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RESUMEN 

En ailos recienres se han hecho invesligaciones sobre biopol(meros cada vez más 

complejos, una vez que se descubrió que tales biopolímeros estan involucrados en 

un gran número de procesos bioquímicos. 

Las glucosiltransferasas son enzimas que tienen la capacidad de transferir 

unidades de glucosa, a éste grupo enzimático penenecen las de,.lransacarasas 

cuya capacidad de formar biopolímeros conocidos con el nombre de de,.tranas las 

ha hecho de inlerés científico. Esras cobraron imponancia clínica por el efecto 

que poseen sobre el volumen plasmático, por mencionar solo alguno de sus usos. 

En el presente trabajo se esrudiaron los polisacáridos derivados de la acción de las 

enzimas de Leucon.rtoc mesenteroides NRRL B-523 sobre Ja sacarosa como 

sustrato. 

Los resollados mostraron que ésta cepa posee al menos tres tipos de enzimas: dos 

dextransacarasas y una Jevansacarasa, las cuales produjeron tres tipos 

polisacáridos: una de,.trnna soluble, una de,.trana insoluble como producto 

principal con alias proporciones de enlaces cx(l-3) de manera consecutiva y una 

Je vana. 



lntl'Oduct:i6n 

l. INTRODUCCIÓN 

Los procesos químicos que se llevan a cabo dentro de Ja célula prácticamente 

dependen de la acción de las enzimas. Ellas transf"orman en el interior celular las 

substancias orgánicas e inorgánicas. mientras que en el exterior. digieren 

parcialmente las substancias nutritivas para facilitar su paso al citoplasma. 

Las enzimas son eficientes catalizadores bioquímicos que presentan un allo grado 

de especificidad. En general catalizan sólo un tipo de reacción y en ocasiones, un 

grupo de reacciones muy relacionadas. 

El empleo de las enzimas en aplicaciones industriales puede darse con el 

microorganisnx> intacto en el caso de enzimas intracelulares. o bien de manera 

aislada al microorganismo produ.ctor. De ahí, que Ja importancia de Jos procesos 

de separación y purificación de enzimas sea fundamental para su utilización en las 

distintas reacciones para las cuales son requeridas en forma aislada. Por lo que, en 

los últimos años se ha generado en forma exponencial, tanto el conocimiento de 

las enzimas, como el de las reacciones que ellas catalizan, facilitando así, cada 

vez más, su empleo a nivel industrial. 

Uno de los grupos enzimáticos más estudiados es el de las transferasas, las cuales 

constituyen el 25% de las enzimas conocidas (Jones et al 1992). Las transferasas 

tienen Ja capacidad de transferir una molécula de un donador a un aceptor 

específico. Dentro de este grupo se encuentran las glicosiltransferasas, 

importantes en los procesos metabólicos ya que transfieren unidades de azúcares, 

siendo de las más estudiadas las dextransacarasas (Sacarosa l ,6-a-0-glucan 6-a

D-glucosiltransferasa E.C. 2.4. J .5.) 

Las dextransacarasas se producen por bacterias de Jos géneros AcetnhaL·ter. 

Betabacterium. Streptococcus y Leuconostoc;. siendo los dos últimos los más 

importantes (Jeanes et al 1954). Estas enzimas tienen la capacidad de sintetizar 



Introducción 

una clase de polisacáridos conocidos como "dextranas''. a partir de la sacarosa 

como sustrato (López-Munguía et al 1993). Si bien la mayoría de las dextranas 

son polímeros homólogos de glucosa con enlaces a( 1-6) glucopiranosilos 

predominantemente y cuyos pesos moleculares promedio son superiores a 1 o6 D 

(Oriol et al 1986), se encuentra que poseen diferencias importantes dependiendo 

del microorganismo y de la cepa de la cual proviene la dextransacarasa. así como 

de las condiciones del cultivo. 

En el Instituto de Biotecnología y la Facultad de Química de la UNAM se ha 

venido trabajando con diversas glucosiltransferasas provenientes de Leucono.,toc 

me.<enteroides. Como ejemplo se pueden citar los trabajos de Durán (1990) en el 

cual se caracterizaron las glucosiltransferasas de la cepas NRRL B-1498 y B-523; 

Castillo et al (1991) en el que se produjeron dextranas y oligosacáridos con 

glucosiltransferasas de distintas cepas de Le1.1cono.Ttnc mesenteroide.f; Sánchez 

(1996) que correspondió a un estudio cinético de reacciones de aceptor por la 

glucosiltransferasa de la cepa NRRL B-1299 de Le11c:tmo.<1<>c me.<enteroides. 

El presente trabajo se ubica dentro del mismo contexto de estudios de 

glucosiltransferasas pero encaminado al estudio de los productos de reacción del 

microorganismo Leucont1.fl,J<: n1e.,e111eroides NRRL B-523. que tiene la 

panicularidad de sintetizar, como producto principal un polímero insoluble. 

2 



11. OBJETIVOS 

Estudiar los polisacáridos producidos por las enzimas del microorganismo 

Leucono.Ttoc n1esenteroides NRRL B-S23. empleando sacarosa corno sustrato. 

1 .1. Producción y recuperación de las enzimas del sobrenadante de cultivo del 

microorganismo Leuconostoc mesenteroides NRRL B-523 y determinación de la 

actividad enzimática. 

1.2. Establecimiento de la condiciones de síntesis de los polisacáridos. así como 

el estudio parcial de la formación de la dextrana insoluble. 

1.3. Obrención. purificación y análisis de los producros de reacción de las enzimas 

de Lnaesenteroide.v .. empleando como sustrato sacarosa 

1.4. Análisis de las estructuras mediante técnicas de resonancia magnélica nuclear 

de ltt y 13c de los producros de reacción. su inrerpreración y relación 

comparativa con la dextrana soluble de L mesenteroides NRRL B-512F y la 

levana de B. subtilis. 

3 
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111. GENERALIDADES 

La tecnologla de los carbohidratos ha tomado mayor importancia en los últimos 

cinco afios. marcados por el mejoramiento de la técn~cas para su manejo. 

purificación .. análisis de secuencia., síntesis y modificación de azúcares complejos. 

El conocimiento más profundo de las interacciones de tales carbohidratos con 

otras moléculas (protelnas, llpidos, etc.) así como el entendimiento de las 

relaciones función-estructura (composición y estereoquímica), ha resultado en la 

apertura de nuevos campos de investigación produciéndose con ello nuevas 

especialidades (por ejem. la glicobiología, glicofarmacología), generándose asr la 

necesidad de la interacción de varias áreas del conocimiento para su estudio .. 

dando como resultado una serie de aplicaciones en distintas ramas de la 

tccnologla. 

Uno de los campos en desarrollo ha sido el diseño racional de medicamentos para 

el cual existen dos opciones perfectamente definidas: el método enzimático que 

puede incluir inmovilización y reuso del catalizador, y el método qulmico. Ambos 

métodos tienen gran potencial, estando ya involucradas grandes empresas 

internacionales para tales estudios, como son: Alpha-Beta Technology (Worcester 

M.A). Biomira lnc. (Edmonton, Alberta Canada), Genetics lnstitute (Cambridge 

M.A.). Oxford Glycosystems (Oxford U.K.), por mencionar algunas (Glaser V. 

1994). 

Los carbohidratos desempeñan un papel central en la actividad celular, ya que 

están involucrados en toda comunicación celular. Por ejemplo: en 1a superficie 

celular juegan el papel de comunicación célula-célula, reconocimiento e 

interacción; 1o que hace evidente su potencial farmacológico. 

Para la industria del plástico. los carbohidratos se presentan como 1nateria prima 

para la creación de biopolímeros. los cuales pueden ser producidos a partir de 

4 
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fuentes renovables, ser. reciclables y sobre todo degradables (Levine and Fox, 

1995). Tales biopolímeros encuentran sus usos como materiales de empaque, 

bolsas desechables, en productos de higiene personal (cosméticos), tazas de papel, 

etc. 

Dentro de la industria alimentaria. además de la necesidad de lexturizantes, existe 

también interés en la creación de nuevos edulcorantes bajos en calorías y no 

cariogénicos. algunos de los cuales pueden obtenerse por transformación de la 

sacarosa mediante enzimas (Jones et al 1992). 

l.DEXTRANAS 

La historia de las dex1ranas se inicia aproximadamente a mediados del siglo XIX. 

cuando su nombre fué propuesto por Schelber en 1869; él mismo encontró en 

1874 que el espesamiento del jugo de caña era causado por un carbohidrato de 

rotación óptica positiva. Posteriormente Van Tiegen aisló en 1878 uno de los 

microorganismos causantes del espesamiento del jugo de caña, denominándolo 

Leucono.rtoc me.venterfJide.• (Alsop 1983). Sin embargo, no fué sino hasta 1931 

que se publicó el primer estudio detallado de las condiciones óptimas para la 

preparación de dexlranas. empleando herramientas y métodos modernos de 

fermentación (Tarr y ffibbert 1931). 

Los primeros trabajos sobre la síntesis enzimática de dextrana se llevaron a cabo 

por Hehre en 1946. La dextransacamsa sintetiza la dextrana a partir de la sacarosa 

como sustralo y no se requiere de intermediarios fosforilados, ya que la energía 

necesaria se ob1iene de la hidrólisis del enlace glucosídico de la sacarosa. Aunque 

la sacarosa es el sustrato específico para Ja dextransacnrasa. se ha enconrrado que 

el tluoruro de a-D-glucopimnosil y el p-ni1rofenil-0t-D-glucopiranósido son 

también sus1raros para la enzima (Roby1 1986). El desarrollo de nuevos procesos 

5 
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biotecnológicos de edulcorantes bajos en calorías •. no cariogénicos. y cuyo poder 

edulco.-ante es mayor al de la sacarosa. se refleja en la producción de este recurso 

natural. El hecho de que la dextransacarasa utilice corno sustrato la sacarosa. la 

hace de valor como una de las posibles alternativas del empleo de esta fuente 

renovable. 

Se ha estudiado un gran número de dextranas con propósitos industriales. como 

son ejemplo: su empleo como sustitutos del plasma sanguíneo. tamices 

moleculares. anticongelantes. aditivos para alimentos. gomas de alta viscosidad. 

etc .• sin embargo muy pocos usos se han desarrollado hasta la escala industrial. 

La dextrana mejor conocida y empleada industrialmente es la producida por el 

microorganismo Leu~·ano.<toc mesenteroide.• NRRL B-5 12. la cual es una 

dextrana soluble que contiene 95% enlaces a(l-6)-0-glucopiranosídicos y 5% de 

enlaces a(l-3). 

La mayoría de la dextranas que han sido estudiadas pueden describirse en 

términos generales de la unidad repetitiva: 

-1-[-a-GlcpL( 1-6)-1n-a-Glcph-( 1-6)- J
r 

donde: 

m 
f 

a-Glcpt 

Glcp grupo o residuos D-glucopiranosilos 

n número de residuos D-glucopiranosilos entre los puntos de 

ramificación 

m número del átomo de carbono donde se ramifica (O-sustitución) 

identifica :t un grupo terminal 

b punto de ramificación 

residuo lineal 

6 
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Uno de los esludios realizados con dextranas más inleresanles. es el de Jeanes el 

al (1954). En tal estudio se revisaron las dextranas producidas por 96 bacterias de 

los géneros Leuc:<>no.~toc y Streplococcus. las que se caraclerizaron de acuerdo a 

su viscosidad. solubilidad, rotación específica y, mediante técnicas de oxidación 

con periodato, al porciento de enlaces que las constituían. 

Posterior a este estudio. Seymour y Knapp (1980) corroboraron mediante análisis 

de metilación y estudios de espectroscopia de resonancia magnética nuclear 

(RMN) de l 3c, el porcentaje de algunos de los enlaces para las dextranas 

obtenidos por Jeanes et al (1954). Dichos autores presentan además una 

clasificación de las dextrunas con base en sus características estructurales por sus 

datos de absorción en el fnfrarrojo (fR) y RMN, dividiéndolas en 3 clases: 

Clase l. Dextranas que contienen una cadena principal de residuos glucosídicos 

consecutivos unidos por enlaces a( 1-6) y ramificaciones en 2. 3 ó 4. 

Clase fl. Dextranas que presentan enlaces a(l-3) y a(l-6) con ramificaciones en 

la posición 3. El espectro de RMN de l 3c presenta señales a 6 83.3 ppm y 101.5 

ppm. 

Clase fll. Dextranas que presentan enlaces consecutivos de tipo a(l-3) en la 

cadena principal con ramificaciones en a( 1-6). 

Las siguientes son las fórmulas generales propuestas para la clasificación de 

dextranas (Seymour y Knapp 1980). 

Clase l. -1-r-a-Glcp'-< 1-6)-Jn-a-Glcpb-< 1-6)- J
f 
m .,. 
1 

a-¿,cpt 

7 



Clase 11.-(-(-a-Glcp-( 1-3)-a-Glcp-( l-6)]n-a-Glcp-( 1-3)-a-~lcp-( 1-6)-} x-

6 
t 

-a-Glcp-( 1-6)-(-a-Glcp-( l-6)]q-a-Glcp-1 

Donde: Glcp representa un grupo o residuo -a-D glucopiranosilo; n. el número de 

residuos D-glucopiranosilos entre los residuos del punto de ramificación; m. el 

núltlero del átomo de carbono en el cual se presenta la ramificación (0-

sustitución); t. identifica un grupo terminal; b, residuo de un punto de 

ramificación y I, residuo de cadena extendida lineal. 

Una de las razones que ha hecho que las dextranas sean muy estudiadas en el caso 

de la industria de los alimentos es que presentan eficiencia hacia la exclusión. esto 

es que generalmente el componamiento de sistemas de biopolímeros mezclados 

que no interaccionan qurmicamente es dominado por la entalpfa de las 

interacciones segmento-segmento. En muchos casos estas interacciones 

potenciales son de tipo endotérmico y no son favorecidas. dando origen a fuerzas 

de repulsión entre las macromoléculas. ocasionando esto la exclusión mutua de 

cada polímero a panir de las propiedades del otro. este fenómeno se refiere como 

incompatibilidad termodinámica. Los biopolímeros pueden interaccionaar 

físicamente para dar por ejemplo un sistema líquido de dos fases. un complejo 

insoluble y un tase insoluble agotada en ambos componentes. Estos dos sistemas 

han sido utilizados para generar productos texturizados. (l..edward 1993). 

Los dextranas poseen también ciertas características que las hacen inter-esantes 

farmacológicamente. La primera dextrana clínica se introdujo cerca de los años 

40's por su efecto sobre el volu1nen plasmático. Las dextranas modernas tienen 

básicamente tres efectos farmacológicos: (Medisan 1997) 

-El pri1nero es que la n1olécula de dextrana se expande y mantiene el volumen de 

8 



plasma en circulación por la absorción y retención de agua. Esta agua se obtiene 

de una solución inicial y por el agua de los espacios intersticiales en los 

conductos vasculares. Este efecto es característico de la dextranas de cualquier 

peso D10lecular, pero el efecto incrementa cuando aumenta el peso molecular. 

-El segundo efecto se descubrió alrededor de los años 70's y es que previene la 

fonnación de trombosis. Esta propiedad es únicamente característica de las 

dextranas cuyo peso molecular es de 70000 O o menos y es todavía mejor para las 

dextranas de pesos moleculares más bajos. porque tienen la capacidad de 

disgregar los glóbulos rojos de la sangre. 

-El tercer efecto se encontró en 1990 y es la capacidad de prevenir que los 

glóbulos blancos se unan al endolelio (!ejido que cubre la cara inlema de los 

vasos sangufneós). Esto es relevante en situaciones donde el tlujo sanguíneo 

lemporalmele se corta y luego se reanuda; efeclo conocido como isquemia

reperfusión. ésta puede ser dañina porque cuando los glóbulos blancos se.pegan al 

endotelio liberan oxígeno en forma de radicales libres. 

2. ANÁLISIS DE DEXTRANAS 

Dentro de los mélodos más generalizados para el esiudio de polisacáridos se 

encuentran: 

2. 1. Métodos físicos, como son la solubilidad, viscosidad, rolación específica 

(Jeanes et al 1954); los cuales nos permilen clasificar empíricamen1e a las 

dextranas. Un ejemplo de esla clasificación es en base a la solubilidad, para los 

polímeros de las cepas NRRL B-1299. B-1355 y B-742 de L. me.<enteroides, de 

acuerdo al porcentaje de alcohol al cual precipitan, se consideran f'racción más 

solubles (S) y menos solubles (L), denominándose como B l 299S y B- J 299L, para 
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posterionnente encontrar las diferencias químicas entre las estructuras de cada 

fracción (Seymour et al 1979). 

2.2. Estudios qu(micos como son las reacciones de metilación, oxidación con 

periodato. acetólisis. hidrólisis; todos ellos encaminados al estudio de la 

estructura de las dextranas: el tipo de enlace en que se encuentran unidos los 

azúcares. la proporción de tales enlaces y de ser posible. la secuencia de esos 

enlaces. 

2.3. El empleo de equipos que penniten aprovechar características fisicOQUfmicas 

de los compuestos a analizar. Tal es el caso de las técnicas de análisis 

espectroscópico, las cuales nos permiten distinguir entre varios tipos de enlaces y 

hacer una aproximación del porcenraje de esos enlaces. 

Una de la primeras técnicas espectroscópicas usadas para diferenciar dextranas 

f"ué la absorción en IR. Se determinaron dos bandas de absorción imponantes en 

correlación con el 1ipo de enlace involucrado en las dextranas; esas bandas se 

presentaron a 793 cm-1 en grupos que contienen enlaces del tipo (1-3) a-D

glucopiranosídicos y a 822 cm-1 que se presenta en las dextranas insolubles 

como una banda adicional a la de 793 cm-1 . Sin embargo se ha encontrado que la 

banda de 822 cm-1 se presenta únicamente cuando hay residuos de enlaces tipo 

{l-3) a-0-glucopiranosídicos de f"orma consecutiva. cuyas dextranas penenecen a 

una clase 111 (Seymour y Knapp 1980). Esta conclusión se ha basado en los 

espectros de IR correspondientes a pseudonigeranas compuestas por residuos 

continuos de 3-mono-0-sustituidos a-D-gJucopiranosilos y la ausencia de esta 

banda en D-gJucanos que no contienen enlaces ( J-3) cx-D-gJucopiranosiJos en 

forma consecutiva. 

Además de los estudios de IR. se ha prestado especial atención a la espectroscopia 
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de RMN de 1 H y l 3c. De los estudios de RMN de 1 H de grupos de dextranas que 

contienen varios tipos de ramificaciones y de hexoglicanos. se han establecido 

dos regiones espectroscópicas de importancia, las agrupadas en la zona de 3-4 

ppm. y las señales de los hidrógenos anoméricos en la región de 4-6 pprn. 

Para el análisis de RMN de l 3c se puede asumir como una primera aproxirnación. 

que las posiciones de los residuos como efeclos de los grupos vecinos no 

necesitan considerarse. También. que la intensidad relativa de cualqui~r conjunto 

de resonancias asociado con un residuo específico es proporcional al porcentaje 

del residuo en el polímero. La validez de estas afirmaciones ha sido confirmada 

por comparación de la información obtenida del análisis de espectros de RMN de 

l 3c con la infonnación estructural derivada de otras fuentes para 

aproximadan1ente 30 diferentes dextranas. 

Los análisis de RMN de 13c se basaron en las siguientes premisas: el total de los 

espectros de los polímeros son la suma de las contribuciones individuales de los 

diferentes· tipos de residuos presentes y en que el nún1ero total de residuos 

nunificados esencialmenle iguala al número total de residuos en grupos terminales 

(Seymour y Knapp 1980). 

2.4. Finalmente. el empleo de técnicas tan sofisticadas como la difracci6n de 

rayos X. siendo ésta la técnica que rnayor información proporciona. Se puede 

incluso obtener la estructura tridimensional del carbohidraco. Sin embargo. a 

pesar de ser t111.:1 técnica de alta resolución no se ha e1npleado ampliamente en el 

análisis de carbohidratos dado lo difícil que ha resultado funnar cristales de ~llos, 

habiéndose logrado hasta 1995 la elucidación de solo 10 estructuras (Jeffrey 

1994. Prorein Data Bank 1995). 
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3. MECANISMO DE FORMACIÓN DE DEXTRANAS 

Se han propuesto diversos mecanismos de reacción para explicar la síntesis de 

dextranas. así como de las ramificaciones que ellas poseen. 

Entre los primeros estudios que propusieron un mecanismo está el de Robyt et al 

( 1974) 'en el cual se propuso un mecanismo de inserción de dos sitios activos para 

explicar los datos en la síntesis de dextranas. 

El mecanismo propuesto por Robyt y Eklund (1982), para la síntesis de una 

secuencia de residuos de glucosa unidos en a(l-6) (Fig. I), para la dextrana de la 

cepa B-512 F de Leuc:onostoc me.<enteroide.< involucra dos nucleófilos unidos al 

sitio activo. en el cual se ataca la sacarosa liberando la fructosa para dar dos 

intermediarios JJ-glucosilos (Fig. 1 ). el grupo C6-0H de uno de los residuos 

glucosilos ataca al C1 del otro para formar un enlace a(l-6). así uno de los 

residuos de glucosa se transfiere al otro. formando una unidad isomaltosil. A esto 

lo sucede un nuevo ataque nucleofílico a otra molécula de sacarosa formando un 

nuevo intermediario enzima-glucosa. El C6-0H de este nuevo intermediario ataca 

al Ct de la unidad isomahosil (cadena de dextrana en crecimiento), el cual es un 

efecto de trasferencia del residuo de glucosa. Las unidades de glucosilos y 

dextranosilos se transfieren alternadamente entre los dos sitios nucleofílicos. 

conforme se va dando la elongación de la cadena de dextrana. La elongación de la 

cadena se termina y la cadena se libera por reacciones de aceptar. una de las 

cuales puede ser por una cadena de dextrana exógena para dar una unión de 

ramificación. 
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Fig. 1 Mecanismo para la síntesis de un glucano de 
en.laCEi" a.(1-6) por la dextransacarasa B-512 F;X1 y X2 
representan nucleofilos unidos al sitio activo. 
~sacarcsa. O glucosa. .c:::::J fructosa y dos 
residuos de glucosa unidos 0.(1-6). Robyt ec a~ (1974) 

Posteriormente Funane et al ( 1993), establecieron la validez de tal mecanismo 

mediante el estudio del número de sitios de unión de s-.u.·arosa unidos al sitio 

activo. el cual se determinó por el uso de diálisis de equilibio con 6-

deoxisaca~osa. el cual es un fuerte inhibidor competitivo para la dextransacarllsa. 

Para probar este mecanis1no Jos aulores inactivaron parcialmente la 

dextransacarasa haciéndola reaccionar con dietilpirocarbonato (DEP)~ el cual 

químicament~ modifica las histidinas de los sitios activos esenciales. Las enzimas 

parcialmente inactivadas se probaron para la síntesis de dextranas y para la 

síntesis de product<"s de aceptor de 1nalrosa. Ellos graficaron el logaritmo del 

porcentaje relativo de dextrana sintetizada y productos de la reacción de aceptor 

contra varios grados de inactivacicín enzimática (gr.ifica no mostrada en dicho 

artículo). de tal gráfica ellos observaron que la síntesis de dextrana disminuye en 

mayor grado que la sínrcsis de los productos de aceptor. 

El mecanismo propuesto requiere dos sitios de sacarosa para la síntesis de la 

dcxtrana y solo un sitio de sacarosa para las reacciones de aceptor. Cuando un 

sirio está rno<.Jiticado la sínlesis de Ja dextrana se detiene pero no asi Ja síntesis de 

productos de uceptor. Ja cual continua en el otro sitio. Por lo tanto Ja 1nayor 
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pérdida de la síntesis de dextrana en comparación con la menor pérdida de la 

síntesis de aceptores por enzimas modificadas en varios grados, proporcionó 

evidencia para el mecanismo de dos sitios para la síntesis de dextrana. 

Para la formación de dextranas insolubles. Zahnley y Smith (199.S) estudiaron la 

cepa B- l 3SS de Leu1:ono.rtoc 1ne.,·enteroide.v. Se conoce que este microorganismo 

produce al menos tres tipos de glucosiltransferasas (GTFs). Se identificó a la 

GTF-2 como una allemansacarasa y a la GTF-3 fracción L. como una 

dextransacarasa. Dichos autores encontraron que la OTF-1 fue el componente 

principal y la GTF-2 fué el componente minoritario de las fracciones del 

sobrenadante del cultivo. Sin embargo. el sobrenadante sintetizó glucano 

insoluble en agua. Tanto las fracciones del sobrenadante, como la GTF-1. 

produjeron patrones inusuales por HPLC que no se obtuvieron con las mezclas de 

GTF-2 y GTF-3. Las enzimas GTF-2. GTF-3 y la mezcla de ellas no tuvieron la 

capacidad de sintetizar glucanos insolubles, por lo que la GTF-1 es la enzima 

asociada a la producción del glucano insoluble. Este estudio se llevó a cabo a 

nivel enzimático .. pero no se propuso un mecanismo de síntesis. 

También Robyt y Taniguchi ( 1976) propusieron un mecanismo para la biosíntesis 

de ramificaciones con la dextransacarasa obtenida de Leuconostoc mese11teroide.r 

B-.S 12. Ellos propusieron un mecanismo en el cual un aceptar de dextrana C3-0H 

actua como un nucleófilo sobre el C-1 del final reductor del complejo dextranosil

dextransacarasa (Fig 2). de tal modo la dextrana se libera de la dextransacarasa y 

forma una ramificación~ por lo lanto no se requiere de una enzima ramificante. se 

pueden llevar acabo por reacciones de aceptor de Ja dextrana con el complejo 

dextranosil-dextransacarasa 
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Fig. 2 Mecanismo para 1a formación de ramificaciones. Una 
cadena de dextrana externa se une a 1a unidad g1ucosi1. 
formando un en1ace 0(1-3) g1ucosi1-dextrana (A) o se une 
a 1a unidad dextranosi1 formando un enlace 0(1-3) 
dextranosil-dextrana (Robyt y Taniguchi (1976) 

Por otra parte, Robyt y Martín ( 1983) propusieron la formación de glucanos para 

el microorganismo Streptocc>cc.·"·"' 111utan.,• 671 s. y encontrarun que existe una 

enzima glucosilt.-ansferasa que sintetiza solo glucanos solubles. mientras que 

existen dos isoenzimas glucosiltransferasas responsables de la síntesis de 

glucanos insolubles. Ellos estudiaron el mecanismo de síntesis de glucano por 

técnicas de pulso y búsqueda con 14C-sacarosa. encontrando que la sínlesis 

ocurre por lransferencia de un grupo glucosilo a la 1errninal reduclora de la cadena 

glucanosiJ .. el cual se manliene covalenlemenle unido al silio aclivo. 

4. DEXTRANAS DE Leuconostoc mesenteroides NRRL B-523 

De los primeros estudios realizados a la cepa B-523 de NRRL. se encuentra el de 

Jeanes et <1/ ( t 954 ). En esle .. se clasifica a la cepa como formadora de dextrana 

insoluble.. delerminando medianle análisis de oxidación que el conlenido de 

enlaces a( 1-3) glucopiranosilos es del 24%. También mostraron que la dextrana 

insoluble que produce esta cepa se solubiliza en solución de hidróxido de polasio 
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IN. Posterionncnte Durán (1990) estableció las condiciones de cultivo del 

microorganismo. así como sus parámetros cinéticos. encontrando siempre que la 

producción principal de la enzima glucosiltransferasa de esta cepa fué una 

dextrana insoluble. Finalmente. en el informe de Castillo et al (1992). quedan 

confirmadas la condiciones de cullivo para la ésla cepa, además de que se informó 

que el producto principal fué una dextrana insoluble con una producción del 90% 

con respecto a la sacarosa. 

La dextrana B-S23 fué clasificada por Seymour y Knapp (1980). dentro de una 

clase 111 de dextranas. A este grupo pertenecen una serie de dextranas 

consideradas como inusuales (B-1149 de Lmese11teroides). Zahnley y Smith 

(199S). sugiren que este tipo de dextranas inusuales podrían ser una fuente de 

valor para aditivos alimenticios .. edulcorantes anificiales. etc. Estas dextranas 

ofrecen propiedades de interés para aplicaciones en alimentos, ya que presentan 

poder edulcorante atenuado. no se hidrolizan por enzimas digestivas de 

mamíferos y son un nuevo tipo de agente espesante con enfoque a la salud debido 

a que fermentan en el colon (promotor de bifidus). 

16 
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IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. PRODUCCIÓN DE GLUCOSILTRANSFERASA 

1. 1. Microorganismo. 

El microorganismo Leucono.•toc me.•enteroide.• NRRL B-523 se obtuvo de la 

colección de Nothem Regional Research Center. Peoria llinois. Se panió de 

células liofilizadas. que una vez reactivadas se conservaron a 4 oC en una 

solución de· glicerol a una concentración del 25% v/v. Las soluciones así 

preparadas se emplearon como iniciadores de inóculos para fermentaciones a 

nivel matraz. A panir de estos gliceroles se prepararon nuevos iniciadores al 

término de un año. 

1.2. Medio de Cultivo. 

La composición del medio de cultivo fué la siguiente: 

Componente Concentración (gil) 

Sacarosa 

Extracto de Levadura 

K2HP04 

MgS04-7H20 

CaCl2·2H2 

Fe~04-7H20 

MnS04·7H20 

NaCI 
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En el caso de las fermentaciones alimentadas se empleó además: 

Componente 

Maltosa 

Tween80 

(Antiespumante) 

1 .3. Preparación de Jnóculos. 

Concentración 

JOgn 

lml 

__ ,,_ 

La activación del microorganismo se llevó a cabo en SO mi de medio estéril. El 

microorganismo se creció a 30 oC y agitación orbital de 200 rpm por 12 hrs o 

hasta alcanzar una densidad óptica cercana a 4. medida por turbidez a 650 nm de 

una muestra diluída 1:10. en un espectrofotómetro Spectronic 60J. Con este 

medio posteriormente se inocularon en O.S ó 1 L de medio estéril. constituyendo 

el 10% del volumen total y manteniéndose en las mismas condiciones que el 

anterior. 

2. FERMENTACIONES ALIMENTADAS. 

2.1. Se realizaron fermentaciones alimentadas con el fin de disponer de 

suficiente enzima para los esrudios. a nivel planta piloto en un fermenlador 

Microfer Fermentor New Brunswick Scientific Co .• equipado con una jarra de 14 

L con volumen de trabajo de 10 L. El pH se reguló a 6.9 con la adición de una 

solución de sacarosa alcalina (sacarosa a una concentración de 400 gil en 

hidróxido de sodio 2N). la agiración se manruvo a 400 rpm. aireación de 0 . .5 vlv 

y lempernrura de 29 oC. El inóculo fué del 10% del volumen 101al de lrabajo. 
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2.2. De igual forma se efectuaron fennentaciones alimentadas a nivel laboratorio 

en un fennentador SGI (Sentric Genic lndrustiel) Mod. 72, con jarra de 2 L y 

volumen de trabajo de 1 L (sin antiespumante). El pH se reguló a 6.9 con la 

adición de una solución de sacarosa alcalina (sacarosa a una concenlración de 

400 gil en hidróxido de sodio 2N). la agitación se mantuvo a 103 rpm. aireación 

de 0.5 v/v y temperatura de 29 <>c. El inóculo fué del 10% del volumen total de 

trabajo. 

Durante la fermentación se tomaron muestras cada hora y el crecimiento celular 

se determinó por turbidez a 650 nm (muestra diluida 1:10) en un 

espectrofotómetro UV/Vis Perkin Elmer. A cada muestra se les ajustó el pH a 5.2 

con ácido onofosfórico, se centrifugó y se determinó la actividad de 

glucosiltransferasa en el sobrenadante. 

2.3. Al final de fermentación se ajustó el pH a 5.2 con ácido onofosfórico. La 

glucosiltransferasa del sobrenadante se separó por centrifugación de la masa 

celular. al sobrenadante se le agregó sacarosa a una concentración de 20 g/I para 

inducir la formación de polímero, adicionándose después una solución de PEG 

1500 al 50% (v/v). Después de la separación de fases, la enzima se recupera por 

centrif"ugación. seguida de liofilización. 

3. ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

La actividad de la enzima glucosiUransrerasa de Leuc<Jnosl<'C 1ne.venteroide.v 

NRRL B-523 se cuantificó siguiendo la liberación inicial de azúcares reductores 

libres durante la reacción enzimática en presencia de 10% (w/v) de sacarosa a 

30 oc en amortiguador de acera1os 50 mM y pH 5.2. Los azúcares reductores se 

determinaron por el método del ácido 3.5 dinilrosalicílico (ONS) (Sumner 1935). 

Una unidad de actividad (UI) se define como la cantidad de enzima que libera un 
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micromol de fructosa por minuto a pH 5.2 y 30 <>c . 

... LAVADO DE LA ENZIMA. 

Parte de el co1nponente enzilnático liofilizado recuperado del sobrenadante de la 

fennentación. se lavó 3 veces con solución an1ortiguadora de acetatos con el fin 

de eliminar la actividad de polímeros solubles; se les midió actividad tanto a los 

3 sobrenadantes obtenidos. como a la fracción insoluble recuperada. 

5. SfNTESIS DE POLISACÁRIDOS. 

La obtención de polisacáridos se realizó bajo las siguientes condiciones: 

• Volumen de 300 mi de solución amoniguadora de acefafos 50 mM 

• pH 5.2 

• Temperafura 30 ºC 

•Concentración de sacarosa 10% (w/v) 

• Acfividad de enzima glucosillransferasa ( 1 Ul/ml). 

&. PURIFICACIÓN DE PRODUCTOS. 

Los polímeros insolubles se separaron por centrifugación. El precipitado 

(dextrana insoluble), fue lavado con agua desfilada para eliminar carbohidrafos y 

posteriormente liofilizarlo. El sobrenadante se dializó en 1nembranas de diálisis 

Spec1ra/Por MWCO 3,500 confra agua desfilada y posferiormenfe se liofilizó. 
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7. ANÁLISIS DE POLiMEROS Y CARBOHIDRATOS. 

7.1. Cromatografía en capa fina (CCF). 

El seguimiento de los productos de reacción se llevo a cabo por CCF en placas 

cromatográficas de sílica gel HP-K de IOXIO cm de Whatman. Las placas fueron 

impregnadas con una mezcla de dietanolamina O.IM y 10 mM de ácido acético 

en acetonitrilo y activadas a temperatura ambiente por una hora. La fase móvil 

fué acetonitrilo-agua 80:20 (v/v). El revelado de las placas se realizó rociándolas 

con una solución 4% de a.-naftol en etanol. ácido sulfúrico y agua 80: 10: 10 (v/v). 

colocándolas en una plancha de calentamiento a 100 oC. 

7.2. Hidrólisis de polímeros 

Hidrólisis ácida. Para llevar a cabo la hidrólisis ácida se emplearon 50 mg de 

polímero en HCI con una concentración final de 6 N. a temperaturas de 30 oC y 

80 oe. con tiempos de hidrólisis de 12 y 3 hrs. respectivamente .. 

Hidrólisis enzimática. Se empleó la enzima dextranasa (EC. 3.2.1.1 1) de 

Pe11icillium sp. obtenida de SIGMA. Se utilizaron SO mg de polfme.-o en 10 mi 

de solución amoniguadora de acetatos 50 mM. pH 5.2. a 30 oC con 0.5 UJ/ml de 

enzima dex.tranasa. 

7.3. Análisis de carbohidratos 

Análisis por Kit enzimático. Se midió fruclosa y glucosa liberados durante las 

reacciones de síntesis de dextranas por medio de Bioanálisis enzimático (D

Glucosa/D-Fructosa. método de UV (Boehringer Mannheim). 

La concentración de sacarosa se determinó por medio de un analizador 

bioquímico YSI 2700 Select (E.U). que tiene invenasa y glucosa oxidasa 

inrnobilizadas en una membrana 
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7.4. Estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). 

Se realizaron análisis de RMN en un equipo Varían Unity de 300 MHz para 1 H y 

75 MHz para 13c. 

Dextrana Soluble de L mese11teroide.<. NRRL 5 l 2:RMN de 1 H (300 MHz, D20) 

o ppm: 4.88 (d, H-1 1=3.3 Hz),3.79 (m. H-5), 3.78 (dd, H-2. 9.6,3.3 Hz),3.72 (m, 

H-6A). 3.56 (m, H-69), 3.53 (t. H-3. J=9.3Hz),3.33 (t, H-4, 1=9.6 Hz). 

RMN de 13C(75 MHz. D20) o ppm: 97.3(C-I). 73.09(C-2). 71.l(C-3), 69.8(C-

4). 69.2(C-5),65.3(C-6). 

Dextrana Insoluble de Lmesenteroides. NRRL 523: RMN de 1 H (300 MHz. 

D20) o ppm: 5.35 (d,H-1 al-3). 4.97 (d,H-1' al-6) 

13C RMN (75 MHz, D20) o ppm: 100.42(C-I). 98.367(C-I'), 82.7(C-3), 75.1 

(C-5) 74.2(C-2'), 72.9(C-2). 72(C-3'), 7 J.2(C-4), 70. 7(C-4'), 70.2(C-5'), 66(C-6'). 

61(C-6). 

Dextrana Soluble de L.mesenteroide.<. NRRL 523: RMN delH(300 MHz. D20) 

o ppm: 4.8 (d. H-1) 

RMN de l 3c(75 MHz. D20) o ppm: para la dextrana 98.4 (C-1 ). 74. 1 (C-2). 

72.l(C-3), 70.9 (C-4), 69.9(C-5), 66.3(C-6) y P"ra I" Jevana 104.9 (C-2), 81 (C-

5), 77.2(C-3), 76.2(C-4), 64.1 (C-6), 61.1 (C-1 ). 

Le vana de Bac:i/lus subtilis RMN de l 3c (75 MHz. D20) o ppm: 105 (C-2). 

81.1 (C-5), 77.2(C-3), 76 (C-4), 64.2 (C-6), 60.8(C- 1 ). 
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V. RESULTADOS V DISCUSIÓN 

1. PRODUCCIÓN DE GLUCOSILTRANSFERASA DE Le11cono:sloc 

"'e:se11teroide:s NRRL B·523. 

Para la obtención de la enzima glucosiltransferasa de Leuconostoc: me.~e11t~roides 

NRRL B-523, en cantidad suficiente de forma que se pudieran llevar a cabo los 

estudios de reacciones de síntesis de polímeros. se realizó una fennentación 

alimentada de 1 O L. empleando la metodología propuesta por López y Monsan 

( 1980) y con la adición de maltosa al medio de fermentación para evitar el 

crecimiento de grandes cadenas poli~ricas, así como Tween 80 que favorece la 

excreción de proteínas (Durán 1990). 

La recuperación de la enzima se realizó empleando el fenómeno de separación 

por incompatibilidad de polímeros (Kula 1979), que se presenta al adicionar una 

solución de PEG hasta llegar a la concentración a la que existe separación de 

foses. En una de éstas, la enzima se paniciona asociada a polímero, recuperándose 

así un porciento elevudo y separado del resto de las proteínas del sobrenadante de 

la fermentación. 

1. 1. Estabilidad de la cepa Leuconostoc mesenteroides NRRL B-523. 

Con la finalidad de establecer resultados reproducibles se llevaron a cabo 

t'Crmentaciones. tanlo en lote en matraz como fermentaciones alimentadas. 

verificando la producción de polímeros así como la estabilidad de la enzima en 

términos de actividad. En las figuras 3 y 4 se presenta la cinética de fermentación 

para fermentaciones alimentadas en dos etapas durante el desarrollo de este 

trabajo. La figura 3 corresponde a la cinética de crecimiento del microorganismo 

durante las prirneras etapas del proyecto. preparado el inóculo a panir de un 
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liofilizado y la figu~a 4 a la cinérica de crecimienlo del microorganismo después 

de un periodo de meses de almacenamienlo del microorganismo en gliceroles. 

ColllO puede observarse. en ambos casos la producción de enzima con mayor 

acrividad se presenla enlre la fase logarítmica y la fase esracionaria de 

crecimiento. en ambas etapa.,. a partir de la quinla hora. La principal diferencia 

enlre las dos curvas son los niveles de crecimiento y de actividad. siendo siempre 

muy bajos los correspondientes a la segunda etapa. los cuales se parecen más a los 

resultados de una cinélica para fermentación por lotes (Durán 1990). y no a los 

resullados de una fermentación alimentada. Eslo es posiblemenle debido al 

tiempo en que los microorganismos se conservaron en medio con glicerol hasta 

realizar la resiembra (1 año). En ambos casos la actividad se midió solo en el 

sobrenadante. con el antecedente de que la enzima es exlracelular. 

Los rendimientos de las fennenlaciones realizadas con el microorganismo L 

mesenteroide.•. se presentan en la tabla l. Se muestran los valores de actividad 

recuperada y actividad al final de las fermentaciones. para distintas etapas de 

producción de enzimas. Los resultados de la primera etapa corresponden a la 

producción de enzima cuando el microorganismo se acrivó del liofilizado. en 

1an10. la segunda elapa se trara del mismo tole de liofilizado conservado en 

gliceroles y resembrado al año. No se realizaron fermentaciones en tole cuando el 

microrganismo se enconiraba activado del liofilizado. 
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Flg. 3. Ejemplo de las cinéticas de fermentaclónes alimentadas de 
la cepa de Leuconostoc mesantemidea NRRL B-523, en la etapa 
inicial del proyecto (10 l). 

s 0.5 

~ 
0.4 1 .. 

31 0.3 1 2 0.2 

1 0.1 1 
o o.o 

o 2 3 .. 5 6 7 8 - --... - Tlempo(h) ·----
Flg. 4. Ejemplo de las cinéticas de fermentación alimentada para 
la segunda etapa del proyecto, de la cepa de Leuconostoc 
mesenteroides NRRL B·523 (1 1). 

25 



! ¡ 
1 
¡. 
l 
1 ¡_ 

1 

1 

L 
l 
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La diferencia enrre los valores correspondienres a la segunda erapa para 

fermentaciones alimentadas y en lotes. muestran la conveniencia de utilizar la 

fermenración alimenrada en la producción de la enzima glucosiUransferasa. 

Tebl• l. Balance comparativo de diferentes fermentaciones para la 
obtención de glucosiltransferasa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
523 

la. Erapa 2a Erapa 2a. Erapa 

Tipo de fermenración alimentada alimenrada Lotes 

Volumen de IOL IL IL 
fermenración 

Acrividad recuperada* 427 UJ/g 93 Ul/g 19 UJ/g 

Acrividad al final de la 1.3 Ullml 0.45 Uf/mi 0.20Ullml 
fennenración 

·-*Después de la separacmn de fases con PEG y hofihzar. 

De estos daros. se observa que al resembrar Jos n1icroorganismos la cepa perdió 

esrabilidad en cuanro a la producción de enzima glucosiltransferasa. En la rabia l. 

esto corresponde a los valores comparativos entre la primera y segunda etapa. Las 

causas por las cuales la actividad se ve drásticamente disminuida pueden ser 

diversas. para demostrar esto se requeriría de un estudio metódico en el que se 

resiembre el 1nicroorganismo mientras se evalúa Ja producción enzimática. por Jo 

que la esrabilidad de la cepa sería objerc; de un esrudio diferenre a los objerivos 

propuestos en este tr...tbajo. 

El comportamiento de la cepa fué reproducible en fas fennentaciones posteriores~ 

ya c1ue aJ año se volvieron a preparar rnedios con gliceroles para preservar al 

1nicroorganis1no. Sin ernbargo. nunca se recuperaron ni los niveles de actividad ni 
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el comportamiento de la enzima activada del microorganismo liofilizado. pero 

debido al avance logrado con la primera cepa y sus características se hará 

referencia principalmente al polímero obtenido por esta primera enzima. 

2. PRODUCCIÓN DE POLfMEROS. 

Para poder estudiar el mecanismo de insolubilización de In dextrnnn sintetizada 

por la dextransacarasa de L mesenteroide.v NRRL B-523~ se establecieron las 

condiciones de síntesis de dextranas, que pennanecieron fijas para todos los 

experimentos de síntesis de polisacáridos. 

Con el fin de determinar el tiempo óptimo de síntesis de polisacáridos. se llevaron 

a cabo reacciones en las que se midieron los azúcares reductores y el consunK> de 

sacarosa. Como se muestra en la figura s. para una reacción de ocho horas (Durán 

1990). In sacarosa que ha reaccionado corresponde al 90% del total. por lo que fue 

necesario alargar aún más el tiempo de reacción. Posterionnente se realizaron 

reacciones de síntesis, las cuales se siguieron por CCF durante diez horas. 

Mediante la CCF se pudo apreciar In desaparición total de sacarosa. así como el 

incremento de fructosa y glucosa a lo largo de cada reacción. Por lo tanto se 

consideró que diez horas de reacción eran el tiempo adecuado para que se 

consumiera toda la sacarosa adicionada como sustrato al inicio. bajo las 

condiciones previamente establecidas. 
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Flg. 5. Liberación de fructosa y consumo de sacarosa durante la 
reacción de síntesis de dextranas por dextransacarasa de 
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-523. 

La purificación parcial del polímero insoluble se realizó centrifugándolo para 

separarlo de los otros productos de reacción solubles. lavándolo y finalmente 

eliminando el agua residual por liofilización. Por otro lado. no fue posible obtener 

el polímero soluble por precipitación alcohólica como se ha reponado 

comúnmente (Jeanes et al 1954). ya que la concentración de polímero fué muy 

baja. dificultando la recuperación. Por esta razón fué necesario purificarlo de los 

otros productos de reacción mediante diálisis del sobrenadante .. para retener los 

polímeros de peso molecular mayor a 3.500 D y finulmenre se liofilizaron. 

En la tabla 11 se presenta el balance de materia de la reacción de síntesis de 

dextranas. Puede observarse que en este caso. la proporción de polímeros 

insolubles 110 es tan alta corno la que se ha descrito en la literatura (Durán 1990. 

Castillo et al 1992). Sin embargo. al observar la cantidad de glucosa y fructosa 

liberados al 1neJio. es evidente que existe un comportamiento enzilnático 

diferente al infornu•do con anterioridad para la dextransacarasa de este 
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microorganismo (Jeanes el al 19.S4. López el al 1992). Se observa una cierta 

cantidad de glucosa libre. no esperada en una reacción exclusivamente con 

dexrransacarasa. Tal comportamiento puede deberse a Ja presencia de inverrasas ó 

levansacarasas producidas al mismo tiempo que la dextransacarasa. Esta situación 

ha sido descrita para L. me.renter"ide.r y S. 1nu1an.r. habiéndose encontrado la 

presencia de levanas además de las dextranas que comúnmente se producen 

(Seymour y Knapp 1 980). 

Tebt• 11. Balance de materia de productos de la reacción de síntesis de 
dextranas: Base 30 g de sacarosa ( apro>c. 15 g de fructosa y 15 g de 
alucosa> 

En términos de Glucosa En términos de Fructosa 

GJuT=OluL+GJuoJ+Gluos= l.S g FrucT= FrucL + Fruc Sol.= IS g 

GluL= 4.02g FrucL= 13.7 g 

Gluo1= 8.70g FrucsoJ= ----
GIUSol= l.90g FrucTExp= 13.7 g 

GIUTExp= 14.62 grs 

Glu= glucosa; Fru=fructosa; Subíndices: T= total; L=libre; Dl=De>ctrana 
insoluble; SOl=solubles; T Exp= total experimental 

3. EVOLVCIÓN DE LA SÍNTESIS DE DEXTRANA INSOLVBLE. 

Dentro de las hipótesis iniciales de este trabajo. se planteó que durante Ja síntesis 

de dextrana insoluble se requería de un paso inicial de dextrana soluble. la cual 

sería insolubilizada posteriormente. esto de acuerdo a infom1es anteriores en los 

cuales se describía la producción de dextrana insoluble como producto principal 
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(98%), además de que durante la reacción de síntesis se observaba que a la quinta 

hora de reacción la dextrana se veía incrementada bruscamente (Castillo et al 

1992, Durán 1990). 

En este estudio se trataron de encontrar las evidencias experimentales que 

confinnaran esta hipótesis. La primera de ellas realizando detenninaciones de 

viscosidad del medio durante la síntesis de las dextranas. Al encontrarse en fase 

soluble, la dextrana proporciona una cierta viscosidad al medio. la cual en el 

momento de insolubilizarse debería verse modificada. 

1.a 

1 1.'7 

J 1.• 

1. !S 

1 •• 

• 

a • 

6 • 

a 
a 

JO 
Hn 

Flg.e. Comportamiento de la viscosidad en el sobrenadante 

durante la reacción de síntesis de dextranas 

En la figura 6 se presenla el comportamiento de la viscosidad del medio en 

relación al tiempo de reacción. Como puede observarse no fué evidente un 

cambio en la viscosidad. es decir. no hay una disminución que mostrara la 

insolubilización del polímero provocando una caída en los valores de la 

viscosidad. Por el contrario. la viscosidad se incrementa ligeramente durante toda 

la reacción. lo cual sin duda corresponde a un incremento de la producción de 
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dexlrana soluble duranle toda la reacción. 

Por lo anterior, se cuantificó la producción de dexlranas durante la reacción. 

Como se muestra en la figura 7 en términos de peso seco la dexlrana insoluble se 

presenta desde el inicio de reacción incrementándose hasta el final. mientras que 

la dextrana soluble muestra cierta producción durante la prilllCras 3, horas de 

reacción con una aparente estabilización a partir de ese tiempo y hasta que 

concluye la reacción. Como se observó en la tabla 11, la cantidad de dextrana 

soluble es muy pequeña, lo cual no permitió recuperarla de los olros productos en 

el medio. Además, que para no afectar la reacción las muestras lomadas por hora 

fueron de 5 mi, por lo 1an10, los resultados graficados incluyen sacarosa, glucosa 

y fruclosa. 

0.15 0.4 

1 l 
5 0.10 0.3 ! 

o.os 0.2 

,,_ __ ..._ __ _._ __ _._ __ __._ __ _. __ __i,. 0.1 

12 2 4 6 • 10 
Tiempo (ffrs) 

- DI 
DS y azúcares 

Flg. 7 Producción de dextrana insoluble y soluble durante la 

reacción de síntesis 

Con el fin de corroborar la misma hipótesis se hicieron pruebas directas de la 

dependencia de la dexlrana insoluble con respecto a la dex1rana soluble. Se 

llevaron a cabo reacciones en las cuales se colocó dextrana soluble con la enzima. 

Al consu1110 total de sacarosa se cuantificaron los productos de reacción. Se 
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recuperó la dextrana soluble en la misma cantidad qu.; la adicionada al inicio de 

reacción y además dextrana soluble que correspondería a la formada a panir de la 

sacarosa. así coDK> dextrana insoluble también proveniente de sacarosa. Con este 

experimento se esperaba que la enzima por si sola llegara a utilizar la dextrana 

soluble por medio de reacciones de desproporción para formar la dextrana 

insoluble. 

Por otra parte. se llevaron a cabo reacciones de síntesis de polisacáridos para las 

cuales se realizaron lavados con solución amortiguadora a la enzima (materiales y 

métodos). Al determinar la actividad de sobrenadantes e insolubles de tales 

lavados. se observó que los sobrenadanates tienen la capacidad de sintetizar 

dextrana insoluble y dicha capacidad disminuye de acuerdo al número de lavados. 

mientras que el insoluble se empleo para realizar una serie de reacciones de 

síntesis de polisacáridos como se describió en la metodología. En la tabla 111 se 

muestra la producción de polisacáridos empleando diferentes porcentajes de de 

sacarosa. Se observa que la fracción insoluble de la enzima presentó mayor 

producción de poUmero soluble que de insoluble. esto significa que no toda la 

enzima que sintetiza poUmero insoluble se encuentra asociada a éste y que pane 

de la enzima formadora de dextrana insoluble de ésta cepa, puede solubilizarse 

del liofilizado enzimático. 

Por último. se hicieron reacciones disminuyendo la concentración de enzima y por 

ende la velocidad inicial de reacción con el propósito de alargar en tiempo los 

primerus eventos de la reacción. Sin embargo. aún a una concentración de enzima 

de 0.25 Ul/ml de reacción. se encontró presencia de dextrana insoluble durante la 

primera hora de reacción. Al parecer la formación de.dextrana soluble es paralela 

a la formación de dextrana insoluble. 
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Tllbl. 111. Producción de polisacáridos solubles e insolubles de síntesis de 

dextranas emolando distintos nnrcentaies de sacarosa 

% de sacarosa % de conversión Poi isacáridos Polisacáridos 

adicionada de sacarosa insolubles solubles 

2/ IOOml 2/IOOml 

2 80 0.4622 0.194 

4 67.5 0.532 0.615 

6 73.3 0.6627 1.026 

8 72.5 0.7559 J.0308 

Con esta serie de experimentos observamos que la dextrana insoluble al parecer 

no requiere de una fase soluble para formarse, Jo cual nos sugiere la posibilidad 

de dos tipos de enzimas glucosiltransferasas, una con capacidad de formar 

polímeros insolubles y otra de formar solubles, dichos resultados se asemejan a la 

cepa NRRL- 1355 de L. me.<enteroide.• en cuanto a la producción de 

glucosiltransferasas, ya que esta cepa presenta tres enzimas con capacidades 

distintas de formación de polímeros solubles e insolubles (Zahnley y Smith 1995). 

Los experimentos realizados no son concluyentes en cuanto a la detección de una 

fase soluble que preceda a la insoluble. Si necesita pasar por tal fase, occurre de 

manera muy rápida en los primeros eventos de reacción y se puede ir dando 

rápidamente a lo largo de toda la reacción, pero como se verá más adelante, la 

diferencia de la dextrana soluble y la insoluble no solo es física, sino estructural. 

4. ESTUDIO DE LOS POLISACÁRIDOS 

Paralelarnente .a Jos estudios de síntesis de polín1ero insoluble~ y con el fin de 

conocer n1ás acerca de la composición y estructura de los polisacáridos 
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producidos por las· enzimas del sobrenadante de cultivo de esta cepa de L 

me.'ie11teroide.'f., se llevaron a cabo varios experimentos con los siguientes 

resultados. 

4. 1. Hidrólisis 

Como primeros experimentos para obtener la composición de los polisacáridos 

(soluble e insoluble)., se llevaron a cabo hidrólisis tanto ácidas como enzimáticas 

sobre los polímeros finales ya purificados. 

Las hidrólisis ácidas se realizaron de manera exahustiva, encontrando que el 

polírnero insoluble esta compuesto únicamente por glucosa, mientras que en los 

análisis del polímero soluble se encontró glucosa y fructosa, ambas detectadas por 

CCF. 

La hidrólisis enzimática no se consiguió de manera exahustiva para la dextrana 

insoluble ya que sólo la hidroliza parcialmente, debido a que la dextranasa 

utilizada es específica para enlaces del tipo ( 1-6) a-D-glucopiranosilos. Los 

productos de reacción fueron isomaltosa., maltotriosa. maltotetrosa, maltopentosa., 

maltohexosa., además de residuos de polímero insoluble sin hidrolizar., mientras 

que para la dextrana soluble se detectaron isomaltosa, como último residuo de 

hidrólisis y maltotriosa, maltotetrosa. maltopentosa y maltohexosa, como residuos 

sin tenninar de hidrolizarse. En ningún caso se encontró como producto la 

nigerosa (enlaces al-3). De eslos resultados, se deduce que el polisacárido 

insoluble tiene una estructura más compleja que el soluble. ya que la dextranasa 

no lo hidrolizó totalmente a diferencia del soluble. 

También se cuantificaron los productos de hidrólisis en términos de glucosa y 

fructosa mediante un kit enzimático. Los resultados se muestran en la tabla IV. 

donde se observa que para la dextrana soluble de la cepa B-512 (usada como 

referencia) e insoluble de la cepa B-523, eslán conslituídas de glucosa 100%, 
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mientras que los resultados para el polisacárido soluble mostró que además de 

contener glucosa (por hidrólisis enzimática). contiene fructosa. (por hidrólisis 

ácida): ello nos presenta evidencia de que el polímero soluble está constituído por 

dos tipos de polímeros diferentes, que corrresponden a una dextrana soluble y a 

una levana también soluble. Esto se comprobaría más adelante mediante los 

estudios espectroscópicos. 

T•bl• IV. Cuantificación de los productos de hidrólisis de las dextranas 

obtenidas 

Dextrana Hidrólisis Glucosa .. n Fructosa .,11 

Blanco taaua> Acida o enzim. - -
DS B-512 ácida* 1.2128 -
DI B-523 ácida 0.2691 -
DS B-523 ácida 0.3785 0.2361 

DS B-512 enzimática•• 0.2275 -
DI B-523 enzimática 0.1231 0.017 

DS B-523 enzimática 0.1816 -
DS=dextrana so1ub1e. DI=dextrana inso1uble 
*50 mg de1 polímero en 10 ml (6N HCl) y a eooc 
** 50 mg del polímero en 10 ml de so1uci6n amortiguadora de 
acetatos SOmM. pH 5.2, 30°c y 0.5 UI/ml de dextranasa. 

4.2. Estudios de Resonacia Magnética Nuclear (RMN). 

La dextrana insoluble de L mesenterorides NRRL B-523 se ha considerado 

dentro de una clase 111 de dextranas (Seymor y Knapp 1980), indicando que una 

característica de esta clase de dextranas es que presentan una banda de absorción 

en infrarrojo (IR) a 822 cm-1, por lo tanto inicialmente se llevaron a cabo estudios 

de IR. La dextrana insoluble, es un polímero amoño pero al hidratarse y dejarlo 
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secar a temperatura ambiente sobre un vidrio forma una película transparente, por 

lo que se pudo realizar análisis de absorción en el IR mediante las técnicas de 

película y de pastilla (empleando la de><trana seca). 

En ambos casos (IR de pastilla ó película), no se observó ninguna banda a 822 

cm-1, mientras que. las bandas correspondientes a los grupos hidroxilos fueron 

tan grandes y anchas que no fué posible detectar cualquier banda pequeña como 

lo indicada dicho autor. Se hicieron por tanto. amplificaciones de la zona entre 

540 y 880 cm-1 (Espectro A). Con esta amplificación se puedo detectar la banda 

de absorción de 821.6 cm-1 correspondientes a enlaces del tipo (1-3) ot-D

glucoporanosilos de forma consecutiva, no así la banda de 793 cm-1. Este 

resultado concuerda con los resultados de análisis previos de metilación y 

oxidación con periodato. que la dextrana insoluble de esta cepa contiene una alta 

proporción de enlaces (1-3) a-D-glucopiranosilos. 

Para los estudios de RMN se tomó como estándar a la de><trana soluble de L. 

me.<enteroide.< B-512 con un peso molecular promedio de 500,000 D. la cual 

contiene una proporción de 95% de enlaces ot(l-6) y 5% de enlaces ot(l-3) (Van 

Cleve er al 1956). Espectros 1-4. 

El espectro no. 1 corresponde a la RMN 1 H en la cual se aprecia claramente el H 

del carbono anomérico (S 4.88 ppm. el ; J=3.3 Hz) el cual ocupa la posición 

ecuatorial <13> por lo que el carbono se encuentra en la posición axial y por 

consiguiente la unión C-0-C es de tipo a. La asignación de los demás hidrógenos 

se hizo apoyándonos tanto en la RMN l 3c , como en el e><perimento HETCOR 

(espectro no. 4). 

¡.,¡ La asignación de cada carbono (espectro no. 2 de l 3c) se llevó a cabo de acuerdo 

~ al desplaza1niento de la glucosa. Es evidente el deslizamento a can1po más bajo de 

los C-1 y C-6 los cuales eslan involucrados en el enlace ( 1-6) ot-D

glucoporanosilos. El espectro no.3 (DEPT) nos nn1estra los carbonos que 
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corresponden a melinos (C-1 al C-5). a entre 68 y 74 ppm. y el correspondiente al 

metilcno del C-6 con a 65.3 ppm. 

Por último el espectro no. 4 corresponde a un experimento HETCOR en el cual se 

correlacionó cada carbono con su respectivo hidrógeno. La tabla IV presenta la 

asignación de carbonos e hidrógenos para la dextrana NRRL B-5 12. Con base en 

estas asignaciones. hacemos las ref"erencias correspondientes y las 

dif"erenciaciones necesarias para el estudio de los espectros obtenidos para 

nuestras dextranas. 

Por otro lado es importante considerar que la dextrana NRRL B-512 es una 

dc:xtrana soluble de un peso molecular promedio a 500,000 D. por lo tanto se trata 

de un polímero poco disperso. habiéndose obtenido señales bastante definidas y 

con poco ruido espectral. 

Table v. Desplazamientos qulmicos (a) de RMN de 1H y 13c para la 
dextrana obtenida de L. mesenteroides NRRL B-512 en 020 

No.dcH a(ppm) Multiplici- J(Hz) No.deC a(ppm) 

dad 

H-1 4.88 d 3.3 C-1 97.3 

H-2 3.78 dd 9.6;3.3 C-2 69.3 

H-3 3.53 t 9.3 C-3 73.1 

H-4 3.33 t 9.6 C-4 71.1 

H-5 3.79 m C-5 69.8 

H-6A 3.72 m C-6 65.3 

H-68 3.56 m 

También cabe aclarar que los espectros obtenidos para las dextranas sintetizadas 

por las enzimas obtenidas en las diferentes etapas de fermentación de este 
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proyecto. tuvieron las mis1nas características y presentaron espectros similares, 

por lo que se presenta sólo una serie de espectros y no los correspondienles a cada 

polímero de las distinras sínlesis. 

Uno de los principales problemas que se presenló en la realización de los 

experimenros de RMN. para el análisis de la dexlrana insoluble. fué el de 

dispersar al polímero en un disolvenle adecuado. El polímero es insoluble en la 

mayoría de los disolvenles de uso común en resonancia (DMSO, agua y piridina); 

por lo ranro. hubo que solubilizarlo bajo condiciones de basicidad ( 020 y sosa), 

obleniendo un pH cercano al 14. Aún así la solución se presenló muy viscosa y 

opalescente. por lo que no se pudieron realizar los experimentos de HETCOR y 

COSY 

A la dexrrana insoluble se le hicieron espectos de RMN del3c a diferenres 

1empera1uras dado que se enconlró un informe previo (Seymor y Knapp 1980). el 

cual considera una lemperatura de 9()0 como más apropiada ya que disminuye la 

viscosidad de la muestra y resuelve mejor las señales: en nuestro caso se encontró 

que a remperatura de aproximadamente 6()0 las señales son más claras, por lo que 

en lo sucesivo se llevaron a cabo a tal temperatura sin hacer ya referencia de ello. 

Los espectros 5 al 7 muestran ésta diferencia. el no. 5 corresponde a 34º. el no. 6 

a 600 y el no. 7 a 9()0. 

El especllo no. 8 corresponde a la RMN de lff para la dexrrana insoluble, las 

señales para los hidrógenos 2 al 6 no son claras debido a la poca solubilidad y alta 

viscosidad de la muestra. por lo que no se pudo calcular la constante de 

acoplamiento para el H-1 anoinérico, sin embargo el la dextrana presenta enlaces 

de tipo a. El espectro para este polímero difiere ampliamente en cuanto a 

resolución se refiere con el espectro no. 1 de la B-512, puesto que se trata de una 

dextrana nativa dispersa. 

La mayor información se obruvo de la RMN de l 3c ( especrro no.9), el cual 
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muestra claramente 2 carbonos de lipo anomério (C-1) con l\100.4 y 98.3 ppm los 

que corresponden a Cl de los enlaces a(l-6) y a(l-3). La siguiente señal con li82 

ppm es característica de C-3 para 3 mono-O- sustituidos. Los carbonos 2.4,5,6 y 

2º.3'.4º.Sº que no cstan participando. en Jos enlaces glucosídicos. se encuentran en 

la zona de 66-178 ppm. mientras que el C-6 correspondienle al enlace a( 1-6) se 

encuentra a 66 ppm. Comparando este espectro con el no. 2 de la B-512. 

podemos diferenciar claramente que la dexlrana insoluble está constituida por 

más de un tipo de enlace, pueslo que las señales se encuen1ran multiplicadas y 

tenemos la presencia de dos tipos de carbonos anoméricos. Las señales que 

corresponden con las del espectro no. 2 (dextrana lineal) están marcadas del I' al 

6' 

Por lo tanto, del especlro no. 9 se dedujo que la dex1rana insoluble está 

constituída por enlaces a(l-6) y a(l-3) D-glucopiranosídicos. lo cual esta acorde 

con los análisis de ,metilación realizados previamene a éste polímero, los que 

indicaron estaba constituídos del 66% de a(l-6). 24% a(l-3) y 10 % a(l-4) 

(Jeanes 1954). Ahora bien, los enlaces de tipo a(l-4) D-glucopiranosídicos, no se 

detectaron por las técnicas de RMN. esle hecho ha sido informado con 

anterioridad por Seymour et al ( 1979): mediante el análisis de un amplio número 

de dextranas en el que encontraron que aquellas que presentaron porcentajes de 

enlaces de menos del 10% de abundancia no eran detectados por las técnicas de 

RMN. 

Los espectros de la dextrana soluble muestran la evidencia concreta de la 

existencia de dos tipos de polisacáridos: una dextrana y una levana. 

El espectro de RMN de IH (espectro 10), muestra una señal a li 4.8 ppm 

correspondiente al H-1 anomérico de la dextrana y en la zona de 3.3-4.6 ppm se 

encuentran las señales que corresponden a los hidrógenos de Ja dextrana y levana. 

los cuales son difíciles de asignar debido a la amplia mul1iplicidad y poca 
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definición del espectro. 

En el espectro de RMN de t 3c (espectro 11 ). las señales correspondientes a cada 

carbono son más claras con respecto al hidrógeno. Los desplazamientos químicos 

siguientes :3 98.4 (C-1 ), 74. l(C-2). 72. l(C-3). 70.9 (C-4). 69.9(C-5) y 66.3(C-6) 

(ppm), corresponden a la dextrana. Estas señales son las de mayor intensidad y 

son características de una dextrana lineal unida por enlaces a(l-6) D

glucopiranosídicos como puede observarse si se compara con las señales del 

espectro no. 2 de la B-5 12. Tanto el C-1 como el C-6 se encuentran desplazados a 

campo más bajo de la posición normal de la glucosa libre. por estar involucrados 

en el enlace glucosídico. 

Con intensidades relativantente menores a la dextrana lineal,, se encuentran las 

señales para la levana que presentó (ppm):3104.9 (C-2). Sl(C-5). 77.2(C-3). 

76.2(C-4). 64.1 (C-6). 61.l(C-1). La asignación de cada carbono se llevó a cabo 

por homología con los análisis de compuestos l}-D-fructofuranosilos de Seymour 

et al (1979). y con el espectro de una levana obtenida de B. subtilis (espectro no. 

12). La levana se encuentra unida mediante enlaces jl(2-6)D-fructofuranosilos. ya 

que los carbonos involucrados en el enlace fructosa-fructosa se encuentran 

desplazados a campo más bajo de la posición normal de la fructosa libre. El C-2 

aproximadamente se desplaza 6 ppm y el C-6. 3 ppm. 

Finalmente.. en relación a este espectro no se observan señales que indiquen la 

presencia de unión glucosa-fructosa de manera libre como sacarosa. 

Con base a las asignaciones de los polímeros soluble e insoluble,, encontramos 

que la diferencia entre ambas dextranas es en relación a la proporción y orden de 

enlaces que las constituyen: la dextrana soluble es un polímero lineal con enlaces 

a( 1-6) D-glucopiranosídicos. y la dextrana insoluble esta ramificada y presenta 

uniones a( 1-6) D-glucopiranosídicos. y a( 1-3) D-glucopiranosídicos. éste último 

de forma consecutiva. 
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Así. la insolubilidad de dicha dextrana se basa en la distribución y alto porcentaje 

de los enlaces a(l-3) D·glucopiranosídicos, esto sucede con otras dextranas 

insolubles, por ejemplo la B-1355 de L me.<enteroides. que también está 

constituida por una alta proporción de enlaces a(l·3)D-glucopiranosídicos 

(Seymour et al 1979). 

Si consideramos que la relación de enlaces a(l-6) a a(l-3). es de 3: 1 determinado 

por análisis de metilación y oxidación con periodato (Jeanes et al 1954). y que los 

enlaces a(l-3) se encuentran de manera consecutiva. además de Ja alta posibilidad 

de que los enlaces a(l-3). se encuentren en la cadena principal (por analogías con 

otras dextranas de L mesenteroides). Se piensa que sería remoto que la enzima 

formara primero largas cadenas de dextrana soluble que constara de enlaces 

a(l-6) consecutivos. y que despues esta cadena se insolubilizara mediante la 

incorporación de enlaces a(l-3). Con base en estas reflexiones, y a que no 

encontramos alguna evidencia experimental que soportara la hipótesis planteada 

al inicio de este proyecto, se propone que la formación de las dextranas soluble e 

insoluble se llevan a cabo por dos enzimas glucosiltransferasas distintas, y que 

una no necesita de la otra para sintetizar la dextrana correspondiente. Para 

comprobar tal aseveración. habría que llevar a cabo la purificación de las enzimas 

del sobrenante de cultivo de la cepa B-523. definir los parámetros cinéticos para 

cada enzima.y posteriormente realizar los estudios de la síntesis de dextranas. 

Por último, la necesidad del conocimiento profundo de los carbohidratos 

estructuralmente hablando. nos hace reflexionar en el establecimiento de técnicas 

de sec.uenciamento de azúcares. ésto con el fin de poder sintetizarlos (enzimática 

ó químicamente) y de poder obtener compuestos miméticos basándose en el 

conocimiento de la secuencia y las interacciones de los carbohidratos con otras 

moléculas. 

41 



l 
1 

L 
1 
l 

1 
l 
\ 
1 

Concluaic:>nlN 

VI. CONCLUSIONES 

Al analizar la estructura de los polisacáridos producidos por las enzimas presentes 

en el sobrenadante del medio de cultivo. se encontró que además de la producción 

de glucosillransferasas. existe una levansacarasa responsable de la formación de 

un polímero de fructosa. De acuerdo con los estudios de RMN este potrmero de 

fructosa es una levana que consta de enlace ~(2-6) muy similar a las levanas que 

se obtienen por B. sultili.•. 

La enzima glucosiltransferasa no tiene la capacidad de insolubilizar a la dextrana 

soluble. si se adiciona sin sacarosa. Además. la dextrana soluble no actuó como 

inhibidor de la síntesis de dextrana insoluble cuando se le adicionó la sacarosa 

corno sustrato. 

Mediante los estudios realizados durante la formación de dextrana insoluble. no 

se detectó que existiera una fase inicial de producción de dextrana soluble. Al 

parecer. pasando los primeros minutos de reacción ambos se sintetizan de manera 

paralela por lo cual se presentan desde los primeros eventos de reacción. 

Leuc:o11ostoc me.•enteroide.• NRRL B-523 produce por lo menos tres diferentes 

enzimas: dos dex.transacarasas y una levansacarasa 
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La principal diferencia estructural entre las dextranas insoluble y soluble está 

referida al tipo de enlaces. La OS es un dextrana lineal constituida por enlaces 

a(l-6) 0-glucopiranosídicos. mientras que la DI se encuentra ramificada y posee 

además un 30% de enlaces a(l-3) D-glucopiranosídicos de forma consecutiva. 
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