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RESUMEN

La levansacarasa (LVS) es una i fular, producida por una gran cantidad
de microorganismos. La LVS mejor caracterizada es la que se obtiene a partir de Bacillus
subtilis. De una ra general la enzima catliza la ia de fn adi
“acep En p ia de Deva a cabo dos 3 al mi jempo: Ia de
tramsferencia, on la que ol aceptor es ol poli & na, o bien la ion de hidrélisia, en
Ia que la fructosa es transferids al agua. Sin embargo, si ademis de s se adici

rid disacérid olig 4ridos o pol , Ia LVS es capaz de tranferiries la
fructoss y con eilo dar lugar a una gran iedad de P Los P que se
obtienen a partic de este tipo de i P gran imp ial porq d de
su poder edul uan como probiits en la flora i inal de hombres y animalk
Actuaiments en Japon y otros paises son utilizados como aditivos de alimentos.

Uno de los retos en s lidad es ob altos dimé de los fin id lo
que obliga & minimizar las Z alternas que lleva a cabo la enzima (hidrélisis y
tranferencia al polimero). Es por ello que ¢l rni y optimizacion de las r
de PLOF ON eStas enzi Ita de i ¢ '

Enel p bajo se las

1a LVS de Bacillus subtilis, seguido de una ipurificacion por precipitacion con PEG.
Por otro lado se analizd la capacidad de dos | una pi i de B.
circuians y la de B. beilis, de ferir i a bitol V) glicerol, 1 y
] ; 1 do a cabo un di p ivo tanto litativo como itativo.
Por Gltimo se di las dici que favor ia ion de i
de fiructosa & maltosa utilizando la VS de Bacillus subtilis. Para ello se evaluo el efecto
que ti las relaci i (s/m) en ¢l dio de r ion. Posteri a

purifi ion y izacion del fi s aido obtenid

P
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Introduccidn

1. INTRODUCCION
Eli § és del hombre por el i de los fend biologi y
sus ibles modificaci ha impulsado e pli dio de léculas biologicas, como
P " i ticos y carbohid I jo s N & ramas de Ia
ia, como ls microbiologia, Ia togia imisics, Ia i L stica v Ia quims
‘para’ dar lugar s lo que hoy se como bl logia, ividad htidisciplinaria
relativamente nueva y definida como ia utilizacion de agentes biologicos o sus partes para la
produccion de bé y servics )
. © A partic de microorganismos productores de diversas i desde diados de
. ests siglo por medio de biotecnologia se ha Nevado a nivel & ial ls produccion de
antibiSticos y detergentes, entre otros productos. Desds hace afios, uns gran variedad de
icroorgani del pénero Bacillus han sido i utilizados como de

oy ion de di " o g ~ s Trnicial ®
| of

wtilizad, sin h i de su gendtica, p.e. B. [lcheniformis y B.
amiloliguef para la produccion de p y il De de las enzimas
derivadas de este giénero, que a lo largo de las uhi décadas han ido un papel
sumamente imp a nivel ind ial d icalin-serin p son las
subtilisinas y proteasss neutras utilizadas en la industria de detergentes; las amilasas, la
ok i “las P-gh las DNA poki y las ok k de

PP

ion. Otros prod de impor ia por sus i aplicaci que se obti a
partir de este gk son: bioi icid. Jedeid la inosina y la g H
utilizados como ind de sabor, o bien Ia uridina usada como precursor de

. a gy e "y s e fenilalani histidina);

| 4 anp

vitami (riboflavi Lami biotina) y- ibioti peptidi ®

Las técnicas de ingenieria genética e ingenicria de proteinas han inc do e

dimi bisico de la genética y bi imica de Bacillus y sus proteinas. Un ejemplo
clisico es la cepa de B. swbrilis Marburg 168 cuyo mapa genomico esté casi completamente
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descifrado permitiendo con ello ¢l mejoramiento de cepas que expresen genes de interés, asi
como el desarrollo de vectores con genes regulatorios, © bien, la ‘construccion de cepas

dificadas para i 1a productividad (hip de p y con
un l on el p de esporulacion) que en afios reciemes ya han sido objeto de una

2 .. " 2 PRy
-

Nouprbmd‘mﬂuqnhoymdhb.nbﬂll:umﬁdenmm

huésped ideal pars DNA i de di indole, ya que ademis de lo antes
ionado, p bidn Ia capacidad de gran idad de p . al ..

y es iderado como mi cgani GRAS (del rmino en inglés, “generally

recongnized as safe™), por la U.S. Food & Drug Administration.

Por otro lado, los carbohid se pli distribui en la
neturaleza como perte constitutiva de vegetales, animales y mi g o donde estin
presentss en una gran diversidad de formas como son polisaciridos y olig ssidos. Desde
semp e les han atribuido funci que invod principal 1a p i
a dici i V] d asi como especificos de reconocimiento en
sistemas biologicos como: anti pos, h y toxi En vegetales por sjemplo, se les
conoce como A\ de al - energético, iop y regulad
osmiticos. Para los mi rgani i una p 30 1a & 1O

ial de adhesion a sus huésped demis de servirles como medio de selectividad
impidiendo 1a fagocitosis o ¢l ataque de otros organismos.

Los estudios de polisachrid lige arid y sus derivados en bioquimica y

dicina han p itido desarrollar una gran idad de apli i de éstos en diversas
dreas de las industrias agricola, fa éutica y ali ia principal Las fi de

Scion mis han sido las planias y algas i o bien hongos u otros

rgani Su ob ion por si is quims \ plicada dada Ia
gran di idad y plejidad de glicosidi do a Ia dificultad en la
d inacion de las mi Ademis, los p quimi dicionales en g 1 son
inefi y requi de un gasto clevado de encrgia. Esta si 1o da a) de
écni i les para su andlisis, como son la i gnéti 1 la
espectroscopia de masas ¢ infrarojo, rayos X, técni aficas, etc., ha generado
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St

Ia utilizacion de técni bi logi mis sencillas y eficientes para la
prod O d.eenol p agran 17

En el caso de 1a simesis de los poli d y olig arid 1a logi:
enzimitica como parnte de la bi logia p di jas sobre los procesos
Quimicos tradicionales dada su alta especificidad, lo que il a un Y 1 de
calidad, y mej rendimi dando lugar a prode de bajo costo, biodegradables y
amilasas, celulasas, glucanasas, pecti otc.. Sin bargo, una denci ! en esta
drea os 1a i is de oligs dos por dio de gii ile ffe las les son cap
de producirios s partir de moléculas sencillas como la sa, pe b de la
‘produccién agricola.

Enet lab io de T logia Enzimitica del IBT, uns de las lineas principales de
investigacitn es ol uso de glicosiltransfe con el interés especifico de desarrollar nuevos
P de produccitn de olig sridos con ck propiedades que p i a corto o
largo plazo, su uso comercial. ’

El p bejo i L por un lado, la utilizacion de una cepa de Bacillus
subtilis capaz de hiperexpresar ol gen de la ) como f de ob ion de la
enzima y, por otro lado, Ia aplicacion de Ia jogia enzimética por medio de esia
fin it e como posible via de produccion de fin tig éridos, cuyo imp a
nivel ial Jo i sus propiedades como preprobitticos y edul bajos en
calorias.

Con ol fin de i con trabajos preced lizados en e stupo de
investigacion, una parte de este trabajo se dedicd a un dé mp . en alas

reacciones de aceptor, entre 1a LVS de Bacillus subtilis y una LVS de Bacillus circulans.
En 1990, en la Facultad de Quimica de l1a UNAM se llevo a cabo el aislamiento de Ia cepa de
B. circulans (a partir del jugo. de cafia de anicar) seleccionada por su capacidad de produci
colonias mucoides. En este estudio se concluydo que dicho organismo produce una
levansacarasa (Bibbins, 1990). En un trabajo posterior, en el IBT, se realizd una
caracterizacion tamto fisicoquimica como de las propiedad it de enta

levansacarasa; en é se > Que esta i tiene propiedades muy simil alas
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fevansacarasas reportadas en la bibliografia, ya que es capaz de rcalizar las reacciones de

hidrotisis y de ia tanto al poli como a dife técul P (Pérez
y col., 1996). Dads la disponibilidsd de ambas en el lab io, It
inmeresante of poder e ias con la hipd de que al ser originarias de disti
habi ol P b litico asi como Ia especificidad hacia aceptores podria ser
diferente. .



11. GENERALIDADES

1.1 Bacilins subéilis
B. subtilis e» un mi gani & positivo, esporulado, movil, que tiene la
propiedad de excretar una gran idad de p al sob d. del medio de cultivo,
lo que lo hace i a nivel indi ! por la facilidad en los procesos de obtencion de
- dei és, adernés de ser GRAS. . :
Existen bisicamente 2 tipos de cepas sil gondéti dife de este
género de las les as han d do una gran cantidad de mutantes: B. subiilis ver nigra

BSS y B. subtilis Marburg 168.
Estas dos variantes han sido objeto de profundos estudios genéticos, principasimente

dirigidos al imiento de Ia regulaci6 bolica de este organismo y por ello se han .
indo los : En ol caso especifico de Ia cepa 168, 3 cuenta con ol mapa
Swmdémico casi wph Mmmmmuhwhﬂohwm*h
Jevansacarasa (1. VS) como . fenotipica, ya que esta enzima es responsabie de la
icién de coloni. ik (Kuauyeoi..l972).

o s fase . ia de i prod una & inducible v,
constituti P a--amil k yp de lisis celular. En bio Ia
sintesis do LVS -es inducible en p ia de y se prodh sélo di la fase
exponencial.

Mediante la ion de L y col. (1974), identificaron y
nombraron sacB al gen estructural que codifica para Ia LVS y, jumto con otros
investigadores, han clonado y iado este fragr de 2kb que contiene el gen,
encontrando ademéis una region reguladora a 200 pares de bases del inicio de sacB, a la que
denominsron sacR. :

En las cepas de B. swbyilis, a partir de i inados a lizar genéti
o boli de se ha do Ia p de varias enzimas sacaroliticas,
que ti un plejo si de regulacion ain no descifrado completamente. En la Tabla
1 se muestran algunas de ellas asi como los genes resp bles de su expresion. En algunos

lacién de la si is de

de estos 8 se han localizado diversoa sitios de regqn
di. i P en el

[
P Ly

de B. subtilis 168. Estas

10
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ion de LVS, asi como de otras actividades

fe imulta los niveles de exp
tea localvénd en 3 di sitios

proteoliticas. Asi miamo, la zonas han sido map
designados como saclU, Sac(Q y SacS, cuya caracteristica principal es no estar ligados

di al gen ! sacB. Otra istica de estas es que también
defe en funci laci das a la superfici tular, la ia de flagelos o
Ia incapacidad de i P DNA del medi b P ia) y, por otro Iado,
b i en el p de esporulacion. (Lep y col., 1972; Kunst y col.;

1974 y Chamberst y col., 1984).

-~ on B subslizs, con sus vespectives gemes

Tabla L K eliticas pr
sstructuraies (Débarbouliié y col., 1991)
p———— ———
ENZIMA GEN 1
SACARASA sac A oo
LEVANSACARASA sac B
LEVANASA sac C
Uno de los g ipos de yor i és en este tipo de es el designad
como sacl” (b= hipsrproductora), que tiene Ia propiedad de sob P 1a LVS, ademis

de otras actividades proteoliticas. En estudios sistemiticos sobre este genotipo, se ha
encontrado que sacl/ ia Ia si is de di np ful y. junto con
sacQ, 1a 1a produccion de actividad . . « elias InLVS) y
las condicionss de esporulacion (Kunst y col., 1974).

Por otro Iado, Ia capacidad de B. subiilis de secretar proteinas ha sido explotada para

expresar genes de células eucariotas. SInanbnr.o.unod-Ionpmnuolptoblanuquhubo

que resolver es el que se origina por la gran idad de p ext que
degradan lquiera de las p! i ién clonad
Debido a lo i una iva es ir cepas que carezcan de estas

proteasas; He y col. (1991) climinaron diversos genes de proteasas y con ello pudieron
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e} gene del activador de plasminogenc humano (htPA) v el gene de

a "

P
la a-amilasa de arroz. .
i ética que dirige ¢l Dr. Fernando

En el Lab. io de regulacion de la exp B
- levexi tocular en el K de Bi togi

Valle, en ¢l departamente de microb 8 .
(UNAM), se han construido cepas derivadas de B. swbiilis Marburg 168 con las dos
ch de

caracteristicas descritas anteriormente, os decir, son del g sacl ™ hiperp

LVSmembomd-mmu L.cep.quenolmcﬁclmldaplueue
tanoporelDr Valle cae dentro de este tipo, con el siguiente genotipo: A, Agpr, Co™,
degl/32 (Hy). La lotra griega A, indica que carece del gen npw (protcasas neutray) y apr

P

(proteasas alcalinas).
La abreviscion Degl, ve i duj i después de llevar a cabo estudios
de regulacion més finos, designind ast af ji de genes que controla todas las
i degradati P di. un si de dos p (Débarbouillé y

col., 1991; Kunsty col., 1991).
Existen otros trabajos en Jos que se han utilizado cepas hiperproductoras de LVS.

Por cjemplo Periot y col. (lD‘O).mplcunm-LVS de B. subtilis BSS denominada BSS C4
lo que le da 1a ventaja de producir ia

que sobreexp constit In k
i en ia de poli . Sin bargo, requi de dici muy especiales de
cultivo para lograr dos altos de ividad en ef sob d . Y& que p los genes de
Ins proteasas.
L2 Glicesiitransferasas
Las tranaglicosid: o glicosilt fe son que de una maners general
transfieren residuos de axiucares a diversos P Son producidas por di
organi enla U Particul las producidas por hongos y b ias son una
her i importante en la prep ion de oligosaciridos con dife: tipos de azu
y enlaces. .
L diados, que se . por P

Existen 2 grupos de ellas amp
residuos desde la sacarosa hacis polimeros:
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a) las glucosiltransferasas, como la dextr (pr principal por
iduo de gl a la posicion 6 del extremo

d La dextrana es un polimero de
Las dextranas y sus

L ides) que fiere el

no redi de la d para dar crecimi ala
glucosa con enlaces a(l1-6) y ramificaciones en a(1-4) y a(1-3).
derivados tienen gran diversidad de aplicaci como se nara

b) las frectesiitransferasas, este tipo de i de finu una
gama de polimeros de fructosa que se han do principal en vegetal Un
jemplo es la inuli que a partir de sacarosa forma un polimero de fructosa con
enlaces B(2-1) I do inuli Las pl P di plej imiticos que
llevan a cabo las Z de K ion de fin pero ¢l aislami de las i de
esta fuente es complicado.

Otra enzima imporntante que estd clasificada dentro de este grupo es Ia
fructosiltransfe producids por diversos hongos. Esta enzi fiere fin desde

&ridos o polimeros Kacia la propi 088 © fin

Por Ghi bién de: de este grupo se las | Estas
mmmwm.mmymmuﬂummmmﬁdwde

rgani Su ion principal es la fe ia de fin desde la sacarosa
hacia difer P s, fc do oligosaciridos o el polimero levana:

Lvs
SACAROSA —— % GLUCOSA +LEVANA
nm3i y sus aplicach
. Lass son h poli de fn producidos tanto por pl como por
TiCToOrganismos, cuyo peso molecular varia dependiendo de la fi de ob O q!
por lo g ], son los ob dos de pl

La k esthd ituida por idadk de fi con t B(2-6) ¥

aproximadamente cada 9 o 10 id se p ramificaci en B(2-1), como se
de orig icrobi llegan a tener mis de diez mil

muestra en la Figura 1. Las k
residuos.
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Figura 1. Estructura d¢ la levans

. organi . N de ) han sido descritos en la lite:
Fund. ) per a gén b i como: Bacillus, Aerobacser,
Sorep P ke Cor B um, A B . PRytobacterium, Serrabia,
Arthrob y Azasob (Han & Clarke, 1990; Pesiot, 1980). .

Las k i P ish las mi aplicaci que las dextranas. Por
sjemph " de pl wu como hiculo de ™ g

i ! y amtii itario. También se han producido derivados como el sulfato éster de
d con risti muy simil a la hepari por lo que se han utilizado para
produci icoagul (Periot, 1980; Robyt, 1986).

En e campo de la fa logia, Jos biopol (Gh fin y
lipopoliscaridos entre otros), son g ' idos por de efe k B
al ser ad; i dos a by Se ick modificad de la resp ya que

. . s gl det - sl

i la b ion de células liticas y de
(Franz y col., 1988; Lifely, 1988). Lispa y col. (1993) reportan que la administracion de
la Ia } poiesis, la produccion de anti Pos y p 1a

Tambi se ha visto que ejerce un papel protector

i a
actividad icida de los fag
contra la radiacion. Es por ello que jos estudios de la levana y otros biopolimeros son de

gran importancia en la actualidad.
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1.4 Levansacarasas
11.4.1 Micreorganismes preducteres
La levansacarasa fue reportada por primera vez en 1942 en estudios realizados en

A B le por Asch y col.(1942). Se trata de una enzima constitutiva €
jular. P i entre 1943 y 1945, otros investigadores reportaron haber
do Ia ] on este organismo y en B. swbiilis, sunque con diferentes

caracteristicas (Periot, 1980). A i ] b de diversos géneros
it cOmOo gram-negativos como se resume en la Tabila I1.

b i tanto gr P
Tabia IL. Bacterias pred de & wsas (H y col., 19985)
e —————— " ———— ]
M- AS -NEGATIVAS |
Bacillus sublilis Pansoea rans (Erwinia herbicola;
Bacillus polymyxa Erwinia amylovora
Bacillus notio Zymeamanas mobilis
Acetobacter subaxidans

Bacillus n~y
Strepeococcus mmians Gluconobacter oxydans
| Actinomyces viscosus Rahknelia aguatilis

Bacillus circulans * Psendomornas syrir v. phaseolicola
Acetobacter w SRT4 :

TRSTEITR

= Houdodes ¥ cob., 1993,

Scilleneomrldoﬁnlilituddomtsdcsoe’-enll ia de #cidos en la
region i inal entre las | déDwimaanqylom. Zymaomornas mobllis y
Psendomonas syringae. En general, las § pr i de microorgani

risti il como por ejemplo el peso moleculars, !

gram-negativos p
isoeléctrico, o ef hecho de que sean p:
Sin embargo, la principal diferencia que se observa entre todas las levansacarasas
caracterizadas es su especificidad hacia el tipo de aceptor de fructosa y con ésto el tipo de
d btenido. Un ¢ o lo i lo reportado por Herndndez y col. (199S5),

i especifi la LVS de A .} =/ phi con la ima de

o scid,

P

L

9 P
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B. subiilis, demostrando que bajo las mi dici de ion en p ia de
sacarosa la LVS de 4. di W prod como principales prodi 1-k josa y
k i que la de B. subrilis libera fin sh vy}

11.4.2 Levansacarasa de Bacilius subeilis.
) Copas preductoras
" Lad mejor izada es la que se obtiene de B. swbiilis. Es una
. . s 4 Is fase exp ial de - inducible en
- in de . I - de producirla en
de Los principales estudios cinéticos y de izacion de la enzima se
han reslizado bisicamente en-dos tipos de cepas de Bacillus subtilis: 1a BSS inducible, su
derivada constitutiva C4 y la B. swbtilis Marburg 168 y derivadas.

») Preduccién

La LVS se produce generaiments a pH 7, entre 30-37°C en medio de cultivo liquido
que de una idad ima de sales y una fA de carb que dependiendo de la
cepa prod pueds ser: para las cepas inducibles y glucosa o glicerol para las
cepas itutivas). En alaft de nitrégeno, puede emplearse sulfato de amonio
o ni de p io, siendo dete Gltimo o) més utilizado. Existen casos en los que se reporta
ol uso de de levadura (Dedonder, 1966; Periot, 1980, Osuka y cot., 1992).

Dedonder (1960) prop qQue, ain con cepas constitutivas, la presencia de sacaross
indh Ia produccién de una p P ble de Ia excresion de la enzima. En el
mismo estudio, pone en evidencis la imp: is de la p in del hi on ol dio de
cultivo para favorecer la produccién de la LVS. Reck ned dios més finos,
se ha llegado a proponer un mecanismo de excresion de la LVS (Petit-Giatron y col., 1987).
Estos sutorss sugieten que la excresion se lieva a cabo en 2 pasos: primeramente una
ruptura proteolitica a nivel de! N-terminal del péptido sefial para dar lugar a la formacion de

una protei o iada als b El segundo paso, que es el limitante, consta de
Ia lib ion y o b fc ional de la p i Por otro lado, se ha logrado et
plegamiento de la LVS in vitro, p ido por la adicion de Ca*? o Fe **, lo que indica la

16




P de Ia p ia de estos iones en el plegamiento in vivo de la LVS. También se
ha prop que se requi Ia p ia de la p ina con una carga determinada que
brana, s és de un 1 del pH del

favorezca su translado de un lado a otro de la
medio (Chambert y col., 199S).

Se ha involucrado a la pared celular en los de plegami y liberacién de
protei ch se propone que juega un papel impo en la p ion de les, ya
que los écidos lipoteicoi [ en la pared de B. swbiilis tienen la capacidad de

larios (S hein y col., 1993).
Otros dios de regul lan que agregar 1 M de NaCl al medio de cutivo

pPromusve un sumento de hasts nueve veces la expresion del gen aach. (Kunst & Rapoport,
1998).

Por todo lo anterior, es evid que las dici les que rod als
copa de B. subsilis en cultivo s0n d i on la ad da produccion de Ia
¢) Purificacién

La LVS de B. swubdilis ha sido objeto de diversos estudios de purificacion. Existen
varias metodologias reportadas, siendo Ia mis utilizads Ia prop por Dedonder (1966)-
Este p de ios pasos, do por una precipitacion con 1. seguida
de un fraccionamiento con sulfato de io y por ulti una grafia en columna de
hidroxilapati bteniendose asi una preparacion homogines. Biss los métod
Wmmmbvs.com'omminvo&mnumodolmdcbl
ameriores, con ligeras i como puede ser el tipo de cromatografia. Pérez y col.
(1996) repor por pri vez la precipitacién de una J de 8. circuk con
tistilenglicol (PEG).
@) Estudie Fisicoquimice

Desde 1963 Dedond culo el peso lecular de la LVS de B. swbiilis BSS por
étodos de sedi ion, difusion y ult rifgacion, do en p Jdio 40,000
daltones. Posteriormente en 1975, Gounzy-Téboul y col.. di: tres métodos dife :
di O 36n en gel y electroforesis en geles de poliacrilamida, rep una

| ¢
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Gonevalidades

LVS con un peso molecular p dic de 50,000 dal A ! eate Gltimo valor es
el més aceptado para la LVS de 8. subtilis.

La i iste de un . . cuya posicion de aminoécid ia que
o8 una protei iati écids, de ci y con una aha proporcion de
e) Mecanisme quimice de resceién de la LVS

La levamsscarasa, E.C.2.4.1.10 (sacarosa P(2-6) D-fi 6-B-D fin A il
traneferasa) catalizs la ién de i bioc de fin que e a i o

Glu(1,2)Fru + *Glu(l) &2 *Gu(1.2)Fru + Glu(l)

Ou (1.3) Fru = saceresn
Fro= fructoss
o-llt‘."-

La o inecién del i de i6n de Ia LVS ha sido dificil ya que en
presencia de sacaroes es capez de reslizar variss iones al mi iempo. Ls i

d foric la fin hecia difer ptores, con ia kb ion de gl di

dos tipos de reaccion: s resccitn transfurssa o pelimerass:

LVE
Sacaross + Levama, ——— Ghxosa + Levana..

:‘—__’ G +  Fructosa
HO



Ganevalidades

Se ha demostrado que Ia proporcion de estas dos reacciones se puede modular en
funcion las dici yla posicion del dio de ion en el que se encuentre la
Por ejemplo, la P es un factor importante ya que conforme aumenta, la
ion de hidrolisis se fa sobre la fe ia. La p ia de sol orghni
afecta ol balance de estas reacciones ya que la enzima es capaz de catalizar al 100% la
reaccién polimerasa en un medio de reaccion con 60% de acetonitrilo (Chambert & Petit-
Giatron, 1989). Estos mismos autores lograron una inmovilizacion de LVS en gel de fosfato
de calkio, 1o cual i 6 Ia si is de § hasta un 85% (Chambert & Petit-Gilatron,
1993). Finalmente, mediante la adicion de } con dife dos de polimerizacion a)
medio de reaccién se logra un on 1a proporcion de transf ia. Como se
mas adelante, esta carscteristica permitio los estudios cinéticos reportados mas importantes
lacs dos con el i de i6n (Tanaks y col. 1989; Chambert y col., 1974).
Divers han & do tres 1ipos de especificided de Ia enzima:
* Hacla of grupe feride. Rapoport y Dedonder (1963) utilizando anilogos de
que, ademis de fin la i e-capqzdc!ruufeﬁrl.-locbo-ylo

D-xylosil hacia L-sorboss, D-fh 1"fructosit © pequefias cadenas de |
® Hocle o b a Se ha & do que sblo moléculas que tengan una
fructosa unida a un grupo aldosilo, de ma aniloga que en Ia osa, pued
d d es ol caso de la rafinosa. Por otro Iado, Ia gk de la
puede ser sustituida por dife v como D-xy L bi D-gal
= Hacia o} aceptor. N ias que gan grupos alcoholicos tales como

i, dsidos u olig #ridos como trehalosa o k otc..p ser
del residuc de fin (Dedond: 1966).
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A partir de estos dios, se sugirié que para prop un delo que & ba ¢
plicad portami de la enzima, cs 1a exi ia de un compleji il
M L inétice de la ibn dela LVS
Una propuesta sobre el i indtico de Ia I ha sido pli da por
Chambert, Dedonder y col., a través de uma seric de estudios entre 1972 y 1976.
Consi do las di que fleva a cabo la enzima (transferencia del resid:
als yia ion reversidle, fe ia del residuo de

de fructosa desde Ia
in deade 1a k al agua y deade la sacaross al agus), estos autores adicionaron
levana al medio de reaccidn para asegurar que ls ion hidrot fuera ph

eliminada y con ello poder proponer un modelo mis sewcillo. Bajo estas condiciones
en ol equilibrio. Apartir de los datos obtenid & que e p i de Ia
enzima se ajusta a un modelo bésico de tipo Ping-Pong Bi-Bi, que se puede representar

mediante la notacién de Cleland como:

i G L L (ned)
E E-S E-F E-F-L (m E
E= Lavanascarnes
S= Sacarcsa
G~ Glecoas
F= Fractoss
L () = javans con & rasiduos @s fructos
Como puede apreci. en of 3 se pl la unién de Ia enzima a la
fo do un plejo i diaric enzima-sscarosa que, después de liberar
glucosa, da origen al Pk i fin A partir de este uitimo, la fructosa es
ks de do asi en un residuo el tamafio del

transferida para unirse a la
1 N que el acep

Scti ol mi p

y ¢l prod son p
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Genevalidades

tocidad

En Is Tabla Il se muestran los valores de las nueve de i
caiculadas con base en el esq iclico que se a en la Figura 2 a su vez derivado

del diagrama anterior. De los resultados obtenidos por Chambert y col. (1974), se deduce
fe iderabl ia velocidad inicial de liberacion de glucosa. Lo

reportado por Peaud-Lenoel y col. (1957), quienes

que Ia &k

k o 6 o p

afirman que la levana tiene un papel activador cuando estd a bajas concentraciones y un
papel inhibi si se en Este papel dual se explica ya que actua como
donador y acep del residuo de fin ol mi iempo. De do a fos valores de las
btenidas en p in de & ks>>ks, lo que indica que la resccion de sintesis
de | e ho mas ripida que Ia hidrolisis de sacarosa. Por lo tanto, ef modelo predice
que a partir det plejo E-F, Ia ima puede dar lugar prefe at imi de
ia & na, o bien, do no existe k en ol dio de dar lugar a 1a hidrolisis,

. de 18 1 pued e a uns -

liberando a la fluctosa. El papel inhibid

ia entre la k yh por dar jugar sl complejo E-F. En el trabajo antes
do e luy bién que ia fe ion del plejo E-F es un paso obligado
para cualquiera de las i que cataliza Ia LVS. )

P

2 2 Lok
”

Figurn 2. Esq det L
levansacarasa de Bacilins subdilis (Chambert y cel., 1974).




Tabia 111. Valores de las de velecidad prepucstas para la reaccién que
cataliza Ia L.VS, en presencia de sacaresa y levans a 20 °C. (Chambert y col., 1976)
. s ——————
CONSTANTE
CINETICA VALOR
k 66 x 10° M s
l—x
ky 33 _x 10°_at
ky 3.2 x 3
ks 25 x M s
ky .9 x MisT
ke 47 x 5
ky 4 x M 9
by 7 _x 10° M’ s
h 0 x ) &
Por otro lado, el aislami y on del plejo E-F p itic a Chambert
y G y-Tréboul (1976) prop un lecul para la reaccion de
Ia Pri estos

transfructosilacion que lleva a cabo

que ol ich de osth unido a Ila enzima,
probabl a és de un ent glicosil éster entre un residuo B-carboxilo de un dcido
aspértico de la proteina y el C-2 de la fructosa. Lo anterior los llevo a proponer que la LVS
actis mediante ef i ptado para las i que 1i; transglicosid:

con retencion de la configuracion. Es decir, €3 un mecanismo de dos pasos en ¢l que se lleva
a cabo una catilisis bifuncional, donde participan conjuntamente un grupo écido y un grupo

nucledfilo de la proteina. En el caso de Ia LVS éste ulti es el B-carboxil de aspértico.
Aunque ain no existe suficiente evidencia sobre cuil es el grupo écido que participa,
probablemente se trata de la cad I del iduo de arginina en la posicion 331
(Chambert & G Treboul, 1976; Chamben & Petit-Glatron, 1991).
El mecanismo propuesto es el siguiente: en el primer paso, una vez formado el
plejo. J et B-carboxilo ejerce un ataque nucleofilico sobre el C-2 de la
fructosa. En seguida, el grupo icido fiere un proton a la gl para que ésta sca
liberada, dando lugar al plejo fin il-enzi donde la fin esta probabl
unida en configuracion a. En un segundo paso, después de que la gl ha sido di d
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Gencralidades

fin de unirse. El grupo écido de la enzima ya

- det complejo E-F, el P fr P
desprotonado, actia sobre el acep iendo un protén, quedando este ulti como un
Jedfilo ivo. Final el P en forma de oxianion, lleva a cabo un ataque sobre

el enlace éster del compiejo E-F (Figura 3).
Exi Ig plicaci para la fo ion del enl. ) entre la enzima
y la fructosa. La primers €3 desde el punto de vista de la este fmi pl do que
- ‘este enlk ayuda a Ia i ioa i diaria de Ia configuracion y asi poder reteneria en e
producto. Por otro lado, este i diario p probabl una funcid litica, ya

que ¢ grupo carboxilo de aspértico actis como mejor grupe strayente que el agua (u otro

aceptor) y mejor grupo liberador de la glucosa. Desde el punto de vista quimico, se sabe que
ledfilo que el agua y que un enlace éster

un grupo carboxilo desp do es mejor
glicosidico es mas i qpcel,‘ idico de la
P ° - T
o - iy E‘é" £ M
EF '

Figura 3. M i de fructesilacibn pr para la LVS de B smubtilis.
'l‘o-au‘o come eje-plo al aceptor maltoss. E- LVS ., AH= grupo dcido, F=Fructosa, G=

Y = p- carboxilo de sapbiico
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Fermacién de levana

Existen hasta ahora varias hipitesis para expli el i de iniciacion y

de d de . Desde los pri di lizad sobre las

4 se prop que el P inicial de Ia si is de k es una técula de

sacaross, ya que han encomrado trasas de gh on las d de poli Desde

e p 16 que la @s Ia resp ble de la si is tanto de Ia cadena

principal como de las ramificaci a dife ia de otros plej poli icos
dos en . P . de pi y animal

Rapoport (1966), prop que of i de ia cad se lleva a cabo mediante

1a adicion del residuc de fin sobre el card 6 de la ulti fin de la cad en

crecimiento. Unos sfios después, Robyt (1974-79) prop un i similar para la

sintesis de dextranas (Periot, 1980).

Pri se habia p lado s exi ia de tres i de elongacion de

k a) danb de uaa cadena: en ¢l cual los residuos de fructosa son agregados

ala mi dcula de k ») ek aitiple: en el que residuos

de fin van uniénd al azar a todas las moléculas de & P disponibles y ¢)

munitirepetitiva, en ¢l que varios residuos de fructosa se agregan a mas de una molécula de
levana.

Chambent y G y Tréboul (1974) # que el i que sigue la
enzima es el segundo. Esto lo logran di 1a d inacion del peso molecular de las
& antes y después de la 30 Iculsndo un peso tedrico aproximado basado en los

delos prop Los ftad xperi L que e P y ¢! prod
son pricti del mi Ao, ésto los llevd a & tar el pri i y.

gque no pudi h p el , dedu que el que mis se ajusta a
sus datos es el segundo.
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0 Estructura de Ia enzima y sitie active
La estr tridi jiona! de la d no ha sido determinada aun con la

fick lucion que p H isuali el sitio ivo (Le Brun y col., 1980). En 1991,

Chambert y Petit Glatron utilizaron una mutante derivada de Ia cepa de B. swbiilis 168
(QB252), que a diferencia de la cepa sih P una proporcién muy baja de ia
ividad poli Estos k y i el gon sacB smstado y con ello,
e idencié que existia un bio de Is Arg®®! por una His. Con ese antecedente,
i biand inoécidos (a.a.) en esla posicion y evalusron las
propiedades cataliticas de cada una de eilas. De jo ior pudi Juir que el a.a. enla
Pposicion 331 modula ls sspecificidad y la eficiencia de In ion. Esto permitio reforzar y
ph Ia hipitesis pl da desde 1976 por Chambert y col. sobre ¢l mecanismo de
resccion.
Otrs aportacion i a este P es la rep d.
1992 donde por génesi lmodln‘ldlenelmdclll.VSch subtilis, encontraron
biando un codon de por gk ins, se ge b unlreméndcloctuu
o que p la ion de una proteina con un peso molecular de 53 KD, rica en
urinokldo'bblwo-em.yconunresduodecundm Al anslizar Ias propiedades
U dife ias pues la es capaz de si i una k de
mayor peso moleculsr y més ramificada. Por otro lado, en este mi bajo, se P o
la secuencia de a.a. de esta levansacarasa con una i de Swrep
encontrando gran similitud. Con ello 1 qQue Ia \ de la region adicionada

Y

por Chambert y col. en

ibuye a Ia for #on de enl tipo £(2-1), explicando porque la § btenida es
-E-un“qutlu‘ igach en esta dir 0 send: a bl ia
leza del sitio activo, lo que p " Ia construccion de i en las

que se pueda controlar el tipo de producto deseado.
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4 ol

.S Producciéa de oli

11.8.1 Generalidades .
. Desde principios de Ia década de los 80’s, en P a la creci d da en el
de ali mis saludables y bajos en calorias, una gran idad de edul
han surgido, tales como la palati G kulosa) y otros oligosaciridos incluyendo
i Itoolig: drid olig i de soya y fructooligosacaridos (FOS). La
importancia de todos ellos radica en sus propiedades biofuncionak demiés de su sabor
4 " - " de

dulce. Dentro de las propiedades benéficas de estos p
preprobidtice (del griego en favor de la vida). Este calificativo se aplica basicamente a

mmmmmﬁpﬁdo-porlumﬁwddtrmo&mim(mémoeime-tino
i ino grueso pos las llamadas

delgado), pero que son selecti fo das en ef i
“bacterias bendficas”™; bifidob ias, b ias licticas y Bacteroides sp. (que actaan como
probibtices) y con ello previenen ls proliferacion de b ins patog ¥y Ia fi ion de

ias p £ on el i ino. Por lo on Japén y otros paises son utilizados
como aditivos en los alimentos para aves de corral, ganado e inclusive en la ali 0
humana.

Uns via para produccién de estos P Ia constituye la sintesis enzimitica,

istiendo para ello bisi dos tipos de enzi hidrok; y

Las 7 hidrol son principal utilizadas bajo ciertas condiciones de
reaccion en las que se fa la 6 ible sobre la hidrélisis. Las mas utilizadas
son o y B glicosid, por ejemplo s a-gal id de AL vi es utilizads para la
produccion de rafl (M y col., 1995).

En las il slicosil e e d i & de P a aquell
que se llevan & cabo en p ia de su c !, con la adicion de diferentes

. de ibis of Ly ferido. Diversidad de moléculas pueden ser
utilizadas como P Scoboles primaries, dando origen a alquil glicésidos utilizados
en la indrustria alimentasis como tensoactivos y emulsifi decares simpl
(monosacaridos y disacisidos), origi do disaciridos y trisacarid. que se Pl como
probioti L y . en la industsis ali ia y por ultimo a cad
o iridos y poli

glicesidicas para dar origen a olig
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Generalidades

V] de origen microbiano que se

Existe una amplia diversidad de i princip
han reportado y utilizado hasta 1a fecha para esta aplicacion, de Ias que a continuaciéon se

A . g 2

Las cyclodextrina glucosil transferasas (CGTuu) de diferentes especies de Bacilius que se

smpiean pars Ia produccion de ciclod (CD) a pattir de almidén. Las CD son
de di hidrofobicos y

shucooligosacéridos ciclicos utilizadas como solubili

agentes plcj on ali entre otras splicaciones (Fujita y col., 1990).
Las sacarosa fosforilass de Ps. saccharophila que por su capacidad de utilizar diferentes
sustratos da lugar a la fc ion de prod _anidlogos a la sacarosa (Rapoport &

Dedonder, 1963).

Otro ejemplo son las d do Len oides que catalizan la

intesis de olig: éridos de bajo peso molecular a partir de maltosa e isomaltosa, como por

esjemplo 1a panosa, o bien la produccion de series homoélogas de oligosacaridos de glucosa.

BlmMM(ﬂOS)mutnlMeom, probiodti También, se les han
logicos como el lcnéonmuclonel De

plicaci para prabi 2
hecho, desde 1993 exi: en ol ado lineas de prod éticos que
GOS como ingredientes activos como es el caso de Liphaderm, subsidiaria de Merck

(Monsan & Paul, 1995).

Los oligosacéridos que mis impacto han tenido en Ia industria son jos
in ligo Arid (FOS) microbi btenid s pastir de sacarosa, ya que su
produccién a gran Ia no es plicada y su sabor muy similsr a la sacarosa (Won,

U 3 d de FOS son fh ilt fe d de las

1996). Las princip P
les d las p - de Aspergilius niger y Aureobasidium pulivians que son
id no

utilizadas psra Ia si is de olig & " N,
aflia j: n d. Meiji Seika). Se conocen

(“Naomsnr” hd registrada de una P
fin silasas de diversos hongos y bacterias que son utilizadas

" m,

B-fr. idasas y
para la produccién de fn lig idos a nivel industrial. A partir de Ia salida al mercado
de estos prod se g una gran cantidad de estudios para la optimizacion y
utilizaciéon de p imdbti di con el fin de obtener los llamados “nuevos
azicares™.
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11.8.2 Fructosligesscérides
&) Aspectos generales

Los fructooligosaciridos (FOS) son oligd que de una décula de

sacarosa a la cual se ie ha adicionado una, dos o tres unidsdes de fin con enl. f82-

. 1). Dentro de estos fn lig Aridos o Ia 1-§ (GF;), ni (GFy) y 1"-B-
fructofuranosilnistosa (GF,) (Spiegel, 1994). En la Figura 4 sc musstran slgunas de estas
eSITUCturas. ’

Sin embargo, algunos autoces también wtilizan el término de FOS para fructanas,
fra . lldi. oy um, Py ONGI, " sy con 2. on el
C-6, como: .

0 (sﬂ(l 'n' Pyt - Y )}
-k (6" (1-B-D-fructoft il )) y sus derivados.
-]
TN
O
O
s ! 5N
A

o ! o~ O,

= e F
= ‘

kessosa (GF2)

Ristoun (GF)
Figura 4. Estructurss quimicas de sigunes fructesligesacirides.



Cenevalidudes

Los FOS se an \ en una gran variedad de plantas comestibles
que han sido usadas por afios como fi de ali ion por el hombre y los animak
Entrs clios se : pl cbads, ajo, miel, cebolla, azi

pérragos, alcachofa de J len, trigo, etc.

Et pri prodt ial que aparecié en el mercado en Japon es “Neosugar”
[( ionad C ). En USA se producen FOS bajo la marcas Nutraflora™ de la

fNia Gold Technol _'. Inc.,, Westmimer, Colo., se produce con B-
fructofuranosidssa de Aspergilius niger a partir de y ) una ta de GF;,
GF,, GF,, sh y donde es utilizado para endulzar yoghurt.

Emsos prodk son posibl petid de los eduk mas
como el an) y los jarabes fin d Ad son una alt iva como i de

0 on ali para diabéti No son iogé Y s e P de una
disminucidn los niveles de col N, fosfolipidos y triglicéridos en la sangre (Spiegel y col.

1994; Won, 1996; Hidaka y col., 1991).

b)Om-h-uu.‘m

Las fA imé de is de FOS se dividen en dos grupos: las originarias
de las pl y las de mi Sani (hongos y bacterias). En la Tabla IV se enlistan los
principales organi prod: de fin il fe (Won, 1996).

La produccion de estos & partir de vegetales g bajos dimi y es
dependi de las si & ki logicas, por lo que para la produccion industrial las
principales fi leadas son microbi en particular los hongos Aurcobasidinm sp.
o A. miger. ’
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Tabla IV. Principales fi de fr ferasas prod as de FOS (Won,
1996)
e — —
MICROBIANAS VEGETALES
Awreobasidium pullulans agave
Awreobasidium sp. (Agave americana )
Arthvobacser sp. agave
Aspergillus japonicus (Agave vera cruze)
Aspergillus niger raiz de espirrago
Aspergillus oryzae (Asparagus officinalis)
Aspergillus phoenicis achicoria
Aspergillus sydowi (Cichorium inybus)
Claviceps purpurea hojas de cafia de axicar
Fusarium oxysporume (Crinum longifolium)
Penicilluium frequenians alcachofa de Jerusalen
Penicillium spinolosum (Heliantus tuberosus)
Physopiuhora pasitica lechuga.
Scopwlaviopsis bre bi; (Lactuca sativa L)
Saccharomyces cerevisiae diente de le6én
(Taraxacum officinale)

De una F | la prod ion de FOS a nivel industrial se lleva a cabo de
fo imilar a ia elab ion de los ingredi de los ali como jarabes de
™ v sh El pr R . o - del mi -
prod de la il ngmdo de su ncupenmén. todo ésto bajo las condiciones optimas
para cada caso particular. P tanto en ¢l caso de las enzimas libres, como de
células iendo la actividad desead se p de alai ilizacion, para lo cual se han
pleado una variedad de soportes. En general se han utilizado basi dos cli de
P de prod ion de FOS: di i en lote, utili d i lubles y
segundo utilizando un si i ya sea con i © células i rilizad Es
interesante aclarar que en la mayoria de los casos se utilizan altas concentraciones de
en el medio de ion (entre 600-850 g/1 ) (Won, 1996).
Una vez luida ta ion, la sep ion y purificacion de los prod se lleva
acabo . et ion. filtracié desalinizacion y . ésto Gl
di Ecni de cr 1. Después, son esterilizados principalmente por

3o
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Generalidades

exposicion a la luz ultravioleta o bien liofilizad para final b los cri

blancos caracteristicos de este tipo de prod Paralel se utilizan técnicas de
HPLC para la identificacion y cuantificacion de los productos. En la Figura S se muestra un
esquema general del proceso ind ial de produccion de FOS.
La gran mayoria de los prod terminad. i demas de los FOS grandes
idades de gi y sa, de tal modo que los FOS constituyen entre S5 y 60 % de
los solidos. Es por ello que al i ig i
para la produccion de extractos de mayor pureza, es decir, con alto contenido de FOS. Una
posibilidad es elimi la gl idual, para lo cual se ha propuesto ¢l uso de

" 1 = e ench -

microorgsnismos (Candida o Pichia sp.) o enzimas como Ia g asa o gl
id de asimilar o formar los prod que no son FOS.

P

ILS.3 Use de b en Ia produccién de oligesacirides
En lidad no exi h sobre el uso de LVS en reacciones en

P

pfemnde-ceptor.sobwtododndeelpumodewun i . Sin bargo,

tres gé b prod de | que se han diad: pli

por su upac-d-d de llevar a cabo este tipo de reacciones. De hecho, las principales

dife das entre las de dife gé se refieren a su

especificidad, y se ha postulado que, sunque lievan a cabo ¢! mismo tipo de reacciones, el
lejo EF de tener disti finidad por los P y con ello in vivo constituir un

factor selectivo (Hemindez y col., 1995).

Tanaka y col. (1981) lizaron un dio sobre el comportamiento de Ia
LVS de B. subitilis en p ia de dife ¢ . Ellos que Is enzima cs
capaz de producir dife [ lig aridos a partir de do se adici

bié dridos como D D-gl y D-xyl para dar lugar a la
produccion de disacaridos no red identificados como f-D-fn fi il a—D-

glicésidos ( sa, y xy} 38, respecti )
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+
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[

PRODUCTO
TERMINADO

Figura S. Esg P ) para produccién de FOS a nivel industrial.
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Generalidades

di, tri y tetrasaciridos no reductores. Por

En p ia de D gal la
otro lado, en el mismo estudio se obtuvieron o en pr ia de L-
arabinosa o bien D-fin dond demas se produj oligémeros de fructosa como

levano bi, tri y tetraosas. De todo ésto se pudo constatar que la levansacarasa puede

transferir fructosas tanto al C-1 como al C-6 de los aziicares probados y por otro lado Ia
B(2-6) para 1a sintesis de fructooligosaciridos

utilizacién prefi de ']
similares s la levana.

Por otro lado, Ohtsuks y col. (1992) rep Ia capacidad de la | de
Rabmelia agquatilis JCM-1683 de ferir fin a dife v h do a cabo
un anélisis tamo litativo como § . Para esta i los mej P
resultan ser D-xyk L i ] melibiosa, maltosa y celobiosa, entre los
szucares. A diferencia de la LVS de 8. swbiilis, esta enzima no es caspaz de transferir a
icoholes. En ol mi bajo, estos primi la ion de e in.a xyk
pars producir xyk 2 55°C, obteniend dim Y al 50%.

Por Gltimo Hemiéndez y col. (199S), reportan las propiedades de una levansacarasa
de & i i SRT4, una b ia fijad de nitrog: isiada de la cafia
de arzucar, que es capaz de producir prefe 1-k 4 yh a partir
de sacarosa. Sin embargo, en este caso los dimi son relati bajos, alrededor
de 30%, siendo el 70% fin ferida al agua.

En Ia Tabla V se p un de las industrisles reportadas
recientemente para-la produccion de difer lig: Arid: En ellas se registra Ia

dad de mi CPANi prod de las 1 asi como de procesos obtencion

Pop

de productos a partir de ellas. Es interesante recalcar que en s mayoria de ellas se utiliza al
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Ohjetivos

. ORIETIVO GENERAL

® Caracterizar Ia enzima levansacarasa producida por Bacillus subtilis, con
particular énfasis en las reacciones de hidréligis y transferencis.

1151 Objetives sspecifices .
DE las dici d das para fa produccion de Ia
2) Purificasia pov el método de precipitacion con polietilenglicol
3) Eval o pe de purificacié di 4 foresis en geles de

4) Comparar la enzima de 8. .wb'llllsdud.elpumodcvimdemupodﬂdd.dy
comportamiento catalitico con otras LVS, en particular Ia producida por Bacillus circulans:

analizando Ia ided de b 3 de e fin a diversos sceptores y
comparandolas tanto cualitativa como cuantitativamente.

sC izar y optimizar Ia i6n con mat P

6) Purificer y rizar el fructésido obtenid

s



AMavovioles 3 Mdsades

IV. MATERIALES Y METODOS

" IV.1 Preduccién de la enzi _
IV.1.1 Cepa o
El microorgasi . para of & flo de este trabajo fue prop
amablementes por el Dr. Ferando Valle. Se trats de una cepa desivada de B. swbeilis 168
Marburg designada con of genotipo Ampr, Aqpr, Cm®, degl/32 (Hy). cuya caracteristica
incipal es sobreexp: ol gen que codifica para la levansacarass.

"

IV.12.2 Medie de¢ Almaconamionts

Para el alm - E g flere al mi rgani a un tubo con 3 mi de medio
Laria (Bactopeptona de Bioxon 10 g/i, NaCl de Baker 10 g1 y Extracto de levadura de
Prolabo S g/1) y se incuba por 2 h o hasta llegar 8 una densidad 6ptica (D.O.) de entre 0.5 y
1.0 a 600 nm (Spectronic 601, Milton Roy). Este cultivo se emplea para i lar un
de 500 mi con 50 ml de Luria, que se incuba con agitacion hastauna D.O. deentre 1 y 1.5 y
on seguida se adicionan 15 mil de glicerol al 30%. Se toman alicuotas de | m! y sec transfieren
atubocmgﬁueo-do:nﬂ(cm”nMaJo’CenunulmWr
Revco. Estos tubos sirven pars la prep ion del indculo de las fe

IV.1.3 Medies de Cultive

El medio utilizado para la produccion del inéculo, es ¢l prop por Dedond
(1966), para la produccion de k de B. subiilis y cuys composicion se on
Ia Tabls V1. Todos las sales utilizadas eran de Ia masca J.T. Baker.

Para la produccion de la i ullcvanle-boﬁmmmhsqnuuumiu
el dio prop por B. (1995) y cuya wposicion se p en la Tabla VII,
especifs ptimizado para la produccion de ia de B. circulans (Pécez,
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Tabla VI. Medie de cultive prop

(Dedender, 1966).

2

18

de b

Mateviales y Mésodos

de B subdilis

30

.08

178

Tabla VIL. Medie de cultive prepusste pars of

1998).

COMENI:N‘I'I:
Sacarosa

30

Extracto de levadurs

20

20

K HPO,
CaCl; 2H;0
. MgSO, H,O
. f—__FeSO, TH,O
——— MnSO H;O

0.06621

0.0229% -

0.0183

001119

NaCl
——

0.01
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1V.1.4 Fermentacién
b ion de la L asa se llevan a cabo de la

Las fer i para la
sigui : después de acti Ia cepa ali da en S m! de luria incubando por 4-6
h a 30°C, se transfiere a un matraz de 250 ml con S0 ml de medio para 8. swbiilis, se incub
<on agitacion por 14-15 h 2 30°C o hasta uns D.O. de-entre 4 y S a 600 nm. A este cultivo
ina indculo y se emplea par i far un Fernbach de 2 I, con 450 ml de

se bo d
dic con de levads (Tabla VII). Este cultivo se incuba por 5-6 h ¢n las mismas
dicé yp se cantrifugs a 8,000 rpm durante 10 min a 4°C (Beckman,
32-21), se desechan las células y el sob o [ va para la purificacion de ia
IV.1.3 Curva de imionts y actividad
Pars llevar a cabo el seguimi de la fe ion se toma una muestra cads hora
" 120 Se o - et mi rgani midiendo la densidad opti
a 600 nm en alicuotas de medio diluidas diez veces. Posteriormente 3 ml de medio se
centrifugan por 3 min a 15,000 rpm en una rifuga Beck El sob d se
va para la o inacion de ividad & total, di Ia cuantificacion
de azucares reductores.

IV.1.6 Precipitacién con pelistilenglicel (PEG)
del sob di libre de células y se purifica mediante

Lak e P
s adicion de un vob igual de PEG (PM, 1300) al 50%, agitand: d

dusante 1h & 4°C, después de lo cual se centrifuga a 12,000 rpm durante 25 min. La pastilla
igusdor de fosfatos SO mM pH 6. Alicuotas del

se - spendiéndola en
asi obtenido, se al on gelador (-20°C ) y son utilizados pasa los
experimentos posteriores.
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1V.2 Mediciéa de Actividad
Las determinaciones de actividad se llevaron a cabo del siguiente modo: $ ml de

mezcla de resccion con una concentracion final de sacarosa igual a 60 g/, en solucién
amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 6, se incuba a 37°C por 15 min. Cada S min,
b de Iml se i i a ebullicion por 1S min.

IV.2.1 Axbcares reductores
Los prod de ion se cuantificaron por el método del icido 3,S-dinitro

salicilico (DNS) para la d ion de azi d (S 1935), empleand

a-D-glucosa (Sigma) para la curva patron (0-2g1).
Una unidad de ividad & total se define como: 1 umol de anicar

Y liberado por

IV.2.2 Properciones de hidrilisis y transferencia:
las dos actividades que lieva a cabo Ia L VS se utilizé un

Para cuantificar y difee
bicensayo enzimitico para la d ion de D-gl! y D-fin (Bochri -
Mannheim), siguiendo las especificaci del fabricante.
Dado que la enzima puede catalizar diversas i en pr de ptor, la
ividad se izd de Ia sigui forma: la fiu de Ia pued
libre después de Ia i6n (hidrolisis) o haber sido transferida. En este segundo caso se
debe dife iar entre fin ferida al P (midiendo el fructésido producido o el
P ido) y ia fn ida a! pol La relacién entre la fructosa
ferida al P yla gl liberada (prod: de todas las Z ) se ik
eomdel,,., je de la ion total que corresponde a Ia fe ia al P

Finalmente la fructosa transferida al poli e por
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Segun lo antes expuesto:

Vi
SACAROSA —L-E——O GLUCOSA LIBRE + FRUCTOSA LIBRE + LEVANA
SACAROSA + ACEPTOR _&VS_. GLUCOSA LIBRE + FRUCTOSA LIBRE + LEVANA + FRUCTOSIDO

ACTIVIDAD TOTAL = GLUCOSA LIBRE

s rmomouss - SRUSTEEALRE

% TRANSFERENCIA TOTAL = 100 - % DE HIDROLISIS
xmau:ruzncu' - . FRUCTOSIDO

K TTANSITACICIA = % TRF TOTAL - % DE TRF AL ACEPTOR

definid : lumol de glucosa liberada por

Una unidad de actividad total qued.

IV.2.3 Gel de activided
La actividad de si! is de & de sev d da di en un gel SDS-

PAGE seguin lo reportado por Chambert y col. (1992). Este método tiene ciertas
. a )

laridades: las no son tratadas con e agente B ap

demis, después del i se lava el gel durante una hora con una solucion de Triton
X-100 al 1% (w/v). P & se incubas con una solucion de sacarosa al 8% en
‘amontiguador de fosfatos 50 mM pH 6, d L] io para Ia aparicion de la
turbidez ica de Ia k (bandas color bl sobteunfondoneyo)

Paralelamente al gel de actividad, se prepard una ia pars la d

do en The Worthi M i) con: gh

e o

de glucosa (modificacién del método rep ”

oxidasa 0.1 U, 3.6 mg de peroxidasa, 100 ul de sacarosa al 60% y 8 ul de o-dianizidina al
124 , en un volumen total de 1ml en amortiguador de fosfatos SO mM pH 6 . Un papel filtro
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se im-pre‘n- con esta mezcla y se coloca sobre el gel hasta notar la aparicion de la coloracion
de gl Los i utilizados en esta parte son de ia

roja que iza la p
marcs Sigma.

IV.3 Identificacién de la enzima
IV.3.1 Electroforesis en geles de poliscrilamida

Todos los i utilizados en Ia ek foresis son de la marca Bio-Rad. Para Ia
identificacion de s LVS de B. swbiilis, se llevaron a cabo electroforesis en geles al 15% de
poliscrilamida en condici i (SDS-PAGE), mediante el método de
Laemmli (1970). Los dores de peso lecular (kilodal KD), son: conalbumina
80, slbumina sérica bovina 67, Ibamina 43, anhid rbonica 30 y lisozi 18.

1vV.3.2 C grafis de per ibn on ge!

La ima se i di grafia de liquidos de aha presion (HPLC),
utilizando un ografo Waters-Millipore, un d de luz ul ioleta (UV) Waters
486, bajo las siguientes condiciones:

Ceolumna: BioSep-S4000 para sep ion de p i en un rango de peso molecular de
1S a 2 mil KD, detecter UV: A=280 nm., fase mévil: amortiguador de fosfatos SO mM pH
6, Buje: Iml/min, tiempe de corvida: 15 min, vek de iny ém =100 ul de extracto

itico y recuperacién de fracci cada 2 min. .

Las fracci perad se di de b
(centriflo™™,CF2S, X ) para la ion de lécul. y de 25,000 daltones. 20
ml de fraccion se llevan hasta un volumen de 2 ml, siguiendo las i ' del fabri
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IV.3.3 Andlisis de fracciones .
a) Prod. de idm: 200 uil de cada fraccio da se i b, a37°C
dor de fosf: SOmMPpPpH G y

con una concentracion finat de sacarosa al 6% en amo
en un volumen final de Iml. Después de 1 hora se cuantificaron los productos de reaccion

a p ia de carbohid en las
do levana pars claborar la

por Ia técnica del DNS (seccién 1V.2.1).
») Carbeb Para

firacci peradas se empled Ia

curva patrén (0-100 ug/mi). La técnica consiste en agregar 2ml de resctivo de antrona

(Sigma) al 2% en acido sulfirico concentrado, 8 Iml de muestra sumergida en hielo.
en un bafic a 80°C por 15 min, se enfria en hielo Smin y

de na; wtili

Y

P e i
finalmente se mide Is absorbancia s 630 nm (Beckman DU-650 ).
) Electroforesis: Para c ap ia de 1a ) en las fracci
peradas e i . a geles de poliacrilamida bajo las . S
i utifizando et btenido como !
.6 C ibm de la & asn de Bacilus subdlis
IV.4.1 Obtencida de Levana
Se prepard levana a partir de 2a, empleando SO mi de de LVS que 3¢
s una ion final de 6%, en amortiguador

ponen a reaccionar a 37°C con
de fosfatos 50 mM pH 6 y en un volumen total de S00 ml. Después de 1 hora, se agrega
una final de 75% (v/v), segun {o reportado por Tanaks v

 hasta sk
col., (1979). Se centrifuga a 8,000 rpm por 40 min se decanta ¢l ctanol y se resuspende el
precipitado en 100 mi de agua destilsds. Este pasc se repite 3 veces o hasta notar que ¢!
itado, una vez que ¢ resuspendido

g " do esté Ncido. El Glimo peecip
se liofiliza (Han y col., 1990). El produ btenido se lizd por NMR. En e} ANEXO 1§,
se p los esp btenidos tanto para is levana de 8. swbiilis como para Ia de 8. ;
circulons. [
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IV.4.2 Influencia de Ia levana en ¢l medio de reaccién
Para estos ensayos se adiciona levana al medio de reaccion en un rango de

finales entre 0-60 g/l. A mezclas de reaccion con 0.42 U/ml, se les
determina la actividad total (en las dici ionad: i ) dida y
dife iada con el Y imiéticode Boehringer.

IV.4.3 Influencia de la ibn de

Para estos Yy se efectu dici de ividad en di de i0

ariando la ion de sa entre 0-50%. A partir de los datos de velocidad inicial
tenidos se & - las s
IVS R b con P

En esta ctapa se llevo a cabo un di P ivodela ima con la LVS de 8.
< k El i ico de dicha cepa fue propocionado por Ia M.B. Ma. de los
Angeles Pérez. (Pérez, 1995)

Todos los aricares utilizados son de la marca Sigma, a pcion de la V] que
fue Merck. Las i de P e 1i npk do 0.7 U/mly 17S mM tanto de
sacarosa como de ptor, en un | total de reaccion de 10 ml disuclios en
amortiguador de fosfatos S0 mM. Se utilizaron las dici Opti de P y

pH de cada una de las enzimas: para B. swbiilis 37°C, pH 6, y para B. circulans, 30°C, pH
7.

Los prod de ion se 1i en HPLC con una colunma de silica
aminada para sndlisis de carbohidratos NOVA-PACK C,s, Waters-Millipore (4.2 X 250 mm,
dum) bajo las siguientes condiciones: fase mévil: Acetonitrilo: Agua (75:25), fluje: 1.4

Vmin, & : indice de refraccion, (IR, 410) y tiempe de corvida: 10 min
Para Ia reaccion con glicerol como aceptor, se lievaron a cabo reacciones en las
dici Spti prop por Pérez, (1995). Los prod de ion se
y se cuantificaron en HPLC y paralel Ia dicion de fin por el Y

bioquimico.
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Por otro lado, como parte del di p ivo se realizaron
para B el efe de Ia ion de i utilizada en e) medio de reaccion
utilizand: Jtosa como ptor. Se I a cabo § con dos
diferentes (60 y 120 g/) de y en relacion molar de 1, analizando y
cuantificando los prod dela

Se dio o efe dela ion de i en las de reaccion con 1.13
U/ml y C de mak y entre 60 y 300 g/1, en un volumen total de 10
ndoaand.MmSOnMpHG_.:?"C Se¢ midio la velocidad inicial (por

dio del 3 b Posteri ia ion se llevo hasta una conversion de

sacarosa de entre 40 y 50%, analizando y cuantificando los prod: de ion por medi
de HPLC.

De igual forma, pars diar ¢l efe de Ia relacion de /mat se tomo un
rango entre 20 y 600 g/1 de malt a una 6n fija de 60 g/1 de sacarosa; 0.42
U/ml de i en un vod final de 2.S mien iguador de fosfa SOmMpHG6a

37°C, llevando a cabo las mediciones de actividad medi el yo de Bohering:

Finalmente, para seguir la cinética de produccion y degradacion del fructdsido, se
llevé a cabo una reaccion de 10 mi de resccién con 10 U/ml de enzima, 240 g/l de sacarosa y
maltosa, en amortiguador de fosfatos 30 mM pH 6, dejindose reaccionar hasta una
conversion de entre el 90 y 100%, inactivando alicuotas de 200 u) cada hora.

IV.6¢ Purificaciéa y bba del fructbsid
La ion pars la produccion del fructdsido se lievé a cabo bajo las siguientes
condiciones: 1.13 U/ml de LVS , 240 g/ de sacarosa y maltosa durante 2 h.
Con el fin de purificar ol prod de la ion de P con mal fue
lar las dici de elucién a nivel preparativo. Pri de
d i los tiempos de ion en una coh  analitica (3.9 X 300mm, 10um) y una

fase movil de acetonitrilo:agua (80:20) & 1 ml/m, durante 15 minutos. Una vez determinado
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el tiempo de elucion, se aj las dici a la col preparativa: alicuotas de 100
ut de la la de ion i ivada se introduj a una col de silica aminada
uBondapack-NH;, (19 X 150 mm, 10um) a un flujo de 8 mV/min, utilizando como fase
movil una solucion de acetonitrilo:agua (73:25) y d IR, P do el vol
eluido entre los 16 y 18 minutos.
Al vok perado de la cok se le P fos sol a 250 rpm y 60°C
on un rotavapor BUCHI 461, hasta un volumen de 2 mi, se compieta con agua a 10 ml
diendo e de las paredes del recipi y se liofiliza. El polvo obtenido se

ey . Lot 1

utiliz6 para diversos andlisis, tales como poder y .
Adicionalmente, con el hofilizado obtenido se prepard una fucion de 10 mg/ml y
ol se elab una curva estindar de maltosa con ¢l fin de estimar la pureza del
prodk utilizando la cok litica NOVA-PACK Ci; en las dici ionad
on ol estudio de reaccionss de aceptor. .

Para & que la i es capaz de utilizar como sustrato el fructisido
obtenido se llevd a cabo una reacion con 8 U/ml de LVS, 13 mg/ml de fructosido durante 4
h y ss analizaron los prod de ion en Ia b analitica mencionada

- bajo las mi ..

| o
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Purificacién de o suzima
Como se ha mencionado, B. swblilis prod tul Ia &
dr ia fase exp ial de iand (Dedond 1966). La cepa utilizada en este
bejo ademis de hiperproducir a ia LVS tiene afectado ef p de espoculacion, es
i~ Lo ), Oimos

decir, éste empieza 2 horas antes que en la cepa
IBT). Mﬁdo*mmnb-mmmnﬁmmmnm-h

actividad de interds (Kunst y col., 1974).
Con e objeto de estudiar e comportamiento de esta cepa en las condiciones
i del

establecidas y poder o i ol en el cual d& L]

- rgani para ta LVS del medio de cultivo, se llevé a cabo una fermentacion
en las condici ionadas en inles y dos. En 1a Figura 6 se muestra la curva
de i y "“que.cobmvolparurdelosduotde4¢xpcnmmo:
independientes, con sus P éndar. El perfil de crecimiento del
i v gAni e rop i ia turbidez por absorbancia 8 600 nm. La actividad
P en ef sob d. hasta un punto miximo después def cuil decae, lo que
pusde deberse al inicio del p de esporulacion. Con base en estos resultados se
determiné que ol mejor para 4 ia fe ion y Ia 3 de!
sobrenadante libre de células, es entre las S ylas 6 h, do ¢! cultivo ha at do una
densidad optica de entre 6 y 7, lo que evita que ¢l p de esporulacio piece a afe

a la enzima.
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o [ "
THMPO EN HORAS
Figura 6 Curva de crecimiente (@) y activided (D). ia for én pars la

preduccibn de LVS de & subsilis (30°C y pB 7).

© V.i.1 Precipitaciéa con pelictilengiicel (PEG)
El método de purificacion con PEG es ¢l mas utilizado para la purificacion de las
dextransacarasas y se basa en ¢l hecho de que ls enzima sintetiza e polimero al que esth

unida ap de | (Paul y col, 1984). De la misma manera, el

" de si is de & por las & probabl . I union del
polimero & la enzima, por lo que en ¢f laboratorio se ha utilizado de una manera eficiente la
precipitacion con PEG para ob de k de B. k (Pérez y

col., 1996).
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En este trabajo, esta técnica se empleod dentro de la gia para la ot ion de la
LVS de B. subiilis, para lo cual al sobrenadsnte libre de células se le agregéd PEG lo que
permitié su ion de una sencilla y lo suficientemente especifica para fos
bjeti p! dos en el pr bajo. Es i fAalar que previo a la adicién de
PEG »se agregt s una ion final de 3% con el fin de incrementar la

El método de purificacion mis empleado para 1a ) de B. sublili
de varios pasos, iniciand con una precipitacion con 1, seguida de un fracci cento
con sulfato de o y por ulti una sep ion por grafia en una col de

es licado y de bajo

hidroxilapatita (Dedonder, 1996). Sin embargo, este p
rendimiento, por 10 que resulta imeresante hacer notar que para las levansacarasas de 5.

Y 2

Beilis, Ia aia pt
En Ia Tabla VIII se los itados de la precipitacio Y i6n, en la cual

se logrd obtener cerca de 3 veces miés de purificacio P al b d de
fo i6n. E! p aje de P i6on obtenid yor al 100%, se atribuye al exceso
de polimero p (ir do por la adicion de ). Esto es congruente con los

datos de algunos investigadores que han reportado un efecto activador de la levana en el
medio de resccion (Chamberst y col., 1974 y Tanaka y col., 1978). De acuerdo con el andlisis
ina del sot " 36 en o incluyendo la

ded proceso, el 56% de la p

2t e AL
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Tobla VIIL Parificacide de ke bevansscarsss de B snltils

VOUMEN|  PROTEINA | ACTIVIDADTOTAL' | ACTIVIDAD |  VECESDE X0E
ESPECIFICA | PURIFICACION | RECUPERACION
w__ | el | wgTOTALES | U | UTOTALES | Uiy
SOBRENADANTE DE
PERMENTACKON  jon | & 85 ) I Ll 1 100
IRECPITACON-
EXTRACOONCONPEG | %0 047 B3 _fns | xn 18 1] 15738
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V.2 Wdentificacién dela b asa
V.2.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Gonzy-Tréboul y col. (197S) d& el peso b lar de 1a | asa de
B. subtilis (BSS) por medio de clectroforesis en dici d i encontrando
un valor promedio de 53 + 2 KD. Con el objeto de confirmar la presencia de LVS, tanto en
ol extracto obtenido, como en e sob d. de 1a fer ion, se realizé un exp
de ente tipo. Enla Figura 7 se 1a fotografia del gel obtenid

En el gel se muestra que tanto el como ¢l sob d de fer 0

presentan una banda s nivel de 50 KD, sugiriéndonos que se trata de levansacarasa. Es
interesanmte notar que s pesar de que en la purificacion se determiné que el 56% de la

P ina total p en ¢l sob d. se precipité con el el poder de
lucion de la tincion de C ie NO nos permite obscrvar otras proteinas en dicha
Sin embargo, i a leza hiperprod: del microorg;
utilizado, ademis de las di presi en la expresion de p i no id
necesario analizar ésto mas a fondo debido a que la p i de i és fué
detectada. A B c
0
67 - —
45
30
13
l‘l..n‘l-' & is de protei btenidas en el cultive de B subdilis. B)
de fer b ) E beenide con PEG. A)M-n.‘om‘e
pe:o-oleeul.r(l(b) Gel de poliacrilamida al 15% en condici aliz
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no son lo suficientemente

De Iqui Jos experi .
e para o i que ia p il dh da es la P ble de toda Ia
actividad encontrada, por lo cual se i ol auna arafia de per id
enudmumeolumdesiﬁu.BioSq»SAOOO.bp}omoondicionndescﬁluenmneﬁdes

btenido s¢ p en la Figura 8 en el que pueden

étod El grama
imad: ). el primero de

y
observarse 2 picos que absorben a 280 awm (7 y 12 min ap

h # idad que el segundo. Para determinar ef punto de elucion de 1a actividad;
ae col las fracci y despuds de habes sido das, se ieron a i
anéblisis.

Figura 8. Cromategrafia de permenciéa en gel en HPLC de la se

de B. subdilis obtanida medisnte ia precipitacién con {(—). Se empied
uns col para separacién de preted: (DieSep-SEC-S4000), en Ias condiciones
riak dtedes. AZUL DE DEXTRANA (== o=} ¥ OVOALBUMINA (S

das en
XDy (- - - - ) FURRON USADOS COMO

1]
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ftad btenidos en dichas pruebas. Como pued

ion), se d enlo

En la Figura9 se pr losr
observarse, la actividad (rep! d di fos prodi de r
que corresponde al primer pico del cromatograma de la Figura 8. Al mismo tiempo, en esta
fraccion se pudo encontrar la presencia de las dos actividades, la de hidrolisis y la de
fl , en P aj imil a los obtenidos con el original (66.34 y

68.41% de hidrolisis, respectivamente).
Por otro lado, con el objeto de identificar Ia naturaleza de Ja segunda parte del

+ o)
una

cromatograms, se realizé una deter ion de carbohid:
gran cantidad de ellos en lo que corresponde al segundo pico, mientras que en la primera
parte exi s6lo en peguefia proporcion, como pueod en la Figura 9.

Este comportamiento, es decir, un perfll de elucion que muestra 2 picos que

absorben a 280 nm, es similar al reportado por Periot (1980), en el cual presenta una
ion en gel de Ia levansacarasa de B. swbtilis C4 purificada por otro

grafia do p
étodo pero, dond bién la idad eluye en la primera parte del cromatograma,
aunque en dicho dio no se deti & analizar la nposicion de este pico mayor.

Lo ior nos dujo a deducir que Ia & de B. subtilis utilizads en of
presente trabajo eluye en of vok que corresponde al primer pico, ya que dicha fraccion
posec las dos actividad i de la i Los carbohid P en el

fios son idos en la col ¥y por tanto eluyen sin la proteina

extracto al ser mis peg

un poco después, dando lugar al segundo pico con resp enel &
280 nen slrededor de los 12 min.

Para poner en evidencia que Ia p de SO0 KD

d, pri se o & las fracci P das a una

es Ia que p la ivid, P
d e is on las mi dici que las rep: das para las de la Figura 7.

La Figura 10 es la lbu;gnﬁn del gel que se obtuvo, encontréindose que sélo en la

de absord a

®, i 3 3

Frys

ividad (fraccién'8), se d: una banda que es a

fraccion que p! 1a may
la del extracto original, mientras que en el resto de fracciones no se observan bandas de
proteinas.

Debido a la gran dilucion
por el método de Bradford. Se preparé un gel con dife

fe da en las fracci no se pudo detectar proteina
de albamina y
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4 . Py

y se elaboré una curva patron di la dicion densi étrica de las b
(Zeineh, soft-laser scanning densitometer, SLR-2D/1D). Utilizando esta curva, en el gel que se

Ia idad aproximada de protei P en

presenta en la Figura 10 se pudo
la fraccion B siendo ésta de 3.45 ug/ml.

lﬁ-n’.mm*lu.-“&rul_ alas O b das de In

de per on gel, co-p-dud. ia absorbamcia (—®-), Ia
actividad(saé ¢ s, ) y los card les (¢, D) en cada fraccidn.
Las i b e dcaenﬂodck-'odedu“-

La segunda evidencia de que la proteina encontrada es la unica responsable de la

actividad de LVS se ob al P In ividad de si is de & en un gel de
poliscrilamida en dici mis (ver teriales y métodos), en el cusl se
i duj L} btenido y la fraccion 8. La Figura 11 muestra la fotografis de el
gcl en el que se d 6 la actividad L VS di ia turbidez sobre un fondo oscuro & nivel
de Ia banda de SO KD en amb Paralel a ésto, con el fin de descartar la

e b deebig " se lizo una

posibilidad de la presencia de una
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d o litativa de gl di un papel filtro impregnado con una la de

8

glucosa oxidasa, peroxidasa y o-dianisidina, con lo cual se podria detectar la hidrolisis de
sacarosa en algun punto diferente a Ia banda de levansacarasa. El papel filtro solo presento
la cok ion roja ica a nivel de la banda mencionads.

Como conclusion, podemos afirmar que todos los experimentos anteriores nos
[ i deducir que Ia p ina & da es Ia ble de las 2 ividades pi en

oxtracto.

V.3, C izacién de ia b asa de B subeilis
D i igach han d do que Ia p ia de | en el dio de
reaccion favorece la resccion de sintesis de levana a partir de sacarosa (Chambert y col.,
1974). Con el fin corroborar si este tipo de P et se p en el
enzimitico de 8. swbeilis se |} s cabo con 0.42 U/ml, 178 mM de sacarosa
y difi L de k en un rango de 0-60 mg/ml. En la Figura 12 se
muestra como las  prop de hidrolisis y fo ia varian conforme Ia
ion de b dicionada va d0. En un inicio, la enzima realiza 23 % de

transferencia sin la adicion de levana, llegando a al paulati un 65% en Ia

iOn mas alta probada. Sin embargo, es notorio que la reaccién de hidrolisis no se
de elimi k Este p i €3 un poco diferente al observado para

otras levansacarasas, como la de B. circulans (Pérez, 1995) en la que el aumento en la
transferencia es muy marcado al adicionar pequefi idades de | na, q bié
llegando a un maximo de 75%, sin lograr abatir completamente la hidrolisis.
De acuerdo a diferentes reportes bibliogrifi se ha do que para lograr una
ia de fr al 100% es io adici una 36 i
molar de levana. En dos trabajos independientes reportan que dicha cantidad se encuentra
entre 2 y 3 X 10* moles de levana por mol de enzima. (Chamben y col., 1974; Perlot, 1980).
Sin embargo, el extracto de 8. swbiilis posee una actividad hidrolitica importante, que

Yiminad.

e de diciones iales para ser

q

s4
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67
43

l'l-nl..Gd‘opcl.at-l‘.a-m‘l' - Six en el que se

AVd (’ 1.28 pg. o..nzs (A, B) y Marcaderss de pese

-oloe.hr (C) come les y las pr .. ubdlls purmc-du mediante

procipitaciéa coa PEG (D) y l- dife b mediante

cromategrafia ‘em“-e-.d(vov Fh-r. .). (E) fraccién 8, (F, G y H)
fracciones 10, 12 y 14. (Condici igual que en Figura 7).

s kD ,
Figura 11. Gel de peoliacrilamida de las p: 5 purificadas de B subsilis, después de
ia sctividad de s is de b (turbides sobre un fonde escure),

(Ch--beﬂ ¥ col., 1992). A y B) Extracto-PEG. C) fracciéa 8.
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Empleando un dio de ion con 0.42 U/ml y do ia de
sacarosa entre 0-50% se lizo el efe del en la velocidad de ion. Los
de B. swbtilis no se inhibe por

resultados obtenidos permiten deducir que 1a k
de lo que da con Jo rep
i a lo obtenido por este mi autor, la
mmommmmm.mmnumwo
disminuyd en un 6% resp ala idn més beja (datos no mostrados). Sin
embargo, a partic de los datos de actividad total obtenid se calculo la de
Michaelis-M. pera con el objeto de apararia con los rep bibliogrificos.
En Ia Tabla IX se muestra que ¢l valor ocbtenido se encuentra en el rango de Jo reportado.

do por Perlot (1980). Por otro lado,
i6n de transferencia 0o se

P
_,.B"

o 10 x 0 40
' LEVANA ag/sd)

Figura 12. Influsncia de is adiciéa de levana e ins dee reacciones gue Neve a cabe Ia
levansacarass de B subiilis (hidrélisis @y transfecencia [J). La reaccién se Nevéd a

cabe con 0.42 U/ml y 173 mM de sscarvea 8 37°C.
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Tabia IX. Constantes de Michaelis-M: de b sas de difere cepas de B.
suballis.

BCom (mM Referencia
20 Dedonder, 1966 |
18 Chambert & Petit-Glas 1993

1S.82+27 Este trabajo
A

V.4 R L con >

Como se menciond, la especificidad hacia aceptores por parte de algunas
levansacarasas es muy diversa, ya que pued ferir fin desde la sacarosa hacia
léculas que \@an por sjemplo grupos alcoholi como el 1 o el glicerol, o
bien ésidos y olig #ridos como trehak ybh (Dedonder, 1966). Nuestro
interés on analizar este tipo de reacciones se debe al gran img que ti . b los
fin digy aridos en di Areas de la ind: in. Ademis, son p los rep de
estudios detallados sobre Ia capacidad de LVS para reali 3 de acep o
Como se iond con ioridad, con el fin de i con trabajos p
on los que se utilizd una LVS de 8. circulans (Pérez y col., 1996) se decidié llevar a cabo un
di p ivo en a las i de P ya que en ¢ laboratorio se
ida en este

contaba con las dos | lap d de B. ¢ le ylap
bajo de B. subiilis. Se ha rep do que i P i de disti org
difer especificidad: lo cual podris estar relaci do con p de

daptacion ¢ interacciones in vivo de los microorg (Hemindez y col.. 1995). Por lo

tanto o il poder pararias a este resp
Pars llevar a cabo este dio fue T li & de P en las
dici opti de ion de cada una de ellas: B. subtilis, 37°C y pH 6 y B.

circukans 30°C y pH 7. Utilizando una relacion molar de sacarosa:aceptor igual a 1 y las
dici ionad. i Se probo Ia idad de b i de
ferir fn a \] 1 i glicerol y sorbitol. Los productos de

resccion se analizaron por HPLC. En la Figura 13 se un ejempio de Ia ion con
lactosa, en la que se un prod d és de 2 horas de reaccion, lo que
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sugiere que s ¢l prod dela ia de fr a dicho ptor. De esta (73
O que b i son cap de ferir fin s 10dos los aceptores antes
mencionados. ’

os -‘

velnel

2 e
3 [
ol 2 A
o 2 L] [ ] [ ] 10
THMPO EN MBATOS
lh-nllc-—m-‘.m‘cl. & 4 ia de 178
ﬁm,mtm“hm;m“l%‘-nmzm.
37°C. (Condicionss de sndlisis en materiales y des). ¥ G s L

tactoss y LF frucidsido. Tiempe core (—) y 20 ¢ )

Con ¢l fin de llevar a cabo un estudio mas detallado, se efe S un andlis

de las > de sceptor con k ¥ y gl . Se analizd, la inf) i ‘dcltipo
de aceptor sobre la ion total de transferencia, asi como la fe ia hacia el P
Lap ia de acep como makl yt i un efe ivador sobre el
nivel de fio iaenla SN, ya que como se muestra en la Figura 14, los porcentajes
de fe i b bl con resp ] 1. En p dio este
sumento es del 30 % en ambas enzimas. En el caso del glicerol, ¢ aumento en Ia
transferencia para la LVS de B. swbitilis es al 30%, mi que, lal
de B. ke no P dife ia. Esto indica a su vez que el nivel relativo de

ss
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de Rahnella ilis es capaz

Ohtsuka y col. (1992), reportan que la le 7

de transferir fructosa a diversos p bti do diferentes niveles de transferencia a
los aceptores que probaron. Estos investigadores consideran que si este valor es mayor del
50%. el aziucar aceptor es fuerte. En el presente trabajo, € efecto sobre el nivel de
de spreciarse en la Figura 18 donde es notorio quc. tanto lactosa

fo ia al P
K de i y al

i

como maltosa, son aceptores fuertes, ys que p
$0%. Lo amerior indica que para la LVS de 8. circulans, en promedio el 74% de fructosa es

transferida al aceptor y ef resto al polimero, mientras que la LVS de 8. swbiilis transfiere un
i el andlisis

83 % al P En a las progporci de e al P
estadistico de los datos de Ia Figura 1S (mediante un prucbs de t), muestra que el
np - de b i fri al y b es muy similar, ya que no

. A de - ia a dich .

existe diferencia significativa en los

(considerando un error estindar de +7%).
Por otro lado, aper Ia K de B. swbiilis presenta un p
mayor de transferencia hacia el glicerol. Debido a ésto se decidic a b a
e ia a este P con el fin de

ias dici P das por Pérez, (1995) para
alguna diferencia entre ellas.

v.o.nmu-.,u-m«-m
con 0.7 U/ml, 50% de glicerol y 28% de sacarosa

Se 1 -
durante 42 h y los prod se li. por HPLC. Para uns mayor precision, Ia fin
y la g se midi con el yo biog: ico ya qQue, por medio de HPLC, los
fructésidos producidos no pudi ser separsd npl de la f La
transferencia al glicsrol se calculéd por diferencia.

' En Ia Figura 16 se los had enid: donde pod apreciar que
estas dici [ iten fia iderab la S ia al glicerol, ya que la
hidrolisis se abate hasta un 15% y Ia transferencia al polimero es casi nula. Smembngo.A
como puede apreciarse, bajo estas dici no exi difer ias entre amb ya

de fi ia total y al aceptor son practs los mi

que los p
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CONT ROL MALTOSA LACTOSA

GLICEROL

U/md de b
d 2 henpr
SACArean.
]
R
MALTOSA LACTOSA GLICEROL
Figura 15, T e ia de fire al en & com b

sacaresa:acepter =1. Co“kh-u i.u-l que on l’i.-n 14.
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100 (OB circutans ’
. I.B. subrilis

o L
TRF TRF AL
TOTAL ACEPTOR

Il.-nl‘.Co-Mnmlulum*B subeilis y B dnnlauulu
de fr al glicersl prepuestas per

para la fr
Nmycol.(l’“).
V.d.:llembm-cm maltosn come sceptor ’ :
Como se menciond se que la t y makh son b
P . De hech i reportes ¢ inclusive una p a nivel ind ia} para la
produccion de 1 ilfructosido por dio de una levansscarasa de 8.megarerium. Con
base en estos & e decidio efe un dio mas profundo de ¢! uso de maltosa
P con la }
Ni con ¢ obj de P ias se ic a8 b i a2
la relacion

120 g/1) de sscarosa y maltosa conservando

concentraciones (60 y
En la concentracion mayor (120 g/), ias proporciones de

sacarosa:maltoss (8/m)=1.

transferencia total en la velocidad incicial de ion (Jos pri os 1S ) ak

hasta un 80 + 5%, en ambas enzimas (Figura 17). De la las prop de
fo ia & malt forme a la n ion total de reactivos presentes,

como se muesira en la Figura ll pasando de 50-60% hasta 75-80%. Por otro lado, el
que no existe d-fcrencla significativa entre lu dos enzimas

P

considerando un error de + 5%.
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%BELAACTVIBAD TOTAL
o ¥ 8 8 8

MALTOSA Y SACARO SA (1)

Figura 17. Properciones de hidrélisls y . en la
ibn al exp a las & de B subdilis y B circuk a dife
$ de y > (s/m=1). Con 0.7 U
sacaresa y maltess indicadss, en las condiciones éptimas de operacién de cada una de
ias ensimas. B. circulans (hidrolisis <), ( fe ia ), B. idroli
(transfevencia --8--).

MALTOSA
0 gN 12081
Figura 18. Comp iban de i propeorcién de S & ‘el-LVS.I..-Mu'
rescciones con dife b de y wmaltesa (s/m=1). (Les
prod de iba se cuantificaren despudés ds 2 heras de reaccibn).
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lizadas en di ivos con b

P

En vista de que en todas las prucbas
O alguna diferencia importante y de que sec tiene mayor capacidad para

no se¢

producir la LVS de B. swubiilis se decidio bajar solo con esta Ultima en ¢l estudio de la
maltosa COmo aceptor.

Con ef fin de prop dici de ion para favorecer la produccion del
fructosido utili d e como P se realizaron varios experimentos en los que se '
buscod minimizar las o de hidrolisis y de fe ia al p ©.

-Para ello se iderd que el principal factor ipulabh ltaba ser las rel

" sacarosa/maltosa (¢¥m). Por esta razon se estudiaron diversos niveles de relacion siguiendo
la reaccion hasta un consumo de sacsrosa importante. Los productos se analizaron y se

cuantificaron como se repoté con ioridad (HPLC).
Utilizando un rango emtre 60 y 300 g/1 de y malt en dios de i0
qQue contenian 1.13 U/ml y iendo una relacion s/m de 1, se siguid su evolucion
dh ol tiemp i0 para llegar a una conversiéon iderabl Los ltados se
sumarizan en laTabla X. Es interesante hacer notar que en todos los p la f i

a ia maltosa fue mayor o igual al 94% de la transferencia total; por tanto, en este caso la
de la ion de

transferencia al polimero es inhibida casi por pk a pci
300 g/1. En la Figura 19 se gréfh este P i

Tabia X. Influcncia de la concontraciéa de sacarean y maltesa en relacién /m~1, sebre
las reaccionss que Neva a cabe la levansacarass de B subsilis.

% ufa %6 trf al
Schidrdlisis | % trf total maltesa” *
e e——
78 22 = 22
.61 _60.38 57.22 3.16
98 68.08 -67.27 0.78
2122 78.77 7847 93
X 9.12 30.87 80.87 [+]
Condiciones: 1.13 U/ml, a 37°C. La e dejd ap 2h amtes dec
realizas in cvantificacién .
a= de sacarcss y makioas
b= control, reaccion sélo con 60 3/1 de sacarces
c: los dc p jc cstan i ala id
trf=
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&% tef a polirero
0% hidrolisis
% uf a maliosa
%% tuf s nmloss
9% hidrolisis
% uf 8 polinwro
0 6 11 549
" 300
Figura 19. Efecte de & e de ives, em lns P . de
e ia. Utibisand: e come en reiacié l/--| Ceondiciones: 1.13
U/ml, 8 37°C. La v ibn se dejb tr rir duraate aprexi 2k antes de
reslizar la cuaatificacién.

En algunos dios de i de P lizados con dextr se ha

do que al disminuir 1a relacion 3/m se obti un dimi del 100% en 1a sintesis
dcproduclos.quucporunladohdupomhlld&dde P pero adici
Ia si de poli se ve inhibid: pl (Dongling y Robyt, 1993, Séanchez,
1996).

Con base en estos d se decidio diar el efecto de Ia utilizacion de
diferentes relaciones s/m, en las reacciones que lieva a cabo Ia de B. subtili
Utilizando 0.42 U/ml, una 0 de sacarosa igual 2 60 g/1 y maitosa entre
20 y 600 g/l a 37 °C, se sigui las i de 1a mi que para aquellas con
las relaciones s/m=1 y se ! los prod Se 6 que el porcentaje de
transferencia a maltosa 6 al disminuir dicha lacion (Tabla XI). Sin embargo, la

sintesis de polimero no se pudo inhibir completamente. Por otro lado la hidroélisis aunque ha
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sido disminuida en gran proporcion, sigue llevandose a cabo. En ia Tabla X1 se muestran los

datos obtenidos.

Tabla X1I. Efecte de diferentes relaciones s/m sebre las L de la k 'ase
de B subsilis .
s/m % conversién | % hidrélisis | % trf total % ufa % trf al
maltesn
1.5 37.18 41.36 S8.64 53.01 63
1 46 .61 60.38 57.22 .16
0.75 38.99 0.40 696 - 68.26 .34
0.4 43.26 $.59 74.41 70.00 4.4
0. 44.71 9.35 80.6S 73.22 7.43
0. 46.49 9.22 90.78 $9.07 1.7
C D.42U/ml, 60g/ty cmtre 20 y 600 g/t 8 37°C.
trf= transferencia.

Para poder prop un dio de O d do para la produccion del
fructosido se i di P a partir de los datos obtenidos en los di
[ d Como se 6 mente el objetivo principal istio en abatir 1a

fe ia al poli . Segun los datos mostrados en las tablas X y X1, dicho parametro
resulto ser menor at 1% de la fo ia total, do se utilizo la condicion &/m=1 (desde
la concentracion de 120 g/1). En el caso de relaci s/m dife de uno, este parametro
resulté ser un poco mayor, ademis de que las dici propias del experimento, esto es,
las ) de [ { utilizadas eran muy altas, lo cual implicaba un bajo
rendimi ¥ por lo mi un uso inefici de este

Con base en lo anterior se decidio continuar el di pleado una relacion v/m=1.

Otro parametro importante de ik fue la prod ion del fructésido y su

i : Ia produccié

hidrolisis por accion de la propia enzima. Por lo tanto, se d
del mismo en este tipo de reacciones. La Figura 20 1a

lucion de produccion del

fructdsido con al tiempo utilizando dife i de
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--@—- 300 g1
—e—240
——i— 120
“ceM--- 60
TEMPO KN MINUTOS
Figura 20. Perfil de preduccién de fructéside d-n-ula i6m con e asa de
B subeilis nlilh.ndo i come ptor. Las r se Mevaron a cabe com
[, de deo la refacié lar s/m igual a 1.

Les medios de reccién contenian 1.13 U/ml, sacaresa y maltesa ¢n un rango ente 60 y
300 g de cada uns de ellas, a 37°C.

Cabe aclarar en este punto que a etap das de la ion, es decir, do se
ha al do una sion de yor o igual al 50%, la enzima empicza a usar al
prod como de.tal que lo hidroliza, lib d V| y fin al

dio de ion. Esto ulti se ve claro en la Figura 20 para la concentracion de 120 g/l.
En este punto (300 mi se ha al do una conversion de aproximadamente un 60%.
Por otro 1ado en Ila mi figura se puede apreciar que al utilizar Ia concentracion de 300
g/1. Ia enzima presenté una ligera inhibicion ya que el rendimi en la prod i6n de
fructosido es queenla ion de 240 g/1.

En vista de que la mayor productividad se ob al utli 240 gN de cada uno de
los i se selecciono esta dicion para llevar a cabo la produccion de fructosido. En

estas condiciones se tiene una reaccion que transfiere 74 + 5 % de los cuales entre 98-100%
es hacia Ia maltosa. Sin embargo, considerando su posible degradacion se lleve a cabo una



Resultados 3 Discusidn

reaccion monitoreando detalladamente la produccion y degradacion del producto, con el fin

s 4 of, d

de proponer un momento en el cual d la ion y recuperar el fn
Para el imi de la prod ion y degradacion del fr osido de maltosa, se

preparé un medio de reaccion con 10 U/ml de enzima, 240 g/1 de sacarosa y maltosa en
amorti; der de fosfs PH 6, a 37 °C y se siguié su evolucion durante 12 horas. Los

resultados se muestran en Ia Figura 21 en la que se presenta por un lado el avance de Ia
reaccion reportando Ila conversion de la sacarosa y por otro los moles de fructasido

presentes en los dife P Como pued se, bajo estas condiciones el punto
miés alto de produccion de fructosido es a las 2 horas de ion (~0.3 les/l, do 1a
conversion de es aproximad. del 50%) lo cual indica que éste seria el tiempo

adecuado para terminar la reaccion.

= o3

£ g
02
3]
[

o 2 4 6 8 10 12
THEMPO ( HDRAS)
Figura 21. Eveluciéa de Ia ién de la b asa de B subtilis en presencia de

maltesn come aceptor en la que se muestra ol perfil de prod ién de fr ésido (@) y
d_]eco-nl-o‘e-uam {~0]-- ). Condicioncs: 10 U/ml de cnzima, 240 g/l de sacarosa y maliosa a
37°C.
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V.8 Puriflcacién y caracterizacién del firs
La purificacion del fructosido se llevd a cabo con el fin de caracterizarlo

quimicamente, asi como su infl ia en el p i inético de la

Se preparO una reaccion que contenia 0.7 U/ml y 240 g/l de sacarosa y maltosa que
se dejo i di 2 h. Posteri se i ivo y se lizd por dio de HPLC
en cok de silica inad:

Primer utili do una col analitica (3.9 X 300mm, 10uM) de las mismas

isti que la col prep iva se lizo 1a a para di i el tiempo de
lucion del produ de i Una vez conocido éste se pr dio a lar las dici:
para- la columna preparativa (19 X 150 mm, 10uM). Emplcando los célculos tedricos
prop por el fabri y después de experi prelimi se blecieron las
condici de op i6 i das en iales y métodos, bajo Ias les se P
el vol donde eluye ¢l prod El | perado se 6 y se liofilizo

obteniéndose 74.8 mg de producto seco que fue enviado para su anilisis por RMN, con el
finde d i su ¥y tipo de enl

En el ANEXO 2, se el esp de i btenido, asi como, Ia
prop para et fructosid perado. Como era de esperarse, se trata de un
trisachrido compuesto por 2 gl y una fin cuyo b imico seria:
gl i il o (1-4) glucopi il & (1-2), B fructofuranésido.
El cromatograma Que se muestra en la Figura 22 es una paracion litativa del
producto obtenido contra Ia muestra original, donde puede se su p . Sin
embargo, sunque en la figura no es notorio, se d 6 la p ia de una peq

proporcion de maltosa en el liofilizado. La presencia de maltosa en el liofilizado se cuantifico
mediante una curva estindar elaborsda con una solucion de 10 mg/ml de fructosido, y

paralelamente una curva andar de \ y se 6 de 3.6% atribuible a una
b ga de carbohid idos en la col después de un cierto numero de
inyecciones.
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0.2 T

i e

g o011 G

] .

~ 3
o -
o 2 4 L 8 10
THMPO IN MINUTOS

Figura 22. Cremategrama de HPLC en una csoluma NOVA PACK C,e, para anilisis

de carbohidrates, en el que se an los prod de r i6n para la obtencién

gd-*- doide antes ol -~—) y después del procese de purificacién (—).
M. ido. Condici (ver ¥ 3os).

Para poder determinar si el fr osido obtenido es red © no, considerando la
p ia de mal se elabord una curva estindar con ftosa y se iGala aa
una cuantificacion por el método de DNS. Se hizo un cilculo tedrico de la maltosa presente
en el purificado y los resultados nos que ¢l btenido es no red , ya que
un poder red btenido correponde a la idad tedrica de maltosa estimada.
En vista de que en i para la produccion del fr bsido, la il r
al prod como hidrolizéndolo, se probd si la enzima era capaz de hidrolizarlo
bo una solucion que ia: 13 mg/ml de

aun en auserncia de sacarosa. Para ello se i

fructésido y 8 U/ml de enzima, durante 4h a 37°C, d
y se lizd por dio de HPLC. En el cromatograma de Ia Figura 23 se muestran

los resultados obtenidos, de los que se deduce que, la enzima es capaz de hidrolizar el
lacion molar = 1, lo que indica que la enzima

de este ti se inactivo la

P

ido lib d \ y fn en

€
fr

en estas condiciones, no es capaz de

ferir fr al poli O a partir este sustrato.
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02
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o 2 L) [ ] 10
TIEAMPO EN MINUTOS
los pred de b
o és de & h de

lmalem*nPw.udqun
.de in LVS de B subtilis con ol come
incubarcién 8 37 °C ( — ). Co.‘kboa dc reaccibén: 8U/mt y 13 -gl-l frutésido.

Condicionse d¢ corvida igual que Figura 21. (----) tiempo cero



Conclusiones

Vi. CONCLUSIONES

[ jo LV di fer i con la cepa de Bacillus subtilis (Anpr, Aapr,
Cm &gUJz (Hy)). cc hando la i previo al inicio del proceso de esporulacion, ya
que dmeneneun ivador debido alas p liberadas.

Ll LVS puede ser punﬂcadn ial di una i de precipitacion con

polictilenglicol, logri P identificar di h foresis una band,
equivalente a los S0 KD. :

La recuperacion de Ia ividad de | en un gel de poliacrilamida permitio
P que la banda de SOKD, presente tanto en el extracto como en las fracciones
peradas de la grafia de p ion en gel, son LVS. Por tanto se obtuvo un

extracto que posee una sola p que liza las dos ividad 1a de hidrolisis y

tranferencia.

La actividad puede beneficiarse sobre 1a actividad hidrol di 1a adicion

de polimero al medio de reacion.

Las LVS de B. bl B. cir son de fe a tod los

.ceptorel probados. Deldo cl punto de vista cummuuvo en este npo de reacciones

no se p! ias signifi

La p ia de It en e dio de ion tiene un ligero efecto activador en Ia

locidad inicial de o

La enzima LVS puede ser usada para Ia si is de glucopi il a (1-4) glucopi il

(1-2), B fructofurandsido a partir de mal conun diri det 74 + 5%.

La purificacion del fructdsido p itio ob un prodi conun%%depureu Andlisis

prelimi del fructosid fan que es un azni no y P un sabor

ligeramente dulce.

Al incubar el fructosido con LVS se obti idad: quimol de fn y maltosa,

lo que sugiere que la enzima no es capaz de ferir fin al poli a partir de €.

n



VIL. PERSPECTIVAS

Los tad: btenidos en Ia izacion de Ia ion con 1 como
aceptor sugieren la ided de un Y imi tanto de la reaccion como de Ia
b ion del prod: purificado. Aunque se ak iveles de fe ia de
fructosa comparables a los reportados en la bibliografia, seris i lograr efimi por

ph ia ion de hidrdlisis. Una aliernativa serisa proponer un método de

ilizacion de la ima en el cual la produccitn sea mas efici se d.

con facilidad el producto deseado y con ello mejorar Ia productividad; todo esto con et fin
de llevar & cabo estudios sobre factibilidad técnica, de las propicdades fisicoquimicas y
organolépti det htosilffuctosido que podria perimitir & di o largo plazo su
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VIl ANEXOS

P de i agnéti 4 (NMR) que se presentan a
ion A lizados en ¢l Insti de Quimica de la UNAM, en el laboratorio del

1) Con i objeto de enc diferencias entre los poli de ambas enzimas se
decidié analizar las estructuras: en seguida se P los esp beenidos por *C-
NMR de las | producidas por las k de B. btilis () y (b) B. circulans
Mdulﬂnnldcmmréumd«mychrudolcv.nlhmnlconcnlmsp(z-s)quc

peq! proporci de otro tipo de enlace o ramificacion.

2) El producto purificado que se ob dela i6n con mal ¢ ion V.S) se
lizd bié: di BC-NMR y experimentos HETCOR (C lacion h !
C-H). A il HOn se p el esp btenido (a) y Ia prop para el

trisacérido (b). '
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C:
Y
C3,Ce.Cs
C1.Ce
——
~r T 7 T T - e > T
120 116 1600 20 @0 70 €2 ®o  oum™

Figura A.la) espectre "C-NMR de levana de Raubsilis. Las asignacienes de los
carbenes se indican ea su respectiva sefial come C,, C,, etc..)

€5.Cs.Cs
€ Cs
—_—
Cz
_'I_L
2e0 aae 100 ac o «o *c ° rany

Figura A.1 b) espectro '"C-NMR de & de R circul Las asignach de los
carbenes sen las mi que en ol esp o a.
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G 23040
F 3eas

1
40 30 20 10 Pom

Figura A.2 a) Espectre ‘-’C-NMI de ol fructéside purificade. Los desplazamientes (5,

PPm) se encuentran en : F; (104.6), G, (100.853), G, (93.017), carbones que no forman

eniace :ﬂ.e'ol:uh. ..:3-. Fras Yy ?:'.\u (70.4-82.4), G, (63.4,62.4) y Fis (61.2, 61.9). P~
- ...

Ore

l"ig-n A.2 b) Estructura q-i.le. pnm para el fructéside ebtenide con Ia LVS
de Bacillus subdilis, utiliza ptor. Trisacdride ceastitwido per
pi il a (1-2), B fructofurancsido)

maltess y fre (g C il @ (1-4) gl
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