica de la Cantidad de silica. Actividad enzimática. 
s1lica 

(m2g-1) (mg) (UDS/g de silica). 

6 100 605 
6 100ª 830 

24 100 287 
24 100ª 634 

6 200ª 446 
6 200 495 

24 200 477 
24 200ª 486 

Condiciones de inmovilizaci6n: 15 ml. de soluci6n de enzima con una -
actividad de 130 UDS/ml, actividad especifica 1340 UDS/mg de proteina
pue5ta en contacto con el soporte • 

ªse .,afladiérán ·200 mg. de mal tosa a la soluci6n de dextransacarasa du -
:rante la inmovilizaci6n. · 

La dextransacarasa también se ha inmovilizado sobre particulas de 

olote molido con un diámetro promedio de 180 micrones, activadas con -

soluci6n de glu taraldehido al 2% (53;. Los resultados se encuentran -

en la sigúiente tabla: 

Inmovilizaci6n de la dextransacarasa sobre part1e11las de olote molido. 

Cantidad de soporte 

(mg) 

' : 133 
145 
232 

Actividad total puesta Actividad enzi.mlltica. 
en contacto con el sop. 

(UDS) 

258 
258 
534 
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MATERIALES Y METODOS. 

Bacteria empleada 

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F cepa perteneciente al Departa

mento de Alimentos de la Divisi6n de Estudios de Posgrado, mantenida en -

forma liofilizada en ampolletas de 5ml. 

Medio de cultivo 

Se cultiva al microorganismo en un medio con la siguiente composici6n: 

2% de K
2
HP04 

2% de sacarosa (grado reactivo) 

1% de extracto de levadura 

0.02% de HgS0
4 

0.001% de Feso
4 

0,001% de NaCl 

0.001% de MnS0
4 

al cual se le ajusta el pH a 7 empleando leido ortofosf6rico. 

Obtenci6n de la enzima 

Para la obtenci6n de la dextransacarasa se utilizan 3.l de medio de -

cultivo est~ril en un fermentador de 5 1 de capacidad, una temperatura de -
o 

26 e, una aereaci6n de 0.1 vvm y un pH inicial de. 7 aproximadamente. 

Se emplea como in6culo \IJl vol6men de aproxiJlladamente 8%, de un cultivo 

del microorganismo de 18 horas, resultante de la reactivacil>ii del cultivo -

liofilizado contenido en una ampolleta, 

_Dado que durante la fermentaci6n se pr,oducen:etanol~ 6.cido ac!tico, 

6.cidolAc:tico, el pH es un buen criterio para "seguir" su desarrÓllo. 
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Debido a que la producci6n de dextransac.arasa depende de la suplemen

taci6n de sacarosa
1
la competencia entre el microorganismo y la enzima extra 

celular, por el sustrato común $acarosa, representa una ineficiencia en el

sistema de producci6n, (49). Por ello también se llev6 a cabo para la ob -

tenci6n de enzima una fermentación en la cual se mantuvo una adición con -

( -1 _1) 
tinua de sacarosa 20 gl h ya empleada antes (54) • 

Aislamiento de la enzima 

Puesto que la enzima es extracelular puede ser recuperada f6cilmente -

en forma libre de células por centrifugación o filtraci6n. Así al cultivo

del microorganismo obtenido se le ajusta el pH a 5(pH de mfucima estabilidad 

de la enzima) y se centrifuga a 3200 rpm durante 45 minutos a una tempera-
º tura promedio de 7 c. 

Al sobrenadante obtenido de ésta manera se le agrega cac12(o.05% Ca++), 

pues se ha comprobado·que estabiliza la enzima soluble, se mantiene en re -

frigeraci6n, ademAs de que se le añade 0.03% de azida de sodio. 

Actividad enzimAtica 

La determinación de la actividad enzimAtica estA basada en la medida 

de az~cares reductores libres. La medici6n de fructosa liberada bajo con

diciones que proporcionan una reacci6n de orden cero1 es la base para la es 

timaci6n de la actividad de la dextransacarasa. El m~todo que se usa para 

la determinaci6n de az~cares reductores Hbres,producidos a diferentes . 
intervalos de tiempo, es el de Acido dinitro salicílico {DNS) (84) que con-

siste en su reducr.i6n en soluci6n alcalina y la medici6n espectrofoto~

trica a 540 nm del producto de reacci6n, probablemente leido nitroamino sa 

licUico (56) • 
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Para llevar a cabo ésta determinaci6n de actividad se utiliza una mez-

cla de 2 ml de soluci6n de sacarosa al GO% y 10 ml del sobrenadante de f'er

mentaci6n pH 5 (solución enzim~tica), 

En éste trabajo se informa en unidades de dextransacarasa (UDS), Una

UDS se define como la cantidad de enzima que puede convertir 1 mg de saca 

rosa a dextranas en una hora liberando 0.52 mg de fructosa bajo condici.ones 
o 

especificas (39) T= 30 e pH 5. 

La actividad de ~a dextransacarasa puede ser estimada también notando

la velocidad.de aparición de opalescencia, actividad serol6gica, material 

precipitable por alcohol y otras propiedades de las dextranas mismas(26). 

Purificaci6n de la enzima. 

La purificaci6n de la enzima se lleva a cabo fi1trcindo a trav!s de -

una columna de Pharmacia enchaquetada de 2.6 x 100 cm empacada con gel de

agarosa (Bio.;.Gel A-5m de Bio Rad Laboratories) la cual ha sido equilibra

.da previamente con soluci6n reguladora de citratos pH5 y eluyendo con la -

misma soluci6n. Debido a que la enzima ficilmente forma agregados se enc:uen 

tra principalmente cerca del volumen muerto; la temperatura que se mantiene 
o 

para llevar a cabo la purificaci6n es de 4 c. Las porciones de soluci6n --

enzimitica pura Se mezclan y se mantienen en refrigeraci6n hasta SU ll1JllOVÍ

lizaci6n, 

Inmovilizaci6n de la enzima, 

Para la inmovilizaci6n de la enzima se investig6 un soporte a base -

· de alúmina. Los soportes utilizados .t'ueron: 

.Al'dmina sin activar A
0 

con una area superficial de 7,5 m
2
/g¡ al!unina -

' o 
activada A

25 
durante 30 minutos con una velocidad de calentamiento de ·s e -

por minuto a una temperatura de 250°C con una are~ superficial de 33m
2
/g y 

alíunina activada durante 30 minutos con una velocidad de calentamiento de 
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sº C por minuto a una temperatura Lle 450°C v una erea suporficia1 de 

24Sm2/g. 

Activec16n del soporte. 

El proceso de actlvaci6n dRl soporte se llevs a cabo mediante un 

método similar el reportado para vidrio y sílice (98). Consiste en -

une reacción de allan1zac16n argAnica: 

\ 
AIOH 
1 

o E+ 
1 

t ¡to- Si- (C·Ht)3-NHz. -? 
t 
OE\ 

3 o.~4\o f"ºf" +,.I e'4o~i 
silnno 

oE+ 
A\0 - Si- (e"¡.\- t'-l~z. + EfOK 

\ ~E+ 

p~re lo cua~ el.soporte se trate con HN03 al 5 % a una temperatura e~ 
tri {S0-90) C durante una hore dHpuee do la cual 811 lava con ague de! 

tilade,en.aeguida .•• treta con 3 amino propll trietoxlaileno el 10% -
(v/v) en tolueno (50 ml por g de soporte), se deje en ret'lujo durant.e 

toda ·le noche, finl!llmente se hidrata con la minimacentidad de egua.de! 
·tUadÍI C 1 gat11') y se lleva a ceba un acoplamiento con saluc16n de glu
tareldehido al 5% en scluc16n reguladora de fosfatos e pH 8.6 durante -
4 horas a temperatura ambiente, mezclando continuamente. La reacción -
que ee afectue ee la siguiente: 

QH . 
Al-()- ~¡-(CHi.\- N\\i. + GhAo.ro.\~ehfclo ---.. 

' o Et 

flnalmente se decanta y 1e lava 3 veces empleando: 

1) soluc16n reguladora oe citratos pH 5 

2) eoluc16n de NaCl 1M 
3) nuevamente solución raguledora de citratos pH 5 
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Pera la reacción de inmovilizac16n se utilizan: 100 mg. de so
porte (no activado y activado), 15 ml. de soluc16n de enzima pura,-
100 mg. de maltosa~ se colocan en tubos de ensaye de (1& X 150) mm, 
con tep6n de rosca, los cuales se mantienen mezclando durante apro
ximadamente 15 horas a una temperatura de i.0 c. Oeapu6s de transe!:! 
~rldo ~et~ tiempo, se decante y ~e retira le solución enzi~~tic~ -
sobrenadante 'l se efectuen nuevamente los tres levados con solución · 
regulaocra de citratos pH 5 y soluci6n de h1aCl 1M en el orden mene lo 
nado~ Una vez que ae he lavado as lleve B cabo le determ1nac!6n de 

ectlvided enzimhice empleando el mismo m~todo que pare la enzima -

soluble se utilizan 2 ml. de soluc16n de sacarosa sl 60~, 10ml. de 
soluci6n reguladora de citratos pH 5, 100 mg. de soporte activado+ 
enzima¡ se emplee un mezclador giratorio de tubos y se decenta el -

I 

~opo~te unos segundo• antes de la toma de muestra. Este detarmina-
c16n se ¡leve a cabo a temperatura ambiente. 

Se lleva a cabo también le determinación de la cin6tica enzi -
m6tice variando la concentrac16n d• sacarosa de 0.25% a 10 %. 

Los valeres de K• y vmax ee obtienen por les ecuacionea de 
Mic~aelis- Menten, Llnew~~ver - Burk y Eadie ~ Hofatae. , 

RESULTADOS 

En la prolluccl6n de enzime ee ut111z6 tanto el m6todo · tredlcio
nal (88) ~orno el.de la fermentación eemicant{nue (54), obtan1éndoae

ect1v1dadea enzimliticas promedio de 40 Y 120 UDS/ml. reapactlvemanta •. 

Los rendimientos de pur1f1cac16n fueron cercanos al 100 % y con 

una d1lucl6n mínima de la enzima. 

2e 
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Se realiz6 unB caracterización de la enzima libre determinándose:. 
-El efecto del 16n ca•+ en la vida de Almacen d~ una soluc16n de 

enz1ma mantenida a 4°C y a 3D°C, en presencia y en aueencia de 
GcC12 (o.s gl-1) (fig. 1 y rig. 2) 

~El efacto en le velocidad de reacc16n de la temperatura en al i~ 

tervelo de S a 30° C (fig. 3) 

-El efecto en le velocidad de reacc16n de la concentrac16n de 

sustrato, sacarosa, empleando concentracior.es comprendidas en el inte~ 

velo da 0.25 a 10% ( Tabla II y Fig. 4) 

El efecto en le velocided de reacc16n da la concentracl6n de mel-

toaa, an un intervalo de concentreciones cc~prendlda entre O y 10% -

( T~bla III y flQ• 5). 

·Pare: la 1nmovU1Zac16n de la eriZime sa utÜlz6 tan~to la enzima -

cantenlde en al · labrenadante de f'e:i.•mentac16n libre de céllilae · aat 

ctlllO le .aniime puri f1cade por permeac16n en gel. 

Iniclelmente se utilizaron como soporte pare la lnrucv111zac16n -

de la enzima, resines de intercambio 16n1co ( Amberlitas XAD2 XAD4, -

XAD7) pero los resultados obtenidos no fueron aceptables. 

Los primeros resultados qua permitieron lft selecc16n del soporte 

m's adecuado, a b118e cie alúmina a1lan1zada .V activada, se encuentren

'" le Tabla IV. 

El efecto de le va.rlaci6n an la relac16n caritidad de soporte 

toncentrac16n de enzima, en la eficiencia de lnmnv1lizac16n, ~e mues-
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El efecto provocado por una h1d:ataci6n del eoport9 previa a su 
activaci6n con soluci6n de glutareldeh!do se puede observar en la T~ 
ble VI. 

LOE raaultedaa abtenldae·en la determ1neci6nde la cin6tlce enz! · 
m~tice da la enzima inmovilizada &e encuentran en le Ta~la VII. En 
la figure 6 se encuentran grafic~doa·11atca dato• y se camparan con -
el comportamiento de la. enzima libre deacrlto.po,r Hlchaelis-Menten • 
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Tabla .I 

EFECTO DE LA TEMPERATU~A EN LA ~t;LOCIOAD DE REACCJOM; 

• 

TempeTatura 

(o C) 

5, 

10 

-1.B . 

. )0 

a pH 5 y T 30° C • 

31 

V 

6.25, 

11.EiS 

22~89 

. 41.0 



TABLA II 

EFECTO DE LA CUNCU.T:lhCICf1 DE SUSTRr-1TO 

E~ LA ~CTIVIDAD DE LA E~ZIMA SOLUBLE • 

(SAGARíl~) V 1/v 1/S v/S 

(M) (mg de s~c/ ml h~ 

o.292 41.36 D.0242 3,42 141.S 
o .234 41.D D.0244 4.2?5 1?5.3 

a.1?5 39,28 D.0255 5.? 223.9 
0, 146 42.41t 0,0236 6.84 290,3 

o .11? 40.87 0.0245 a.ss 349,4 

a.aes 37,87 0,0264 11,4 431, 7 

a.ose 36.87 0,0271 17.1 630,5 

0.029 29.24 0,0342 34.2 1000.a 

a.01s 20.58 0,0486 68.4 1407.7 

0.001 14.5 0.0690 136,B 1983.6 

• a pH 5 y T 30° C. 



TABLA III 

EFtCTO DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE MALTOSA EN LA 

VELOCIDAD DE REACCION OBSERVADA DE LA DEXTRANSACARASA. 

~~ 

V MALTOSA 

(rng de Sac/ ml h) (%) 

35.28" .. a 
43.B •• 0.1 
45· 7 ,. a.s 

50.64 - 53.07 1.0 

86.85 -107.11 s.o 
116.51 7.5 

74.6 - 80.09 10.0 

•se utilizaron 10 ml de solución enzim6tica con 33.29 
y 37.3 UDS/ ml de actividad respectivamente. 

••promedio. 
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TABLA IV 

I riFLUENC:I A DEL AREA ESPECIFICA DEL ALUMINA ACTIVADA 

Erl LA IrlMDVILIZACION DE. LA Ef,ZIMA úEXTR;;r~SACAH1~!:iA, 

Soporte Aree esp, Soporte i:.ct. ofrecidaº t<ct. observl!lda/g soporte Rendimiento 

(1112 /g) (mg) (UDS) (UDS) (%) 

!! ~ !! 2 ! b 

Alúmina 7.5 200 285,8 lt87.7 8e.1 141.76 6,29 6.61 
Alúmina 33.0 200 285,8 48?,? 93,32 156.3 6,66 7.29 

Alúmina 245,0 200 265.8 467.7 ei..36 158.37 6,02 7,38, 

•• su1ce 6,0 200 1950 415 lt,25 

• Se utilizaron 10 y 15 rnl de soluci6n enzimática con 28.58 UDS/ml de actividad 

re1pt1t:tivemante. 
••L6pez Mwngu!a C, A, y Monean P, (52) 

, .. 



Tl\EJL~ V 

INFLUE'•:CIA Ll( Lr.. HELACIOr~ CANTIDAD DE SDPURTE/CrnJCEf,;TRACION DE ENZIMA 

m LA EF'ICIENClll DE !Nt'1DVILIZACIOfJ DE LA ENZIMA DEXTRAJ\:SACARASA • 

Soporte Act. ofrecida • .r.ct. observada Rendimiento. 
g soporte 

(mg) (UDS) (UDS) (%) 

100 232.3 56.41 2.t.3 
200 232.3 148.0 12.7 

sao 232.3 86.13 18.D 

1000 2.32.J 11.?8 5.07 

•se utilizaron 10 ml da soluc16n enzim6tica con 23.23 UDS/ml da act. 
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U.aLA VI 

INFLUEr;CIA DE LA HI!;Rl'TACIGfv PREvlA DEL SOPOñTE EN 

u:.. ¡ r.r.;ovILIZAClON DE LA rnZIMll DEXTRArJSkCHRA5A • 

• Caracterht1caa Act. ofrecida Act. obeervade/g 

(UDS) (UDS) 

Alúmina (200mg) sin hidratar 152 17.4 
Alúmine (200mg) hidratada 1Clh 152 59.5 
Alúmina (200mg) hidratade 56h 152 149.7 

Rendimisnto 

(%) 

2.28 
7.A 

19.6 

.. 
se utilizaron 10 ml de soluc16n enzim~tlca con 15.24 UDS/ml de actividad. 
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• 

@acaro se] 

(M) 

0,292 

0.2046 

0.146 

0,0877 

0.029 

0,007 

TABLA VII 

ESTUDIO CINETICO DE LA ENZIMA DEXTRANSA 

CARASA INMOVILIZADA EN Allit:,l:J;. ACTIVADA, 

V 1/S 1/v 

(mg Sac/h g) 

soporte, 

127.42 3,425 D.0078 
93,98 4.887 0.010 

114.50 6,849 0.0087 

B2.15 11.402 a.012 

65.23 34.48 0.015 
30,90 142.85 0.032 

1/5 

434.93 

459.33 

784.24 

936.7 

2249.3 

4414.28 

complejo enzima-soporte resultante de poner en contactoi 10 ml de 
aoluc16n enzimática con 52.9 UDS/~l y 200 mg de ñlÚmina silanizaoa 
\' activada. 
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ANALISIS DE RESULTADOS 

Caracterización de la enzima libre. 

Efecto del i6n Ca++ 

El efecto estabilizador de los iones Ca++ no resulta evidente en 
la solución enzimática almacenada a 4° pero ai la soluci6n enzimética

se almacena a 30° C la pérdida de actividad es drástica y el calcio r! 
tarda la pérdida total de actividad. 

Efectos en la velncidad de reacción 

a) Efect~ de 12 temperatura 

De la representación gr~fica de la ecuación de Arrhenius (fig.3) 

se desprende un valor de 12.4 Kcal para l~ energía de ectivac16n de 
b enzima libre; éste reeultadom~t superior al publicado por Keb~li 
(~1) de 8.6 Kcal aunque se t~abaj6 un intervalo de temperaturas m~s-

mol 

reducidades. 

b) Efecto de la concentraci6n de sustrato. 

En las representaciones de Lineweaver-Burk y Eadie Hofstee 

(Fig. 4) se observe un valor de Km=0.015 M que concuerda con lo tnror -

mado en las diferentes publicaciones. 

e) Efecto de la concentraci6n de maltosa. 

Se observa que al efecto es máxima aproximedemente 7.5% de ma! 

toea hasta el cual el aumento en le velocidad de reacc16n es directa -
mente proporcional a le concentraci6n de maltosa. 

Inrnov111zec16n de la enzima 

Loa resultados obtenidos con las soportes a base-de alúmina sila
nizada v activada ( Tabla .IV) pueden compararse con lo~ obtenidos para· 

sílice a~inada <53) .• Los rendimientos son ligeramente superiores y -

ss observa que la actividad eapeclrice del soporte. puede 1.ncramentsraa 
,.,. 



awr.entando lb canceritración de enzima de la solución que se pone en co!:! 

tacto; ain embaruo, el porcentaje de enzima inmovilizada y active no -

ooejoro sino por el contrario el rendimiento disminuye. 

Puede observar~e ( Tebla V) que el hBcho de contar con una alta -

actividad por gramo de eoporte, n~ da una idea clftra sobre la eficiencia 

del proceso de inmovilizaci6n. La eficiencia mas alta (18%) no correspo~ 

de a la actividad por gramo de soporte mes alta (14A UDS/g). 

Se observa (Tabla VI) que la hidratac16n previa del soporta tiene 
un efecto positivo en la eficiencia del proceso de su activación. 

Al comparar los resultados de la cinética enzimática de lo enzima 

inmovlllzada .(Fig,6J con los de la cinética de la enzima libre, se o~ 

serva que el Km prácticamente permanece constante v la varieci6n con -
respecto al comportamiento de la enzima libre ea pequeña. Esto permite 

afirmar que para las condiciones de reecc16n utillz~das, los cfectoa

difusionalea son despreciables y la cinética enzim~tica controla el 

proceso• 

.1+5 



CONCLUSIONES 

Se desarrolló un soporte 9 base de alúmina silanizada y activada 

con gluteraldeh!do. 

El acoplamiento de la dextransecarasa con la alúmina ellanizade y 

activado con glutaraldeh!do da un derivAdo altamente activo cuando ee

util1ze un soporte de area P.Specífica baja. Esto puede ser atribuído a: 

1) Le ausencia de cualquier efecto estérico a nivel de la enzima, 

b) La menor limitaci6n de difusión intP.rna. 

La eficiencia de inmovilización se incrementó en un 250% por la 

adic16n de maltosa durante la reacción de acoplamiento enzima-soporte -

debido a la liberación de las dextranae de les complejos enzime-dextra-

nas· 

La aplicación de la dextransac~resa unida por enlace covalente a -

alúmiha silanizada y activada para la ~!ntesis continua de dextranaa 
parece ser mas adecuada para la producción de dextranae de bajo.peso m2 

lecular, si consideramos la alta viscosidad de las soluciones de dextre 

nae de alto peso molecular. 

La baja estabilidad de la enzima no parece msjorarse con los tret2 

mientas de 1nmavilizaci6n siendo hasta ahora una de las limitaciones 

mea importantes pera el uso de la enzima en sistemas continuos. 
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HECGMENDA~!ONES 

Determinar la estabilidzd de la enzlma'inmovilizada en al6mina sila

nizada y activada con glutaraldehído pare conocer la posibilidad de ser -

utilizada en un proceso cant!nuo de producci6n de dextranas. 

Hacer las consideraciones econ6m1cas necesarias para evaluar le adse 

tabllldad de la reacci6n a proceso de gran escala. 

Investigar la posibilidad de utilizar las dextranes rroducidas per

la enzima inmovilizada como estabilizante en alimentos diéteticos. 

Emplear otros soportes para tratar de inmovilizar con mayor afielen 

ele la dextransacaraea de Leuconostoc mesenteroidee runRL B·512F. 
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