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RESUMEN

En este trabajo se estudia la obtencién y funcionamiento de un biorreactor con enzima inmovilizada por enlaces
covalente multipuntual que brinde un soporte estable para la produccién de dextranas de bajo peso molecular para
la sintesis de derivados. En este trabajo se inmovilizé con altas retenciones la enzima dextransucrasa en sepharosa
para la obtencion de dextranas de bajo peso molecular. Se estudié la cinética de reaccién de la dextransucrasa-
sepharosa de acuerdo al modelo de Michaeles-Menten, obteniéndose que la Km de la enzima inmovilizada es 4.3
veces mayor que la de la enzima libre. Se monté un biorreactor continuo con el derivado sepharosa-dextransucrasa,
y se determiné la influencia de la velocidad de dilucién en la formacién del producto y la estabilidad del derivado
enzimdtico. La constante de velocidad de inactivacién operacional del biorreactor fue de 7.77x10® minutos, lo que
indica una alta factibilidad del sistema. Para una dilucién de 0.033 h' se obtuvieron rendimientos cercanos al 100%
y se corroboré la existencia de dextrana de bajo peso molecular mediante permeacion por gel, mostrando una
distribucién de 18.5% de producto en el rango clinico y 31% de dextranas de bajo peso molecular.
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ABSTRACT

Immobilized dextransucrase bioreactor to obtain low molecular weight dextrans. This paper deals with the
development and operation of a bioreactor which contains immobilized enzyme by covalent multipunctual bonds
that offers a stable support for dextrans of low molecular weight production to synthesize some of its derivates.
Because the dextransucrase enzyme is very difficult to immovilized, and also there is a very higt interest in the clinic
derivatives production, it is necessary to obtain it in adequate and economic way. This work shows that dextransucrase
enzyme was immobilized in sepharose with high retentions to obtain dextrans of low molecular weight. Kinetic
reaction of sepharose-dextransucrase by Michaeles-Menten modeling was studied, for free and immobilized enzyme,
resulting Km 4.3 times bigger for the latter. A continuous bioreactor was used and the influence of a dilution rate
on the product formation and the enzymatic derivate stability were determined. The operational inactivation
constant rate was 7.77x10 minutes, indicating a big stability in the system. For 0.033 h™' of dilution yields near to
100% were obtained and the existence of dextran was corroborated by gel permeation, which shows a product
distribution of 18.5% in a clinic range and 31% of low molecular weight dextrans.

Key words: bioreactor, dextransucrase, multipuntual covalent bounding, dextran.

Introduccion

Lainmovilizacion de enzimas esta siendo desarrolla-
da con gran fuerza en los Ultimos tiempos por las
condiciones moderadas de sintesis, compatibles con
el medio ambiente. EI montaje de un biorreactor in-
movilizado pudiera brindar mayores productividades
en la obtencién de productos a partir de enzimas es-
pecificas[1, 2].

La dextransucrasa ha sido una enzima de dificil in-
movilizacion obteniéndose bajas retenciones a inten-
tar unirla por enlace covalente a biogel P2, dentro de
geles de poliacrilamida, en alimina activada, atrapada
en membrana de acetato de celulosay fibras huecas de
polisulfonatos y soportes de silica porosa activados
con glutaraldehido.

Lainmovilizacion por enlace covalente multi puntual
es un método que favorece la formacién del primer

. Autor de correspondencia

enlace enzima-soporte por la disminucion de impedi-
mentos estéricos en el sistema[3]. Con este método
se activan una gran cantidad de grupos funcionales
convenientes para la reaccion con los de la enzima,
existiendo una mayor cantidad de enlaces entre la en-
zimay el soporte, y por tanto, aumentando |a estabi-
lidad del sistema[4, 5].

Uno delos productos que podriaobtenerse a par-
tir de la inmovilizacion de enzimas es la dextrana
(glucooligosacarido sintetizado a través de cierto
tipo de glucosiltransferasas como son las dextran-
sucrasas). Estas enzimas catalizan la transferencia
de glucosa proveniente de la sacarosa a moléculas
aceptoras, principalmente azlcares, paralasintesis
de glucooligosacéridos. En ausencia de aceptores €l
principal producto de lareaccion es la dextrana, un

1. Robyt JF, Taniguchi H. The mechanism
of dextransucrase action. Biosynthesis of
branch linkages by acceptor reactions with
dextran. Biochem. and Biophys. 1976;
174:129-35.

2. Robyt JF, Klimbe BK, Walseth TF. The
mechanism of dextransucrase action. Di-
rection of dextran biosynthesis. Biochem.
and Biophys. 1974;165:534-640.

3. Shuler ML, Kargi F. Bioprocess
engineeging: Basic concepts. New York;
1992

4. Blanco RM, Guisdan JM. Stabilization of
enzymes by multipoint covalent attachment
to agarose-aldehyde gels. Borohidride
reduction of trypsin agarose derivatives.
Enzyme Microb. Technol. 1989;11:360-6.
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polimero compuesto por enlacesa (1-6) enlacade-
naprincipal y con ramificacionesena(1-2),a(1-3)
y a(1-4).

La dextrana encuentra su interés mayor en la pro-
duccion de derivados clinicos. El sulfato de dextrana
esta siendo estudiado por su posible funcién como
inhibidor del HIV-1y sus propiedades anticoagulan-
tes [7, 8]. La hierro-dextrana es de los derivados de
uso mas extendido por su utilizaciéon como
antianémico.

Con este trabajo, se estudiala obtencion y funcio-
namiento de un biorreactor con enzima inmovilizada
por enlaces covalente multipuntual que brinde un so-
porte estable parala produccion de dextranas de bajo
peso molecular paralasintesis de derivados.

Materiales y métodos

1. Produccién y purificaciéon de la
dextransucrasa

Ladextransucrasafue producidaapartir del cultivo de
Leuconostoc mesenteroides B/110-1-1 en 4 L de me-
dio, contenido en fermentadores Marubishi (RFA) de
5 L de volumen total. La composicion del medio de
cultivo fue la siguiente (g/L): sacarosa (20), extracto
delevadura(6), NaHPO, (5), MgSO. (66.7x10°),KCl
(3.3x10?), FeS0, (3.3x10°), MnSO, (3.3x10°).

El crecimiento celular fue medido por turbidez a
540 nm en un espectrofotometro UV-visible
Spectronic 601 (OPTON, PM2A, RFA) equipado con
cubetasde 2 mL. Lasmuestrasfueron leidas contraun
blanco constituido por €l caldo de lafermentacion ini-
cial. La separacion de las células del caldo enzimético
se efectud por centrifugacion en una centrifuga
Sharples (Alfa-Laval, Suecia) a12 000 g.

Se preparé polietilenglicol (PEG) 4000 al 15% y
se afnadieron iguales volimenes de PEG que de
dextransucrasa cruda a 25 °C. Se agité y se dejo
enfriar a4 °C durante 4 horas. Se decantd y se repi-
tié laoperacion. Lamuestrafue centrifugada duran-
te 10 minutos a 12 000 rpm. El sobrenadante se
separdy laenzimasearrastré con tampon de acetato
de sodio.

2. Inmovilizacién de la enzima
dextransucrasa en diferentes soportes.
Seleccién del soporte

Se ensay6 lainmovilizacion con 4 soportes: agarosa,
silica, sepharosay biogel [9, 10]. Laconcentracion de
laenzimaes 118.7 DSU/mL, larelacién entre enzima
y soporte fuede 1 (mL/mL) y setrabaj6 a unatempe-
ratura de 30 °C.

Con laagarosay lasilica se procedi6 primeramen-
te al entrecruzamiento, a estar éstas en forma solida
(polvo) y tenerlo que pasar aformade gel. Se toma-
ron 10 g de cada uno de estos y se le afiadieron 100
mL de tampon de acetato de sodio (0.05 M) pH=5.4.
Posteriormente se afiadieron 10 mL de epicloridrina
y se agitd la solucion durante 30 minutos, dejandose
reposar 1 hora. Selavaron los geles 5 veces con abun-
dante agua destilada.

A partir de aqui se procedio con los 4 geles de la
siguiente manera: en cada caso se afladieron 400 mL de
etilendiamina (2M) pH=10 paraaminar losgelesy se
mantuvieron en agitacion durante 2 horas [10]. Sela-
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varon los geles 5 veces con agua destilada. Se afadie-
ron 7 mL de glutaraldehido al 6% y se dej6 agitando
durante 18 horas. Pasado este tiempo se lavaron los
gelescon aguadestiladay se dejaron decantar las solu-
ciones. Se separaron los sobrenadantes de los geles y
se le afiadio a estos Ultimos, la misma cantidad de
enzima y de tampdn de acetato de sodio (0.05 M)
pH=5.4. En los 4 casos se determind la cinética de
reaccion durante 5 horas.

3. Determinacién de la cinética enzimatica
de la enzima libre e inmovilizada

Se estudio €l efecto de la concentracion de sustrato
inicial 210, 15y 20% de sacarosa con una misma con-
centracion de enzima inmovilizada y libre. Cada 10
minutosy durante 40 minutos se tomo muestra (1 mL)
y seledeterming laconcentracion de azlicaresreductores.

4. Obtencion de la dextrana de bajo peso
molecular. Influencia de la velocidad de
dilucion

Se mont6 una columnade vidrio enchaquetada de 0.5
L decapacidad, con el derivado enzimético, y sehizo
pasar solucion buffer de acetato de sodio (0.05M)
pH 5.4, con una bomba de microflujo, para su total
asentamiento y buena distribucion dentro de la co-
lumna. Posteriormente se alimentd una solucion de
sacarosaa 15% Yy maltosaal 5%, variando el régimen
dedilucion (0.033, 0.1, 0.2 h™). A lasmuestras colec-
tadas selerealizaron los andlisis de concentracién de
azlcares reductores totales, concentracion de
carbohidratos, % de sélidosy viscosidad relativa. La
distribucién del peso molecular de las dextranas fue
obtenido por cromatografia en Sephadex G-150 en
una columna K 26/100 atemperaturade 25°Cy flujo
de 13 mL/h. La columna fue calibrada con patrones
de peso molecular conocido Dextran T10, T40y T70
(Pharmacia LKB Biotechnology, Upsala, Suecia). A
la muestra de dextrana se le determind la concentra-
cion de carbohidratos totales.

5. Técnicas analiticas

5.1. Actividad enzimatica

La actividad enzimédtica de la dextransucrasa en el
sobrenadante se estimé midiendo el poder reductor
delafructosaliberada durantelareaccion enzimética
en presencia de 10% (w/v) de sacarosa y usando
tampon de acetato de sodio (0.05 M) pH 5.4. Esta
técnica se efectud a una temperatura de 30°C. Los
azlcares se determinaron por el método 3.5-
dinitrosalicilico (DNS) reportado por Sumner [11].
La concentracion de las muestras fue calculada
interpolando en una curva patron de glucosa (360-
1800 mg).

5.2. Determinacién de la concentracion de
los azUcares reductores totales

L adeterminacion de la concentracion de los azUcares
reductores totales se hizo por el método del 3.5-
dinitrosalicilico (DNS) en el cual setomaron 3 mL de
muestray 2 mL de DNS[11].

5.3. Determinacién de proteina

Se desarroll6 por el método de Lowry [12].
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5.4. Determinacién de la concentracién de
carbohidratos

L a determinacion de carbohidratos se hizo por €l mé-
todo de antrona-&cido sulfurico. Setomd 0.6 mL de
muestra y se le afiadié 1.2 mL de solucion antrona-
sulfurico (0.2 g de antrona, 5 mL de agua destiladay
95 mL de &cido sulfarico al 97%). Se agito bieny se
hirvié durante 5 minutos. Posteriormente se coloco
en agua friay se determind la lectura de densidad
Opticaal =625 nm.

5.5. Sélidos

Se determiné el % de solidos por refractometriaa una
temperaturade 20°C, en un refractometro Haake, RFA.

5.6. Viscosidad

La viscosidad intrinseca se determiné en un
viscosimetro Ubbelholde, por el método capilar.

Resultados y discusién

1. Purificacién de la dextransucrasa

El proceso de purificacion partié de un extracto crudo
impuro con una concentracién baja de la proteina de
interés. La actividad especifica de la dextransucrasa
cruda fue de 1.49 DSU/mg lograndose purificar casi
14 veces y aumentar su concentracion casi 20 veces,
lo que conllevaaun aumento de laactividad especifica
(Tabla 1). Con esto se obtiene un producto de mayor
interés desde el punto de vista de purezay por tanto
debe obtenerse una mayor estabilidad de la enzima
inmovilizada.

El resultado de este proceso reportado por Paul y
Monsan [13], plantea rendimientos por particion en
dos fases de 95%. En este estudio, €l recobrado fue de
97.4% (ligeramente superior) en un proceso simple de
particion en fases utilizando Polietilenglicol (PEG
4000), que en caso que se quisiera, pudierarecuperar-
Se por un sistema de membranas.

2. Seleccion del soporte y tiempo de
inmovilizacién

Con el objetivo de evaluar y comparar el comporta-
miento de la dextransucrasa en diferentes soportes,
y seleccionar el que mejor caracteristicas tenga para
el funcionamiento estable de la enzima, se probaron
variantes.

En todos|os casos se procedié alaactivacion delos
geles por e procedimiento de Guisan [9] modificado
segun sedescribe en el capitulo de Materialesy méto-
dos, epigrafe 2. Lainmovilizacién multipuntual (me-
diante grupos polifuncionales) presenta una buena
congruencia geométrica y alta densidad de grupos
reactivos estables que facilitan la union del maximo
nimero de subunidades al soporte, contribuyendo a
estabilizar 1a proteina. En la Figura 1 se muestran los
resultados del proceso de obtencién de derivados

80 1 -
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40

Actividad enzimdtica
(DSU/mL)

20 -

L

@ Sepharosa
Biogel

Il Agarosa
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0 1 2 3
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Figural. Comportamiento de la actividad enzimatica en los diferentes geles con respecto al tiempo
(T=30 °C; concentracién enzimdtica de la enzima libre: 118.7 DSU/mL; relacién

enzima/soporte=1 (mL/mL)).

enzimaticos en dependencia del soporte, donde la
mayor inmovilizacion se logré en el gel de sepharosa
(74.53 DSU/mL) que debe corresponder con una me-
nor interferencia en cuanto a impedimentos estéricos
por el gran tamafio de laenzima, 1o que estarelaciona-
do con los poros del soporte y sobre todo con la
reactividad del gel activado previamente por el fabri-
cante con CNBr.

Se calcularon los factores de inmovilizacion (FI)
para los 4 derivados enziméticos (relacion de las
actividades enziméticas para la enzima libre e
inmovilizada) con los siguientes resultados: agarosa
0.415, biogel 0.149, silica 0.261 y sepharosa 0.628.
Si se compara el orden decreciente de los Fl, se ob-
serva que la agarosa activada fue el segundo soporte
en lograr la inmovilizacién de la dextransucrasa y
coincide con presentar mayor area superficial que el
silica gel activado (850 y 675 m?/g respectivamente)
y €l biogel P-2 tiene un tamafio de particula mayor
que la silica (menor area superficial) y ademas ex-
cluye amoléculas de 20 kDa, por lo que no es ade-
cuado para retener la dextransucrasa con un peso
molecular 10 veces mayor a este tamafio de exclu-
sién, de ahi los bajos niveles de inmovilizacion que
presenta este soporte.

SegUin se puede observar en laFigura 1 que descri-
belacinéticadel proceso deinmovilizacion, después
delahora3 (tiempo escogido pararealizar |0s poste-
riores procesos de inmovilizacion) e incluso la 2,
existe poca variacion en la capacidad inmovilizante
para la mayoria de los soportes analizados, lo cual
parece producido por el bloqueo de los poros debido
aladeposicion de proteinas o asociaciones de éstas
sobre los mismos, de formatal que disminuye nota-
blemente su capacidad de carga efectiva. El tiempo
de inmovilizacién puede favorecer €l correcto orde-

Tabla 1. Proceso de purificacién de la enzima dextransucrasa a partir de Leuconostoc mesenteroides. Particion por

fases con polietilenglicol 4000 al 15%.

Engi Volumen Actividad enzimatica  Concentraciénde  Actividad especifica Recobrado (% Factor de
nzima (mL) (DSU/mL) proteinas (mg/mL) (DSU/mg) ecobrado (%) purificacion
Cruda 1000 28.52 18.38 1.49 100 1

Purificada 50 555.55 27.17 20.44 97.39 13.72
27 Biotecnologia Aplicada 2004; Vol.21, No.1

13. Monsan P, Paul F. Enzymatic synthesis
of oligosaccharides. FEMS Microbiol.

1995;16:187-92.
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namiento de las moléculas de proteina en €l interior
de los poros, facilitando la interaccién de la enzima
con €l soporte [10]. Una larga reaccion de inmovili-
zacion permite unamayor interaccion enzima-soporte
y por tanto, laposibilidad de formacion de un mayor
nimero de enlaces. Sin embargo, €l tiempo de con-
tacto enzima-soporte activado no puede aumentarse
infinitamente pues se corre el riesgo que debido al
proceso de multiinteraccion comience a producirse
unainactivacion gradual de laenzimasometidaacon-
tinuas reacciones quimicas.

3. Cinética enzimatica con la enzima libre e
inmovilizada dentro del soporte

El estudio del comportamiento cinético de la
dextransucrasa inmovilizada midiendo la velocidad
inicial de reaccion fue determinado usando sacarosa
al 10, 15y 20%. La velocidad fue calculada como la
pendiente de la linea recta que ajusta |l os reductores
liberados en la reaccién frente a la sacarosa en el

tiempo de reaccion. La reaccién fue medida con

sustrato sacarosa (15%), tampén de acetato de sodio
(0.05 M) pH 5.4y 30 °C. Se gjusto la ecuacion de
Michaeles-Menten por el método del doble recipro-

co (Figura2), y los pardmetros cal culados fueron la
constante de Michaeles-Menten (Km) y lavelocidad

méaxima de reaccion (Vm). Para la dextransucrasa li-

bre el valor de Km obtenido fuede 0.1372 M y el de
Vm fue 0.108 mM/min; para la dextransucrasa
inmovilizada la Km fue de 0.4703 M y la Vm fue
0.163 mM/min. En este modelo, el valor de Km (que
significa la afinidad de la enzima por su sustrato y

representa matematicamente la concentraciéon de
sustrato alacual lavelocidad de reaccion eslamitad

de la maxima) fue 3.4 veces mas alto para la
inmovilizada que para la enzima libre. Vale sefidar
que cuanto méas pequefio sea el Km menos concen-

tracion de sustrato necesita la enzima para actuar y

més eficiente es el proceso. Lainmovilizacion de la
enzima incorpora una resistencia adicional a la ocu-

rrenciade lareaccion enzimética. El aumento del Km,

que sefiala un cambio de afinidad en laenzima a su
sustrato, es probablemente causado por cambios es-

tructurales en la enzima por el procedimiento dein-

movilizacién y la pobre accesibilidad del sustrato al

sitio activo de la enzima inmovilizada. Resulto con-

tradictorio que el Vm gjustado no se afect6 por €l

efecto de lainmovilizacion.

Observando losvaloresdel Km paralaenzimalibre
y calculando la concentracion de sustrato alacual la
enzima debe tener su velocidad méxima, indica un va-
lor de 94 g/L préximo a reportado por otros autores
[14] como éptimo para la ocurrencia de la reaccién
enzimética, recordar que hasta el propio andlisis de
actividad enzimética se realiza con concentraciones de
sacarosade 100 g/L. Sin embargo, € sistemainmovili-
zado necesitara para que trabaje velozmente concen-
traciones de sacarosaen el orden delos 320 g/L, donde
probablemente ocurran otros fendmenos vinculados
con lainhibicién por sustrato.

Comparando estosresultados conlosde Arica[15]
los Km de laenzimalibre e inmovilizada son mucho
mayores que los reportados para el sistema
glucoamilasa-dextrinay en general son también ma-
yores gque otros Km reportados para procesos mas
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Figura 2. Ajuste de las constantes cinéticas de Michaeles-Menten por la ecuacién del doble reciproco.

* v: velocidad inicial de reaccién
** S: concentracién de sustrato
Enzima inmovilizada: y=5490.2x + 34,132  R?= 0.9616
Enzima libre: y = 2419x+51.536 R*= 0.9998

esponténeos [16]. Sin embargo, estos resultados co-
inciden con los de Arica en encontrar un Km mayor
parael sistemainsolubleconrelaciénal soluble. Arica
sefiala Km 5 veces mayores para la enzima
inmovilizada y la poca afectacion de los valores de
Vméx en ambos sistemas.

4. Andlisis de la influencia de la velocidad de
dilucion en el rendimiento de la reaccién de
sintesis de dextranas de bajo peso molecular

Con el derivado enzimético dextransucrasa-sepharosa
se procedi6 a empacar un biorreactor paralareaccion
desintesisde oligosacéridos de glucosay dextranasde
bajo peso molecular. Las dextranas de peso molecular
controlado pueden obtenerse por hidrélisis quimicao
enzimatica [17, 18] pero con rendimientos menores
gue la sintesis enzimética (80-86% de los rendimien-
tos estequiométricos) por ser lahidrélisis un proceso
probabilistico de rupturade lacadenapolimérica. Sis-
temas de inmovilizacion de dextransucrasa en
biorreactores han sido escasamente abordados en la
literatura. Se haintentado unirla por enlace covaente
aunbiogel P-2[1, 2], dentro de columnas cromatogréa-
ficas con geles de poliacrilamida, en aliimina activada,
atrapadas en membranas de acetato de celulosa y fi-
brashuecasde polisulfonatos parael trabajo en ultrafil-
tros [19] y mas recientemente en DEAE-celulosa,
DEAE-sephadex y soportes de silica porosaactivados
con glutaraldehido [20], resultando muy bajos las re-
tenciones dentro de |os soportes o un bajo funciona-
miento de los biorreactores por dificultades en la
estabilidad del sistemay problemas reol 4gi cos.

La disminucion de la velocidad de dilucion favo-
recio el aumento de la concentracion de azlcares
reductores libres, expresado en este sistema como
fructosa que es proporcional al contenido de

14. Tsuchiya HM, Hellman NN, Koepsell
HJ, Corman J. Factors affecting molecular
weight of enzymatically synthesized
dextran. J. American Chem. Soc. 1955;
7:2412-19.
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Tabla 2. Caracteristicas de los productos de la biosintesis en el biorreactor enzimatico
(Concentracién de sustrato: 150 g/L sacarosa; 50 g/L maltosa; pH=5.2; temperatura: 30 °C)

Velocidad de AzUcares Sélidos Viscosidad Peso molecular
dilucién (h™) reductores (g/L) (%) intrinseca (---) (Da)
0.033 100.8 18.5 0.073 3038
0.1 63.57 15.5 0.049 945
0.2 49.13 10 0.041 810
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dextrana, obteniéndose un mol de dextrana por mol
de fructosa liberado. Esto se corresponde igual men-
te con el aumento del contenido de carbohidrato, del
% de solidosy de los valores de laviscosidad intrin-
seca que corresponde con un determinado peso
molecular (Mw) [17].

El aumento de la viscosidad indica laformacion de
dextranas de mayor peso molecular, como una conse-
cuencia de la adicion de unidades de glucosa ala cade-
na del polimero y a la iniciacion de nuevas cadenas
propiciado por un mayor tiempo de contacto.

Se obtuvieron rendimientos entre el 50 y 60%
para las mayores velocidades de dilucién ensaya-
das. Sin embargo, la reaccion ocurrié a valores muy
cercanos a 100% de conversion cuando se trabajé a
dilucion igual a0.033 h*, con |as concentraciones de
sustrato descritas. Con diluciones mayores se ob-
servé una disminucion marcada en el rendimiento,
debida a un insuficiente tiempo de contacto entre el
sustrato y el derivado enzimatico. La Tabla2 mues-
tra las caracteristicas de los productos obtenidos
para las diferentes velocidades de dilucién en el
biorreactor empacado.

No es conveniente operar el biorreactor a tiempos
de contacto superiores a 30 horas (D=0.033 h), por-
gue debe esperarse comportamiento de plato a esta
misma concentracién de sustrato, por no ser posible
aumentar la conversion de lareaccion e influir negati-
vamente sobre la productividad del sistema.

Segun €l valor obtenido de laviscosidad intrinseca
paradilucion de 0.033 h, el producto resultante tie-
ne un valor promedio de peso molecular en 3038 Da.
Para conocer el rendimiento y ladistribucién molecu-
lar de los productos formados, se inyecté una mues-
tra del producto en una columna de permeacién por
gel, trabajando con una matriz de Sephadex G-150,
calibrada con patrones de dextranas. El cromatograma
de la mezcla producto sintetizado en el biorreactor
con el derivado enzimético se muestraen la Figura 3.

Ladistribucion de pesos molecul ares de ladextrana
obtenida muestra una distribucion trimodal donde el
18.5% corresponde a un pico de dextrana de peso
molecular promedio préximo al rango clinico
(Ve=52.9 mL, Mw=34398), un 31% del carbohidra-
to presenta un peso molecular de 3505 promedio
(dextranas de bajo peso molecular con un grado de
polimerizacion de 3505/162=22 unidades de gluco-
sa) y untercer pico (50.5% del carbohidrato total) en
el volumen de lavado de la columnay fuera del rango
de calibracién que corresponde a la sacarosa no con-
vertida, oligosacéridos formados y fructosa liberada
en lareaccion. No se encontrd formacion de dextranas
de alto peso molecular que eluyeran en e volumen
muerto de la columna.

Experiencias anteriores[18, 21] con otros sistemas
deinmovilizacion por entrampamiento mostraron que
no fue posible operar €l sistemasin el uso delamaltosa
como aceptor en €l sustrato, debido alaformacion de
dextranas de alto peso molecular que producen altas
viscosidades, provocando limitaciones en la difusion
internadelaperlaque atrapaalaenzimay quedificul-
ta la salida de la molécula de dextrana para producir
finalmente una gran unidad polimérica de ata viscosi-
dad en la superficie de las gotas y dificultades muy
serias en € flujo de saidade reactor.
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Figura 3. Cromatograma de permeacién por gel, de la mezcla producto obtenida en el .biorreactor
enzimdtico a dilucion de 0.033 h''.

5. Estabilidad operacional del biorreactor
empacado con dextransucrasa-sepharosa

Las caracteristicas estructurales de una enzima son
responsables en gran medida de su nivel de estabili-
dad bioquimica. La estabilidad operacional del deri-
vado de dextransucrasa fue estudiada en el biorreactor
durante 20 dias. La Figura 4 muestra el comporta-
miento de la actividad enzimética mantenida por el
derivado de dextransucrasa sobre sepharosa durante
losdias de operacion. Se observé queladextransucrasa
inmovilizada perdi6 solamente el 30% de su activi-
dad después de 10 dias de operacion continua. Al
final de la experiencia después de 17 dias retenia el
13.2% de la actividad inicial.
La constante de velocidad de inactivacion opera-
cional (Kiop) de la dextransucrasa inmovilizada so-
bre sepharosa a 25 °C con sustrato sacarosa-maltosa
(15-5%) en buffer de acetato de sodio, pH 5.4, fue ] o )
calculada en 0.1119 dias® (7.77x10° min®) como 2! Michelena G, Disefio de tecnologia

5 de produccién del complejo hierro-
muestra la Figura 4, lo que es un valor favorable-  dextrana (disertacién).ICIDCA,1997.

y=-0.1119x+5.0932

R=0.916 ¢

In Actividad retenida
w

T T T T
0 5 10 15 20

Tiempo

(dias)

Figura 4. Ajuste de la ecuacion para obtener la constante de velocidad de inactivacion operacional del
biorreactor.

Ecuacion de la recta: y=-0.1119x+5.0932  R?=0.9164
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mente pequefio que indica una alta estabilidad ope-
racional del biorreactor. Otros autores han encontra-
do inactivaciones de sus sistemas inmovilizados
trabajando con acilasa a las 48 horas [10]. Por otra
parte, Arica[15] mostré un sistemaaltamente exito-
so de glucoamilasa entrampada en esferas de
pHEMA cuando el Kiop obtenido fue de 2.78x10"°
min?, valor més favorable que el obtenido en este
trabajo pero determinado sobre la base de los resul-
tados de 5 dias de operacion.

Por consecuencia de este estudio y considerando
especificamente la estabilidad operacional del
biorreactor, se puede plantear que el derivado
dextransucrasa-sepharosa por enlace covalente
multipuntual puede ser exitosamente utilizado parala
produccion continua de dextranas de baj os pesos mo-
leculares y otros oligosacaridos.

Conclusiones

-En el proceso departicién en fase con polietilenglicol
4000 (15%)-dextrana, se obtuvo un concentrado
enzimético de 555.55 DSU/mL y casi 14 veceslosvao-
resde pureza, con relacion alaenzimacruda, resultando
adecuado para los propositos de inmovilizacion en €
sistemaensayado.

Aprobado en febrero de 2004.
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- El mejor factor de inmovilizacion de los
sistemas estudiados en este trabajo se obtuvo en el
derivado sepharosa-dextransucrasa con un 62.8% de
retencion de la actividad enzimética.

- Lacinética de inmovilizacion en sepharosa
mostré un tiempo de 3 horas, como el adecuado
para este proceso.

- El derivado obtenido dextransucrasa-sepharosa
ajusto la ecuacién de Michaeles-Menten con un Km
3.4 veces mayor que el delaenzimalibre. Este
hecho puede determinar posibles afectaciones de
inhibicién por sustrato.

- En labiosintesis de la dextrana, se observé que
amedida que se disminuy6 lavelocidad de dilucién,
aument6 la concentracién de azlicares reductores, y
consecuentemente, aumento el peso molecular de la
dextrana obtenida.

- La cromatografia de permeacion por gel
mostro la formacion de dos grupos de dextrana:
unaen e rango clinico (18.5%) y otra con un 31%
de rendimiento total alos 3500 Da.

- Se logro una estabilidad operacional del reactor
de 17 dias, para una constante de velocidad de
inactivacion de 7.77x10° minutos.
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