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RESUMEN 

La levan...,...asa (LVS) es una enzima extrlK:Clular, pl'oducida por una.....,. cantidad 

de lllicroorpniunoa. La LVS mejot" canicterizada es la q- .. obt;- a panir de Baci1111s 

-6ti/is. De una manera ....,.i la enzima cat.nza la tramfiorencia de fiuctoaa a di.,._ 

.....,....... En .,._;. de ...,...,.., lleva a c.i.o dos .....a...- 111 miamo timnpo: la de 

-·•-os .... - la - .i aceptar-.i poli- levw, o bien la rwc::ióft de ........... en 
la - la ftuctoaa es tranafiorida 111 _... Sin embars<>. ai ademh de aacarosa se adic:ionan 

~ cliaac6ridos, oliaoaac6ridoa o polionc.-oa, la LVS es ~ de 1ranfir:rirles la 

..._.,.. y .,.... ello d8r lupi' a una .,._ variedad de c:ompueatoa. Lo• com_...,. - ae 

obt--. s .,.nir de - tipo da .-:cioMa ..,_ .,._ impacto c:omen:ial pon¡- ademU de 

.. podar......_._., ectúen como probióticoa, sn la flora i-inlll da hombrea y animales. 

~ -18P6n y._ psi_ - utiliadoa coono aditivoa clssli-oa. 

Uno de loa -oa - la sctualiclad .. obt_. .itoa rendimientos de loo ftuc:tóllidoa, lo 

que oblip a mlniniizsr laa reaccioooes alternu que lleva a cabo la enzima (hidróliaia y 

h"anfenncis al polúMro). Es por ello que el ~o y optimización de laa reacciones 

de aceptar---...-.... raults de interés. 

En el .,.._. tl'llbajo ae encontraron Isa condicioroes para ls·sdecusds pl'Oducción de 

la LVS de 8-:ilbu -bli/ts, -ido de una aemipurificación por precipitación con PEO. 

Poo- Oll'O lado • -iizó la cspacidsd de doa levsnaac:ar...., una proveniente de B. 

ctn:.1- y la de B. -bit/is, de tranderir ftuetosa a -ol, plactoaa, alicerol, lac1oaa y 

mahoaa; llevando a cabo un estudio ~vo tanto cualitativo como cuantitativo. 

Poo- último ae eaudi8ron laa conclic:iones q- flav0<- la reacción de trsnúenncis 

de ftuctosa a mllltoaa utilizmndo la LVS de BactlhlS -IHili&. Para ello ae evllluó el efecto 

que t*- laa relacioo.a ...,.,.,..:rnaltoaa (s/m) en el medio de reacción. Poa&eriormente la 

purifk:ación y caracterización del fiuctóaido obtenido. 
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l. INTllODVCCIÓN 

El inceMMe int..n del hombre PCJI" el conocimiento de los fimómenos biolósico• Y 

... poaiblea ~ha impuludo el mnplio -udio de .........W.. biolósic:a. como 

- .................. ~y~ ............ _...._. diwrua .......... la 
ciwim. como la lfticrolliolosl la ,_..,,.. wirnAlic:m, la ._.... ~ y la qulmic:a. 

.,... . .._ .._.. a 1o - hoy • c:onoca como ....._.....,.. mctividad mu1tidimplinmia 

....._. - y ......... COlllO la utilización da ....... biolósic:o• o ... ...., .. para la 

pro' c'hlda...._y~ 

A ....... da lllicrwe ·1 • ...,..__da diwrw .,.¡....._ cleade .....u.dos de 

- -.so par tMdio .................. - ... llevado • nivel i-rial la producción ... 
~Y--D IH --pr , __ .,._... ...... -....,. .................. 

~ del ...,_., a-11"'6 '*' mido ....U-• utilizado• como t\iente de 
olllwión da .,,.._ produccom .,_.,;...., IMllimnte ~- Inicialmente flleron 

llliliDllom llin ........, •-o..-11o da .. ..,...,__ p.e. B. lldwllf/bnllls y B. 

-1""'-Júc#IU pua la produccióa da ...- y amiluu. Dentro de laa enzima 

dmrivmdu da - ..,_.,, - a lo larao da las última decadu ._. tenido un pmpel 

-· intpcJnmMa a nivel indu91n.I ......,_ llk:ün--U. proc- como aon las 

aobliU--. y ...- - utiliudM - la ;.-.- da ....._.. .. ; ... llllliluu. la 

..._ ~.las li-Pn.,_••• laa DNA polilWUU y laa endonucleuu ... 

nmicciOn. OU.. producloa da importancia por ... múltipla mplic:ecionca que • obt~ • 

pulir da - ......, aon: bioin-·c·t·• _,, ,_....,. (....._ la inoúnll y la .......,.;na 
utiJizadoa como pafrcid- da ......... o bMn la ~ uu1a como precunor de 

productos ~); ..-......:idoa _...,.,.,._ (triplo&no. fionilalMina, hiatidina); 

'Vituninu (ribollaviM. c:oNlami-. biotina) y. .mibiócic:os peptldicoa (bllcitnc:ina. 

punicidi- 5). 

Lu téc:nic:u de inaenieria pnética e inaenieri• de prot- i..n incrementlldo el 

entendimiento búico de la pnética y bioquímica de Bacillus y su• protelnu. Un ejemplo 

clásico es la cepa de B. -btilis Mut>ura 168 .,..yo fn11P1111enómic:o _.cuí complet1U11eftte 

6 



deKi&ado permitiendo ~ ello el mejoramiento de cepas que expreaen aenes de interés.. asi 

como el desarrollo de vec;tores con acnea reauJatorio•. o bien. la construcción de cepa• 

modiflc:adu para im:rementar la prodU<:tividad (hiperexcretoru. carentes de proteasas y con 

un COlllrOI - el proceoo de nporul11ei6n) que en aflos rec;.wes ya han sido objeto de una 

91ev8da..........,ión~. 

No • por lo - da - .... hoy - ella 11. -bll/1$ • considere como un 
........ Ideal ............. DNA ..........._da di- lndole. ya que ....... de lo -

-ldonado • ..,_....- .. .,_...de - - C8Midad da prol8inu .. medio 

y - - ........... - lllicr ............ GllAS (del ......... - i ........ ........,, 
............ aa ..alt"), por la U.S. Food & Dn1ts Adlnlnl.-ion. 

Por ouo lado, loe carllohidna.,. • - -.U-• diatribuldoa en la 

--- CCllllD ...... CClllMituliva de ..................... y ............... donde ..... 

..--- - ... diwnid ... da ......... CCllllD - poliw6rido9 y ofiFw61idos. o.de 

lienlpoa - • lea han lllrilluido ftlllcionea .... involuc:nln princ:ipai_..e la protacción 

a cmldic:ianes ~ actv.w. ui como mec:ani8lllOS ~ele nconocimiento en 

•-biolósico• como: -.......... honnonu y toxinaa. En,,..._. por ajamplo, •lea 

conoce como ~e de ..._,.._º -.ei;co, c:rioprotect.,,.. y ~ 

ounólic:os. Para loe microorpnilmOS comcituyan una protección conua la deaec:M:ión. 

material de adhaión a ... ............_ adamU de ~ corno rnMio de aelectividad 

impidiendo la fll9ocitolia o el araque de .....,. orpniamoa. 

Los -..dios de poliaadridoa, oliaoaadridoa y oua derivado• en bioquimica y 

medicina han permitido desarrollar una .,... cantidad de aplicaciones de éstos en divenas 

- de laa indu9triu .,.rlc:ola. &rmac:éutica y afunentaria principam..te. Laa fllentes de 

~ mú c:omu- han sido las plamaa y alps marinas o bien hoftaos u otros 

lllic:roorpnilmOS. Su obtención por llintais qulmica resulta sumamente complicada dada la 

.,... di-.idad y complejidad de - afic:osldicas, aunado a la diflcuhlld en la 

detennin8ción de las miunu. Ademlla, los procesos qulmicos tradicionales en a-al son 

ineficientes y requieren de un pato elevado de encr¡pa. Esta situación aunada al avance de 

t .... i-aln para su an61isi1, como son la resonancia ma¡¡nética nuclear. la 

espectfOllCOPla de masas e infrarojo. rayos X. técnicas crornatogrüicas. etc.. ha sencrado 
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finalmente la utilización de técnicas biotec:noló&lcaa mis ....,mas y eftc:iente• ....-• la 

producción de esto• compuesto• a pan escala. 

En el caoo de la olnleoi• de loo polioaciriclos y oliaooacUiclos. la tec:noloala 

enzim6tica como parte de la biotecnoloaia .,..._. diversu v--u oobre los ~ 

quimicos tradic:ionales deda MI alta apec:illcidad. lo que conlleva a un mayor c:ontrol de 

calidad. y....,._ ,.lllimlenloo. Undo lupr a prodlKtoo ch...., c:ooco. ~y 
......-. Lu .,.._..........._...U~ -..a1-11a - del tipo hiclrolltico como 

........._ ..-.S-. P"'•••• pectinuaa tite .. Sin .......... une tendencia ac:tuel en -

-- - la ......................... por-· pco.ilt ............. laa c:ualn --
... produclrloe • pertir ... moWculea ...a11aa COlllO la weroe. ...,.. ..... _ ... la 

.... d oc:ci6n ........... 

Ea el lebonlorio de T ....... EnaimMic:a del IBT. une ele lu 11- principalea de 

ni.e•·• 1
fft• elueo da~ ..-el;.....-~ ele dewrollar -

.......,...,. de pl"Dduoo&n de olieaw61idoe con ciertea propiedecles que permitan. a"°"º o 

........... euueo_...w. 
El .,._. tnbl¡jo involucra. por un lado. la utilizeción da une ....,.. de Bacllhu 

_,,,,/ú capaz ........ .....- .. - ... le ...,__ canto "-• ele obtención ele le 

mzima y. por OCIO ledo, le eplic:ación ch le tcnolosla ..mnitica por medio ele -

~como poeible vla de pl"C d 1 "6n da 6uctooli.......,.....,. cuyo ~o a 

niwl c:onwcia1 lo _i._ eue p:u; drln como pnprobióticoa y........,,__ INVos en 

calorlaa. 

C- el ftn de c:on1inuar ..- UlllNVoo ¡w ' •• ..elizadoa en el miuno pupo ele 

~.une .,.ne ele_......., _dedlcl6a ... .-udio ~.en cuanlo a laa 

Naoc·0o- ch ..,..,cor. - le LVS de llacllhu -61/lis y une LVS ele llacllhu cln:111-u. 

En 1990, M" le Faoultad ele Qulmica ch le UNAM M u.vó a cabo el aúlemiento ele le cepa de 

B. c1..r:.1tau (a pertir del juao. de c:alla de azúcar) Mleccionllda por au c:apac:idad ele procludr 

c:oloniu mucoida. En -• -Údio ea concluyó que clic:ho orpnlsmo produce una 

levansacarua (Bibbins. 1990). En un trabajo posterior. en el IBT. se realizó una 

caracterización tanto flllicoquimica c:omo de lae propiecladea c:ataliticas ele -

levansac:arua; en él se enc:omró que -· enzima tiene propiedades muy oimilares a· lu 

• 



,.............,. 

i.v-- reportadas en la bibli.,.afta, ya - ea capaz de realizar las reac:ciones de 

llidióliaia y de tranaferenc:ia tanto al poli,_,.., como a diferentes moléculas aceptoraa. (Pérez 

y col .• 1996). Dada la dioponibilidad de ambas i.v......,...... en el labocatorio, rauultó 

inl-• el poder _..iaa con la hipótesis de - al ser ~nariaa de diotinloa 

"9bitala. el componamienlo catalllico aai como la eape<:iflc:idad hacia _,,.orea podrla ser ....... 

9 



c....rrt 

IL GENERALIDADES 

11.16-11111•-IM/b 

B. nbtills ea un microorpni....., ......,.poaitivo, .. porul8do. móvil, que tiene la 

propiedMI de --una ann c:amidad de procelnu al ............._.del medio ele cultivo. 
lo que lo hac:e int- a nivel induMrial por la flociliclad en lo• proceao• de obtención ele 

productoedei...._ adem6ade-GllAS. 

Exi- "'*-e 2 tipoe de - --.... ~·~-de -e 
......., de ... .,...... .. "- deri....SO una.,... ~de mu-: B. nbtllis ver niara 
BS5yB . .-M//.s ......... 1611. 

S.. doa ,,,..._.. "- llido objeto de pn>lllndoe atudioe .-etk:os. princ:ipal...,te 

.......... ~de .. N9lllaci6ft ~de - .,...._,.por ............ 
~loa u--· En., - ...,.aftcoo de la cepa 168. •.,._.con el _,,. 

.-Jlllioo cai .-nplMa . ..... - ................ orioe - ... Uliliado .. producción ..... 

...,__(LVS)-~ ftonodpica. ya--· enzima n ~de la 
aparición ... eoloaia8 mucooidea <"- ,. col .• 1972). 

.,__. la a... -• r·-;a ele .. ~..., produce una i.vwu induc:ible y. 
~ .,...._ a-amiluu. nuc ...... ,.,...,.._deliai•......_· En cambio la 

llinle9i• ele LVS - inducible ., ,.,...,acia de ........, .. y • procluce oólo durante la ,._ 

.....,_..,;al. 

Mediada la ......a..-ión de mui--. 1--- y col. (1974), identificaron y 

._...,....,.. -8 al ... allUCtUral que codifica pena la LVS y. junto con otroa 

~ han donado y -*ID· - a..n-o ele 21d> que conti- el a-. 
~ ....... unar._¡án ........... a200.,....de ..._del inicio de .-B. a la_ ...._..___R. 

En las cepu de B. •IHilis. a panir de estudio8 enc:aminadoa a analizar ~e 

el mecaboldmo de ucarou. N ha encontrado la ,,._;a de variu ...w,,,.. ucaralltic:as. 

que tienen un compl~o lliatema de replación aún no dacift'lldo completamente. En la Tabla 

1 • muntran al¡panam de ellu alli como lo• aene• rnponublca ele ou -prellión. En alauno• 

de -oa ~ w han localizado diva"808 aitiol ele re¡sulación de la olntelli• de 

levanucar ... mediante mutaciones pleiotrópicu en el cromosoma de B. •btilis 168. Eatu 
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~an llimultáneamente lo• niveles de e1<prellión de LVS, ul como de otras actividades 

proteoliticas. Alli mismo. la zonas han llido mepe8Cia• localiándose en 3 dif"erentes aitios 

deai ....... como .-:U, SocQ y S.X-S, cuya carac:teri .. ica principal ea no atar lipdos 

~ al ..., -ral .-:B. Otra caracteriaica ele -.. mutantea ea que también 

_........, clefioctoa en ftmcionea rela<:i-.. a la M1pertlcie celular, la -sencia de flaaeloa o 

la iacapaciclecl ele incorporar DNA del ~ ........ (competencia) y, por otro leclo, 

..,_... alt~ en el proceao ele esporulación. (lAptuM y col., 1972; Kunat y col.; 

1974 y Chamben ycol., 1994). 

T..._ L ~ -• 1"lr• .,_... - & ...,...., cea - ....-•w• ..-
__.._(IN .. nt.. ....... y 1991) 

ENZIMA GEN 
SACAllASA .wa:.A 

LEVANSACAltASA .-:B 

LEVA.NASA .-e 

Uno ele loa ...-;...,. de mayor intetéa en ate tipo de .,..tanlea ea el ~ 

_,., _,(./' (la- hipwpooductora). - tiene la propiedad de wbiw+- la LVS, ademú 

ele otra actividades pnM..uticas. En .....a;oa ma~icoa ......., -· pnol.ipo. se ha 
............... que .-:U COllln>la la ánleai• ele divenoa c:omponentea celui- y, junto c:on 
w(! • .,._..,..la pou dwooibn ele actividades enzimUicu atracelulares (-. ellaa la LVS) y 

laaCOftdicicl_de...,. llaoillft("-ycol .• 1974). 

· Por otro lado. la c:apac:idad ele B. -61111.s ele secretar proteinaa ha 8ido aplotada para 

_.,.......,. - ele dlulas euc:ariotu. Sin.......,_~ ele loa p,;m.o. ¡KOblemu que i..bo 

que resol.....- ea el que ae oriJIÍna por la aran cantidad de proteuas e..tracelularea que 

depadan cualquiera de las proteinu e><trallu. recién clonadas. 

o.bido a lo -erior. una alternativa ea construir cepas que carezcan de eac .. 

prot_.; He y col. (1991) eliminaron diverso• aenea de proceaaaa y con ello pudieron 
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e><presar adc<:uadamente el aene del activlldor de pl.uminó11eno humm>0 (htPA) y el ~ de 

la a-amilasa de arroz. 

En el Laboratorio de repleción de la expresión pnética que dirip el Dr. Femando 

Valle, en el departamente de mic:rolNolo¡pa molecular en el lnMituto de BiotecnofotPa 

(lJNAM). ee han COMtnddo cepu deri-. ele B. -/Jtili.s Marbura 168 con las do• 

cancceri•icu cleacritaa -..-..-•• •decir. - - .....,.ipo ..cu• lli~oductoraa de 
LVS y -. no .,.,_ loa _... ele pn>eeasas. La - que noa ft.oe fllcilitllda para -e 

·trabl¡jo por el Dr. Valle cas denl'ro ~-. t!J>o, con el ...,ieiate 11enotipo: .dl\W"; ~. cm•, 

•11U.12 (ffy). La ..... 8rie11a 4, indica que carse del .... ....- (prof_. neutru,1 y -

(prot- .alinu). 

La ~ DqU, •introdujo reo:ienl-e después de llevar a cabo -udios 

de reauJación ,,... ft-. .............,_ ul al conjunto ele _. que controla todas tu 

- ~ ....--. nwdiule un - de cloa componentes (IMbatt>ouillé y 
col., 1991; Kwua y col .• 1991). 

Exiaa- otroa C~oa en loa que se han utilizado cepa hipcrproductoras de LVS. 

Por ejenlplo ......... y col. (l!l80) _._. una LVS ele B. alHll/.s BS5 denominada 855 C4 

que aubceexp1w ~ la lev---. lo que le da la 'lfClll9ja de producir la 

enzima en au.-cia ele polúMro. Sin ..........,, requiere de condiciones muy especiales de 

cultivo para ..,._..,..,.. alcoa ele actividad - el -......me; ya quepo- loa_. ele ... .,,.,,_. 

11.2~ 

lAa ~o~ - aum.s que de una manera 11--' 

cranafien:n rnicluo9 ele ~ • divenoa -..coca. Son producidu por diwcnoa 

or¡pniamo• en la naturaleza. Pare~ tu producida por honaos y bacterias son una 

hernuninenta importallte en la preparación de olilloaacáricloa con diteremea tipo• de......,_ 
yenlacca. 

Exiacen 2 .,..pos ele .UU ampliamente eSludiados, que se caracceri.zan por cranaferir 

residuos cleacle ............. hKia ...,um.roa: 

12 



•) lu ~iltre••ferau•. como Ja dextransacarau (producida principalmente por 

ú11eo110Sloc lfW:Wllleroide.s) que transfi!"' el residuo de glucosa a Ja posición 6 del extremo 

no reductor de la dextrana para dar crecimiento • la cadena. La dextrana es un polímero de 

.....,.,_ con enlaces a(l-6) y ramificaciones en a(l-4) y a(l-3). Lu de,.tranas y sus 

deriVlldoa tienen aran divenidad de aplicaciones. como se mencionar• posteriormente. 

b) la._........,..,.__, -•tipo de enzimas aon productoras de ftuctanas. una 

....,. de polin-ua de ftucto• ..- .. han encontnido princ::i.,.Jmente en vesetales. Un 

ejemplo ea la i .... inucanaaa. que a penir de sac:aroaa fünna un poll..-o de liucto• con 

enlKa 11(2-1) llamado inulina. Lea plantaa pe>.-.. diveraos complejos enzimático• que 

llevan a cabo la reaccione• de fbrmación de ftuctwa. pero el aislamiento de las en%imaa de 

- "-• .. complicado. 
Otra -a- imponente que ... cluific:ada dentro de -e srupo - ·1. 

ftuct~ producida por di,,__ ......... Ella -.ima tranaflcre ftucto• desde 

sacaroaa. trilNICiridoa o pollmM.. liacia la propia ...,.,..;.. o lhact-. 

Por último. también dentro de -te ....,po se encuentran las levanaa.,..._. Estas 

enzima han sido ampl~e -...liad.u y - produciclaa por una sran cantidad de 

microorpnillllOS. Su reacci6n principal ea la tranaf'erencia de ftuctoaa desde la oacaroaa 

hacia difilrentea aceptares. fbnnando olqsoaacáridoa o el poli-.. levana: 

LVS 
GLUCOSA+ LEVANA 

11.3 ..__ ~ --.ue-..... 
1- ...,_ - ~·de llucto-. producidoa tanto por plantea como por 

micn>olpniomos. cuyo - molecular varia dependiendo de la lüente de obtención. aunque 

por lo ......... - --obl..idos de plantu. 
La levana aü conalitulcla por unidades de ftuctoaa con enlaces P<2-6) y 

aproximadamente f;Ada 9 o 1 O residuos se prnentan ramifiCM;iones en jJ(2- I ). <:amo se 

- ., la Fi..,. 1. a.u 1ev- de oriaen microbiano Deaan a t- más de diez mil 

rcaiduoa. 
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Pfeoara •• ~ .......... _ 

~ .,....._.,....._.,...ele levana ...., lido clacritoa - la lit-.i. 

F~ .,...._ a .....,_ bec:terianoa como: Bocilllls, Arrollocwr, 

Laa ....._ ...... ~ ............ aplicaciones - lu ....,..,__ Por 

........, como ~ de .,.._ ..,...,.,..., como vehic:ulo de ....iicameaaoa. -aente 

amit...-..1 y -~tirio. T..-.. ae han producido~ como el 1Ulflato e.ter ele 
cleld.--, con cancterl.iicu muy ........_ a la ....,.,..., por lo ..... ee han utilizado para 

pn>dueir~-~.1990;1lobyt, U196). 

En el AftlPO ele la lllnMcolosia. loa biopollmeroa (Ofucaus. ftuctanas y 

lipopoli"*idoa ..... otroa). - ..,....i-e conocidoa por - de~ .... c:olateralea 
81 _,. lldmini.....,.• ............. S.~ modiflc:adona de la........-• inrNme ya que 

aclÍYtlll la lib«a<:ión de ~ llticaa y de citotOlCÍnaa inhibidoru del --º celular 
(Fnuu: y cal .• 19U; Lirely, 190). Liepa y col. (199.J) NpOrtan ,._la admini•nción de 

ICYllllll • -- -imula la leuc:opoiesia. la producción de an1icuerpo1 y pr..-e la 
..:tividlld tumoricida de loa f8alocito1. También, oe ha vislo que ..;..,e un papel prolector 

c:ontn la .-adillción. Ea pcw ello que loa eatucfio• ele la lcvana y otro• biopollmeroa aon de 

·- imponanc:ia ... la actualidad. 
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n.•LeY••--
11.•.•Mkno,..•••-.,.....-• .... 

--· 
La levansacarasa fUe reponada por primera vez en 1942 en estudios realiz:ados en 

A1'ro1-:Nr ¡,,-.,,., por AKhner y col.(1942). Se trata de una enzima constitutiva e 

intracelular. Poateriormenle. entre 194J y 1945, otros inveatiaJlldonn reponaron haber 

....,.,.,,,.... i. ..a- ., -• ......,.._ y en B. -1'tlli$, -ue con di&Rntes 
ClllllCterúlicu (P9tot. 1990). ~ .. - ,_ __ ... di ........ aéfteros 

llM:teri8no• 181110 -pooitivos como .,....._,;vos como se .-esume en i. Tmbla 11. 

T•.._ U. a.teriu .,...._, ______ (Hetlwery eea.. 1"5) 

Se ha eneonlr-.clo similitud de mú de 50% en I• secuencia de aminollcidoa en la 

resión amino-termin81-..1u1ev ............ c1e&w;n1a._.,1o ........ z.--11;.sy 

P.-..ltw>nus 9"1-· En ..,_.., lu lev-.... provenientes de mic:roo.-Pniamo• 

snm-'n•9ativoa ~ C&rlM:t9riatic:u si.....,.. como por ejemplo el peso molecular. el 

pun10 i-WC.rieo, o el !lecho d8 que - produc:ida c:onailutivamcnte. 

Sin emblirso. i. principal di""11ncia que se obacrv• entre toda las levanaacarasas 

c:uacteri...ia. es su espec:iflc:idad hacia el tipo d8 aceplor de ftuc:tosa y con ésto el tipo de 

pn>duc:to obtenido. Un ejemplo lo _.,¡luye lo reportado por Hemm.dez y col. (1995), 

... ienes eapec:iflcarnente comparan la LVS de Acelobaclt!r dia.."Olropllie11.s con I• enzima de 
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B. swbti/is, demostrando que b.VO las mismas condiciones de reacción en prnencia de 

sacarosa la LVS de Al. diazolropll/ctts produce como principales productos 1-kestotriosa y 

k-otetraoaa, mientras que la de B. -btllls liben fhlctoaa, alu<:ou y lev-

IL4.2 ._ __ ....., .. ~_.,.,,,,.. 

··~..--
La ...,_ IMjor caracMriada a la - • obtiene de B. -btlll.o. Ea una 

enzima ~ pwodw:ida duraMe la fUe exponencial de c:rec:i~o. inducible en 

pr-.:ia de -. ........._ .,.¡._ - -nutivu .,...,_. de producirla en 
MIWICia de--. Loa.,....;, .... .-udioa ............ y de c:aracteriwión de la--... se 

han Naliado ........_.en-dos tipo9 de - de S-:11/tu -btlll•: la 855 inducible. su 

deriV8da ~ C4 y la B. -btlll• Marbura 168 y mu-es deriv8daa . 

• , ..... u ... 

LaLVS•..,-....a • •-•pH7.-JO-J7"Cenmedio·dec:uJlivollquldo 

- -. c1e-..-ided ......,.de ..... y_._. de.,......... - dependiendo de la 

- produc:ton. puede-= - ............. lllduciblea y.....,.,.. o aficerol -- ... 
cepu~). En...-oalaftwMede nilfóaeno, .,...........,.__sulfato de aiwio 

o nittMo de pota8io, liando-. último .. m6a Uliliudo. Eimlen c:uoa en loa que• repona 

....... de_de ......... (08donder.1966; ....... 1980;0hl..Uycol., 1992). 

Dada...._ (IMO).........,. que, aún con....,.. conalitulivaa, la .,._,cia de -

inci.- la .,.......__ ....... ,.._ ............... de la •creaión de la enzima. En el 

---.dio. ....... - evidencia la .............. de la...-- d9I hierro - .. medio de 
cultivo pena 6-la pr 6roo6n de la LVS. ltecient-• ......_ • .-udioa m6a ftnos, 

.. 118 Uepdo a....,....._..,_._ ... ~ de la LVS (Pelit-Olatron y col., 1917). 

e- - ..,..._ - la~ se U.V. a cabo en :z puoa: pri __ ,.. una 

Nphln prolealltica a_.,.. d9I N-lenninal d9I .-.,Ciclo_. _. dar lupr a la rom-ión de 

unm protelna madura uoci8da a la mena-. El aeaundo paso. que es el limitante. coma. de 

la lib8nci6n y .. cambio c:onlbnnacional de la prolelna. Por ocro lado ... ha ........., el 

.......... 110 de la LVS ,,, "'"°· promovido por la adición de c.·• o Fe ... lo que jndic8 la 
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imponancia de la praenc:ia de estos iones en el p1_.,.;en10 ;,, viro de la LVS. Tambien se 

ha ~o que 1e requie<e la presencia de la pn>teina con una carp determinada que 

filVONZCa ., translado de un lado a otro de la membrana. a 1raves de un <:<mtrol del pH del 

medio (Chambert y c:ol .• 1995). 

S. ha involucrado a la pared c:elular en loa eventos de ~lo y liberación de 

....,..._ ............. 1e ......,.,_que juep un pepe! importante en la provisión de ..-ales. ya 

- los 6c:idoa lipoeeicóico9 .,._.... en la pued de B. -611118 tieMn la c:apacid..i de 

__.....,. (Soowlshein y c:ol .• 1993). 

0Uoe .....,_de replación _...., - ........ 1 M de N.CI 111 medio de cultivo 

,._..,_odehuta--la__.,........del ... sa:B.(KumtA~. 

1995). 

Por todo lo -erior. es evidente - lu condiciones ambienulea - rodean a la 
c..,. de B. -611/u en cultivo - detenni- en la 8decuada pr itrción de la euima. 

e) "'"'lllac16e 
La LVS de B. -'111/ú ha lido obj9to de ~ .....s;o. de purifk:eción. ExiSlen 

varia _........,...,...,.,........ siendo .. - utiliaada la propo-a por IWonder (1966).· 

Eaae - ........., de varioa.....,.. ~por una precipilKión con .......... .._.... 

de un ~o con sulfillo de amonio y por último, una -o¡pafia en~ de 
..,., ·tzpaüta. ...,...._...,_ ui una .....,._.,;ón hot__., __ a-...-. los ........,. 

~ - para -.. LVS. - para otras. involuc:rml uno o dos paaoa de los 

-eriorm, con .._.. .,..._es. como puede - el tipo de .,._..,.na. P9rez y col. 

(1996) npon.. por prinwa.,. la PNdpitao6'1 de una...,__ de B. clraibu con 

poli9tih 8füDI (l'EG). 

1111) IEaa....._ Fin U a,.,_ .. 
Deade 1963 Dedonder calculó el pao moi-dar de la LVS de B. -111111.11 855 por 

.........,. de aedi..-ación. difiasión y~ .-.....do en~ 40.000 

daltones. Posteriormente en 1975. Gounzy-Téboul y col .• mediante trea métodos dif"erentes: 

Mditr aa•ac:ión. pem a oióe., pi y eleotrof"oreaia en ..... de polieerilamida. .........,._ una 
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LVS con un pno molecular promediO de 50,000 daltonn. Ac:tuela.nte -e último vlllor .. 

el mú Keptado ....... la LVS de B. •6Ull ... 

La enai- c:onlliMe de un tllOllÓlllero, cuya c:ompoaición de aminc>Kido• ,...ela que 

.. - procellla nlativ-• 6c:ida, ...-e de ciMelna y con ..,.. alta proporción de 
amino6cidoa .........__ 

e)M••• ... , ... ..._._... ... LVS 

La.... rr w. E.C.2.4.1.10 (_.,.. ac'.2-6) D-ftuc:tml, 6-J'-D ~ 

baa 11 w)calalia .. lwci6ede..........,deftuctwque•-.aa COlllinuación: 

Olu(l,2)FN + '"Olu(I) p •(Jlia(l,2)Fru + Olu(I) 

Olll(l,.a)..,. __ --~.¿i-

La .... ,._ ... 1......, de r.....:i6e de la LVS ... ..., diftc:il ya que 221 

....-- ... -- - ap9Z ....... wriM ~al -- ......... La~ 
,......,,....... .. ....,.oulwda.U.-..,..,cor-. c:on la libención de..._,_, ......._e 

............ IWCion:lalwci6e_ ... -º· 11 .... , 

L\IS 

~ + '"--··· 

obim.lalwci6e...,' 

+ Fructou 
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Se ha demostrado que la proporción de estas dos reacciones se puede modular en 

fbnción la• condiciones y la composición del medio de reacción en el que se aM:uentre la 

enzi-. Por ejemplo, la temperatura es un f"actor importante ya que conforme aumenta. la 

llWllCCión de ltldrólillia .. fllvorKC labre la transfenncia. La pnaencia de solventes orpnicos 

afecta el ...._ de ntas reacciones ya que la enzimá es capaz de c:atalizar al 100% la 

._._ polm.ua en un ntedio de NKCión c:an 60% de -..nitrilo (Chmnben A Petit

GIMron, 1989). Ealos mi- -ora._...,.._ inntovilización de LVS - ... ele fOdllto 
ele calc:io, lo cWa U.C.-ó la lintai• de levanu hula un 85% (Chamben a Petit-Glalron, 

199>). F..._._ ......._la adición de levana c:an .,._es.,..._ de poü,,_.;zación al 

l99dio de r.....i6n •!opa un - - la prupooción de traiodw ia. Corno .. - · 

- ..W..e, - Clll"8Clerillica pmrmitió .... eMudios cinéticos reportados mu imponmMes 
INlacionadoa con el ............., de~ (Tanaka y eol. 1999; e:._.,_. y eol., 1974). 

~-'---ado-tlpoade •i 1 ",-daddela.euin.: 

............ _......... llapopon y Declonder (1963) utilizando .......... de 

.....,_ anconllUOn que, adem6a de ftuc:tosa. Ja enzinw es capaz de transfiorir L-acxboayl o 

D-aylo9il hM:ia ............ D-ltuc:tosa. 1•ftuc1...u--o......-.~ de ........ 
• .._. .. Hlla•da ......._ Se ha .........,...., que aólo rnoWc:uJu que ......,. una 

ftuclosa unida a un.,,..,., aldo9ilo, de ...a.-. an6lop que en la ~aa. pueden -

como danadoru como• el caao de la ""'-· Por otro lado, la 8lucou de la .......,.. 

........ _. ~ - ~ -- eorno o-xyiou, L-anbinou, .,_..,.__., 

i.ctosa.atc ... 

• BMilt .. --.e-. N- autanciu que cont_., tpUpcH alcohólicos tales eorno 

......... ~lllCMidoa u o=Wa••~lilidoa C«;llllO........,.. o U.om. etc ............... bumKta 

~ .... raiduo ... ftuctoaa (l>edanllw. IM6). 
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A partir de cs1oa eaiudios, ae au8irió q- para proponer un modelo que dacriba el 

complicado componamiento de la enzima. es necesaria la exiatencia de un c;omplejo ~osil

enzima. 

Mec_le_.,..,._tlela-16atlela LVS 

u-........-...,.,,. el mKMÍllmO ci~ de la lev-ha llido plantNda por 
Chamben, ~y col .• a ttaYéa de una...,. de -udio• _,.. 19n y 1976. 

Com"derando laa di,.,_• reeccioMa ~lleva a cabo ia enzima (ttanaferenc:ia clel reaiduo 

de ftuctoaa ......_la ....,.,.,.. a la levw y la reacción revcnible; tranJa•1eia clel rniduo de 
ftuctou de9de la ...,_ al _. y de8de la _.,.. al .... ). _.,. auta...a adicionaron 

.__ al medio de .-i6n pera .....,.... que la ,_ión hidrolaae fbera _,,,__. 

eliminada y - ello pocl9I' .........,._ un modelo mú Mftdllo. Bl¡jo -- c:oncliciones 
............ la il.iocidad inicial de !U~ rmcciones. al c:omo .... iJltercambio i-6pic:o 

., el equilibrio. Apanir de loa dMoa obtenidos, c:onduyen que el comportamiento ele la 

enzima ae l!ÍV•• a un modelo báico de tipo Pi•·Pona Bi-Bi, que ae puede representar 

medlmWela ~ deCleland c:omo: 

E 

E-~ w s--
0-~ 
F-P-

s 
l 

E-S 

L<•>--~C1D11a ......... e... 

G 

T 
L(n) L ,,...., 

l t 
E-F E-F-L<n> E 

Como puado .,,...,...._, ., el ,,_..,¡.,_ .. .,,_ .. la unión de la enzima a la 

.......,.. ~ un complejo intermediario enzinw-.uc:arosa que, deopués de liberar 

alucou. da ori- al complejo --lhlcto ... A partir de -· úllimo. la ftuctoaa ea 
lransferida para unine a la QMfena de 1ev- aunwn1ando al ., un residuo el tamafto clcl 

poll..-o. Nót-q-el ac:eptor y el pn>ducto - pqcra-e el miarno compowaro. 
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En la Tabla 111 w muestran loa valores de las nueve constantes de velocidad 

calculadas con base en el esquema cíclico que se muetara en la Fiaura 2 a su vez derivado 

del diqrama anterior. De los resultados obtenidos por Chamberl y col. (1974), se deduce 

que la ,__ afec:ta considerablemente la velocidad inicial de liberación de afucoaa. Lo 

·-erior demostró lo previamente reponado por haud-Lenoel y col. (1957), quienes 

afirman que la i.v- tiene un papel activlldor cuando está a bogas ....-traciones y un 

papel itWbidor ai ae __,,. en exc:uo. E- pepe! dual ae explica ya que actÚ<I como 

do.-or y -s>tor del residuo de fi'uctoaa al mi- tiempo. De aawrdo a loa valorea de las 

- oblenidaa en prnencia de levana l.,>>k., lo que indica que la reacción de. aintni• 

de levana • mucho ma. ~ que la hidróliaia de sacarosa. Por lo wuo, el modelo predice 

...- a pmtir del complejo E-F, la -.... puede dar lupr ~le al crecimiento de 

la lev-. o bien, cuando no exi•e lev- en al medio de reac;c;Oft, dar lupr a la lúdróliaia, 
libenlndo a la ftuctou. El pepel illhibidol' .S. la 1ev- puede _..._. atribuirae a una 

compccencia - la ._.,_y la - - dar ....... al complejo E-F. En el traboüo -
-~ • ~ también que la f"onnación del complejo E·F ea un paso oblisado 

pera cualquiera de las .-iot- que c:ataliza la LVS. 

k1 ( S) 

~(L(ff ·~l(G( 
EL JO EF 

k1 ( L) 

...... 2. ~- ..., -··-- eWtlco tle reaeci611 p....,.eaae para .. .... --~-Mlb (Clla•lleftynl.., • .., .. ), 
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T•.._ 111. v ... ._ de ... -•••*"~-..,......, .. pmn1 .. re•ec.._ •-
., .... ._ .. LVS, - ...... .., ... ..., ...... )' ........ 20 oe. (C .. •ltftt )'col.. 1974) 

CONSTANTE 
CINÉTICA VALOR 

" 6.6 "' 10• M" .. ... 8.3 "' IC •.. ... 5.2 "' IC .. 
.... 1.25 "' 1( M" .. ... 2.9 "' IC M"' •.• ... 4.7 "' 10 .. ... 1.4 "' 10- M" •. ... 8.7 "' 10' M"'' •• .... 5.0 "' 10 .. 

Por otro i..io, .. lli .......... o ll .,.,..,.eriación del -.piejo E-F pennitió • Chambert 

ll Ooun&y-Tnboul (1976) propomr un _........, molecular pan la reaceión de 

trmnduc:toeil9cióol que U.V. a e.a.o i. .....__ Pri..--te, eeto• autoree 

-- que el neiduo de ftuctoea - --· unido • la --. 
probmbla- • 1..- de un cnlKe llficotil éat• entre un reeiduo P-cart>oJlilo de un ácido .....,.ico de la protelna )'el C-2 de la ftucloa. Lo -erior los llewó a proponer que la LVS 

Klú9 m.diute el .._... ...... ..,...a.do ....-. lu -mu que c:atalizan tr ...... icosidmcionee 

con ret-x.n de la~- Ee decir, a un ,,_..,¡8lllO de dos.....,. en el que - lleva 

a e.a.o una cmúlieie bifbncional. donde ...,aicipen conj..-te un llNPG ác:ido y un IP'Upo 

nucleóftlo de la proa91na. En el cuo de .. LVS éste último ee el P-carbo><ilato de upjnico. 

Aunque ain no ...uae euftc:iente ewidenc:i9 eobre cuál a el IP'Upo Kido que ...,aicipa. 

prob..,I ••••• ee trata ele la <:..aena lat..i del reeiduo de arainina en la poeición 331 

(Chambert .t Oounzy-Tqbou.I, 1976; Chmnben .t Petit-Olatron, 1991). 

El iiMICailÍuno .....,_.ao ee el ei..,-e: en el prin...r puo, una vez fortnlldo el 

complejo_ ---oaa. el P-cart>ol<ilo ejerce un ••aque nuc:leoftlico eobre el C-2 de la 

fiuctosa. En aeauida. el IP'UPG ácido transfteae un protón • la aJucosa ....-• que ésl9 sea 

libenocla, ando lupr al complejo fiuctoei.1-enzima. donde la fiuctosa esU probablemente 

unidm en conftprac:ión a. En un te¡p1ndo puo, deePuéa de que la aJucosa ha sido disociada 
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<iencralltkul<-• ... · 

· del complejo E-F. el ..:eptor de thac:loaa puede unine. El pupo ácido de la enzima ya 

~onado. actúa IObre el aceplor removiendo un protón, quedando este último como un 

nuc:leólilo reactivo. Finalmente el llCel'tor en fürma de ollianión, lleva a cabo un ataque sobre 

el ..,._ '691• del cornplcjo E-F (Fipra 3). 

E>1iaten a1...,... e>1plicacionH para la fi>rmKión del enl- covalente entre la enzima 

y la INctOM. La pri,,_. ea rle9de el punto de villa de la este<eoqufmi.,._ planteando que 

- ...._ a~ a la ünleniáft intennadiaria da la conflauración y ni poder ret-'8 en el 

producto. l'oc' otro lado, ñae ~ .,..,_ pn>bablemente una lllneión calalitica. ya 

- el arupo .,.,.,.,,.;1o de up6nic:o llCtúa como rnojor pupo atrayente - el ..... (u otro 

..,..or) y mejor......., libend« da la stucooa. Deede el punto de villa qulrnico, 11e Mbe que 

un arupo Qdlolúlo dalpn>lonado n mejor nudeóftlo que el ...,. y que un enlace éster 

aficoaldico - - reactÍYO - el sJuco9ldic:o ... la ...,..., ... 

ES 

........ 3.. M ___ ......._....._ ................ ralaLVSrle& -M/b. 

T_ ... e-eJ-ple al .......... Mall-. E- LVS, AH-llfUPOác-. F-Fru<1osa. G-
...,__ .._ ___ MP. --· 

V - 11--.uto•-6ftico 
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C.w• ::• 

F--i6•deleva•a 

Existen hasta ahora variu hipóle.ia para -plic.r el ,,_...;amo de inK:IKión y 

crecimiento de cadenas de lev-. ~ los p.;.....,. eMUdioa realizados aobre las 

i.vanaacaruaa. ae propuao que el 11CeP1or inicial de la slnteaia de levana es una molécula de 

....,__ ya .......... _......, - de .....,.,... - ... cadenu ele p.,im-o. Onde 

--- • pcntuló que la mi-.,.;.,. a la ,_....,..de la almeaia canto de la cadena 
princ:i.... como de laa nmi~ a diter.ncia de otrD8 complejo• poliméricoa 

_ ........ - .m..... ...... enienta de.,._.. y uimalea. 

"-" (1966). _.., - el CNCimienlo de la cadena ae lleva a c:abo mediante 

la adición del ........., ele fhoc:toaa - el carbono 6 de la última ftuc:toaa de la cadena en 

crac:imimllo. u- - ........... ltabyt (1974-79) _..,un nwcanismo aimilar para la 

---... ......_ (Perloc. 1980). 

~ ae,...... poMUlado la eiú•encia de trn mecaniamos de elo-ión de 

i.v-: a) _._ ..... ele - ealleul: - el cu8I loa rniduos de ftuc:tosa aon ..,-esados 
au..,.._ a la mi- moWcula de iev-. •> _._ ... ,. •oUtl¡lle: en el que re.iduos 

de ftuc:toaa van unWndoae al aura todu laa moWculu de iev- 11CeP1oru diaponibles y e) 

• ........ llhra. - el que varioa rftiduoa de ftuc:toaa ae......., a mú de una moléc:ula de 

.......... 
Chamben y Oounzy Tr9boul (1974) concluyen que el mecanismo que ai- la 

endina ea el ....,..SO. Eato lo lopan mediante la determinación del peao molecular de las 

iev- - y ..... ele la .-..cción. calculando un - ~ aproJdmado baudo en loa 
modelos~- Los -"8lloa ...,_; .. -.... mueatran que el acepeor y el producto 

aon prict~a del lllimno ~. áto loa llevó a deKanar el pri..- mecaaniamo y, 

-.nque no pudieron F9Chazar ~·el tercero. deducen que el que ..,.. ae iüuata a 

aua daloa ea el _...io. 
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f) EM.-t•ra •le -y 8'Cle Mtive 

La estructura tridimensional de la enzima no ha sido determinada aún con la 

euflcienle .....iuc:;o., - _...;ta vi...iÍZIU" el llitio activo (Le Brun y col.. 1980). En 1991. 

~ y Petit Glatron utili_,.on una mutante deriv- de la cepa de B. swbti/is 168 

(QB252). - a direr-ia de la cepa .......... .,._. una proporción muy laja de la 

actividad poli-. E.loa --.,..,_,_y_......, el .- ..:B mutado y con ello, 

• evidenció - e>datla un cambio ele la Ara1
" por un& Hia. Con - -ec:edente, 

construyeron_, __ intercambiando amino6ciclos (a.a.) en - poaición y evaluaton lu 

propiedadea catallticu ele cada una ele ellas. De lo -..-ior pudieron concluir que el a.a. en la 

pollÍCÍÓll 331 modula la eapecitlcidad y la eftciencia ele la reacción. Eaco permitió reforzar y 

compleoa•lfar la hipóleaia p!W...S. dellle 1976 por Chamben y col. aobre el mecanismo de 

~-

Otra aportación int- a -e ..._ro ea la reportada por Chunben y col. en 

1992 ......,.. por mu ........ aitio difi8ida en el aen. ele la LVS ele B. ~bll/is, encontraron 

que cambiando un codón ele terminación por slutamina. • __..... una reaión de lectura 

abierta que _..,¡tia la acrnión ele una proa.m. con un peso molecular de 53 KD, rica en 

arNno6cido9 bPicoa e hidnJl'6bicos y con un reaiduo de ciatelna. Al analizar lu propiedades 

catallticaa - di&nnciaa pues la mutante ea capaz de sintetizar una levana de 

_,,.... - molecular y lilÚ ramiftc:Ma. Por otro lado ... -e mi- ........... - _.ro 
la -W de a.a. de - ~con una inuli.....,.,.... de 8-ptot;occld --· 

encontrando pan aimilitud. Con ello concluyen que la naturaleza de la rqpón adicio~ 

contribuye a la tbnnKi6n de enlacea tipo 11(2-1), .. p1icando porque la.__ obtenida ea 

- ramificada. 
Ea un hecho que lu in..-._.,ionea .. -a dirección tienden a -ablecer la 

-..nJeza del aitio activo, lo - pennitiri ~mente la conatrucción de enzima en lu 

que •,....... controlar el tipo de producto deaeado . 
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11.S l'nod11tti6a de....,._ ........ 
11.S.I Ge.er•lld,..,.. 

GillHI '(f f 

Desde principios de I• déc8d8 de los BO's. - res,,.._ a la creciente demanda en el 

consumo "" alinwntos mú saluclabln y N,jos en C8lorias. """ .,.,. C8tlliad de edulcorantes 

han .......... tales como i. palatinou (isomaltulou) y otros ..U.oucáridos inc;luyenclo 

itlOftlaltool~ ..U.Osacaridotl • soya y ftuetoolia<>1•cáridos (FOS). ._. 

impon....,;. de todos ellos ....UC. en ... Pf'ap
0

1llw'ft biotüncionales 8demú de ou -
dulce. o.ntro de ... pr1>11iodades ~ de -os pl'Oductos ...._ su cañcter de 

p1e.,.s•1•11N (dool ...... • fllvor de la vida). be calitlcallivo ae 8Plic:8 ~· • 
_,.,._.,.que no - dpicloa por ... enzimas del tr.cto dipstivo (estómqo e int-no 

delpdo) • ....., que - Mlectivuitsue .._......en el int-ino .,_.., por las llamadu 
"bmcteriu ............. "; biflclobact..u. .,__... Uocticu y 8-1''°"*1 .rp. (que _...., como 

......... Ieee) y - ello,.....,--. la pn>liftonción ... bacteria ......... y .. fomw:ión de 

8ldl8nl:iu putnfllclu • el.int-ino. Poi" lo -.nor. • l8f1Ón y otros p8ioes - utilizado9 

como 8llitivoa en io. ._os pana •-ele con.a. pnado e inclusive en.la alimentación ....__ 
Una vla para producción ele - ........,._°" la conslituye la sintesis ena-.ica. 

CJ<ialienclo ..... ello~ dos lipoa ... enzimas: hidroluas y transf•-· 
Lu ~ hidrolasM aon ~e utiliadu N,jo cienaa ~ de 

rucción ., lu que ae fllvorKe la reacci6n revenible sobre la hidrólisis. Lu mú utiliodu 

90ft u y P llficosicluu. por ejemplo i. u-p18ctosidua de M. .,,;,_,_ es utilialla ...,... la 

producción ele ...ano.. (MoaMn y col .• 1995). 

En ... enzima ~ .. cletxNnina --- ... ,,_,,._. aquelW 
que ae llevan a cabo en ~ ele au austnto nacural. con la adición de direremes 

moléculu .,.....,.. de recibir el reaiduo tnllSlerido. Diwnidad de mok!culu pu8den .,. 

utiliz8das como aceptocea: -....... ~ .,....... oriaen a alquU alicósidos utiliados 

en a. indn.1111ri8 alinwntari8 como tenaoaetivos y emul11ific811tes; --..... .._.._ 

(monosac:áridos y disacáridos). ori¡¡inando diucáridoa y triucáridos. que .. emplean como 

probiólicos. edulc:otantes y 1-auriunles en la industria alm-.ri8 y por último • ~ 

.UC-Wk .. para dar oriaen a oliaosacáridos y pollnwros. 
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EJCi•e una amplia diversidad de enzimas. principalmenlc de origen microbiano que se 

han reponado y ulilizado hasta la fecha para esla aplicación. de las que a continuación se 

dea.:riben al11Uno• ejemplos: 

Laa c:yclocleJotrina aluc:oUI tranllf"eruu (CGT .... ) de diferentea eapec:ies de 8-11/11 .. que se 

....,ie.n para le produc:ción de ciclodextrinu (CD) a panir. de almidón. Las CD son 

~ cM:licos utilizada como eolubilizantea de medicamento• hidrofóbicos y como.,...._ ~en ali-oa. -re otru mplicaciones (Fujitay col .• 1990). 

La ...,.,..,.. f'odbri .... de Ps. :ra&e/rarvpNla que poc au capacidad de utiliaar diferentea -°" da ...... a la fi>rmación de productoa . aniloaos a la sacarosa (Rapoport A 
Dlodonder. 196.J ). 

Ouv .;.nplo - las delltransac:aruu de ~ --roldtts que catali"" la 

llltlle9ia de~ de....., pno .-lecular a partir de maltosa e isomaltoaa. como poc 

......... la pMOM. o .... la~ ele ..... homólops de oliao-*idoa de aiucosa. 
E•- p.cooii,sosacAricloa (005) - utilizados como .,._abióticos. Tmnbién. .. In han 

9llCOlltnldo aplicac""- para problemu dermatolóaicos como el acné o irritacioftes. De 

i.cho. de8Cle 1993 ..U.... en el merc8do U- de productoa C09111ético• que contienen 

OOS como ~- acti- como ea el caao de Liphaderm. aublidiaria de Merck <M-• •-1. 1995). 

Los ~· - ,,,.. i.mpKlo han tenido en la induatria son los 

~ (FOS) microblanoa. obtenidos a panir de aacaroaa. ya que au 

JWOducción a ..,.,. ncala no - complicada y au Úbor ...,y aimilar a le aacarosa (Won. 

1996). Lu principalea enzimas productoras de FOS son ftuctoaillranllf"eruu. dentro de las 

cu.lea cleatacan las ....,_......_ de .A-'llilhu nlll"' y .A111Yobasidi- pwlhl'-8 que son 

utiliadaa para la ainleaia de oli...........,. no reductora I~ Neoazúcares 

C"Neci...a-" • lllllRA Nlliatrada de una compalliajaponesa llamllda Meiji Seika). Se conocen 

1)-fNctoftlranoaidasaa y uanaftuctoai ..... de diversos ho,,.os y bacterias que son utilizadas 

...,.. le producción de ftuctooli..,...,.ndoa a nivel indu•lrial. A panir de la salida al mercado 

de eslos productos se a:encraron una sran cantidad de estudios para la oplimizac:ión y 

ulifazación de procesos enzimáticos diversos con el fin de oblener los llamados Hnuevos 

azúcares-. 
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11.s.2 Fn.e•• '58••••..W.. 
•)A•llJHl•P--

C.• su lls 

Loa ~ooli11oaac4ridoa (FOS) _. ~ que .,.,.... ... de UIUl ............. de 

_.,.. • i. cual • le hll lldicionlldo UM. doa o uea unid8dea de ftuctou con enlao:ea P<2-

I). Dllnlro d8 -oa ftuct~ ....._ i. 1-lkeMou (OFa>. niacou (OF>) y IF:P

..............,lniacoaa (GF•> (~ 19"). En i. F...,. 4.., -~ .i..,.... de_.. 

-ructunla. 
Sin ............ ...,._ -- CambWn uciti.un el -no de FOS .,..... ~ 

~u~ lipa i-HIUl o bien producto• aimilarea con..,._ en el 

C-6, como: 
,_. __ (6° (1-,S-D-ftuctofllnonoailaacuoaa)) . 

.......... (6.(1-P-D-fhlctoftinonoailMCVOU)) )' - dcriVlldoa. 

-(ClFz) 

........... s.cr.cc- •• -~ ......... ~ 
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Loa FOS .. encue11tran naturalmente en una llf1lll variedad de plantu comestibles 

- han sido usadas por allos como ti.ente de alimentación por el hombre y los animales. 

Enlr9 ellos • encuentran: plátano, cebMa. ~. miel, cebo118, azúcar morena, jitomate, 

...........,., alcachofa de Jeruulen, triao. etc. 

El pri- producto comercial que ~ó en el mercado en Japón es "Neooupr" 

(~ ----•>· En USA • producen FOS ....., la merca Nutraflora.,.. de la 

.,.,._. Golden Tec:ltnoloaiea. lnc.. W-mint•. Colo., • prodtKe con P
ftucloftllWIOlidaaa de .A..,..rp/lro "'-a partir de - y conti- una mezcla de GF,, 

GF •• GF .. --. .......... y ftuc:toaa donde es utilizado para endulzar yoshurt. 

E•oa producto• - pooibleo•-• ...,.,_.idorn de loa edulcorantes mú c:omunea 
como el azúcar y loa j8rabea ftuctoudoa . .Adem6a, 11<>n una alternativa como ouatitutoa de 

aaúcar • ._oa para diabéticoa. No - ca11iopllic:o• y au consumo • acompalla de una 
cldminución loa ni-ies de coleat..,¡, fbafollpidoa y trialicéridoa en la sanare (Spicael y col. 

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

•>°"P•.._ ..... _ 
Lu a-es ..zimMicaa de llintnia de FOS • dividen en doa tpUpoa: lu ori¡pnariu 

de lu pludaa y lu de mk:n>o,...munoa ( .......... y bacterias). En la Tabla IV • enlUlan loa 

princ:i ...... o....,;- pn>duc:tora cle liuctoailt .............. (Won, 1996). 

La producción de _.,. ai:úc:ares a partir de -.ctales .-ra lHüoa rendimiento• y es 

"'' 1 ........... aitUKiow c:limMoló9ic••· por lo que para la produc:ción industrial ... 

princ:i ............. -1 .... - mic:tobiwa. - panicular loa .......... .Awwobosldi- •· 

o.A."'''· 
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T•bla IV. Pri•ciP"lln r-••ea de f'nlc:loallln••fen .. • pnNluc:1on• de FOS (Wo11. ·-· MICRO•IANAS VEGETALES 
A11nobashli•,., p11lllllans -ve 

A•,,,_,,,,,..,,. (Agaw a11Wrlcana ) 
Arllrrobac"'r 'I'· -ve 

A.-rgtlltajalpoltlc11 .. (A-'"'"" e~) 
A-'IPll ... nlpr rlliz de eapirT•go 
A-rgillta- (Asparogtu officlna/ls) 

A.-'tPllta pltoetticis mc:hicori• 
"'-'11'''- -9flowl (Clcloori11lfl lnyb.,s) 
Claviceps ,,_,,.,,_. hoju de can. de uú"8f 
F...,,,,,.,~ (C''"'"" /01tglfo/i11111) 

Pellklllal-~- 81c:8Chof• de leruulen 
Penk:/11111• •- (H•/iQ!lfhU n.Hrosan) 
~ptUitlc:a lec:hup. 

&ap./arlop.si .. ""'"'~''" (Laclllca sa"va L) 
~ .. ~..,.,¡- dien1e de león 

ITa~"' ol1lclna/'\ 

De Ull8 ,,_.. pneral 18 procluc:ción de FOS • nivel induatri.i ae llev• • cabo de 

....._ llimilu • 18 --..,ióft de io. ~-comunes de io. .iimenl09. como,iullbe• de 

11181tou y ........... El procao involucra ~· el crecimiento del núcroorpniamo 

produclor de 18 enzi..,. ...,;do de au rec:upermc:ión. todo éalo b8jo ... condicione• óplimu 

.,.... .,..._ c:uo puticulu. Posteñor..-te. -o en el caao de lu enz¡..,.. librea. corno de 

célul8a conleniendo 18 Ktividmd deaemd8 ae procede • I• inmovilizmc:ión. P8•• lo culll se han 

anpleado un. ............. de ..,.,..,, •. En .....,..i ae han u1ilizmdo búicamenle doa cl•ae• de 

procaos de producción de FOS: medimtte remc:ciones en lole. utiliundo enz¡..,.. soluble• y 

-aundo utiliz.ando un sistema continuo ya - c:on enzimas o celulu inmovilizadas. E• 

interesante aclarar que en la mayoría de los casos se utilizan altas concentraciones de 

UC8fo .. en el medio de reacción (enlre 60().1501111 ) (Won. 1996). 

u,.. vez concluid8 I• racc:ión. 18 -ión y puriflcmc:ión de lo• productos se llev• 

meaba mediante decolol'llCión, flllrmción. deulillizmc:ión y concentrmc:ión. éalo úllimo 

mediante técnicas de cromatografla. ~ son esterilizados principalmente por 
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exposición a la lt.1z ultravioleta o bien liofilizados para finalmente obtener los cristales 

blancos característicos de este tipo de productos. Paralelamente, se utilizan técnicas de 

HPLC para la identificación y cuantificación de los productos. En la Fisura S se muestra un 

-uema a-m del prcx:cso industrial de produ"ión de FOS. 

La aran mayoria de los productos tenninados contienen además de los FOS arandes 

eenticl.des de slucou y sacarosa. de tal modo que los FOS constituyen entre 55 y 60 % de 

!Os sólidos. Es por ello que alpnos investia-dores actualmente buseen mttodoa alternativos 

para la proclucx:ión de e><tractos de mayor pureza. ea decir. con alto contenido de FOS. Una 

posibilidad ea eliminar la alucosa residual, para lo cual se ha propuesto el uso de 

microorpniunoa (C..- o PiclrJa ..,..) o enzima. como la Blucosa isomcrasa o .. uc:o .. 

oxidasa. Cllpaces de asimilar o transformar los productos que no son FOS. 

o.~ u1et1elew•-·-- .. .,...meci611 ... ....._,...._ 
En raalidad no existen muc:ho9 repones sobre el uso de LVS en -iones en 

preMnCia de accptor, sobre todo desde el punto de vista c:uantitativo. Sin embar•º· existen 

tres pneros bacterianos productores de levan---. que 1e han estudiado ampliamente 

por au capacidad de llevar a cabo este tipo de ~iones. De hec:ho, las principales 

diferencias encontradas entre las levansacaruas de diferentes IJéneros se refieren a su 

npeciftcidad, y 1e ha postulado que, aunque llevan a cabo el mismo tipo de -iotwa, el 

cmnplejo EF puede tener distinta afinidad por los ac:eptorcs, y con ello in vi..., constituir un 

factor selectivo (Hernúldez y col.. 1995). 

Tanaka y col. ( l 981) realizaron un extenso estudio sobre el comportamiento de la 

LVS ele B. -bti/i.s en presencia de difaenlea azúcarea. Ellos encuentraron q~ la enzima es 

capaz de producir diferentes heterooli~ a partir de sacarosa cuando ae adicionan 

tanibWn monosac6ridos como D-manosa. D-alucosa y D-ll)'lou para dar tusar a la 

producción de disacaridos no reductora. idcntific.ados como p.o.fiuctofilranoail cz-D

alicósidos (manosacarosa. sacarosa y xylosacarosa. respectivamente). 
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En -i• de D plactou la enzima sintetiza. di, tri y tetrU11c:áridos no reductores. Por 

otro lado. en el mismo estudio se obtuvieron azúcarea rcdu~tores en presencia de L

arabinou o bien o-fluctou. donde adema. se produjeron oliaómeros de ftuctoA como 

levano bi. tri y t•rao.... De todo ésto M pudo constatar que la levanucatllSll puede 

transliorir ftuctosu tanto al C-1 como al C-6 de los azúcares probados y por otro lado la 

llliliucl6n .....,__e de ...._ p(2-6) -· Ja sintesis ele ftuctooliaosaeáridos 
IÍlllil8IW .......... 

Por aüo lado. Ohl ..... y col. (1992),.......... .. c:apacidad ..... 1ev......,... ...... 

RdllwllG _,_¡/u JCM-168J ele ..--filrir ftuclOSll • ~-~ llevando a cabo 
un an61isia -o cualitativo como ....-italivo. Pana esta enzima los mejores ac:ept

.-ltan _. D-xylou. L-arabinoa. lactoaa. OMlibioaa. -'tosa y celobiou. aKre los 

uúcara. A di.._. de la LVS de B .... /Jlili_.. - enzima no es c:apu de tranaferir a 

alcaholea. En .. --........ --........ optimizM .. rMCCión ... .......,..._.,. xyloM. ..... producir..,..,...,_. 55"C ................ rendi..._ ___ .. 50%. 

Por último Henuindez y col. (1995). reportan las propiedades de una 1ev......,.,._ 

ele A-"""6c•r ..... _...,...,..,_ SllT4. una bactaria ftjadooa de nitrópno aislada ele la calla 

ele azúcar. que a c...,u de producir _,..__e 1-k-otrio• y keatot-• a pulir 
ele ucuou. Sin .......... o. en este caso los rendimientos son relativunente bajos. alrededor 

de JO"/e, ._el 70% reatante ftuctou tnnsflerida al aaua. 

En la Tabla V se sw-ta un .- de las patentes industriales repol1adas 

~-e _.·la produc:ción de diterentea oliaosac:Arido•· En ellas se reaistra la 

p¡C>pf 1 JI.ad de mic:roorpli- pn>ductona de laa ..m--. asl como de.......,...,. oblwi6n 

de pn>ductoa a p.roir de ellas. Es int_.e _...,_que., la mayoria de ellas M utiliza al 

......,.unalev........,..... 
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IU. OIUl:TIVO GENERAL 

• C.-.cterizm' la enzima levan.-- producida por BacillMS 811btllis. con 
pmrticuls én&sis en lu raicc.:iones de hidrólisis y tlllmfcrenc:ia. 

DLl .......... •-.u...._ 
1) Encontnir lu condic:iones edece•ecles.,.... la pn>ducción de la eui,,,.. 
2) PUriJlc8la por .. lftliCodo de pncipitKión - poliefilclll¡¡licol. 

l) E...iu. el proce90 de puriftc:ación ~· eleetrof"oreaia en ples de 

poli8crilalnida. 

4) e.,,,,...,. la .m- de B. -1H1/1s clade el punto de 'lliaa de .. ..,,..,;ficidw y 

~a catalitico con ocru LVS, - pllltic:ular la producida por S-//'-s cln:w/Rtu: 

-1ianda la .,.........., de ambu ...a- de uanalerir liuc:rosa a divenaa ac:eptorea y 

..........,.... t-o cuatitat.iva ...,._ c:uaMitariv-e. 

5) Caracterizar y optimizar la rmcc:ión con ....itou como aceptar. 
6) Purificar y C81'8Cterizar el ftuc:tálido obtenido 

l5 



IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.I "--1611 • .. -., 

IV.1.1 C..,. 

_,,_ 
El ~...., ...,._ ....... cleMnollo ... -· UlllNVo ftae pooporci......SO 

-•lllu••• por el Dr. Ferwoclo Valle. se trata de una - deriv ... a de B. •IHilla_ 1158 

Marbura ........... con el ..,_;..., .&pr, """""· cm•. ••U'2 (Hy), c:uya caracterilllic:a 
princ:ipal _ ..... ___ ..... _codillcapara ...... ._...... 

IV.1.2 ....._ .. AA¡IJ-___ a_.lll1•a .. 11 

Para el....._ · •o• uam8ere el micraorpnimno a un tubo con 3 mi de medio 

Luria (Bact...,._ de Biolrmt 10 al!. N.ct de llüs 10 811 y El&llW:lo de ..........,. de 

Prolabo 5 811> y• Incuba por 2 h o huta lletlar a una........, óptica (0.0.) de entre 0.5 y 
1.0 a 600 IRD (Spacuonico 601, Mihon lloy). EMc cullhlo •emplea para inocua ... un maaraz 

de 5001111con501111 de Luria, - • iaculla con ._¡tación huta una O.O. de-... 1 y 1.5 y 

- .._wda • adic:ionM 15 1111 de alicerol al 50%. Se toman ..-a. de 1 mi y - tranafteren 

a tubos criopllico8 de 2 1111 (Camina). - •.._a -7o"c en un u11 ....... .,..iadC)r 
......... E9IOl IUbOI u,_ ....... po .... ac:ión del in6culo ...... ~ realizadal. 

IV.l~M .. i.•CttllWe 

El medio ulillzado para la producción del ináculo, .. el .,._.co por Dedonder 

(1966). para la producci6n de lav ac ,... de B. -6#1'6 y -compo9ición • - -

la Tabla VI. Todos laa ..... uriliaadaa-de la nw...J.T. BU•. 

Para la producci6n de la .mm.•....,_• cabo ......_,acioncs en laa que• utiliza 

el medio propo-o por Barro9o (1995) y cuya comp09ición • iwe-a en la Tabla VII. 

npedflc:an.nle opl- para la po-Üduc:c:ión de la ...,_,,,... de B. cl~lalu (P*ez. 

1995). 
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í 
1 

1-
1 

T .... VL M ..... e ............................ _...·-·-·-. a -M/la 
(D t et1r.IN6). 

.. ~· 100 
70 --- 30 -- 5 

ii 
0.01 
0.05 
0.05 

1 ·- 175 

T .... VIL M .... • ~· pn•••la .....,. el enei.-.. • a ,,_,... (Nns. 
1995). 

COM-.NIENTI: ..... 
sae.r.... 30 

Exlnlclodelewdura 20 
K---•· 20 

CaCI 2H.O 0.06621 

~··H.O 0.0229&• 
co."na..11> 0.0183 _____ ... .,11> 

0.01119 
NaCI 0.01 
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IV.1.4 F'_,_16ao 

Lu f"ennenra.:ionea para la obtención de la levanaac:arasa ae llevan a cabo de la 

siauicnte mmoera: deopuéa de Ktivar la cepa al-.da en !I mi de luria incubando por 4-6 

h a 3o"C. se 1ranallerc a un matraz de 2!10 mi con !10 mi de modio para B. S11btili .. , se incuba 

- ~por 14-1 !I ha 30"C o ..... una D.O. de·-re 4 y !I a 600 nm. A -e cuhivo 

• le denomina inóculo y .. .....,... pan inocular un matraz F'ernbach de 2 1, con 4!10 mi de 

medio - _.recto de leYadul"ll (Tabla VU). Eal• c:ulti- • incuba por !l-6 h en lu mi_. 

c:ondicionn, y poaa~e. .. -.ifllp a •.ooo ,_ ......_. 10 min a 4"C (Beckman. 

J2-21). ae daecNn lu.....,... y el ............... 1e conleft'a para la puriflc:ac:ión de la ...... 
1V.1.s C-a .. u · 'r 11-, _..,.._. 
.._.llevar a c:alJo el -.aimielllo de la ~ se loma una muestra cada hora 

durante 12 h. Se_.._ el c:ncimienlo del lllÍCroorpnlÍMIO ~la densidad óptka 

a 600 - .., .UC.-.. de medio cliluiclu clia -· Poac......,_.e 3 mi de medio ae 
-.tftlpn por 3 min a l!l.000 tpm .,. una mic:rocawriftlp Bec:lunan. El aobrenadame se 

con- para la determinación de Ktivid ... lev- IOl8', mediante la cuan1iflc:8ción 

... uúcata .-.et-. 

IV.I.• l'Nc1p1Cad611- ... '9Hllh .. (Pl:G) 

La lev- se recupera del eobrenadante libre de "'6lulaa y se purific:a mediante 

la edic:ión de un volu.- .,_. de PEG (PM. 1!100) .a !IO'Yo. ._¡tando modera4amenre 

dunme lh a 4"C • .....,... de lo cu.a • ceowriftlp a 12.000 tpm durance 2!1 min. La puailla 

ae ....,...,_. ,.....apenclienclola ., amorti........,. de f"od"acoa !10 mM pff 6. Aliaaolu del 

extracto aú obtenido, ae al__,.,. c:onpladot" (-20"C ) y son urilizado• para los 

experimatloa poar.-iona. 

38 



IV.2 Medic:i611 • Ac:tlv.._.. 

La• determinaciones de actividad M llevaron a cabo del siauiente modO: S mi de 

mezcla de reacción con una concentración final de ucarou iaual a 60 a/I. en solución 

amoni.,...SOra de foalalos 50 mM a pH 6, se incuba a 37"C por 15 min. Cada 5 min. 

affcuolu de 1 mi • inactivan a ebullición por 15 min. 

IV.2.1 "86ea,_ .... _ 

a.o. produc:tos de reaceión • ....-illcaron por el método del M:ido 3,5-d.initro 

ulicilic:o (DNS) --.1a c191enniloac:ión de......,_ reduc:torn (Summer, 1935), empleando 

U•D-aJucosa (Si ..... ) para la curva patrón (0.2s/I). 

u- unidad de ac:tiviclad ..,,_... total • define como: 1 pmol de azúcar 

............ lib9rado --· 

IV.2.2 ~l••H * ... ....._,, _..,....__, 
Para cuaMiftcar y di,___ las dos acdvidades - lleva a cabo la LVS .. udlizó un 

bioenuyo enzim6tico para la delenninación de D-tiluco• y D-ftuctosa (Boehrinaer· 

Mannheim), lliauiendo las npec:ifk:aciones del fabricante. 

Dado q- la enzima puede catalizar diversas reacciones en presencia de accptor, la 

actividad .. c:aracterizó de la lllipienle fbnna: la ftuclosa de la ...,....,.. puede encontrane 

libre delpolés de la reacción (hidrólillia) o h8ber- aido tranúmida. En -• _..ndo caso se 
debe diferenciar _,. thactosa tnnaferida al aceptar (midiendo el fiuc:lóllido producido o el 

-..sor conaumido) y la ftuctooa tranaterida al polimero. La relación entre la ftuctosa 

lnMfWida al eceptor y la alucoaa liberada (producto de todaa las reacciones) • considera 

como" el porc:ent. de la reacción total que con-esponde a la transferencia al aceptar. 

Finalmente la ftuctosa transferida al pollmero se obtiene por diCerencia. 
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_,,_ 
Sqiún lo anles expuesco: 

SACAROSA 
LVS 

GLUCOSA LIBRE + F'RUCTOSA LIBRE + LEVANA 

SACAROSA + ACEPTOll __ L_VS __ • OLUCOSA LUlllE + PaUCTOSA L~ + LEVANA + FllUCTOSIDO 

% HIDIUJLISIS • PlllJCNIA LIME 
ACTIVIDAD TOTAL 

% TllANSFEllENCIA 'IOl"AL • 100 ·%DE HIPllOLISIS 

%~1A • %TIU''IOl"AL • %DETIU'ALACEPTOll 

IV.UGeltle_...,lllM 

La -ividad de..,.... de i.v- ........ _.detectada di..-e en un pi SDS

PAGE, _... lo .._..., ...... e~ y col. (1992). EM• método ... ciertas 

partic:ularid8dca: lu - no - _..... con el ....,.. reduc:lor P-nwtaptoetanol; 

........._ dapués del corrimi.-o •lava el ... ....,_. una hcwa con una llOlución de Triton 

X-100 al 1% (w/v). Po8t....,._e • incuba con una llOlución de ...,....,.. al 8% en 

-~de f'odltoa 50 mM pH 6, ...,._e el t...,,., necesario para la aparición de la 

turbidez .,... .. erillica de la lev- (bandu color blanco.....,. un fbndo _.,) . 

........_..al pi de mctividad. • pnparó una nwzcla para la detección cualhativa 

de llfu<:ou (modificación dal método reponado - The WOftllintpon MaNaal) con: .......... 
oxidua 0.1 u. 3.6 ..,. de peroJlidua, 100 111 de _,,..al 60% y a 111 de o-4ianizádina al 

1%. en un volumen total de lml en amonipador de fosfidoa 50 mM pH 6 . Un pepel fihro 

40 



M irnprq¡.na con esta mezcla y se coloca sobre el ael hasta notar la aparición de Ja coloración 

roja que caracteriza la presencia de aJucoaa. Loa reactivos utilizados en esta pane son de la 
.......,.s;.,__ 

IV~ 1-.1111c-w. lle la-'-• 
IV..3..1 l:lect....._.. _ ..... * peli8erila•W• 

Todos loa _¡..,.,. utilizlldos en i. electorfbreaia aon de la marca Bio-lbd. Para la 

idenliflc:8Ción de la LVS de B. -IHills, ae llev....., •.,....., alectrofbreaia en pea al 15% de 

po1i8cri1amic1a en c:onll"ci.,.... clolwlu..U-a (SDS-PAGE). mediante el método de 

1-lmli (1970). Loa _..,._ de paao ---..iar (kiloclaltonea, KD). aon: conalbúmina 

80, albúmina Mrica bovina 67. ovoalbúmina 43, anhidrua carbónica JO y lilOZima 15. 

IV..3..2C....._.,..lle.,....._ ... _ ... 

La enzima ae c:anoclcrizó mediante c:romatopafla de llquidoa de alta presión (HPLC), 

Uliliando un cromatópaf"o Waten-Millipore. un detector de luz ultravioleta (UV) Waters 

- ................. COlldiciolw: 
c .... _, BloSep-54000 para ...........,.. de proielnaa en un ......., de paao molecular de 

15 a 2 mil KD • ....__ tJV: A=280 nm .• - ....,11: amoni..,..sor de fbaf'ato• 50 mM pH 

6, lhoJ•: lmllmin. ,.._ .. * CWl'W8: 15 min. ., ... _ • i.yacc1611 -100 pi de atr8Cto 

mozimitico y._ • ..,._ ... de lncc..._: C8da 2 min. 

Lu lt8C:Cionea recuperadas ae c:oneentraron mediante cono• de membrana 

(centrifto ... CF25. amicon) para i. retención de moléculaa mayara de 25,000 daltones. 20 

mi de &acción• llevan bula un~ de 2 mi. aiauiendo laa i~ del &bricante. 
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_,,_ 
IV • .S • .S Aa61191a .. 6-ec-. 

•) Prod11c10•* reacc ... : 200 JAI de Ada tracción concentrada se inc:ubaron a 37ºC 

~n una ~oncenrr•ción final de sacarosa al 6% en amo11iguador de rosratos 'º mM: pH 6 y 

en un volumen final de lml. Da,pun de 1 hora ae cuantificaron los productoa de reacción 

por la técnica del DNS (sección IV.2.1 ). 

•> Ca...,...._ _ _,,._, Pan -ennínar la prc-.c:ia de catbohicl<aloa en las 

ltaccioncs recu.,........ ae en..,aco la ,.,...,_ de -rona; utilizando lcv- ,,.,.. elaborar la 

cauva patrón (0-100 J&ll/'ml). La récnica conllisrc en__. 2ml de reactivo de antrona 

(Si.,...) al 2% .., .6cido aulfiirico coacentrado, a J mi de muestra sumer¡¡ida en hielo . 

...,_..ion-Me, ae ~ .., un hallo a 80"C por 15 min, se enftia en hielo 5min y 

~e aemide la ........_.a630nm~ DU-650 ). 

e)~:,._ COlllCatar la preacncia de la levan...,.... en laa ft"""ionea 

.._._..... • inlroclujenln a ..,_ de poliacrilamida bl!io la condiciones mencionadas 

ant~e utllizilndo el extracto obtenido como control. 

IV.•~.._ ..... _,.... ... ._... _ _./b 
w.•.•a..-.._ ... ._ ... 
Se pr-6 ,..._•partir de ucarosa. empleando 50 mJ de extr-o de LVS que se 

...,_ a ,_.,ion.u' a .J7"C - ...,.,.,... a ..,.. .,.,._ración filUll de 6%, en amoniaulldor 
de fodlltoa 50 mM pH 6 y en un voiun.n total de 500 mi. Dnpué9 de 1 hora, se _... 

et--' ....,. alcanzar una -ración final de 75% (vlv). -aún lo reponado por Tanaka y 

col., (1979). Se c:entrilbp a a,ooo rpm por 40 min se decanta el etanol y se resuspende el 

precipitado en 100 mi de ....., cre.ailada. E.ae puo .. repite .J Vec:es o hura nocar que el 

..............,. decanCado -é traMlúcido. El último precipil8do. una ...a que a tnUspendido 

.. lioflliza (Han y col .• 1990). El producto obtenido ae analizó por NMR. En el ANEXO 1, 

ae ,.._,.,. loa ~ obtenidos tanto pan la lcv- de B. -bti/ls como pan la de B. 

Cin:tlfatlS. 
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IV.4.Z 1•..__la R .. llew••• - el -le R re..:c:léa 

Para estos ensayos se adiciona levan• al medio de reacción en un rango de 

concentraciones finales entre 0-60 s/I. A mezclas de reacción con 0.42 U/mi. se les 

determina i. 8Ctividad total (en las condiciones mencionadas anteriormente) medida y 

di~ con el enuyo enzimiticode Boc:hrinac:r. 

IV.4.3 ......._ ....... ---1611 •uc:a,... 
Para estos ensayos .e ef'ectúan medic:iona de actividad en medios de reacción 

vari8ndo la conc:en1r11eión ele ucarou c:ntre 0-50"/o. A partir de loa datos de velocidad inicial 

obtenidos se clelenniMrOn laa c......_es cinélic8s. 

IV.S lteacca.- - ----En...,.._ M Uevó • c:8bo un ntudio compantivo ele I• enzi..,. con la LVS ele B. 

cl,.,.,lans. El extrllClo enzimitico de dicha <:epm IUe propocionado por la M.B. Ma. de loa 

Ñlpla Nnz. (Nrez. 1995) 

Todoa loa uúc:8rea utilizados - ele la m.rc:a Si....._ • ex<:epción de la maltou que 

ftl8 Merck. Lu raccionea ele llCeplor se ....tiz8ron empleando O. 7 U/mi y 175 mM tanto de 

-ou como de -s>1or, en un volumen local de reKCión de 10 mi diauehos en 

_.;.......,.. de follfaloa 50 mM. Se utilizaron laa condiciones ópti..,.. de temperatura y 

pH de c..i. unm de laa enzima: pmra B. -111111 .. 37"C, pH 6, y para B. cll'Ctltan... 30°C, pH 

7. 

Loa productos de racción se analizaron en HPLC con una colunm. de sllic:a 

amÍnlMl8 pua ..... isls de c:arbohiclnloa NOVA-PACK C10.Wa1en-Millipore (4.2 X 250 nun. 

411m> ...., lu llÍauienles condiciona: llue ...., .. , A<:etorútñlo: A8u8 (75:25). fhojo: 1.4 

mllmin. ...._._,Indice do rdllCción. (lll. 410) y tlempm R cwrid8: 10 min 

p.,. la rellCCión con alicerol como 11eeplor, se llevaron a c:8bo re8C:Cionea en las 

c:onclic:~ óptimas propuestas por Pérez, ( 1995 ). Loa productos de racción lle 8ftalizaron 

y se cuantificaron en HPLC y paralelamcnte la medición de fiudosa por el ensayo 

bioqulmico. 
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Por otro lado. como parte del estudio comparativo • realizaron reacciones aimilares 

para analizar el erecto de la conc:cntración de reac:tivo• utilizada en el medio de re.cción 

utilizando maltosa como aceptor. Se llevaron a cabo reacciones con dos conc:entrKiones 

clifilrentes (60 y 120 IJ/I) de ucarosa y mall.,.. en relación mo..,. ele l • ....iizando y 

c:uantiflc:ando los product09 de la ..,¡_,. -.. 

Se estudió el .,._.o de la~ de reacti...,. en_... ele reacción con l. ll 

U/mi y COl..,..,acioftes de ....itoea y.......,.. -re 60 y 300 1111. en un volumen total de 10 

mi - .....,.,...... de .......... 50 mM pH 6; a l7"C. Se midió la velocidad inicial (por 

medio del -yo~) . ..,.erianlÍanle. la reac:ci6n • 0...6 hasta una conva"8i6n de 

ucarou de -ni 40 y 50%. analizando y c:umMiflc:ando loa producto• de reac<:l6n por medio 

eleHPLC. 

O.;..-. r- _.. .-udiar el efilclo de la relación de ucaroaa/mahou •tomó un 

......, - 20 y 600 IJ/I de ma11...-. a una .,.._ración fija ele 60 IJ/I de ucaro .. ; 0.42 

U/mi de enzima. en un vo1u- fln.i de 2.5 mi.., amoni.......,.. ele roaflalos so mM pH 6 a 

l7"C. llevando a cabo laa madiciol.a de actividad mediante el -yo de llohcri ....... 

Fi"""'-•· ..... a ..,..W- la c:inétic:a de produc:ción y depwlaci6n del ftucl69iclo. ac 

llevó a cabo una reacción de 10 mi de reac:ción con 10 U/mi de enzima. 240 1111 de ucaro .. y 

ma11...-. .., ~ipador de ...,..,. 50 mM pH 6. dejándoM reaccionar huta una 

convenión de -re el 90 y 100%. inaclivando ~de 200 111 cada hora. 

IV.6~16ey~ ... ~ 

La reacci6n ...... la PI" 1 o llft del ftucl6eido • llcv6 a cabo bago lu aipicntn 

c:ooodicionn: 1.13 U/mi de LVS. 240 IJ/l de - y malloaa durame 2 h. 

Con el fin de purificar el ......... o de la reac:ci6n de aceptor con maltosa file 

Wio escalar laa condic:iol1es de eluci6n a nivel preparativo. Primeramente de 

determinaron los liempos de ntanción en una columna" analltica (l.9 X lOOmm. I011m) y una 

tUe m6vil de -onilrilo:...,. (80:20) a 1 ml/m. durama 15 minuto•. Una vez determinado 



el tiempo de elución. oe ajullaron las condiciones a la columna preparativa: allcuotas de 100 

¡al de la mezcla de reacción inactivada • introdujeron a una c:olumna de silic:a aminada 

pBondapack-NH,. (19 X 150 mm. I011m) a un ftujo de B ml/min. utilizando como fa1e 

mówil una 80lución de -onitrilo: ..... (75:25) y detector lll • recupenndo el volumen 

eluicloentreloa 16y IBminutos. 

Al-..........,.._..., de la columna• le..,_ los soav..tes a 250 rpm y 60°C 

., un-..... BÜCHI 461. huaa un voi.- de 2 mi. • compi.ta con ..... a 10 mi 

~el remanente de las paredes del recip;a.e y• liofiliza. El polvo obtenido 1e 

utilizó ...,.. 6-- an61ilis. tales como poder nductor y ,_. .._...ica nuclear. 

~. con el lloftl- obtenido • prwparó una eolución de JO ...,mi y 

............... e 1e elaboró una curva _......,.de maltosa con el ftn de -imar la pureza del 

producto. utilizando la columna-1ltica NOVA-PACK e,. en ... condiciones mencionlldas 

• .. 9ltudio ele rs1cciae1s ele aceptor • 

..,.. ...........,. - la enzima es capaz de utilizar como su-o el ftuctósido 

obtenido • llev6 a c8bo una ración con 8 U/mi de LVS. 13 ...,mi de ftuctósido duruMe 4 

h y • ~ los productos de ncción .,. la ~ -U.ica mencioNoda 

~•. IN!io las mismaa condiciones. 
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V. lll:SULTADOS Y DISCUSIÓN 

V.lholftcac .............. 

e- • ha --........ B. -1H111s ~ extncelularmenle la lev_,... 

..,_. la filM ...,._;.I de Cl'tlCimiento (Dledond«, 1966). La ....,. utilizada en -· 
u.lll¡jo .............. ,,.,.,. o• ocir a la LVS ...._ docllldc> el proeao de ...,.,.._.._ • 

decir .............. 2 ....... - que en la-..._(~,......, ..... Olmos, 

18T). Al illicio • - ..,._ • -- ........ pruceollticaa .......................... .. 
ec:tivid8d ....... (X.-ycal .• 1974). 

Con el ob,l9lo de ......,. el ..........,...-o de - cepa en w condiciones 

-•llhci••• y poder ....._ el -o en el cual deta.r el c:recimiento del .......,.,,._._para - la LVS d9I medio de cuhivo, •llevó a cabo u,.. fimnen1a<:ión 

en lu condicionn me11c:iol adaa ""' materiales y -ocio•. En la Fi..,ra 6 ae mueocra la curva 

de ~o y actividad que ae obCuvo • partir de loo dalo; de: 4 experimento• 

il .............. - - rnpeaiv09 ....,,.. ........... El perfil ele c:rec:~o del 

~ • ,...._.. nwdianle la IUrbidez por allaort.anc:ia a 600 nm. La actividad 

.,._se en el ..........._. - ..._un punto mhimo deipués del cuál dec:8e. lo que 

........ debene al ifticio mi ..,_ de aponalación. Con bue en -o• rnultadoi .., 

cletenninó que el mejoc -o ...,. del_. la ~ y .,......,. la enama del 

aobrenadante lollre de Qflulaa, ea _,.., lu 5 y lu 6 h. cuando el cuhivo ha alc:anzado u... 

deMiclad óplic:a de - 6 y 7, lo ..-evita que el proceso de nporulac:ión empiece a aíectar 

ala enzima. 



'º .. 
1 1 • ID 1 . j 

1 
o 

• • • .._ .. _ 
....... 6C-. .. ca al IHI& e•> '!f........,. (D), ..._ .. la.._._.... 11U11 la ..... u.._ .. LVS •& _.,...,. (.-C '!f •H '7). 

V.1.1 .._...._..._.,......,......(PEG) 

El ..... odo de ~ con PEG a el mU utilizado _.. la puri11C11Ción de laa 

dex11arw - y - ......... Mello de que la enzima --- .. palimal'O al que ... 
unida ..,..__,.. da - c:ov.lente (Paul y col., 1984). De la miUll& manera, el 
--..... de únteaia da levw por ... ...,_ .......... _ .. Involucra la unión del 

poli- a la enzi-., por lo que., el labonlorio .. ha utilizado da una - eflcienla la 

pr9Cip1Ución con PEG pan obl- axtrac:tos de levansaclu'au de B. clrt:11lalu ( Pérez y 

col., 1996). 
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En este trabajo. esca técnica se empleó dentro de la estratqJia para la obtención de la 

LVS de B . ..,,btili.s, para lo cual al llOl>renadante libre de células se le a-ó PEG lo que 

pennitió au e><arac:c:ión de una ...._.. Mneilla y lo suficientemente especifica para los 

objetivos planteados en el pnwnte trab<Vo. Es conveniente seftalar - previo a la adición de 

PEG • -..eaó ucarou a una cOCICelllración final de 3% con el fin de i~ la 

COl-lllrac:icM .... ...,u-. 
El -ocio de purificación ...U....,._.... para la levansacarau de B. -btili.s consta 

de varios - inicillndose - una .,._¡pitación con etanol. MIJUida de un &accionamiento 

con aul&lo de -m y por ~ una aeparación por cromat.,.,.afla en una columna de 

llidroxilapalita (Dadonder, 19!16). Sin ............ -. procno es complicado y de bajo 

randimimllo. por lo que tWlta inl....,,.e hacer -.r - para las levansacarua• de B . 

.,,,,,&. 1a-....-.......... reaulta--iva. 

Ea la Tabla VUI aa - los .-.ftadoe de la .,._;pitac-racción, en la cual 

• ..,.O obt- cerc:a de 3 - ...U de purificación respecto al sobrenadante de 

...._,lad6n. El.,..._... de ,_,,.....,¡ón obcenido. a.yor al 100",4. se atribuye al exceso 

de~ .,._.(".-.do por la adición de ucarosa). Esto es con.,_..te con los 

datos de a1......,. ~ que han reportado un efecto activador de la lev- en el 

medio de .-ión (Chambert y col .• 1974 y T-i.a y col .• 1978). De ac:uerdo con el 8nilis.is 

del proceao. el 56% de la ....,..,,. del eobnnadame quadó en el extracto incluyendo la 

actividad~. 

•• 
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V.2 ..... lllc_i61o *la lev•-• ..... 
v.2.1 n.ct...,._ .... p1n • ..U-rlla•ld• 
Cionzy-TréboUI y c:ol. (1975) determinaron el peao molecular de la levansacarasa de 

B. -btllls (BS5) por medio de electroforesia en condiciones desnaturalizantes. encontrando 

un·valcw promedio de 53 ± 2 KD. Con el objeto de confinnar la preMt1Cia de LVS. tanto en 

el extl'Kto obtenido. como - el ......_..._e de la fermentación. ae realizó un experimento 

de- tipo. En la Fipra 7 M - la ........... del .. oblenido. 

En el .. IC - - -O el extracto como el IObrenadante de f"ennentación 
.,..._...una......._ a 111...i da 50 KD • .._;riéndonos - ae trata da ..., __ Ea 

i-• -- que a peur de que en· la puriftcac:ión oe detcnninó que el 56% de la 

pl'OMina total ~e en el .........,._e ae precipitó c:on el extracto. el poder de 

raoluc:i6n de la tinción de Coomauie no - permite ob9crvar otru proteína en dicha -ra. Sin .......... COlllidermldo la nMUraleza hiperpn>Cluc:tora del microorpní1111<>. 

utiliudo. ademU de laa dívenu 111preaio_. en la expresión de proteínu. no consíder

.-ceurio analizar áto mú a f"ondo debido a que la proteina de nueatro ínteréa file 

... 
67 
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-~ 

f:-:-" 
~.''.~· 

if~ 
~----

F ... ra .,. ~ • .................... ea el e ... IY• de a _.,.,,._ •> 
...... Wa•ta .. ,.__ ..... C) ll:atneta ...._ ... cem PEG. A) Mal'Ullena .. 
peso -•lar (KD). Gel de pellaerlla•ld• al 1s•n. ea eoadidoan dea••t•ral-•tn. 
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,,_,, __ 
De cualquier manera. Jos experimenros anreriores no aon lo auficienlemenre 

contundences pan determinar - la prot- cletctada • I• responuble de tod• I• 

activid8d enc:ont......_ por lo cu8I • _,.,ió .i extracto • u,,. c:rot118tosrafl• de penne8Ción 

en pi en una c:olumn11 de sili<:.a, BioSep-54000, "'V<> w condiciones descritu en m8teri81es 

y IMtodos. El _.,.._ obtenido • .,._. ., 18 Fi...,. a en el que pueden 

""'-"- 2 ~que~ • 280 - (7 y 12 min ~e). el primero de 
_..._ ........,que.i .......... ..,....,......,....,punto cleelución de la Ktividad; 

• ~ lu ftaccicM- y.........,. de....,_ lido co-..das. oe aomerieron • v.arios 

.n61Uia. 

.. 6 • 'º 12 , .. .._ ... __ 
F ... n a. c ............ *..,._.._ - ., _ HPLC M la-'•• 8"-a11 .. e• ..... 
• & _,,,......_..., ............ la........,_.._ cea~(-). Se_.,._ 
•- cel•••• pera aeparacW. • .......... (llieSep-SEC-S-), - la• c-kio•n 
•••eleaM .. - ••••n.les., _,....._ AavL • Dll.Xft&AJllA ,_ - ) Y ovo~.-.'ª 
llD>f···· ).--COMO~ 
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En la Fipra 9 se presentan lo• resultados obtenidos en dichas pruebas. Como puede 

ob.ervarM. la actividad (repre1entada mediante los productos de reacción). se detecta en Jo 

que ~rreaponde al primer pico del cromatograma de la Fisura 8. Al mismo tiempo. en esta 

tta.:c:ión • pudo ~rar la prnencia de las dos actividades, la de hidrólisis y la de 

trunliorencla, en porcent.VCS similares a loa obtenidos con el e><tr.cto orisinal (66.34 y 

6S.41%de hidrOlillia, reapectiv-e)._ 

Por otro llodo, con el olljeto de identificar la natunlleza de la aesunda parte del 

<:n>mlllopama. .. realiaó una detenninac:ióft de c:artoohidratoa· totales, encontrándose una 

- caMidad de ellos en lo que coneaponde al ........, pico, mientras que en la prl,,_. 

pute exiaen aólo - .,......... propon:ión. ..-... puede conaatane en la Fi...,.a 9. 

Este comportamiento, ea decir, un .-fil de elución q- muestra 2 picos que 

..,_.....a 290-. n similar al npoltado por Pertoc (1990), en el cual ...-a una 

.,..,......,... de~ en pi de la...,.,,_ ele B. &11/H//i.s C4 purificada por otro 

-odo pero, donde tambim la actividad eluye en la primera pana del cromafop-ama, 

aunque en dicho eMuclio - • delienen a analizar la composición ele eale pico mayor. 

Lo -erior - t:andP,io a deducir que la levanatocar- de B. :Dl/Jli//.s utilizada en el 

...-•........, elu)le en el volumen - corre1po111cle al primer pico, ya que dicha &acción 

poMe lea dol activiclaclel caracterf•ical de la enzima. Los carbohidrato1 p....meo en el 

9'ltrmcto al - mú pequelloa...,. retenidoa en la columna y por -o eluyen llin la protelna 

un poco........., dando ....... al.........., pico - reapueaa en el cletector de al>aorl>ancia a 

2IO nrn alrededor de loa 12 min. 

Para poner en evidencia q- la· procelna de 50 KD encontrada mediante electrofi>resis 

eo la ci- preeenta la ec:civided, primes'-• ae ....-;ó a lea fhlcc:K>nea recuperadas a una 

electrofbrnia en las mi-. co_ndicionel q- las reportadas para Isa muestras ele la Fi8Ura 7. 

La Fi8Ura 10 - la fbcopafla del 8el que ae obtuvo, encontr""'oae que sólo en la 

&acción que preaenta la mayor actividad (fi'acción·B), se detecta una banda que es idéntica a 

la del Cldracto oriJPnal, mientras que en el reato de &acciones no se obaervan bandas de 

protelnaa. 

Debido a la pan dilucióa ef'ectuada en las &acciona, no ae pudo detectar protelna 

por el ""6todo de Bradford. Se preparó un ... con diferentn conccntr.cionn de albúmina y 
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_,, ___ 
y se elaboró una curva patrón mediante la medición denoitométrica de las bandas oblenidas. 

(Zeineh, soft-laser scannin11 denoitometer. SLlt·2D/ID). Utilizando esta curva. en el aef que se 

presenta en la Fi11Ura 1 O se pudo -imar la c:antidad aproximada de proreina recuperada en 

la º&acc:ión a oiendo ésta de 3.4.5 1&8"ml. 

º·ªª 

0.02 .¡_ _ _,:;_....::;;;¡¡~-""':::;_ _________ _j. o 
o 2 .. • 1 10 

~-llUJC1DN 

12 •• 

........ '· ...,_._... • ._ a...W. r " 1H a las cr.cc.._ nc•peradaa de .. 
e ................ ,... .. ,,.. - .... _...,._. la ........ _,. <-•-), .. 
-~--..._ ... uet_ •>y ... carltMW .. - ,...._ (e·',C>) - eada f'raftW.. 
Laa ~-- .. ··--.. _ ............... de .. _""· 

La aeauncsa evidencia de q- la proteina enconrrada es la única responsable de la 

actividad de LVS • obcuvo al recuperw la actividad de linleoia de 1cv- en un ael de 

poliacrilamida en condicionea mU auawa (ver materiales y método•), en el CU8I ae 

. inlrodu,;er- el -- obtenido y ,. fhcc:ión a. La Fipra 11 muearra la fbtoll'afül de el 

aef en el que se delec:tó la actividad LVS mediante la turbidu sobre un fondo oscuro a nivel 

de la banda de .50 KD en ambas ..-ras. Paralelamente a éalo, con el fin de d- la 

pooibilidad de la presencia de una actividad hidrolitica c:ontaminante, ae realizó una 
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detección cualitativa de jJlucosa. mediante un papel filtro impregnado con una mezcla de 

alucosa oxidase. peroxidasa y o-dianiaidi"' con lo cual se podría detectar la hidrólisis de 

saearoaa en alaün punto diferente a Ja banda de levansacarasa. El papel filtro sólo presentó 

la coloración roja caractcriatica a nivel de la banda nwncionada. 

Como c:onc:lusión, podemos afirmar que tocios los experimentos anteriores nos 

panniten deducir - la proteina detectada ea la respomble de las 2 actividades presente• en 

-.-ro. 

V.3. CaneteriaacW. tle la..., __ tle & -""'" 

o¡,,...... inwatipcioftes han demostrado - la praencia de .__ en el medio de 

reacción favorece la ntacción de -ai• de levana a panir de ...,.,., .. (Chmnbert y col., 

1974). Con el fin conoborar 8i este tipo de cotnpOftatnáelno oe presenta en el Clltracto 

enzim6tico de B. -6#11• se l...,_ a .,...., racciones con 0.42 U/mi. 175 mM de ...,.,.,.. 

y di,._n -l'Kiones de levana en un .-_o de 0-60 ....,. ..... En la Fiaura 12 se 

....-n como las pn>pO<Ciones de hidróliaia y transferencia varían conforme la 

-rac:ión de levana adicionada va --.do. En un inicio. la enzima realiza 23 % de 

t.....&nncia 8in la adic:ión de Jcv-. Desando a eJcanzar paulatimn.nte un 65% en la 

concentración mú alta probada. Sin embarlJo. ea notorio que la reacción de hidrólisis no se 

puede eliminar completamente. Este comportamiento ~ un poco diferente al observado para 

......,. levanucaraua, como la de B. c:lra.lans (Pérez. 1995) en la que el aumento en la 

transfiorencia ea muy marcado al adicionar pequellas cantidades de levana. aunque también 

llepndo a un m6ximo de 75%. sin loarar abatir c:ompletamente la hidrólisis. 

De__..., a difilrentea reponn bibli.,.nficos. - ha encontrado que para losrar una 

tranaliorencia de ftuctoaa c:en:ana al 100% ea nec:eaario adicionar una concentración minima 

molar de levana. En dos ~ independientes reportan que dicha cantidad se encuentra 

entre 2 y 3 X 10• moles de levana por mol de enzima. (Chambert y col .. 1974; Perlot. 1980). 

Sin embarso. el extracto de B. -btilis posee una actividad hidrolitica imponente. que 

requiere de condiciones especiales para ser eliminada. 
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A· B e D 

Re.n1/1ados y Disc11sión 

E F G H 

........ 1 .. 6911 • ..,.__ ... - ~---- ..... l•nliua1n ea .. •- u 

..-.-: A••••a ._ ... 1.25 .... UIH .... (A. •) " M~ • ..-e 

........., (C) - _...... " ............. M & M6fllü ... ......, .... -laale 
pnclpllad6e _. Pl:G (D) " ,_ .. ....__ INcc- ... _...._ -laale 
- ......... M .--1611 - ... (Yer P ... ra 8): (E) lracclMI a. (F. G " R) 
lracclew 1e. 12" H. (C-4klaa11 • .._........_. ..... ·- - Flatora 7).. 

.. . 

........ 11. G .. • pellaerlla•hla • lu prelefau po1rilk .... • &Mlldlb, .. np•" de 
nea.,_... la aedwlllall • ........ • ••- (I•....._ oeltre •a , ..... -•n). 
(C•a•llerl " cal.. 1"2). A " •) Ealrael•PEG. C) lracci6a L 

55 



f 

t 
¡· 
l 

_,, __ 
Empleando un medio de reacción con 0.42 U/mi y variando la <:Olleelllración de 

...,...., .. enlre 0-50% ac analizó el. ~o del .,_o en la v8locidad de reacc:ión. Loa 

,_.hado• obteniclo9 _...¡ten deduc:ir q- la lev- de B. -llll/i$ no ae inllibe por 

aceao de .,91ra10. lo q ... -da - lo IWpOfUdo pao- Pwlot (1980). Por atto lado, 

~a lo obceftido por - ........, -or. la ~ de ,.....,......,ia no .. 
~ aún • lu e 01 .. ecioowa lllÚ allaa .............. Ea d9cir. la llidróli9ia sólo 

~.,un 6% ~a la~ mú blia (datos no -..dos). Sin 

......... a partir ............ aciMded total ............. calc:uló la -· ... 
atid'111i"-~...,. _con el olljeto de oc m; a Mta con loa nport• bibliopiftcos. 
En la Tallla IX•-a-.. valorobt ...... ___ _, ......,de#onportlldo. 

~· ----··D··· _ .... a•·"' 

.... -···· 

..,.._ 1:1. lti•Hrla •la MkMll• ...,_ - lu- ..e.e.__ •-llew• •ca.,. la 
law-l'W .. & _.....,. (11 ......... •.r -•ll'iloe-18 CJ). Le~ M ~6 a 
--. - e.a v1m1.r 17s _..•-a a7"'C. 
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Ta ... IX. c-.. ••tn M Mle • ....._M_t_ M '-"•-•n- M ~lteretotn C•P8• M 11. _..,,,._ 
k•••M• ........., .. 

20 
~·-18 c-.. a Petit-Glat~ 1993 

15.82s2.7 E•et--ú.. 

VA llwc..._ ce. a1111t11• 

Como • mencionó. la apecificicled hacia Keplorea por pute de maunu 
...,__ • ftly di--. ya - .......... tnMferir ftuctosa da8de la _,..,.. hacia 
moNculaa que cant.....,. .,.... ejemplo .,,._ ak:ohólicoa. como el _....,. o el 8'icerol. o 

bien 1 t naoac•idos y~.....- trahaloaa y 1<-. (Daclonder. 1966). N-.o 

--- -....UW-atipode r~•clebeml .... itftpacto que•*-~· loa 

6ncta "i8' oac•idoa - dnlwoaa ._. de la induotria. Ademá. - pocoo loa .....,.... de 

-..dKK ........... ....._la capecidad de LVS pua rwalizar ,_a-de..,.....,... 

Como • IMILCionó can anreriaridad. can el fin de continuar con ........,. precedentea 

- loe qua oe utili2ó - LVS da B. clrct1llolu (P*ez y col .• 19!16) • decidió liev. a cabo un 

-udio comparativo - .,._o a lao reacc:iolteo de acepaor. ya que en el .-.aor10 • 

contaba con las dos levansacaraau. la procedente de B. clra.lans y la producida - este 

,......., de B. -611/1$. Sa ha reportado que ...-.... provenientes de diotintoe orpniunoa 

preMMan di,._ea especificidades, lo cu.i podrla -ar relacionado con plOCeSO• de 

~e IM«aceionn In Vi- de los microorpniunos (HerMndcz y col .• 1995). Por lo -o readló int-• poder compuartaa a-• ....,..,.o. 

Para llevar a c:.a.o - -udio lbe ~ realizar reacc:iolMs da acepaor en laa 

condiciones ópti- da -ión da cada una de ellaa: B. .s116till&. 37"C y pH 6 y B. 

clra.lan& 30°C y pH 7. Utw-.do una relación malar de aacarou:-s>1or iaual a 1 y las 

condiciones mencionadas anteriormente. Se probó la capacidad de ambas enzimos de 

tnnderir ftuc:tou a plactou. lactosa. maltosa. sficcrol y oorbitol. Los productos de 

.-ión • ~.,.... HPLC. En la Flpq 13 • -n un e;->plo de la reacción con 

lactosa. an la que se detecta un producto nuevo dapués de 2 horas de reacción. lo que 
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MllJiere que ca el producto de la transferencia de fhK:tou a dicho acept:or. De esta manera • 

c~ntró que ambas enzimas son ~· de transferir ftuctosa a todoa los aceptorea ante• 

mencionadoa. 

o.a 

o.• 

• t o.• 

... 
• o ._ .. _ 

....... IS. C-l•SFW • lll'LC ....... •••ctH *-"" - ..,.._.. .. 1'75 

...... .._,,_ .. '711,... ........ ._-..- ................ -2 .... . 
~'79C.(C ... 1c-. .......... - ••11 ....... ., ........ ). 11'-.Gsi-.s--L _,Lll'_.....__,_), __ ,, 

C-el ftncle U.V.•.,... un~_.........,,• dectuó un ..,..ia-ilallvo 
ele lu ~ele ..,.or con lactoM, INlltoa y pc.n.a. S. -aiaó, la inll.-.cia del tipo 

ele ..,.peor....,.. la NllCCiiln tola! de t~ ui como la t~ hacia el aceptot". 

La pr---=iacle ~como maltoaa y lactoaa .--un e&cto Ktivador aabre el 

nivel cle-&aA:iww:ia W1 la rwción. ya que como• - en la Fi .... 14, loe.,.,._.. 
ele~ -- cam"1hablwtw11e con rnpecto al control. En .....,....&o-• 
_., • del 3Q % WI _.... enaimu. En el cuo - slicen>I. el -o en la 

transferencia para la L VS de B. -611/ls es C9lcallO al 30-/e, mientras que, la lcvanucarua 

ele B. cln:111-ts no ~ clifilnncia. Ealo indica a ., va que el nivel nlalivo de 

hidr61illia ha dimninuklo. 
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Ohtsuka y col. (1992), reponan que la levansac:arasa de RaJ111 .. 11a aqua1;1;_. es capaz 

de transferir &uctosa • diversos compuestos. obtienendo diferentes niveles de uansf'erencia a 

loa aceptores que probaron. Eatos invcatiaadores t;Oftaideran que ai este valor es 11U1yor del 

50%. el azúcal' aceptor es fUerte. En el .,..._. tl'8baYo, el efecto sobre el nivel de 

.............,ia al 8Ceplor puede apreciarse en la Fiaura 15 donde es notorio que, tanto lactosa 

como maltoaa. - 8Ceplorea fUertes, ya - ,....__ valorea de t~ mayores al 

50%. Lo -erior indica que para la LVS de B. ciratlans, en promedio el 74% ele ftuc:tosa .. 

UMd'erida al aceplor y el rato al ...,U-O •. mientras que la LVS de B. _,,,ili_. trandlere un 

ll % al 8Ceplor. En cuanto a las proporciolMa de t,.¡9ft¡1u1Cia al aceptar, el aniliaia 

-lldi81ico de loe 4-1.,. de la Fi..,ra U (~e - .......,. de t), ....,.. .. - el 

COlllpOIUnliento de ambaa enzimu &ente a lactosa y maltosa ea muy aimilar. ya que no 

m•e di..._ia aianilk:aliva ... loa niveln ele tramlilrencia • dichos Keplorea 
(c:or11id1........,un9n0r_.......de*7%). 

Por otro lado, .,,..__te la levansacarua de B . ..,,,,,,,,_. .,,-a un porc:etttaje 

mayor de tramliotencia hacia el alic:erol. o.INdo a áto • decidió IOmeler a ambas enzimas a 

las condiciona op1lmiudaa por Nnz, (1995) para ....,.......,ia a -e aceptor, con el fin de 

-..... ........ ~-reellas. 

V.4..l"-ttl69...--...ce.~ 

Se na1iaaron expari-oa con 0.7 U/mi, 50% de alicerol y 21% de ucarou 

durante 42 lt y loa procluctoa • analizaron por HPLC. Para -. mayor prec:i9ión, la fiuctosa 

y la slucosa oe midieron con el 8IMyo bioquimko ya que, por medio de HPLC, loa 

fhlct6oidoa producidoa no pudieron _. ............ completamente de la ftuctoaa. La 

t~alpc:.roloec:alc:ulópor~. 

· En la Fiaura 16 • -an loa resultado• oblenidoa, donde podemos apreciar que 

esta c:ondic:ioneo pennlten •-~.la trand'u-encia al alic:erol. ya que la 

ltidrólillia • abate ltaota - 15% y la tramt'erencia al pollmero ea casi nula. Sin embarso. 

como puede aprec:iuw, INüo esta condiciones no ni•en diferencias entre ambas enzimas ya 

que loo~ ele tl'ilnafiorenc: total y al ac:ep1or - prKt~a loa mi-. 
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...,..,. 1a. e_..,..... __ ... ..., __ • a_...,, y a drc•'-- - 1aa 

....................................... _ ..... ,,_._ .. aliceral .....-n ... -
N.- y ni. (l!llH). 

v .... 2~.,......,...;... __ _...._ 
C--. ae ~ -~-... -ró .... la lac:tou Y nUlllOUI IOft buenoa 

__,.cara. De ,_,,,., maten rcponea • incluoive una patente a nivel industrial para .. 

proctuce;ón de i.ct09il&uctótido por medio de una levanucarasa de B.-gaNr/111,.. Con 

beN en •oa ---.mes 1e decidió efectuar un estudio mu pn>flmdo de el uto de 11181toA 

como ac:eptor c:on la levanuc:arasa. 

Nuev-• con el objeto de companuiaa .. sometió a ambas enzimas a 2 

conc:etllraciones (60 y 120 WI> de ucaroA y maltoA conservando la relación 

...,.,., .. :matioA (lll'm)=I. En la conc:entración mayor (120 WI>. laa proporciones de 

~ia rotal en la ~ incicial de .-ción (loa primeros 15 minuto•) al...-on 

hasta un 80 ± 5%, en ambu enzimu (Fiaura 17). De la misma manera. laa proporcione• de 

transf"erenc:ia a maltosa aumentaron conforme• Ja conccfttrac:ión total de reactivos presentes. 

como .. mue.&ra en la Fiaura 18, puando de 50-60"/e haata 75-BO"/e. Por otro lado. el 

mismo e11pcrimcnto muestra que no existe dif"erencia sipifica1:iva entre lu dos enzimas 

considerando un error de± 5%. 
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En vi•• de que en todas las prudNla reaJizachls en estudios c;:omparativos con ambas 

en.Zimas no se encontró alguna dif"erencia importante y de que se tiene mayor capacidad para 

producir la LVS de B. sNblilis se decidió trabajar aólo con esta última en el ealudio de la 

maltoa .,_,., ..,...aor. 

Con el ftn de ,,..,.,.,_.. c:onclicio-. de re.:ción para favorecer la producción del 

ftucl69iclo utilizando maltosa c...- acepcor oe realmron varios experimentos en loa que se 

bu9C6 minimias laa ,_,.,"'- de hidrólisis y de tranúerencia al poli-o. 

·Para ello se consideró que el principal fKlor manipulable reau~ ser laa relaciones 

· _....,mahoaa (alm). Por - nuón se -uctiaron diveno• nivela de relación lliauiendo 

la r.....:ión huta un conaumo de - imponame. Loa pmductoa se analizaron y se 

cuantiftc:8nJn .,.,._ ae npotó con 8derioriclad (ffPLC). 

Ulilianclo un ,.,,.., _,. 60 y 300 all de sacarosa y maltosa en medios de reacción 

- __,,., 1.13 U/mi y -eniendo una relación alm de I, se aiaWó su evolución 

...._. el tiempo neceauio para ....., a una conv.-.ión conaidenble. Loa reaultadoa se 

aumarizall en laTabla X. Ea inl_.e hacer notar que en toclo9 loa puntos, la tranafiorencia 

a la llUlhoaa llle mayor o i ..... al 94% de la uanú"erenc:ia total; por -º· en -• cuo la 
~ al poli-.. ea inhillida cui r:ior conaplelo, a excepción de la concentración de 

300 all· En la Fiaura 19 se muestra ar6fk:amente -· componuniento. 

Ta .... X ... ...._..• .. _,ne ... •-y-- nlaci6tl W•-•· ...... - --•-...,••ea .... ...,._ .a -l/Jtllú. 
%11'f'• _,,,. 

%ee9Yenl6e .......... %ll'f' a...- --· o- 43.ft 78 22 -
60 46.89 39.61 60.38 .57.22 
120 41.92 31.94 68.05 ·67.27 
240 38.77 21.22 78.77 78.47 
300 37.M 19.12 80.87 ao.87 
~: 1.13 Uhlll, a 37"C. La -- • ..... -r ---·•· __ .. 

'ft I' -·-=---Yb-c:onbOl.---lliOa/lde-
e: los \."alorcs de porccnUVc cSCán rcrcridos a la convc;:rsión. """'-
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C%hid.Olisis 
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%hidlúlisia 

Flstl,.. 19. E,__•_..._ cree--•_.._ - lu ....,.re-• 
-· 1 ii&WI&. U ............ _ w llfflll- - ralaci611 ll••I. C ... lc_: 1.13 
Uhal. a 3'79C. La .-ci6ll • 4laj6 t...-•rrir •• ...., .............. _ .. 211 -- .. 
......_ .. e-•llllc9c16a. 

En alsuno• -udio• de reacciones de aceptor realizados con dcxtransacar- oc ha 

....,.,.,......., que al diaminuir la nlac:ión lllm oe obt;- un rendimiento del 100"4 en la llinlni• 

de procluctoa. ya que por un lado la di!lpOÑbilidad de aceptor aumenta. pero adicionalmente 

la llinteai• de poll..-o oe ve inhibida completamente (Donalina y llobyt. 1993; S6nchez. 
1996). 

Con bue en -o• antec:edentea oe decidió -...liar el efecto de la utilización· de 

diferemea relM:ionea atm. en las reacciona que lleva a C.00 la levan...,...... de B. s.blllis. 

Utilizando 0.42 U/mi. una concentración co-ante de aacarosa i¡¡ual a 60 sil y maltoaa entre 

20 y 600 a/I a 37 •c. oc liauieron laa reacciones de la mioma manera que para aqucllu con 

las relaciones s/m= 1 y .e evaluaron los productos. Se encontró que el porcentaje de 

t......,.erencia a maltoaa aumentó al diaminuir dicha rcalación (Tabla XI). Sin cmballlo. la 

sintesis de polimero no se pudo inhibir completamente. Por otro lado la hidrólilia aunque ha 
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sido disminuida en aran proporción, siaue llevm.dose a cabo. En la Tabla XI se muestran Jos 

datos obtenidos. 

T•- XI. l:f'ecletle ··-·-nlac-al• ~ ... re8Ce-tle .. lev••88C•r8U 
tle & -61Uú .,_ % eemweni611 %•111.-i. %11't'le ... % lrf'• %1rt' .. -- __.,_ 

1.5 J7.18 41.J6 58.64 5J.OI 5.63 
1 46.89 ]9.61 60.38 57.22 J.16 

0.75 J8.99 J0.40 69.6 68.26 1.34 
0.4 43.26 25.59 74.41 70.00 4.41 
0.2 44.71 19.35 80.65 73.22 7.43 
0.1 46.49 9.22 90.78 89.07 1.71 

e O' '1 rr: 0.42U1-I. WMW 6CW1y..-,_~20y600 a11 a J'7°C. 

Para poder .,..._.. un medio de reacción lldecuado para la producción del 

ftuctósido • _.........,., divenoe aepecloe a partir de loe datoe oblenidoe en loe -udios 

................. e- • mencionó ant....,.._e el objelivo principal consistió en abatir la 

trand'erencia al pollmero. Se¡pin los datoe moe1radoo en lu r.blu X y XI. dicho parúnetro 

rnuhó _..,.._.al 1% de la t............,ia total. cuando ee utilizó la condición atm-1 (~ 

la conccntndón de 120 sil>- En el cuo de relaciones elm diferentes de uno. -• parjmetro 

readtó _.un poco mayor. 8demis de - lu condiciones propias del experimento. -o es, 

las ~ de mahou utilizadas eran muy alta. lo cual implicaba un bajo 

rendimienlo y por lo miuno un UIJO indlci-e de-• ~-

e- bue m lo -.nor •decidió continuar el .-udio empleado una relación o/m=I. 

Otro parámetro ~e de considerar ftoe la producción del ftuctósido y su 

hichólisie por 8CCión de la propia enzima. Por lo tanto. • decidió monitorear la produc:c:ión 

del mismo en -• tipo de reacciones. La Fipra 20 m-r• la evolución de producción del 

ftuctósidQ con respecto al tiempo utilizando diferentes c:onc:entraciones de reactivos. 
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a- ........ de ncc1611 cem-111• 1.13 u1..a. llH8,_. y-... - u• r•• .. eale A y 
- sil• e-.•-• ..... a 3'7"C. 

Cabe aclarar mate punto que a.._ avanzadas de la reacción, eo dec:ir, cuando se 

ha alcanzado una conversión de ucarosa mayor o iaual al 50"/e. la enzima empieza a usar al 

producto c:omo ou9lrato, de. tal ....._.. que lo hidroliza, liberando mallo .. y ftucto .. al 

medio de reacción. E91o último .., ve claro en la Fiaura 20 para la concentración de 120 &fl. 
En cate punto (300 nünutos) M ha alcanzado una conversión de apro"imadamente un 60"e. 

Por otro lado en la mioma fisura .., puede aprec:iar que al utilizar la concentración de 300 

8fl, la enzima preMntá una lisera inhibición ye que el rendimiento en la producción de 

ftuctóoido a menor que en la concentración de 240 a/I. 
En vi ... de que la mayor productividad se obtuvo al utlizar 240 all de cada uno de 

loi reactivo1; M: aeleccionó eSla condición para llevar a cabo la producción de fiuctóaido. En 

estas condiciones~ tiene una reacción que transRere 74 ± 5 % de los cuales entre 98-100-/e 

a hacia la mallo ... Sin embarao. conaiderando ou pooible ........,ión oe llevó • cabo una 
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reacción monitoreando detalladamente la producción y degradación del producto. con el ·fin 

de proponer un momento en el cu•I detener Ja reacción y recuperar el fructósido deseado. 

Para el se¡¡uimiento de la producción y degradación del fructósido de maltosa. se 

preparó un medio de reacción con JO U/mi de enzima. 240 &fl de sac..-01a y maltosa en 

amortipadcr de fosfatos pH 6. a 37 ºC y se aipió su evoluc:ión durante 12 horas. Los 

reaultado• • muestran en la Fisura 21 en la que se_ prCMnta por un lado el avance de la 

reacción reponando la conversión de la sacarosa y por otro los moles de ftuctósido 

presentes en los diferentes puntos. Como puede ex>nstatarse. bajo estas condiciones el punto 

mú aUo de producción de ftuctómido es a laa 2 horaa de reacción (..0.3 molesll, cuando la 

conversión de ....,.,.,.. es -.,.oximadamente del 50"/o) lo cual indica que éste llCria el tiempo 

adecuado para tenninar la reacción. 

100 

0.3 
~ 7S g 

1 0.2 1 ~ 

2S 0.1 

o o 
o 2 • 6 8 10 12 

..-O(llDllAS> 

....... 21. Evel9c1611 de la naec161t de la lnauacaraaa de & .,.lfilá - p ...... cla de 
-----· -·-- .. ·- .. __ , ... el pnfll de pnducci611 de rnu:t6sido e•>~ 
.. ce.•11- de_,.,... (-CJ-). ~-= 10 U/mi de enzima, 240 &11 dc ucarou y ma1-. a 
37°C. 
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__ ,,_ 
V.S hriflcac:ló• y c•niclerizaclóR del fnlcl6oldo 

La purificación del fructóaido se llevó a cabo c:on el fin de caracterizarlo 

qufmicamente. asi como su inOuencia en el componamiento cinético de la enzima. 

Se prepmró Ull8 reac:ción que conteni• 0.7 U/mi y 240 a/I de....,.,.., .. y m.Jtou que 

11e dejó ra.:cion8r dur.me 2 h. Poateriormente .., ilUICtivó y oe .....,izó por medio de HPLC 

en columna de s11;.,. amilUld•. 

Pri..-unente. utiliundo ull8 columnm analitica (3.9 X 300mm. IOµM) de las mis018S 

caractcriaticaa que la columna preparativa me analizó la muestra para determinar el tiempo de 

elución del producto de interés. Una vez conoc:iclo éste se procedió a CKalar laa condicione• 

.,... ... colulllll8 .._....;va (19 X 150 mm. I011M). Emple8Rdo loa c81culoa teóricos 

~oa por el fllbric8Me y deapué9 de experinMntoa prelimill8fea, oe -.blecieron l•s 

condicionea de openición mencionlldaa en ..,..en.tes y métodos, tajo las cuales 11e recuperó 

el volumen donde eluye el producto. El volumen recupeqdo se concentró y se liofilizó 

obteniéndose 74.B ma de producto seco que file envi8do pv• su .,..lisis por RMN, con el 

fin de determiRU' au -ructur• y tipo de enlmce. 

En el ANEXO 2. se __. .. el _.ro de reaon.ncia obtenido. aai como. · I• 

-ructurm ~ .,... el ftuc:tósldo recuperado. Como erm de esper .. se. ae trat• de un 

triucluido compueato por 2 slucoua y u... ftucto.. cuyo nombre quimico seria: 

alucopi......,sil a (1-4) alucopi......,ail ca ( 1-2). P ftuctoft1r11nóaido. 

El c........_..... que 11e muntr• en .. Fip .. 22 es Ull8 compvación CU81it•tiv• del 

producto obtenido contra la muestra original. donde puede constatarse su pureza. Sin 

embara<>. 9Uftque en .. ftaurm no es SMMorio, • detectó .. presencia de uu pequen. 

proporción de ....itoaa en el liofiliz..io. L8 presenci• de m.ltou en el liofilizado se CU811tificó 

mediante UM curv• estándar elabor8d8 con u... solución de 1 O 1118fm1 de fiuctoaido, y 

paralelamente una curva eatándar de malto~ y se encontró de 3.6% atribuible a una 

aobrec8rp de C8fbohidf8toa retenido• en i. colu111118 después de un cieno número de 

inyecc:ionea. 
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O-al~. S-~. M-maltoM, M-F-...ltoO.:tósido. Condi.cioncs (VCI" 11111tcrialcs y rMtodM;). 

Para poder de1aminar oi el fiuC1óoido obtenido es reductor o no, conoiderando la 

prncncia de mahoaa. oe elaboró una curva _........ con maltooa y oe oometió a la muestra a 

una c:uantiflcac:ión por el método de DNS. Se hizo un cálculo 1eórico de la null10 .. presenle 

en el purificado y loa resultados nos muestran que eJ azúcar obtenido es no reductor. ya que 

un cocuo poder reduc1or obtenido correponde a la cantidad leórica de mallosa eotimada. 

En vista de que en reacciones pua la producción del fiuctósido. la enzima reconcx:e 

.. produC1o como ouoarato hidrolizándolo, oe probó oi la enzima era capaz de hidroliurlo 

aún en ausencia de ucaro ... Para ello se incubó una solufO:ión que ~ntenia: 13 mg/ml de 

ftuctóoido y a U/mi de enzima. durante 4h a 37"C, después de este tiempo se inactivó la 

muestra y se analizó por medio ~e HPLC. En el c:romaioarama de la Fiaura 23 se muestran 

los resultados obtenidos., de los que se deduce que, la enzima es capaz de hidrolizar el 

fiuct:ósido liberando maltosa y fiuctosa. en relación molar = I, lo que indica que la enzima 

en estas condiciones. no es capaz de transferir fructosa al polímero a panir este sustrato. 

69 



o.a 
¡ 
i ,. º·' 

_,,_ 
F 

a • • • ~ ----
....... 21 e-·.....-. HPLC.- .. ·- - --•na ........ _. ... ,._., ... 
• .. LVS .. A_.... - el .........,,_....._ .,_ 11111ra10 ..,...._ • • ll de 
....,........,... a ~'1 -<: ( - ). C_.,.,.._ de _ ... , 8Vl•I y I~ •al•I fnll .. ldo. 
c...e ....... .,........ ...... - .... ra JI.<---) liempo cc:ro 

70 

l 
1 
1 



VI. CONCLlJSIONES 

Se ~ujo LVS mediante fermentaciones con la cepa de Ba<:lllus subti/is (.&'I". 4Dpr, 
Cm • •gU.J2 (Hy)). cosechando la enzima previo al inicio del proceso de esporulación. ya 
que nte tiene un efecto desactivador debido a las proteuaa liberadas. 

La LVS puede oer purillc:ada parcialmente -iante una técnica de precipitación con 
polieti~. 1op-.. polterionnente identific:cr ~te elcctroforeala una banda 
equivalente a loa 50 KD. 

La recuperación de la actividad de levansacaraM en un pi de poliacrilamida pcrrnitlo 
comprober - la banda de 50KD. presente tanto en el extracto como en las &acciona 
recuperadas de la cromatopafta de~ en pi, IOll LVS. Por tanto 1e obtuvo un 
-.acto - ~ una sola proteina, - realiza laa do• actividades. la de hidrólisis y 
lr ....... tCia. 

La actividad.......,. __ puede bcncflciarac llObrc la actividad hidrolaaa -iante la adición 
de polúMn> al madio de l'NCión. 

Lu LVS de B. -blllls y B. ci,.,.,lalu, '°" .,.....,.. de transferir &uctoaa a todos loa 
accptorca probedoa. Deadc el punto de villa cuantitativo en -e tipo de reaccione• 
pñctk:amente no • presentan diferencias aipiflcativu. 

La ...-ia de maltota en el medio de reacción tiene un lipro efecto activador en la 
velocidad inicial de reacción. 

La enzima LVS puede oer usada para la alntnla de alucopiranoail a (1-4) alucopiranoail a 
(1-2), P &uctoftlranóaido a partir de maltosa con un rendimiento del 74 ± 5"•· 

La purificación del fiuc:tóaido permitió obt- un producto con un ~. de pureza. Amliaia 
preliminares del fhactóaido revelan que ea un azücar no reductor y presenta un ubor 
li--edulce. 

Al i-.bar el fiuc:tóaido con LVS ac obt*- canticladca cquimol- de &uctoaa y maltosa, 
lo que au¡pcre que la enzima no ea capaz de transferir &uctoaa al poll..-o a partir de él. 
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VII. PEllSPECTIV AS 

1- ....it..ios oblenidos - la c:u.c:terización de la reacc:ión con maltosa como -.peor..,..._ la._....... de un -- conocimiento tamo de la """"ión e:...- de la 

obMncl6e del produelo purillclllllo. ~ • ~ niveles de transfenncia de 

ftuctou ...,.,..,....,, .. a..,. nportadoe-la~ - interesante loar• eliminar por 

CIOlllplMo la ,--. de hidtóliaia. Una .ia-tiva - ........,_ un método de 

~de la...,. - el cu.i la producción - mú eficiente. ae pueda recuperar 
con fllciliclad ei produelo ...._.. y con ello mejorar la productividad; todo eato con el fin 

de llevar a cabo -udios aobre fKtibilidad tKnica. de laa propiedades llsicoquimicas y 

orsew>Wptic•• .... malloailftuc:tó que podrla perimilir • ..-;ano o larao plazo su 

aplicación -aai. 
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VllLANl:XOS 

Loe _...,. de ,,_.,.,;. ~ nuclar (NMll) que .. p<eMMan a 

conlinuación ftl«Oft realizados en el IMlituto de Qulmic:a de la UNAM •. !"' el laboratorio del 

Dr. Manual,....,_ Eotrada. 

1) Con el objeto de ancontrar difennciu - los poli.....,• de ambU enzimu • 

d9c:idi6 llNllizar las eltnlCtUrU: en ...,.;da • .,.._ lo• eapec:troa obtenido• por "c
NMll de las lav-. proc1ucic1u por las lev......,....... de B. -btllls (a) y (b) B. cll'Cll'-'s 

donde el análili• de ambu -•ó _._muy c:laru de 1ev- li.,..J con ...i- P<2-6) que 

contiene peq.-a pn>pan:ionn de otro tipo de enlace o ramillc:ac:ión. 

2) El producto purificado que • obtuvo de la reKCión con maltou (aección V.5) • 

-'izó tambWn mediame "C-NMll y ex.,.n-oa HETCOll (Correlac:ión hcteronuelear 

C-H). A continuación • preaentan el espectro obtenido (a) y la eotnactura prn.,..-a para el 

triueú'ido (b). 
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Anirxo.~ 

.....,.. A.la) ....-- •~c-NMll • ...,._ • • ....._. La .. ..,.__ • ... 
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