ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD EN LA PRODUCCION DE DEXTRANSACARASA DE
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 F AL SUBCULTIVAR
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Leuconostoc mesenter oides, dextransacarasa, fer mentacion en continuo

Introduccion. L. mesenteroides NRRL B-512 F produce una
dextransacarasa (DS) extracelular (E.C. 2.4.1.5), que en
presencia de sacarosa sintetiza dextrana, homopolisacérido
exoceluar soluble de alto peso molecular, que contiene
enlaces ? (1? 6) consecutivos y un bajo porcentaje de
ramificaciones en ? (1?7 3). La DS de esta cepa y su
polimero han sido ampliamente estudiados y utilizados
industrialmente en los campos aimentario, quimico y
farmacéutico. Se ha observado una variabilidad en la
produccién de la DS a subcultivar y, a pesar de su
importanciaindustrial, no existen reportes que la describan.
En el presente trabajo se estudia la variabilidad en la
produccion de DS de la cepa B-512F de L. mesenteroides en
resiembras sucesivas en cultivo por lote y durante varias
generaciones en cultivo continuo.

Metodologia Se analizaron diez resiembras sucesivas de
cultivos por lote en términos de actividad DS, patron de
azUcares fermentables por las céulas (Api 50 CHL,
bioMérieux) y patron electroforético del sobrenadante de
cultivo (SDS-PAGE vy actividad in situ) (1). Adicionamente
se realizd un cultivo continuo durante siete generaciones.
Los sobrenadantes de cultivo de diferentes tiempos de
fermentacién fueron analizados por HPLC. La actividad DS
se cuantificO por produccién de azlcares reductores
determinados con DNS (2). Una unidad de actividad DS (U)
se define como la cantidad de enzima que produce 1 ?mol de
fructosa por minuto (pH 5.4, 30°C) en condiciones estandar
(D). La Actividad Especifica se reporta como U por
miligramo de proteina total de cultivo. La cuantificacion de
proteina se realizd por e método de Lowry modificado (3).
L os resultados se analizaron estadisticamente (SPSSv.8).

Resultados y discusion. El cultivo por lote se detuvo al final
de la fase exponencia de crecimiento (D.O. goo nm 11-13),
donde se observa el méximo de actividad DS. La actividad
DS especifica presentd un méximo en la 5% resiembra,
mientras que la tercera se distingui6 por presentar la menor
actividad (Fig. 1 A). Las diferencias entre resiembras fueron
estadisticamente significativas. El patrén electroforético de
proteinas y el andlisis de consumo de carbohidratos no
mostraron diferencias aparentes con respecto a nimero de
resiembras. Tampoco se observd la aparicién de DS de
diferentes masas moleculares, corroborado por el ensayo de
actividad in situ, por lo que no es evidente un procesamiento
proteolitico al contrario delo que se hubiera esperado (4).

Actividad Especifica (U/ma)

El cultivo continuo se establecié a final de la fase log con
una tasa de dilucién de 0.35 h™. En este cultivo se observé
un maximo de actividad en la 5% generacion y un minimo en
la 62y 7 (Fig. 1 B). El andlisis de sobrenadantes de
diferentes tiempos de fermentacidén en continuo revel6 la
produccién de manitol. Este hecho es interesante ya que la
produccion de este metabolito no se habia reportado
previamente en cultivos por lote.
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Fig. 1. Actividad DS especifica por lote (A) y en continuo (B).

Conclusiones. Los resultados obtenidos demuestran que si
existe variabilidad en la actividad DS al subcultivar en lote y
también en la obtencién de nuevas generaciones en el
sistema en continuo. Probablemente existe la produccién de
algin metabolito que modifique la actividad enzimética, 1o
gue se reflegja en una disminucién de actividad. Por otra
parte, L. mesenteroides, a diferencia de otras bacterias
|&cticas, no tiene una variabilidad importante en la capacidad
de consumo de carbohidratos al subcultivar.
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