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L_L.._Lasenzimas_micnobianna_1_m1_anlimión.en_lLindnm1n

La capacidad de síntesis de los microorganismos cubre un

amplio espectro de productos quimicos que pueden aprovecharse

comotales o bien emplearse para fabricar, a su vez, desde

solventes hasta adhesivos, colorantes, liquidos para frenos,
dejando los ya bien conocidos sectores alimentario y farma­
céutico. En los últimos años la fermentación microbiana ha

sido el método escogido para la producción de enzimas, las más

versátiles de las macromoléculas. Desde tiempos remotos, las

enzimas se han extraido de vegetales y animales, pero su

obtención a partir de microorganismos está avnnzando acelera­

damente. La razón es muy sencilla. Ademásde tener cortos

tiempos de fermentación, medios de crecimiento baratos y

procesos de selección simples, resulta fácil mejorar la
producción enzimática por manipulación genética o de las

condiciones de cultivo.
El estudio de enzimas útiles de origen microbiano y sus

aplicaciones biocatalíticas es fundamentalpara el desarrollo
futuro en biotecnología. Según Vandammey Derycke (1983), las

enzimas microbianas pueden ser clasificadas groseramente

dentro de tres camposmayoritarios de aplicación:
a. síntesis de compuestosútiles;
b. reacciones de bioconversión estereoespecificas; y
c. hidrólisis de polímeros “interesantes”. Todasestas

reacciones pueden llevarse a cabo en condiciones operativas



sencillas con renovación constante de recursos y sustratos
(Figura 1).

Actualmente las enzimas de origen microblano que se

comercializan mundialmenteson: proteasas bacterianas para

agentes limpiadores. glucoamilasa, B-amilasa y glucosa

isomerasa para la industria del almidón y renina para la
fabricación de quesos.

Lumducgiónjajdnlmnantes
Por siglos el edulcorante por excelencia fue la sacarosa.

extraída ya sea a partir de caña o bien de remolacha. Este

disacárido posee serias desventajas tales comoser cariogéni­
co, contribuir a1 desarrollo de 1a arteriosclnrosis, ser causa
de obesidad por sobreconsumo. dado su alto contenido calórico

y, por supuesto, no es recomendable para los enfermos

diabéticos. En el afán de sustituir el consumode sacarosa, se

ha tratado de reemplazarla por edulcorantes sintéticos tales
comola sacarina, los ciclohexil derivados, el aspartamo,

cuyos valores alimenticios, toxicidad y poder calórico son
nulos.

Tambiénhan sido estudiadas, comoedulcorantes

alternativos, 1600 a 3000 veces mas dulces que la sacarosa,

proteínas de sabor duICP, tales comomonelina y taumatina,

encontradas en plantas tropicales (Crosby, 1976); miraculina,

una glicoproteina de un arbusto africano; estaviósido, aislado
de hojas de un arbusto paraguayo, llamado “caá he'é" (yerba

dulce) o bien osladina. Pero estos compuestos poseen una seria

desventaja : no son producidos en las cantidades adecuadas

para su industrialización.



FIGURA 1: APLICACION INDUSTRIAL DE LAS ENZIMAS

(Gaden E. L.. 1981)
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Dentro de los productos naturales que se hallan amplia­

mente distribuidos en ]as especies vegetales ee encuentra la
fruotosn. La fructosn es entre 1,5-2.0 veces más dulce que 1a

sacarosa. dependiendo de ciertas condiciones de temperatura,

pH y concentración (Tabla 1). Aparentemente ln forma piranósi­

da, más estable a bajas temperaturas (Barker, 1976), es más

dulce que la furanósida. Esta propiedad hace ideal la utiliza­

ción de fructosa comoendulzante de productos frescos. tales
como las bebidas.

La fructosa puede ser preparada comoJarabe a partir de

almidón de maiz o pepa (Figura 2), lograndose los llamados

Jarabes de Ultra Alta Fructosa, los cuales poneen entre un 55%

y un 70%del monosacárido, suficiente para endulzar más que la

sacarosa en las mismas condiciones. Debido a intereses

socio-económicos y políticos, el consumode estos ¿arabes de

fructosa se halla limitado.en-Europa, no siendo asi en Estados

Unidos (Vandammey Derycke, 1983).

La producción de estos ¿arabes edulcorantes requiere una

serie de pasos según la materia prima elegida. Si se

reemplazara esta última por un polímero de fructosa que por

hidrólisis total y en un solo paso diera un jarabe enriquecido
en un 95%en fructosa. estariamos frente a una aJternativa de

mayor rentabilidad.

1L3i_La.inulina.-polímero-naturnl_de.fnngtnsa
Los polímeros de fructose, en plantas superiores, confor­

man un grupo poco conocido químicamente y aún son menos

comprendidosfisiológicamente, aunque sus niveles llegan al



FIGURA 2: PRODUCCION DE JARABES DE ALTAFRUCTOSA

A PARTIR DE ALMIDON (Bucke, 1980)
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TABLA 1: DULZURA RELATIVA DE ALGUNOS AZUCARES CONOCIDOS
Y SUS JARABES (Zittan et al, 1981)

Fructosa 150

Sacarosa 100

Dextrosa 68

Maltosa 30

Jarabea de Alta Fructosa 88

50%Jarabes de Alta Fructosa.
+ 50% sacarosa 98



80%del peso seco en algunos tejidos vegetales (Edelman y

Jefford. 1968). Dentro de las plantas con flores, los poli­
fructanos se acumulan comohidratos de carbono de reserva en

las familias Cbmpositaey Graminae. Ejemplos representativos

de la familia Cbmpositae son el género Inula, topinambur

(Helianthus tuberosus L.), achicoria (Chicorium intybus L.),

diente de león (TaraxacumofïcinaJe Weber), dnlia (Dahlia

pinnata Cav.), escorzonera (Scorzonera hispánica L.) y cardo

(Gynara cardunculus L.). Todas ellas acumulan un fructano que

se denominó inulina, nombre aparentemente derivado del género

vegetal en el cual se encontró. La inulina, comolos otros

polifructanos, consiste en una cadena lineal de fructosa

ligada por uniones B-(2-1)-fructofuranósidas (Figura 3).

Aproximadamentetreinta unidades de fructosa v una de glucosa

conforman la cadena de inulina, dependiendo, por supuesto, de

la especie vegetal, de los requerimientos de ln planta y de la

estación del año (Bacon y Loxley, 1952; Edelmnn y Jefford,

1968). La estimación del peso molecular se halla, entonces,

complicada. Pollock y colaboradores (1979) encontraron una

longitud media de 34 unidades monoméricas en inulina de

topinambur, concordante con otros autores (Tauret, 1893; Drew

y col., 1928; Kobayashi y col., 1985), de lo cual resulta un

peso molecular medio de 5000 a 6000 Dalton. Pcro Praznik y

Beck (1985), en desacuerdo con estas teorias, debido a que

lograron obtener inulinas cuyo peso molecular era mayor de

10.000 Dalton, correspondiente a un grado de rolimerización

mayor que 40, sostienen que la fuente de inulina y su grado de

purificación no sólo influyen sino que además determinan el

peso molecular medio y la longitud de cadena del polisacárido.



FIGURA ¿3: Molégulg gg lnullng.
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solubilidad de zoe/100ml por enfriamiento a 45°C. La cinética

de disolución es notablemente lenta, pudiendo acelerarse dicha

velocidad al incrementar la temperatura. Es innoluble en

solventes orgánicos y, por lo tanto, precipitnble con etanol o

bien acetona (Vandammey Derycke, 1983). Se ha observado (Mc

Donald, 1946) que dependiendo de la forma en que es

precipitada o bien del solvente en el que es disuelta, la

inulina modifica su conformación, de manera que no precipita

por enfriamiento. Por lo expuesto, podemospensar en dos

formas alternativas: una más soluble en frío que la restante y
un equilibrio entre ambas. Su hidrólisis ácida se produce a

altas temperaturas (BO-lOO'C) a pH=1-2 durante una o dos

horas, produciendo un 5%de difructosadianhidrido por la

reactividad de la fructosa a esos valores de pH. La extracción

de inulina a partir de tubérculos de dalia, tcpinambur u otra

planta de la mismafamilia es relativamente sencilla (Figura

4). El rendimiento tota] es generalmente alrededor de un 10%

sobre base total (75%agua, 25%materia seca). es decir un 40%

sobre base seca, teniendo en cuenta que un 50%del peso seco

es inulina. Esto es_independiente de la fuente, siempre que
los tubérculos se recolecten en el punto máximode acumulación

de fructanos, o sea, en otoño, cuando la planta entra en

período de letargo.

La presencia de fructosanos en las plantas no muestra

correlación alguna con la presencia o ausencia de almidón. Por

ejemplo en el topinambur. las hojas contienen almidón y los

tubérculos fructanos, mientras que en los cereales comoel

trigo, las hojas contienen fructanos y las semillas almidón.

En algunas hojas en las cuales se encontraron fructosanos,
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tales comolos pastos Iris spp., la sintesis de almidón se

indujo por contacto de las mismas con una solución de sacarosa

(Edelman y Jefford, 1968).

LA.._HidnóMmm-¿mmm
Es bien conocido que las plantas que acumulan inulina

deben hidrolizarla para poder aprovechar sus propiedades de

reserva. Esta hidrólisis puede desencadenarse por brotación.

congelación, largos almacenamientos, o por la aparición en

escena de una enzima involucrada en el proceso: inulinasa

(B-(Z,1)—fructanhidrolasa). Pero también desde 1900 se ha

observado y estudiado el aprovechamiento de inulina por

microorganismos ya sean levaduras, hongos o bacterias- Ya

Grafe y Vouk en 1913 y Kluyver en 1914 probaron que la leva­

dura Kluyveromycesfragilis crece a expensas de inulina, lo

mismoque una inulinasa de Aspergillus niger fue descrita en

1924 por Pringsheim y Kohn. Ahora, si bien se había comprobado

actividad inulinasa, existía 1a duda de que fuera una

invertasa encubierta, debido a que se había eneontrado activi­

dad sobre sacarosa,.innlina, rafinosa, irisinin, gentaniosa y
estaqueosa. Recién en l943 Adamslogró dilucidar el dilema al

determinar actividades inulinasa e invertasa independientes,

tanto en pH como temperatura óptimos, en los mismos preparados

enzimáticos. Fue a partir de ese momentoque los reportes

sobre inulinasas microbianas fueron incrementándose

aceleradamente (Grootwassink, 1980; Zittan, 1981; Vandamme,

1983; Uhm. 1985 y 1987; Allais, 1988 y 1987; Ffstathiou, 1986;

Parekh, 1986: Ettalibi. 1990). Sin embargo, solamente dos

hacen referencia a actividades inulinasa en el género Bacillus

ll



(Uhm, 1985 y A11ais, 1987).

Desde que se comprobó la existencia de una B-fructofu­

ranosidasa específica para inulina, la búsqueda de una enzima

termoestable capaz de ser utilizada industrinlmente para la

producción de Jarabes de 95%en fructosa, fue y es incesante.

La idea de obtener un edulcorante de mejor rendimiento que los

existentes en el mercado, en un solo paso, por acción de una

sola enzima, a partir de una materia prima abundante en 1a

naturaleza y de fácil extracción, conformauna Justificación

más que lógica para fundamentar su estudio.

Ya hemos hablado de las ventajas de las enzimas

microbianas para los intereses comerciales de las industrias.
Pero, ¿cuál es la enzima adecuada? ¿De un hongo, una levadura

o una bacteria? Para eeleccionarla hay que tener en cuenta

ciertos requisitos a cumplir:
1. alta termoestabilidad durante el tiempo requerido para

el proceso de hidrólisis;
2. temperatura óptima mayor de 45°C;

3. alta producción y fácil recolección a partir de

cultivos celulares.obtenidos en un medio de simple formula—

ción; y

4. el microorganismo productor no debe ner patógeno ni

liberar ningún tipo de toxina, de manera que no contamine el

preparado enzimático a utilizarse en la industria alimenticia.
Los dos primeros pueden cumplirlos la innlinasa de

cualquier microorganismoque presente cierta termorresistencia
o bien Sea termófilo. El terCer requisito circunscribe a

aquellos microorganismos productores que exporten la enzima a1
medio con un a]to rendimiento. Por último el cuarto descarta
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aquellos microorganismos que sean perjudiciales para 1a salud
comolos hongos productores de aflatoxinas u otras

micotoxinas. Por todas estas razones el enfoque del estudio

desarrollado en este trabado de tesis se concentró en la

selección y caracterización de una inulinasa bacteriana,
perteneciente a una cepa no patógena, aislada de fuentes

naturales y que, a su vez, sea exportable y termoestable.

J.j.._El._génenq__.Ba.ci1.1Him.er a_1ndnstnin
Dentro de las Eubacterias, el género Encillns ha sido el

grupo de microorganismos elegido para la producción comercial

de grandes cantidades de enzimas hidroliticas solubles y

relativamente estables, comopor ejemplo: amilasas, proteasas,

glucanasas y lipasas. Las cepas industriales son capaces de

excretar en gran escala enzimas durante un período relativa­

mente largo mediante el flujo constante de nutrientes frescos.

Este género se caracteriza por ser aerobic, formador de

endosporas y Grampositivo cuando las células son "Jóvenes".

¿Quées lo que lo hace atractivo para sustituir a Escherichia

coli en los procesos industriales? Ademásde sintetizar copias
múltiples de proteínas recolectables sin lisis celular,
inevitable en Escherichia coli, este cocobacilo Gramnegativo

contiene endotoxinas que deben eliminarse luego del proceso
fermentativo.

.Pacillus subtilis fue ,en un principio. la especie mas
utilizada en las últimas décadas. pero actualmente está siendo

reemplazado por Hacillus lichenifbrmis, Bacíllus amyloligue—

faciens y BacilIUS stearothermophilus, los cuales han demos­

trado una mayor capacidad de producción enzimática además de

13



una alta termoestabilidad (Ingle y Boyer, 1976: Sonnleiter y

Fiechter, 1983; Mezes y Lampen, 1985). Sin embargo, según

Priest (1977), las cuarenta y ocho especies descritas en el

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology secretan una

gran variedad de enzimas extracelulares solubles, las cuales
reflejan la diversidad de hábitats (Tabla 2). Amilasas que

pueden hídrolizar almidón bajo presión a 110'C y proteasas

estables y activas a pH=12son ejemplos extremos de la adap­

tación enzimática.

Lo observado generalmente en cultivos celulares en lote

es que la máximasíntesis de enzimas extracelulares ocurre

antes de la esporulación, es decir, durante las fases

exponencial tardía y estacionaria temprana. Por lo tanto, en

células en plena división celular, las llamadas "jóvenes", es
un hecho encontrar la actividad enzimática ligada a la mem­

brana celular. Durante años, los estudios se han volcado hacia

la relación existente entre los fenómenosde esporulación y

síntesis de exoenzimas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta

que la transición de fase exponencial a fase estacionaria se

produce por cambios en las condiciones de cultivo que pueden

desreprimir algunos genes reprimidos (Priest, 1977), por lo

que puede no haber relación alguna con el proceso de

esporulación. El aislamiento de mutantes de esporulación

(spo—)y de sintesis dc exoenzimas han aclarado en parte el

nudo del misterio. Algunas exoenzimas son necesarias y

complementarias al proceso de esporulación, como las

proteasas, por lo que mutantes spo- son además deficientes en

su síntesis. Por otro lado, la síntesis de enzimas

independientes de la esporulación, comoamilasas, no es

14



afectada por una mntaciñn en 10s genes spo.

Todosestos aportes al conocimiento del Pñnero thillus

ayuden a manipular los microorganismos en nuestro beneficio,

teniendo en cuenta, además, que 1a mayor parte de las especies

no presentan patogenicidad para la especie humana.

15



TOBLA2: EHÏIHHS EllfififFlUlnPES DF! FEN‘ÉÑ Rarlllus
(Pr|==l. l777!

ENllHn ESPECIES ENIIHA ESPECIES

1.Earbohidrasas 2. Proteasas
flnarasa Bacillus sn. Froteasa alcalina Bacillus spp. alcalbfilos
¡(-Alilasa B. anyloliquefacien; Aainopeptidasa B. licheníforlis

B. caldnlytirus B. subtilis
B. líchpnilorlls Esterasa B. subtilis
R. Iacaran; Froteasa halofllíca Bacillus sp.
B. stParothernnphilus Hetaloproteasa B. aayloliquefaciens
B. €uhtílis B. tervus
B. subtili: var. anylosacchariticus B. lichenifornis
Farillu: :pp. alcalhfilos B. ¡PgateriUI

D-fllilasa B. cereus B. polynyxa
F. ngateriUI B. subtilis
B. polynvxa B. subtilis var. aavlusac
Facillus spp. alcalbfilos B. thernoproteolytitus

Arabinasa B. subtilís B. thurlngiensis
Cplulasa R. bravia Serinaproleasa B. anyloliquefaciens

B. firlus B. liuuenifurnis
B. polyuvxa E. punilus
B. punilus B. subtílis
B. suhlílis B. subtilis var. alylosac

Quitlnasa B. circulan; Serína-Ietalnproteasa B.licheniforlis
Duitosanasa B. sp. R-l B. punilus
Ciclodextrin-qlucano B. naceran; 3. Penitilinasas
transferaaa B. qualerlun }!-Lactalasa B. anthracis

B. spp. alralofilos B. EPreuS
Dextranasa B. negaterius B. liqueniforais

F. subtilís B. legalpríun
Galactanasa B. anylollnuelacivns B. subtilis

B

d-l.3-Glucanasa

drl.b-Glucanasa
lsoalilasa

Levansatarasa
Liquanasa
Haltasa
Hananasa
PattatoliaSa

Fosfanana:a
Fululanasa
Xilanasa

B. subtilis var. anvlosacchariticus
B. circulans
F. pnlyayva
B. sublili:
Batillus cpp. altalbfilos
B. circulan;
B. anyloliquefatvpn;
B. polylyva
F. Subtilis
B. pu-ilus
B. subtilis

F. alyloliouefaciens
B. circulan;
B. polynvva
B. nunilus
B. sphaer1(u:
P. stearolcrnophllu;
B. subtlli<
Bacillus =nn. altalólilos
B. cirrulans
Bacillus sn. alcalhlilo
R. anylnllquolavipun
R. ‘1rnus

B. pnlynyva
F. subtilí:
B. subtilis var. auylosaccharititus

Penicilina anidasa
4. Nucleasas y fosfata=ns
Fosfatasa alcalina

Deoxirribonucleasa­
ribunucleasa

S-Nutleotidasa
S-Nucleotidasa

5. Enzilas bacteriolltiraz
Endo-N-acetilqlucosa­
aninídasa

. quaterÍUI

B. alylnliquefaciens
B. cereus
B. sublili;
Bacillus sp. alcalofilo
B. alyloliquefaciens
B. cereus

B. punilus
B. subtilis
B. subtilís
B. tereus

B. negateriua
B. subtilis
Batillus son.

B. lirhenifornis
B. sublílis

Evo-N-acetilglutosa-in|42=aB. subtilis
Endo-N-acetilluralída;=
Exo-N-acelil-uralidasa

B. subtílis
B. suhtilis

N"3(Ptil‘luralil'l'alanen: 9. lichpnifornis
anidasa

b. Lioasa
7. Fosfolinasa C

B. lianinasa

B. sublílis

B. lichsniforlis
B. anlhracis
B. cereus

B. thurinqiensis
B. thianinolyticus
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Obtenciónde una cepa bacteriana termorresistente, aisla­
da a partir de ecosistemas naturales, capaz dc producir una
actividad inulinasa tal que resulte aplicable cn la producción

de jarabes de fructosa, a partir de inulina, a escala
industrial.



El trabado de tesis realizado consistió en:

a. Aislamiento y caracterización de cepnn bacterianas
productoras de inulinasas, termófilas o termorresistentes, a
partir de ecosistemas naturales.

b. Estudios de producción en lote para Ja selección de la

cepa adecuada, a partir de medios de cultivo sintéticos y de

composición sencilla.
c. Caracterización de la actividad enzimática encontrada

en 1a cepa productora con mayor rendimiento, incluyendo

localización, fraccionamiento, estabilidad y determinación de
los parámetros cinéticos, ademásde las condiciones tales como

termoestabilidad, comportamientocon distintos sustratos,

acción de inhibidores y peso molecular estimado.

d. Diseño experimental, a escala de laboratorio, de un

proceso de hidrólisis enzimática de inulina n partir de
extractos acuosos de topinambur, en contacto con la inulinasa

de thillus subtíljs 430Ainmovilizada en un soporte inerte.
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¿LEZJmuïlflEILIJLLJEE;_QL_11EEEIIEKJES

.4.1._Determinaciones analíticas

4.1.1. Determinación del númerode bacterias

4.1.1.1- Por medición de Densidad Optica (D0) a 560 nm: de

muestras de 3 m1 en un espectrofotómetro Spectronic 20 Bausch

& Lomb.

4-1-1-2- Por conteo de células viables en placa: 0,1 m1de

diluciones seriadas a] décimo fueron sembradan en placa con

medio nutritivo por el métodode rastrillado von espátula de

Drigralsky e incubadas de 24 a 48 horas a 45°". E1 resultado

se expresó en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) / m1

cultivo.

4-1-2- Determinación de azúcares reductores

Los azúcares reductores se determinaron POPcolorimetría

mediante el método de neocuproina (Dygert, 19“5). El método

consiste en la reacción de reducción del Cu2+ a Cu+ en medio

alcalino. con la consecuente oxidación de los azúcares, siendo

compledado el ión Cu+ por neocuproina (2,9-dimntil—1,10—

fenantrolina). El color del quelato es naranjn y tiene su pico
de absorbancia a 450 nm. La calibración se renlizó con una

solución patrón de fructosa (500 ug/ml) en solución saturada
de ácido benzoico.
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4.1-3. Determinaciónde fructoaa total

Fructosa total ae determinó por el métodn colorimétrico

descrito por Bacon (1948), Gray (1950) y Roe (1934) basado en

1a reacción de Selinwanoff para cetosas, utilizando reeorcinol
en presencia de ácido clorhídrico. La solución patrón de
fructosa (500 uq/ml) en solución saturada de ácido benzoico se

utilizó para su calibración. El color desarrollado experimenta

un pico de absorción a 540 nm.

4.1-4- Determinación de proteinas

Las proteínas fueron determinadas por el método

colorimétrico de Bradford modificado por Sedmnk (Sedmak y

col., 1977). Se basa en la reacción de la unión peptídica con

el colorante Coomasie Brilliant Blue G-250 diruelto en HClO4

0.3 M, que desarrolla color azul detectable por medición de
abeorbancia a 595 nm. La calibración se realihó con una

solución de albúmina bovina fracción V (Sigma) 1 mg/ml.

Ai2i_Detenminación_de_actiïidnd_nnzimáhicn
La actividad inulinaea se determinó en Una mezcla de

reacción con: enzima 0,1 m1, inulina 4% (p/v) 0,05 m1, para

lograr Condiciones de saturación. Luego de un" incubación de

una hora a 45°C (salvo en casos indicados), se calculó la

cantidad de azúcares reductores formadapor hidrólisis del

polímero (no reductor).
Se definió una Unidad Enzimática (UE) como 1a cantidad de

enzima que libera 1 umn] de azúcar reductor (homo fructoea)

por minuto en las condiciones dadas.
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Cabe aclarar que en el caso de medicionns sobre células

enteras. a la mezcla de reacción se agregó NaNs(azida sódica)

a una concentración final de 0,03% (p/v), de manera de inhibir
el crecimiento bacteriano.

AJJBIMMQWMM imilinnana

4.3-1- Mediode cultivo.

E1 medio de cultivo (IM) fue formulado de acuerdo al

propuesto por Snyder y Phaff (1960) para levaduras. con las

modificaciones pertinentes para favorecer el crecimiento
bacteriano. Este contiene por litro: K2HPO41,0 g; hidrolizado

de caseína 0,5 g; NaCl 0,1 g; CaC12 0,1 g; MqSO4.7H200,5 g;

inulina 10-20 g: en los casos necesarios agar-agar 20 g como

agente gelificante (IA). Ademásde estos componentes

principales se agregó una solución de vitaminas del complejo

B, de manera de lograr una concentración final de: clorhidrato

de tiamina 2 ppm; piridoxal 0,5 ppm; riboflavina 2 ppm; ácido

p-aminobenzoico 100 uB/ml; ácido fólico 50 Ua/ml; ácido

nicotínico 1 ppm; biotina 50 ug/ml y una solución de elementos

traza a una concentración final de: 0,5 ppm nn B y Fe y 0,01

ppm en Zn, Mo, Co y Cu. El pH final se ajustó entre 6,8 y 7,0.

4-3-2- Relevamiento de cepas productoras

La búsqueda de cepas bacterianas capaces de degradar

inulina se dirigió a tierra de rizósfera y raíces en
descomposición de plantas de la familia Cbmpnsitae. que

acumulan el polímero. La Tabla 3 compila las muestras tomadas
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TABLA 3: MUESTREO REALIZADO PARA EL RASTREO DE CEPAS
BACTERIANAS PRODUCTORAS DE INULINASAS

FUENTE ORIGEN

Vernonia herbacea (Vell Rusby)

Diente de león

Dalia

Vernonia herbacea (Vell Rusby)

Diente de león

Diente de león

San Pablo, Brasiï

Moreno, Provincia de Buenos Aires

Buenos Aires, Arnentina

Vicente López, Pnia. de Buenos Aires

Ciudad Universifaria. Buenos Aires

Villa Gesell, Argentina
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y su procedencia.

El esquema de] relevamiento efectuado se resume en la

Figura 5. De manera de obtener inulinasas termoestables, se

favoreció la selección de cepas que fueran termorresistentes o

termófílas y, además, microorganismos formadovcs de esporas.

Después de suspender 1 R de muestra en 10 m1 4° SF (NaCl 150

mM).ésta se dividió en dos porciones:

Una parte se inoculó en caldo IMen una relación 1:10 mientras

que la otra se calentó 15 minutos a 80°C con c1 objeto de

seleccionar esporas para luego inocular de la mismamanera. La

incubación se realizó a 37°C, 45°C y 60°C durnnte 48 horas. A

partir de estos caldos enriquecidos, se estrinron placas de
medio IA. Luego de una incubación en las mismas condiciones,

se prOCedió a su revelado. Este consistió en almacenar las

placas a 4°C, por lo menos una semana, tiempo mínimo requerido

para que la inulina precipite y se evidencien los halos de

hidrólisis alrededor de las colonias productoras (Figura 6). A

partir de ellas se obtuvieron cultivos puros ror re-estriado
en placa . Los mismos se denominaron según su origen,

temperatura de aislamiento y si la muestra fun pasteurizada o
no.

4.3.3. Selección de la cepa mejor productora

Los estudios de producción y crecimiento nn lote de las

cepas seleccionadas en placa, por su mayorhalo de hidrólisis,
se realizaron a 45°C, en baño con agitación. Para cada valor

de tiempo, de intervalos de una hora, se detevminó el nivel de

azúcares reductores. así comoel crecimiento Facteriano.
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FIGURA 5: RELEVAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS

PRODUCTORAS DE INULINASAS

1g MUESTRA

¡o ml SOLUCION FISIOLOGIOA

(NaCI 160 mM)

l

1
IM CALENTAMIENTO A 8000 16 mln

37.46.8000 l
IM

37.46.0000

l
IA

31.46.0000

400 1 SEMANA

REVELADO

4-3-4- Identificación de la cepa bacteriana neleccionada

E1 microorganismo elegido como mejor productor de

inulinasa a la mayor temperatura posible, fun identificado

según pruebas bioquímicas recomendadas, con los controles

adecuados (Norris. 1981 y Sneath, 1986) y el nistema API (API
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FIGURA 6: REVELADU DE COLONIAS PRODUCTORAS ME INULINASAS

50 CHB,Appareils et Procédés d'Identification System S.A.,

Vercieu, Francia). utilizando Bacillus SUbÉÍJÍR ATCCBBSBcomo

especie tipo.

ALAl_EatudiQH_thneTlaccepn.aeleccignadndflaciIluacsubLLLha
430A_ylla,actividadcinulinasamenconhnada”

4-4-1. Optimización de temperstura y concentración de
sustrato en cultivos en lote de Bacillus subtílis 430A

El crecimiento y producción de los nivelcn de azúcares

reductores se evaluaron en función del tiempo a: 37"C, 45°C.

50°C y 55“C‘ Jo mismo que en concentraciones No ínulina de:

0.05%. 0.10%, 0.25%, 0.50% y 1,00% (p/v) a 45”C de manera de

definir el punto máximopara ambos parámetros. a lo largo de

cultivos on lote. Se inoculó, en todos los Casos un 10%del

volumen de medi“ n partir de un cultivo de JR horas en igual

DJ U!



volumen de medio a partir de un cultivo de IR horas en igual

medio de cultivo.

4-4.2. Estudios de producción de actividad inulinasa en
cultivos en lote de Bacillus subtilis 430A

Con las condiciones óptimas de crecimiento en lote, es

decir 45°C, 1%(p/v) de inulina, con agitación. un inóculo de

1:10 de un cultivo de 18 horas, se evaluó y caracterizó la

actividad inulinasa. Para cada valor de tiempo. en intervalos

de una hora, se determinó crecimiento bacteriano. pH, azúcares

reductores y actividad enzimática, tanto en nobrenadantes de

cultivo comoen células enteras resuspendidnn en buffer

fosfato 0.05 Mde pH:7.

4-4-3- Condicionesde cultivo en lote de aníllus subtilis

43OApara la recolección de la enzima

Se inoculó Bacillns subtilis 430Aal 10%(v/v) en un

fermentador Gallenkamp de medio litro de carncidad (volumen de

medio 150 m1) y fue incubado a 45°C, pH conrtante mantenido

con NHn1,5 N, agitación 8 y aireación 600 rms/min. Cuando el

cultivo arribó a fase estacionaria temprana. correspondiente a
una DOBaOnmentre 1,5 y 2.0, que equivale a aproximadamente

103-109 UFC/ml. fue recolectado y centrifugndo a 10.000 x g

durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se filtró a

través de una membranaMillipore de 0,2 um de diámetro de

poro, mientras que 1as células se resuspendinron en 1/10

volúmenes de buffer fosfato 0,05 MpH=7. Ambasfracciones se

utilizaron comofuente de enzima.
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4-4.4. Fraccionamientocelular para la localización de la
actividad inulinaaa en Bacillua subtilia 430A

Para ubicar la actividad inulinasa endocclular obtenida,

se procedió al fraccionamiento expuesto en la Figura 7. Todos

los residuos de ccntrifugación fueron resuspendidos en buffer

fosfato 0,05 MpH=7y pH=B. para luego determinar actividad

enzimática en cada una de las fracciones obtenidas.

4-4.5. Purificación parcial de la enzima

A partir de snhrnnadantes de cultivo de ¡MCJJJUBsubtilis

430A (2,3 x 109 UFC/m1)se probaron distintas concentraciones

de (NH4)9SO4y a0etona (20, 40, 60 y 80% (v/v\) como agentes

precipitantes, para un único paso de purifiCavión. El

precipitado obtenido por centrifugación a 10.000 x R se

resuspendió en igual volumen de buffer fosfato 0,05 MpH=7 ,

salvo en e] caso de determinación de pH óptimo de actividad.

El extracto fue utilizado comofuente de enzima para los

estudios que siguen. excepto en los casos específicamente
indicados.

4-4.6. Determinación de la temperatura óptima de actividad

Se determinó actividad inulinasa a 0°C, 2°C, 37°C. 40°C,

45°C, 50"C, 55°C, R0°C y 65°C por incubación durante una hora.

4-4.7- Determinación del pH óptimo de actividad inulinana­

La actividad inulinasa se verificó en un rango de pH

desde 3,75 hasta 5,5 con buffer ácido acético acetato de Na

0,1 M y desde pH 5,H hasta 8,0 con buffer N37HV04/NBH2PO40,1
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FIGURA 7: FRACCIONAMIENTO CELULAR DE

Bacillus sublilis 430A

CELULASSUSPENDIDASEN BUFFER
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M a _45°C.

4-4-8. Estabilidad térmica de la actividad enzimática

Se evaluó la estabilidad enzimática en presencia de

sustrato, por la liberación de poder reductor. a ]o largo de

siete horas y a 45°C. 50°C, 55°C, 60°C y 65°C. con el objeto

de estudiar su posible utilización industria] por 1a
persistencia térmica. Este estudio se realizó tanto con

eobrenadantes de cultivo comocon enzima parcialmente

purificada.

4.4-9. Determinación de la temperatura de innotivación
enzimática

Por medición de actividad inulinaea a 28 C, 30°C, 37°C,

40°C, 42°C, 45°C. 4R”C. 50°C.52°C, 55°C, 60°C y 65°C y

aplicando una aproximación de la ecuación de Arrhenius (1)

lnkr=-%x—; (1)

donde kr es la constante de velocidad do la reacción

(actividad específica). E. es la energia de activación de la
reacción, R la constante de los gases y T 1a temperatura

absoluta. Así se puede calcular la temperatura de inactivación
de 1a enzima por un cambio de signo en -E./R. pendiente de la

recta resultante de araficar ln kr vs. l/T (Aiha y ool.,_
1965).

4-4.10- Efecto de metales y complejantes sobre la actividad
Se midió actividad inulinasa agregando a la mezcla de

reacción distintas concentraciones de los iones: Hg2*entre
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10-? y 10-5 M: Ag+ entre 10-4 y 10-3 M: Cu2+ nntre 10‘:3 y 10-9

M: Na+ entre 7.5 x 10*2 y 10‘3 M; Ca2+ 7 x 10"2 y 10-4 M; 002+

entre 10-2 y 10-4 M; Zn2* entre 10-2 y 10-4 H; Mg2* entre 10­

2 y 10-4 M; K"'(10-1 y 10-2 M); Fe3+ (10-a y JH-4 M): Mn2+ (10­

3 M); Ba2+ (10-2 y 10-4 M) y los quelantes: FHTAentre 2,4 10­

2 y 10-3 M y EGTA (10‘2 y 10‘3 M).

4-4.11. Especificidad de sustrato

4.4.11.1. Comportamientode la enzima frente n distintos
sustratos

Ademásde medir actividad enzimática utilizando inulina,

se eligieron otros sustratos que poseyeran el mismotipo de

unión slicosídica (por lo menosuna), tales vnmo: sacarosa

(a-D-glucopiranosi1-9-D-fructofuranósido), mclezitosa

(O-a-D-glucopiranosi1—[1-3]—O—B—D—fructofuranosil—[2-1]-a—D—

glucopiranósido) y rafinosa (O-a-D-galactopirflnosi1—[l-6]-a—D—

glucopiranosil-BNDmfructofuranósido), todos en la misma

concentración para comparar ln liberación de roder reductor.

4-4.11-2. Determinación de parámetros cinétivon: Kmy Vm

Tomandocomo base la cinética de reacciún enzimática

descrita por Michaelis-Menten, se midieron las velocidades

iniciales de la reacción de hidrólisis, pendientes de las
rectas al origen de las curvas Producto vs. Tiempode

incubación. Luego. mediante el gráfico de Linnweaver—Burk

(l/velocidades iniciales vs. l/concentración de sustrato), se
determinaron los valores de Km(inverso de ln constante de

afinidad) y Vm(velocidad máximade la reacciún) para inulina
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y sacarosa comosustratos.

4-4.12. Efecto del producto final

Comoel producto final es la fructosa, Pe agregaron
distintas concentraciones del monoeacárido n la mezcla de

reacción, determinando la actividad enzimática inmediatamente

después de su homogeneización. Las concentravionee ensayadas

fueron de 0,0% a 0.3% (P/v).

4-4.13. Determinación del peso molecular aproximado

Se utilizó e] método de filtración en Roles Sephadex en

una columna de 1,5 cm de diámetro por 20 cm de largo. Se

rellenó con Sephadex G-lOOSuperfine (rango: 4.000-150.000 D).

hinchado y suspendido en buffer fosfato 0,05 MpH=7. Alrededor

de 10-1 Unidades Fnzimáticae, parcialmente purificadae, se

sembraron sobre la superficie del gel y se elnyó con el mismo

buffer de rellenado, recogiendo fracciones dn 0,5 ml para su

posterior medición de actividad enzimática. La columna fue

calibrada previamente con azul dextrano 1%y una solución de

CoClz, de manera de determinar los parámetror Vo (volumen

muerto, no ocupado por el gel) y Vu (volumen total de la

columna, incluido el gel). Ademássobre la columna de Sephadex

G-lOOse procedió a la calibración de los volúmenes de elución

(Va) con respecto al peso molecular de 1a prnreina. Para ello

ee utilizaron dos patrones: albúmina bovina (RSA)fracción V

(Sigma) de PM266.OODD y citocromo c de PM=JH.300 D. Aplicando

la ecuación

Vn/Vo = 10g PM x k1 + k2

Se determinaron k1 y k2, para luego calcular nl PMde la
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molécula incógnita.

L.&._Diseño_de_un_pLQc_eaQ_de_hidnóliaia

Se diseñaron dos procesos de hidrólisis dependiendo del
tratamiento realizado sobre la enzima:

4-5-1. Proceso en medio liquido

El extracto enzimático parcialmente purificado (51 UE/ l)

se incubó a 45°C a lo largo de veinte horas cn presencia de

inulina en dos concentraciones iniciales: 127 (p/v) (solución

saturada a dicha temperatura) y 4%(p/v), para medir

finalmente el grado de hidrólisis según:

%hidrólisis = %azúcar reductor formado/Xfruttosa tota] x 100

Cada reacción se realizó en paralelo con un control sin
enzima. de manera de poder determinar el nile inicial de
azúcar reductor.

4-5.2- Proceso con enzima fija en un soporte inerte

(inmovilizada)

4.5-2-1. Inmovilización de la enzima

La enzima parcialmente purificada se inmovilizó en una

matriz inerte de agar-agar de la siguiente manera: iguales
volúmenes de agar 4% (p/v) y enzima, mantenidos a 45°C, se

homogeneizaron rápidamente y se enfriaron harta

solidificación. Luego el gel se fraccionó en Pequeños cubos y

se utilizaron en esa forma para ensayar hidrólisis sobre un

extracto acuoso de tubérculos de topinambur, que contiene

0,92% (p/v) en fructanos. Comoconservante se utilizó NaNa
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0.03% (p/V).

4.5.2-2- Hidrólisis propiamente dicha

Se usaron dos variantes de hidrólisis por lote: la

primera se probó en tubo, mientras que la sequnda en un

sistema compuesto por una columna termostatiñada, simulando un

reactor. La diferencia entre ambasresidió en la facilidad y

eficiencia del lavado con buffer fosfato 0,0“ MpH:7, que

presentó el sistema de columna termostatizadw debido a la

existencia de las dos aberturas. La reacción en tubo se

realizó según: cubos de agar con la enzima atrapada en un

volumen aproximado de 3 ml, se incubaron durante 16 horas y

media a 45°C con 4 m1 de sustrato, a1 cabo de las cuales se

determinó el porcentaje de hidrólisis. La reacción en columna

se realizó de la siguiente manera: con la ensima atrapada en

cubos de agar de un volumen aproximado de 10 m1, se rellenó

una columna de 1,5 cm de diámetro por 20 cm de largo, inserta

en un refrigerante conectado a un termostato que hacia

circular agua a 45°C. Se evaluó el porcentaje de hidrólisis
tanto a'las 8 comoa las 16 horas de incubación. Tanto para la

reacción en tubo Comoen columna se probaron dos ciclos

sucesivos separados entre si por lavados de] ¡el con buffer

fosfato 0,05 MpH=7, con el objeto de verificar pérdidas de
actividad enzimát1ca.
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57Mislmimtojummm nulinaaas

5-1.1- Relevamiento de cepas productoras
Los resultados del relevamiento efectuado se resumen en

la Tabla 4. A partir de las muestras tomadas, nor duplicado o

triplicado, detalladas en 1a Tabla 3, se logró aislar 30 cepas
bacterianas capaces de crecer en medio IA. Entre ellas,

solamente tres (3308. 1'3OAy 430A), provenientes de rizósfera

de Vérnonja herbacea (Vell Rusby), fueron productoras de los

mayores y únicos halos transparentes de hidrólisis a 45°C.

Otros hidrolizaron el polímero sólo a 37°C (23“A, 3'30B,

3'30A, 3300, 130Dy 1300), ya que no crecieron a temperaturas

mayores. Mientras tanto las cepas termófilas y DLVGPASTA y B

no produjeron halos. Esto último da idea de la utilización de
una fuente de carbono alternativa contaminante de la inulina

(mono- y oligosacáridos), confirmado a través del tamaño

pequeño de las colonias obtenidas. De manera d" ponernos en

las mejores condiciones respecto a la termorrcnistencia

enzimática (por lo menos a 45°C), elegimos las cepa 3308,

1'30A y 430Apara su estudio posterior.

5-1.2- Selección de la cepa mejor productora

Con el objeto de seleccionar una cepa altamente

productora, se estudió la hidrólisis de la fUPnte de carbono a

lo largo del crecimiento bacteriano en medio líquido.Las
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TABLA 4: RELEVAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS PRODUCTHRAS DE INULINASAS

FUENTE CEPA CRECIMIENTO
37o“ 45°C 60°C

Rizósfera de 4'60A —
Vernonia herbacea (Vell Rusby) 1'60A ­

VernoTC — + +

Rizóefera de DLVLTCl —
diente de león DLVLTCZ —

DLVLPAST —
DLCUTCi ­
DLCUTCZ ­
DLCUPASTA ­
DLCUPASTB ­
DLCUPASTC —
DLVGTC ­
DLVGPASTA +
DLVGPASTB +

+-++-++-++-++++

I+-++-++-++.++

Rizósfera de DALIATC
dalia DALIPASTA

DALIPASTB
DALIPASTC
DALIPASTD +++-++ +-++-++

(H): colonias con halos de hidrólisis grandes y definidos.
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curvas de crecimiento en lote de las cepas 4ÑWA,33GBy 1’30A

se exponen en la Figura 8. De ellas podemos lnferir que 430A

produce azúcar reductor, en forma creciente n partir del
sustrato, desde que comienza la fase estacionaria en adelante

(luego de 5 horas de cultivo). En cambio 330D y 1'30A lo hacen

en fase exponencial, con una disminución en inse estacionaria

a valores iniciales y una D0 final baja. Teniendo en cuenta el

rendimiento cinco veces mayor y pensando en una posterior

optimización de 1a producción, se eligió la Pepa 430A como la

mas adecuada.

5.1-3- Identificación de la cepa 430A

A partir de los ensayos preliminares practicados, que
incluyen pruebas morfológicas y bioquímicas resumidas en la

Tabla 5A., y Con la confirmación de las 49 pruebas del sistema

API (TabJa 58.), se dedujo que 430Aes similar a Bacillus

subtilis. Conrespecto a 1a caracterización morfológica y

bioquímica no existen diferencias entre 430Av thillus
subtilis ATCCSGBS.‘Delos 49 hidratos de carbono del sistema

API, 430Autiliza N-aCetilglucosamina comoernte de carbono,

mientras que la cepa tipo no puede aprovecharla como tal. El

hecho de existir so]o una diferencia de todan las pruebas
realizadas, la hace poco significativa dentro del contexto de
la identificación. Además,dentro de la especie subtilis, este

hidrato de carbono puede ser degradado por el 50%de las cepas

estudiadas en el catálogo API. lo cual nos permite inferir el

hecho de que se trata de una cepa perteneciente a la especie
subtiljs.
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FIGURA 8: CRECIMIENTO EN LOTE E
HIDROLISIS DE INULINA DE LAS CEPAS

SELECCIONADAS A 46°C
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iüFlú 5: IDENÏIFICACIDN DE-LR CEFú 430A

ñ. B.

FNSñYfl: PRELIMINARES SlSIEHfl API P. subtilis AltCóbJJ CEPA CSOA

Horlninqla: glicerol t t
For-a bacilar eritritol - ­
Gran D-arabinosa - ­
Formación de endosnoras L-arabinosa t t
Hotilidad ribosa 0 4
For-ación de cadenas D-xilosa + t

Esporas: elipsoidales L-xilosa - ­
esféricas adonitol - ­
cilindricas fi-Ietilxilbsido - ­
centrales galactosa
subterninales D-glucosa
terninales D-fructosa
defornantes D-Ianosa

Inclusiones cristalinas L-sorbosa
Prueba: biooullicas: ralnosa

catalasa dulcitol
Vooes-Prostauer inositol
creciliento en 71Natl nanitol
hidrólisis de caselna sorbitol
hidrólisis de allidbn
hidrólisis de gelatina
reducción de nitrato
pH en ledio VP >6
creciliento a SOUC
creciniento a 650€
creciliento anaerobio

d-netil-D-Ianbsido
al-Ietil-D-glucbsido
N-acetilglucosanina
aniodalina
arbutina
esculina
salicina
celobiosa
naltosa
lactosa
nelibiosa
sacarosa
trehalosa
inulina
nelezitosa
D—rafinosa
alnidbn
qlucbqeno
xilitol
P-gentibiosa
D-turanosa
D-lixosa
D-tagatosa
D-fucosa
L-fucosa
D-arabitol
2-ceto-qluconato
S-ceto-qluconato
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ELZLEstudios._sobre _ln_ceanelecnionndn_Bac i11:15.51:th la

430A_y_eu_nctividacLJnulinnsLencnntnndn

5-2-1- Optimización de 1a temperatura y conccntración de
sustrato en cultivos en lote de Bacillus subtíIIs 430A

Las curvas de crecimiento en lote a disiintas

temperaturas corresponden a la Figura 9, de donde se ve

claramente que la temperatura óptima de crecimiento ronda los

45°C. dado que la velocidad de crecimiento ec mayor, traducida

en una mayor pendiente de 1a fase exponencial. Además se

obtuvo un mejor rendimiento en la hidrólisis de sustrato, a

iguales tiempos de incubación (700 ug/ml de fructosa en 7

horas). Por otro lado. de la Figura 10 se deduce que la

concantración óptima de inulina, tanto para hidrólisis como

para crecimiento celular. es de 1%(p/V). El crecimiento

bacteriano disminuye aceleradamente Junto con 1a concentración

de sustrato y, por supuesto, la producción dc azúcares

reductores. Es un hecho que a1 1%(p/V), 1a inulina no es el

factor limitante del crecimiento debido a la DOobtenida, lo
mismoocurre a menores concentraciones. Es dc suponer entonces

que la cnzima es inducible y que la bacteria necesita una

concentración mínima de azúcares de bado pes“ molecular como

para iniciar el crecimiento y consecuente sintesis enzimática.
Estos azúcares se hallarian comocontaminantcs en la inulina,

desde que es un producto natural.

5-2.2. Estudios de producción de actividad inulinasa en
cultivon en lote do Rasillus subt1118 430A
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FIGURA 9: OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA
DE CRECIMIENTO E HIDROLISIS PARA LA

CEPA 430A
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FIGURA 10: OPTIMIZACION DE LA
CONCENTRACION DE SUSTRATO (INULINA)

PARA LA CEPA 430A
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Unavez establecidas las condiciones óptimas de

concentración de inulina y temperatura, se deforminó la curva

de producción de actividad inulinasa, midiendo. además, la

variación de pH del medio. En la Figura 11 se exponen los

resultados obtenidos. No existe una gran disminución del pH

del medio, el cual llega a un valor de 5,8 lucso de 10 horas

de incubación (Figura 1]-a). Desde las 2 hasta las 7 horas de

incubación a 45°C. o sea fase exponencial tardía y principios

de fase estacionaria (Figura 11.a), se destaca una clara

actividad inulinasa exocelular, que decae al entrar en fase
estacionaria (15 UE/l en promedio, Figura 11.h). La actividad

inulinasa endocelular se mantiene a lo largo de toda la curva

de crecimiento bacteriano en un nivel basal (menor que 5 UE/l,

Figura li.b), evidenciándose un leve incremento de la mismaen

fa9e exponencial tardía y principios de fase estacionaria.El
nivel de azúcares reductores ss incrementa derde las 4 horas

en adelante, señal de una activa hidrólisis en paralelo con

una velocidad menor de consumo por parte del microorganismo

(Figura 11.b) .

5.2-3. Fraccionamientocelular para la localización de la
actividad inulinasa endocelular

De acuerdo con lo observado en la Figura 11.b, la

actividad enzimática endocelular presenta un vnlor basal a lo

largo de] crecimiento bacteriano y la mayor concentración de

enzima es exportado. Con el objeto de establecor con certeza

la localización de la enzima endocelular, un cultivo

bacteriano se sometió al tratamiento descripto en 4.2.4. Las
fracciones obtenidns exhibieron una actividad inulinasa
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FIGURA 11:ESTUDIO DE PRODUCCION DE LA
ACTIVIDAD INULINASA EN CULTIVOS EN LOTE

DE Bac/[las subi/[Is 430A A 45°C
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detallada en la Tabla 6. Se ve claramente qup las fracciones

ensayadas a thfi poseen una menor actividad cnzimática debido

a que partimos de un cultivo cuyo número bac'eriano es casi 10

veces menor (3,0 x 10e UFC/ml) que las fraCciones de pH=7 (2.3

x 109 UFC/ml). Dicha Justificación se verifica a través de la

similitud en las actividades específicas obtcnidas. A pesar de
estas diferencias, en amboscasos un 70%de ¡a actividad es

exportada y del resto, un 9%se halla ligado a membrana

citoplasmática, mientras que lo demás se encuentra en la

fracción soluble, tanto periplásmica comoci'osólica.

5-2.4- Purificación parcial de la actividad enzimática
El resultado de la purificación de 1a actividad

enzimática por precipitación, en un solo pas“. a partir del
sobrenadante de un cultivo de 2,3 x 109 UFC/m1, se resume en

la Tabla 7. Se utilizaron dos agentes precipitantes. Con

(NH4)2SU4al 85% (p/v) de saturación se logró una

precipitación con alto rendimiento, pero un arado de

purificación de 4,4, que consideramos bajo para nuestros
propósitos. Por otro lado, el hecho de tener que eliminar el

residuo de (NH4)2SO4en el extracto obtenido por un proceso de

diálisis disminuirian el alto rendimiento inicial. Por acción

del otro agente, acetona, se concluye que ocn una

precipitación con un 40%(v/v) se obtiene unn actividad

inulinasa purificada 13 veces y con un alto rendimiento,

condiciones necesarias y suficientes para unn inulinasa de

grado industrial comola que se pretende obtnner.

La obtención de rendimientos mayores al 100%no es

extraño desde que en el sobrenadante de cultivo (fuente de
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TABLA 6: ACTIVIDAD INHLINASA EN FRACCIONES SUBCELHLARES
DEBaoilius subtilis 430A

FRACCION ACTIVIDAD ACTIVIDAD
ENZIMATICA ESPECIFICA
(UE/1 cultivo) (mUE/mqproteina)

pH=B pH=7 pH=8 pH=7

cultivo (pH=8. 3.0 x 108 UFC/ml; 6 29 6
pH=7. 2.3 x 109 UFC/m1)

sobrenadante de 10.000 x a 11 25.2 380 360
células enteras 4 7.5 — ­

células sonicadas 4 11.0 - ­
sobrenndante de 1.000 x a (Sl) 3 11.6 26 50
residuo de 1.000 x R (P1) (a) O 0.8 - ­

sobrenadante de 10.000 x g (82) 3 7.2 36 40
residuo de 10.000 x R (P7\ (b) 0 2.0 - ­

sobrenadante de 105.000 x g (83) 2 4.0 43 40
residuo de 105.000 x e (P3) (c) 0.3 1.0 — —

(a): células enteras
(b): restos de paredes Celulares y células rotas
(C): restos de membranascelulares
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anzima) nxisten productos de la reacción de hidrólisis que

pnndnn inhibir la antividad 1nn]inaaa.como se nmmprnhómás

adelante.

5.2.5. Determinación de ln temperatura y pH órtimon de
actividad

Las perfilan dn temperatura y pH conformHHlas Figuras 12

y 13 rpsppotivamnnto. D9 P1108 Re deduce que '1 actividad

innlinann máxima se nncnentra Pntre 45 y 50°C v a pH entre 6 y

7. Como la inulinn nn más soluble en agua desd“ los 45°C Ph

adnlante v estnhln a pHneutro. estas condicinnns

apnrentnmnnte son las ndnnuadas para el desarvullo de un

pronnsn indnntrin] do hidrólisis. Es importan'n evitar, en la

preparnviñn de jnrahnn. la posible producción do nnhidridos de

fructosa a valoran ánidos de pH y a temperatUIna mayores de

50°C.

5.2-6- Estabilidad térmica de la actividad inullnana

En Ja Figura i4 ne detalla la cinética dn nstahilidad de

1a actividad inulinann a distintas temperaturnn de incubación,

nn presnncia de inulina. En 1a Figura 14a. se varifioa el

efncto de la temperatura en Sobrenadantes de rwltivn. a través

de una pérdida do] 50%de actividad a 10 largo de 7 horas. lo

qnn hace nuponnr nna innatabjlidad debida a Jn prennnoia de

proteaaaa. exportadns por el mismomicroorganinmo. n bien

inhibidnrns, prndnvhn del matahnlismo celular Este hecho

apnrtarin a 1a baída de la antividad exocelulnr. vista en la

Figura 11.b lungo dn 7 horas de incubación. En la Figura 14h.,

en cambio, dnndn la nnzima ha sido parcialmenfn purificada. la
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TABLA 7: PURIFICACION PARCIAL DE LA INULINASA
EXOCELULARDE B.aubt1115 430A

AGENTE PRECIPITANTE ACTIVIDAD ACTIVIDAD R PUREZA
ENZIMATICA ESPE“.

(UE/1 ) (mUE/mq (%)
proteína)

(NH4)2804 85% sat. 46 1,6un 184 4,4

acetona: 20% (v/v) 20 3.300 80 9.2
40% (v/v) 47 4.700 188 13,1
60% (v/v) 44 2.2"” 176 6,1
80% (v/v) 33 90“ 132 2,5

control 25 36“
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FIGURA 12: DETERMINACION DE l A
TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVIDAD
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pérdida de actividad a 45 o 50°C es del 25%, denotando una

alta.estabilidad térmica durante ese período y en esas

condiciones. Este punto es importante, ya que la hidrólisis a

escala industrial requiere comominimouna incubación de esa

duración a dichas temperaturas. La inactivación se evidencia,

luego, a temperaturas mayores de 55°C.

5-2-7. Determinación de la temperatura de inactivación

La Figura 15 es el gráfico de Arrhenius para la actividad

inulinasa de BACÍJIHesubtiljs 490A. Tal como se esperaba, la

temperatura de inactivación se encontró alrededor de los 54°C,

pudiendo correlacionar estos resultados con los obtenidos en

5.2.6., donde existe una pérdida abrupta de actividad a

temperaturas mayores de 55°C. Ademáseste resultado concuerda

con dos sucesos: el microorganismo es incapaz de crecer a 55°C

en el mismomedio (Figura 9) y la inulinasa es una enzima

importante para su desarrollo. pues es 1a que provee Ja fuente

de carbono.

5-2.8. Efecto de metales y compledantes sobre la actividad
enzimática

La influencia. en ia actividad inulinasa. de los metales

y agentes quelantes a distintas concentraciones se detalla en
la Figura 18. Una inhibición total es producida por Hg?+. Ag*

y (Yu?+en trazas (10"4 M o menores. Figura 16.a) y Nn“ y Ca2+

a altas concentraciones(10”1 M. Figura 16.b). Una inhibición

parcial Ocurre por la presencia de 002+, Zn2*. Mg2*(Figura

16.a) y FDTA(Figura 18.b); una leVe activacion por EGTA

posiblemente por la captura de algún agente inhibidor (Figura
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FIGURA 14: CINETICA DE ESTABILIDAD
TERMICA EN PRESENCIA DE SUSTRATO
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FIGURA 15: GRAFICO DE ARRHENIUS PARA LA
ACTIVIDAD INULINASA EXOCELULAR
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16.b); Y. por último. no se nbanrvó ningún nfnctn por acción

de K+. F93+ (Figura 16.n), Mn2+y Baz+ (Figura 16.b).

5.2.9. Enpecificidnd de nuntrato

5-2.9.1. Comportaminntode la enzima frente a dintinton
sustratos

A1estudiar In RPtÍVÍde enzimática para difltintos

azúcares usadns 00m0 sustratos. se llegó a los TORHJÜRÓOR

expuestos en la Tabla R. Do alïon se deduce que 1a enzima es

Pspecífica tanto para innlina nomnpara sacarosa y presenta un

bajo rendimiento dmhidrólisis para rafinosa y mnïnzitnnn en

las onndicíonua dndnn. El hnnhn de que Rea prántivampntp

inantivn frente a estos dos nligosncáridos nn en casual dado

que la unidad frnvtnnn no nn hnlla dispuesta de ln misma

manera dentro da las moléculas. lo cual hace inaohnsihle la

unión B(2—1).

5-2-9.2- Determinación de lon parámetros cinéticon: Kmy Vm

A través dn ln dntnrmtnahión de las vp1ooidndon 1n101alna

de reaooión de lan Figuras 17.a y 18.a para sacarosa e inulínn

respectivamentn. RP onmpusiernn los gráficos dn Linnwpavnr—

Burk (Figuras 17.b y 18.b). Comorenultado da ellnn. se

pudieron calcular Joa siguipntps Parámetroa:
a) sustrato: sanarona (Figura 17.b)

La inversa do la ordenada al origen es:

Vm: 13,38 ng nzúcar rndnotor / ml min

La inversa do la concentración inicial de Runtrato dando

se haría nula la inversa de ln VPlocidad inicial nn:
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FIGURA 16: EFECTO DE METALES Y
COMPLEJANTES SOBRE LA ACTIVIDAD
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TABLA 8: COMPORTAMIENTO DE LA ENZIMA FRENTE A DISTINTOS
SUSTRATOS CON EL MISMO TIPO DE UNION GLICOSÏDICA

SUSTRATO ACTIVIDAD ENZIMATICA

Inulinn 4% (p/v) 59

Sannrnaa 4% (p/v) 129

Rafinosa 4% (p/v) 4

Melezitosa 4% (p/v) 3
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Km 7 56 mM

h).sustrnto: inulinn (figura 18.b. P060Molecular

09timndo:5500 D)

La inversa de la ordenada al origen es:

Vmt 21,43 un Azúcar reduotor / m1 min

Ln inversa da In oonoenirnoión inicial de suntrato donde

se haria nula Ja inVPrsa de la velocidad inicial en:

Km = B mM

El valor siete Vnonn menor del Kmindica qup la enzima Pa más

Pspecífíca para lnulinn, ya QHPla constante de afinidad Ps

mayor. Con estos resultados Bo puede deducir una rnlnnión que

sn dnfine según:

S / I : Unidadnn ÏnvnrhnRa / Unidadnn Inulinnna

es dpnlr:

umolpn ganaronn vlivadn/ml/min/anJPH az.rod. lihprndo /m] min

que indica si la onzimn nn cuestión en una inulinnna vnrdndera

n una invertasa capaz de hidrolizar inulina. En este caso

S/I=O.62. confirmando que la Pnzima es una inulinana, dado su

valor menor que 1.

5.2-10- Efecto del producto final

Por el agregado de fructosa. producto final de Ja

reacción de hidrólisis. ne estudió una posible modulación do
la actividad inulinana al medir la mismafrente a

Poncentraciones cronipntPR del monosacárido. De lon resultados

nxpueston en la Figurn 19 en nhnervó una activación desdn un

0.06% (p/v) hasta un máximo on 0.15% (p/v) do fruhtosn. non un

incremento de Jn antividad en más de un 100%. Luego los

valoran deoaen a [na normales y finalmente a coro n
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FIGURA 17: DETERMINACION DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DE LA ACTIVIDAD
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FIGURA 18: DETERMINACION DE LOS
PARAMETROS CINETICOS DE LA ACTIVIDAD
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FIGURA 19: EFECTO DE LA CONCENTRACION DE
FRUCTOSA SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
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concentraciones mayores de 0,2% (p/v).

Conel objeto de verificar estos efectos moduJadores, se

efectuaron dos corridas en una columna Sephadex G-iOO

Superfine: a 20°C equilibrada con buffer fosfato 0,05 MpH:7 y

a 20°C equilibrada con fructosa 0,15 % (p/v) en e] mismo

buffer. Aprovechandoel efecto de tamiz molecular, se

determinaron los pesos moleculares de los picos obtenidos- Los

perfiles de elución se ven en la Figura 20. En la Figura 20.a.

se distinguen 5 picos. cuyos pesos moleculares promedio

corresponden. según la calibración con los patrones adecuados,

a PM1 = 88.000 D. PMo : 77.000 D, PMs = 52.500 D. PH4 = 36.000

D y PMn: ]9_000 D.Mientras que con una conccntración de 0.15%

(p/v) de fructosn se obtuvieron dos picos (Figura 20.b.) de

PM1 = 71.000 D y PM? : 36.000 D. Con 1a desaparición de los

picos de 52.500 h y 19.000 D podemos pensar en una asociación

de subunidades de la molécula de proteina, que mantienen su

actividad en forma independiente. o bien la inactivación por

fructosa de dos de cuatro actividades hidroliticas. Así mismo,

los dos picos de 71.000 D y 36.000 D sugerirían la presencia

de dos actividades hidroliticas separadas. Por lo tanto el

patrón de picos obtenido surgiría por la presencia de

actividades hidrolíticas independientes, sensibles a fructosa
y/o una disociación-asociación de subunidades proteicas

moduladas por el monosácarido y 1a combinación de ambos

sucesos. en el caso de que ocurriera el segundo.

5.3L_Discño.deun Proceso-de hidrólisis

Una vez que el estudio sobre la inulinasa encontrada

reveló su estabilidad térmica, fácil recolección en
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FIGURA 20: DETERMINACION DEL PM DE
INULINASADE Bac/[las subi/lis 430A:
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sobrenadantes de cultivo y las condiciones óptimas de

readción. se evaluó, mediante el diseño de un proceso de

hidrólisis, la posible aplicación industrial. El mismose

desarrolló con la enzima tanto en medio liquido como

inmovilizada en un soporte inerte y con distintas

concentraciones de sustrato y tiempos de incubación. para

deducir las condiciones óptimas de trabajo. De esta manera se

quiso verificar la utilidad de la enzima en 1a fabricación de

jarahes de fructosa a partir de extractos acuosos de
tubérculos de topinamhur, a escala de laboratorio.

5.3.1- Proceso en medio líquido

Con el objeto de ensayar un pr0oeso de hidrólisis en

medio líquido se elisieron dos concentraciones de inulina. La

primera es del 12%(p/v) que Corresponde a una solución

saturada a 45°C. en nuestras condiciones de laboratorio.

distinto del 20%(p/v) descripto (ver Introducoión). La

segunda (4% (p/v)) corresponde a la solución tal que por

dilución con la enzima, llegue a una concentración similar a

la obtenida en los extractos acuosos de tubérculos de
topinamhuru otra planta perteneciente a la familia

Cbmpositae. A partir de las reacciones en medio líquido

ensayadas. se obtuvieron los siguientes resultados con las

siguientes soluciones de inulina utilizadas: 12%(p/v) y 4%

(p/v) de inulina de dalla (Sigma).

a. Para 12% (p/v): A partir de un Volumen de enzima de 0,7ml y

un Volumen de inulina de 0,35 m], el Z (p/v) de Azúcares

reductores formado fue de 1.69 con una concentracion de

fructanos totales. expresada comofructosa de 5.70% (P/V). Por

lo tanto el %Hidrólisis fue de 29.7.
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b. Para 4% (p/v): A partir de un Volumen de enzima de 0,35 ml

y un Volumen de inulina de 0,175 ml, el % (p/v) Azúcares

reductores formado fue de 0.71 con un % (p/V) de fructanos.

expresado comofructosa de 1.54. Por lo tanto el %Hidrólisis

fue de 46,1.

Se ve claramente que el porcentaje de hidrólisis es mayor

a menor concentración de sustrato, lo cual concuerda con la

inhibición por producto ya descripta en 5.2.10..

5-3.2. Proceso con enzima fija en un soporte (inmovilizada)

Desde un principio se quiso utilizar un soporte que no se

uniera mediante enlaces covalentes al sistema enzimático para

evitar cualquier tipo de inactivación. Se ensayaron distintos

geles formados con a«carragenanos-K+, pero ninguno dio la

consistencia firme a 45°C comopara procesarlo y rellenar una

columna. Por otro lado. ningún gel formado con el ión Ca2+ era

útil desde que la actividad enzimática se perdía con altas

concentraciones del catión (5.2.8.), por lo tanto ni

alginatoe"Ca2+ ni carragenanos-Ca2+ podían utilizarse. Esta es

la razón por la cual se prefirió el uso de agar-agar como

soporte inerte.

5.3-2-1- Ciclos en tubo

Las condiciones de partida fueron las sigiuentes:
Las unidades enzimáticas por litro inmovilizadas fueron lOO:

el volumen de enzima fue de 3 ml y el de extracto de

topinambur de 4 ml.

Los resultados del proceso realizado en dos ciclos

sucesivos. con los lavados intermedios fueron:
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a. Primer Ciclo : El % (p/v) Azúcares reductores formado fue

de 0,53. Comoel % (p/v) de fructanos, expresado como fructosa

fue de 0.56. se obtuvo entonCes un x Hidrólisis de 94.

b. Segundo ciclo: El % (p/V) Azúcares reductores formado fue

de 0,16. Comoel % (p/v) de fructanos, expresado como fructosa

fue de 0.45, se obtuvo así un %Hidrólisis de 36.

E] rendimiento decrece debido a una posible pérdida por

difusión de la enzimn atrapada en el agar. No obstante se

obtuvo un buen rendimiento de hidrólisis en el primer ciclo.

Dada la pérdida producida por un lavado, sería

conveniente profundiZar el estudio. de manera de encontrar un

soporte adecuado que fije la actividad enzimática en forma

suficiente para Varios ciclos de hidrólisis.

5.3-2-2- Ciclo en columna

El reactor se armó con cubos de gel-enzima de 56 unidades

enzimáticas por litro reaccionantes, en un volumen de enzima y

de extracto de topinambur de 10 m1 cada uno. Se obtuvieron los

siguientes resultados en el sistema de ciclos ya descripto:
a. Proceso de incubación de 8 horas a 45°C:

Primer ciclo: Comoel % (p/v) Azúcares reductores formado

fue de 0.16 y el % (p/v) de fructanos, expresado como fructosa

fue de 0.55 , se obtuvo un %Hidrólisis de 29.

Una vez terminado este primer ciclo, se realizó un lavado

con buffer fosfato segun lo descripto en Materiales y Métodos.

Segundo ciclo: Con un % (p/v) Azúcares reductores formado de

0,12 y un % (p/v) de fructanos. expresado como fructosa de

0.27. se calculó el %Hidrólisis de 44.

Al haber una dilución en el extracto debido al remanente
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de buffer de lavado. aumentó e] rendimiento de hidrólisis por

una menor concentración de sustrato. No se ohservsron grandes

pérdidas de la actividad con los lavados.

b. Proceso de incubación de 16 horas a 45°C

Primer ciclo : Con un % (p/v) Azúcares reductores formado de

0,15 y un % (p/v) de fructanos. expresado como fructosa de

0,34, resultó un %Hidrólisis de 44.

Luego del JAVAdocon buffer fosfato 0.05 M pHT7, se

procedió al:

Segundo ciclo: A partir de un % (p/v) Azúcares reductores

formado de 0.14 y un % (p/v) de fructanos. expresado como

fructosa de 0,26. se calculó el %Hidrólisis de 54.

Se obtuvieron resultados similares a1 primer proceso, con

mayores rendimientos dado el mayor tiempo de incubación.

Por los resultados obtenidos se deduce que en el proceso

en medio liquido (5.3.1.), los rendimientos de hidrólisis son

menores en iguales condiciones de trabajo.

El proceso de hidrólisis con la enzima inm0vilizada
favorece la disminución de la concentración loca] de]

sustrato, con lo cual la actividad enzimática no se inhibiria.

Deallí los mayores rendimientos de hidrólisis.

Evidentemente la presencia de casi el doble de unidades

enzimáticas en el qe] correspondiente al ciclo en tubo. es la

causa del 94%de rendimiento en la hidrólisis. Por lo tanto,

la cantidad de 100 UE/l marca el limite inferior de 1a

concentración de enzima a inmovilizar.

De las reacciones de hidrólisis ensayadns se pueden

resumir condiciones óptimas de trabajo a escala iahoratorio:
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*Reactor: columna rellena con cubos de gel-enzima.

*Enzima: fija en un soporte inerte (en este caso anar-agar),

en una proporción 1:1 con 100 UE/l.

*Sustrato: extracto acuoso de tubérculos de topinambur, previa

eliminación de azúcares solubles en etanol (menor PM), cuya

concentración expresada comofructosa total final sea 0,92%

(p/V).

*Tiempo de incubación: 16 horas.

*Conservador: NaNa0,03% (p/v) final.

*Cantidad de ciclos por columna: dos.

*Material de lavado: buffer fosfato 0,05 MpH:7.

Estos ensayos, que podrían ser ampliados a otros

soportes, indican. sin embargo, que es factible diseñar un

proceso de producción de Jarabes de fructosa a partir de

inulina usando la enzima inmovilizada, con mejores

rendimientos que con 1a enzima soluble directamente.
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6. 1. _Aislamiento.,de,_bacterias.productorae__de._inulinasaa..

El principal objetivo del presente trabajo ha podido

cumplirse, ya que se encontró una cepa del género Fácillus

capaz de sintetizar una actividad inulinasa. De acuerdo con

los resultados publicados por otros autores, sobre

microorganismos capaces de hidrolizar inulina (Grootwassink.

1980: Zittan, 198]; Vandamme, 1983: Uhm, 1985; Efstathiou,

1986; Parekh, 1986: Allais, 1986 y 1987; Oiwa, 1987: Hhm.

1987: Ettalibi, 1990: Gupta, 1990; Haragushi, 1990). Las

bacterias reportadas pertenecen A los géneros: Arthrnbncter.

Lactobaci11us, Actinomyces y Flavobacteríum, habiendo sólo dos

citas del género Bacíllns. Comonuestro propósito ers aislar

una cepa bacteriana productora, que pudiera tener aplicación

industrial, su búsqueda se encaró hacia la flora asociada a

rizósfera de vegetales ricos en inulina. A partir del releva­
miento efectuado vimos que sólo un 10%de las cepas capaces de

crecer en el medio de cultivo producían halos de hidrólisis a

45°C.

Noes casual que éstas hayan sido aisladas a partir de

muestra de rizósfera de origen brasileño dado el clima cálido

preponderante en dicho país.La elección de las muestras. asi

comolas temperaturas de selección. se realizaron teniendo en

Cuenta una cierta correlación entre la temperatura de crecim

miento y la termoresistencia de la actividad enzimática,
condición indispensable en la industria. Le cepa seleccionada,
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identificada comoFncjllus subtiljs 430Afue la única que
hidrolizo el sustrato en cantidades apreciables y. además, al

comienzode la fase estacionaria en forma creciente (Figura

8). De allí su posterior estudio para un aprovechamiento

integra] de la cepa.

La actividad inulinasa encontradaen thilJus subtilis

430A, es cxportada a fines de la fase exponencial de creci­

miento y principios de fase estacionaria de cultivos en lote

(Figura 11). Estos resultados se correlacionan con lo descrip­
to por Priest (1977) acerca de la excreción de proteínas del

género Bacjllus en fase estacionaria temprana y una actividad

endocelular en la fase exponencial temprana. Esto último
concuerda con el hecho de haber encontrado actividad enzimáti­

ca, tanto en fracción soluble comoen membranacelular, duran­

te todas las fases de crecimiento bacteriano. señalandonos el

camino recorrido por la proteína al ser exportada.

6.2L-Propiedades denia, _ac.t111dad_innlinasLde__.B.sub ti 11s -430L

Dentro de las inulinasas reportadas, pOCasson de carác­

ter exportable. Se han encontrado enzimas exocelulares de

origen fungico o en mutantes de Kluyveromycesfragjljs (Tsang

y col., 1988 a y b). pero contadas son las de origen bacteria­

no (Allais y 001.. 1986 y 1987). La facilidad de obtención de

la enzima es un factor importante dentro de la fabricación de

Jarabes de fructosa n partir de inulina. Asimismo.su purifi«

cación debe ser rápida y sencilla. como 1a ensayada en este

trabajo de tesis. Se eligió, entonces, un solo paso de preci­

pitación con acntona por ln limpieza del proceso. ya que no
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existe la necesidad de una diálisis posterior comoen el caso

del (NH4)2804. En estas condiciones se obtuvo un grado de

purificación de 13. suficiente para nuestros propósitos, los
cuales se hubieran satisfecho con un minimo de 10. De esta

manera, además, se evitó el uso de columnas con tamices mole­

culares. que añadirían aún más pasos para la obtención de una

inulinasa de grado industrial.
La combinación de temperatura óptima entre 45°C —50°C,

y pH óptimo entre 6 y 7 . no ha sido encontrada en otras

inulinasas descritas. En las inulinasas bacterianas, si bien
la temperatura óptima de actividad llega a 50°C, el pH se

halla alrededor de 5.5. Algo similar ocurre en el caso de

inulinasa de levaduras o bien fúngicas. cuyas temperaturas
óptimas pueden superar los 55°C. Resulta entonces beneficioso

trabajar a pHcercano a la neutralidad para prevenir la forma­

ción de anhídridos. favorable en medio ácido y altas tempera­

turas (ver Introducción).
Es importante resaltar la estabilidad de la actividad a

las temperaturas de 45°C y 50°C. en presencia de inulina

(Figura 14). El hecho de estar presente el sustrato ederceria

cierta protección sobre 1a estructura molecular de la proteiu

na, situación que no se presenta a temperaturas mayores de

55°C.

La temperatura de inactivación de la actividad inulinasa

encontrada fue de 54°C (Figura 15), concordante con la biblio­

grafía en que las inulinasas descriptas exhiben una temperatuw

ra de inactivación entre 55“C y 60°C. En el cano de las de

origen fúngico, su actividad se pierde a temperaturas aún

mavores de 60°C. Tal es el ejemplo de inulinasas del género

69



Aspergillus y Penicjllium (Zittan. 1981).

La actividad se inhibe por concentraciones de 10*4Men

Hq2+ o Ag+; y 10-3M de Cu2+, resultado similar al obtenido con

inulinasas de Aspergillus. Penicillium, Candiday Arthrobaoter

(Vandammey col.. 1983).

Esta inhibición nos habla de la existencia de grupos —SH

en posiciones estratégicas dentro de la molécula, ya sea en el

sitio activo o bien en un sitio importante bajo el punto de

vista estérico para la reacción.
Las inhibiciones por los cationes Na+ y Caz+ podrian ser

producidas por 1a concentración salina relativamente alta
(lO-1Men cada uno). Estas inhibiciones no han sido descriptas

anteriormente.

Según los resultados obtenidos de Kmy Vmen 5.2.9.2. la

actividad inulinasa encontrada presenta mayorafinidad por la

molécula de inulina que por la de sacarosa.

Los valores de Kmpertenecientes a la inulinasa de Bac]­

Jlns subtjlis 430A. fl mMy 56 mMpara inulinn y sacarosa

respectivamente. se encuentran dentro del rango descrito.Los
valores de Kmde inulinasa reportados por otros autores para

inulina oscilan entrn 1.2 10“?mMpara Clostridium avetobutyli­

cum (Efstathion y ool., 1986) y 17 mMpara Chndida sa]menti—

oensjs (Vandammey 001., 1983), mientras que para sacarosa

están comprendidos en el rango de 4.2mMpara Sterjnmatocystes

nigra y 55 mMpara Debnryomyces cantarelli (Vandammey col..

1983).

Un detalle a destacar es el comportamiento de la enzima

frente a inulina. Este no es del todo "michaeliano". sobre

todo a bajas concentraciones de sustrato (Figura 19). Esto

70



podría justificarse a través de una dificultad de acceso por

parte de la inulinasa a la molécula de inulina, polímero de

gran tamaño, al principio de la reacción. A medida que las

cadenas de fructosa disminuyen su longitud, la enzima tendria

una mayoraccesibilidad, por cuanto la cinética de hidrólisis
tendería paulatinamente a la cinética descripta en la teoría
de Michaelís-Menten.

Ademasde ese comportamiento no "michaeliano". visto en

los resultados obtenidos al determinar las velocidades inicia­

les, comotambién los cambios en los perfiles de elución en

presencia o ausencia de fructosa. y el efecto modulador de la
mismaen distintas conCentraciones, nos indujeron a pensar en

un fenómenode alosterismo. Si bien este fenómenopodría estar

presente no significa obstáculo alguno en nuestros objetivos,

por lo tanto no consideramos necesaria una profundización de
su estudio.

Es un hecho curioso la actividad evidencinda a concentra­

ciones de fructosa entre 0.06 %(p/v) y 0,15 %(p/v). La molécu­

la de fructosa modificaria de tal manera la estructura protei­

ca. que facilitaría su acceso a la molécula de inulina. A

concentraciones dc fructosa mayores de 0,2 %(p/v). se produce

una inhibición de la actividad. estos valores son mayores

comparadoscon los de la inulinasa descrita de U. acetobutyli­

cum (Efstathiou. 1986).

A través de esta acción inhibitoria confirmamos lo dicho

en 5.2.4. sobre la obtención de un rendimiento mayor al 100%

en los pasos de purificación ensayadoe (Tabla 7). Los sobrena­

dantes de cultivo poseen fructosa libre, en una concentración

tal que inhiben en parte a la actividad inulinasa exocelular.
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Al precipitarla y resuspenderla en un medio libre de azúcares

estamos recuperando la actividad de esa fracción antes inacti­
va.

Los pesos moleculares obtenidos concuerdan con los des­

criptos para enzimas exportables del género Bacíllus (Priest,

1977, Mézes y col. 1985). El pico mayor que ronda los 80.000D.

coincide con el tamaño maximode una molécula capaz de atrave­

sar la porosidad teórica. calculada por la disposición de las

cadenas del peptidoglicano de la pared celular. Al no haberse

encontrado ningún dato de peso molecular reportado para inuli­

nasas tanto fúngicas comobacterianas o de levaduras, no

podemosrealizar comparación alguna.

Otro dato que se extrae de los resultados de 5.2.9.2 es

la relación entre la actividad hidrolítica para sacarosa y la
actividad hidrolitica para inulina del mismoextracto en­

zimático, denominado S/I. Cuanto más pequeña es esta relación,

nos acercamos a lo que se denomina una "verdadera" inulinasa.

En este caso. para Ja actividad encontrada en BachJUS subti­

Jis 430A. se obtuvo un valor de S/I de 0,62. En comparación

con los valores descritos (Vandammey col., 1983) de O a 9 en

el caso de inulinasa y desde 1600 hasta 28000 en el caso de

invertasas de levaduras. nuestro valor es uno de los más

bajos.
En resumen. podemos enumerar las cualidades de la innli—

nasa de Bacillus subtjljs 430A, que la hacen aplicable a

procesos industriales de hidrólisis:
1- Es exportada al medio de cultivo por el microorganismo.

facilitando su recolección y posterior purificación.

2-Es precipitable por acetona al 40%(v/v), logrando en un
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solo paso purificarla en razón de 13 veces.

3" Su temperatura óptima de actividad. asi comosu estabilidad

a la misma temperatura. y también su rango de pH de actividad

máxima. concuerdan con las condiciones adecuadas para la

reacción de hidrólisis industrial.
4- Las inhibiciones provocadas por cationes no las considera­

mos significativas. puesto que ocurren a concentraciones

altas. difíciles de encontrar en algún proceso industrial
similar.
5' Es altamente específica para el sustrato de interés. inuli­
na, demostrado a través de los valores de Kmy S/I. además de

las actividades con otros sustratos comosacarosa. melezitosa

y rafinosa.
6‘ Es inhibida sólo por altas concentraciones de fructosa.

Ademáses importante destacar, desde el punto de vista de

1a bioseguridad, la inocuidad de la cepa ya que es bien sabido

que Benillus subtjlis es un microorganismo no patógeno para el

hombre. Esto hace posible la manipulación de cultiVoe, para su

posterior procesamiento. en forma segura.

613¿_Similitud_con_otras_actividades_descr1taawen_thillus
subtilis

En FaciJJns subtíljs, se han caracterizado tres enzimas

con actividad sacarolitica: una sacarasa endocelular (Lepe­
sant.1972), una levnneacarasa exocelular (Lepesant.1972). v

una levanasa exncelniar (Kunst.1977). Las tren hidrnlizan na­

carosa, pero solamente la levanasa es capaz de hidroiizar inu­
lina. Esta última actividad no se detecta en cepas salvajen de
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BaciJlus subtjljs sino que Bolamente aparece en mutnntes del

gen.sncL (Kunat.1977) y es excretada a fines de la fase expo­

nencial de cultivos en lote. Estas mutantes fueron aisladas

por mutagénesis con etil-metán-sulfonato de B.subti]js 168 de

genotipo trch (Kunst.1977).
Existen además algunas similitudes comoasi también algu­

nas diferencias entre la levanasa descrita y 1a inulinaaa de
F.subtilis 430A.a saber:

Similitudes:

OProduccíón: la actividad específica máximaen sobrena­

dantes de cultivo de fase estacionaria temprana se encuantra

entre 300 mUE/mg.prot y 400 mUE/mg.prot a 37°C para la

levanasa (Martin,1987) y 360 mUE/ma.prot para la innlinnsa de

BacilJus subtjlis 430Aa 45°C.

OPeso molecular: el PMde la levanasa ronda los 73 kD

mientras que el de la inulinasa se halla entre 70 kD y 80 kn

en nu pico máximo. En realidad este hecho no ee propondernnte

ya que todas las excenzimas del género Bácíllns se acercan n

dichos valores de PM(Priest.1977).

OPnrñmetroHcinéticoez los Kmdescriptos de levanasa para

innlina non de fi mMy para sacarosa es 50 mM(Kunst.

1977). Los obtenidos con inulinaeas son 8 mMy 56 mMpara

inulina y sacarosa respectivamente.
°Inhibidorenz ambas se inhiben en presencia dc salen

mercuriales en una concentración final de 10“a Mpara levanaen

(Knnst.]977) y 10-4 H para innlinnea.

OAmbaeson induclbles por fructosa.

Diferencias:

OpHóptimo de RPthidad: mientras que la actividad máxima
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levanasa se encontró a pH 5,5 (Kunst.1977). la actividad

máximainulinasa se halló entre pH 6 y 7.

Onoexiste una división de actividades de diferentes

pesos moleculares en el caso de la Jevanasa.

Un punto a destacar es que la levanasa solo es detectable

en cepas mutantes sacL obtenidas en laboratorio, mientras que
H.snbtjlis 430Aes un habitante natural de la rizósfera de

Vernonin herbacea (Vell Rusby).

6 . .4..__.Diseño__de_lun _proceso _de__hidró 11.616

A partir de los resultados obtenidos en 5.3, hemosdise­

ñado un posible proceso apto para la fabricación de Jarabes de

fructosn. Este incluye 1a utilización de la enzima inmoviliza­

da en un soporte de aaarnnqar. ya que se han logrado mejores

rendimientos que en medio liquido, además de la posibilidad de

la repetición del ciclo. Es importante también que con nn

extracto acuoso de tubérculos de topinambur, de fácil prepara­

ción, que consiste en una solución enriquecida en fructanos,

se obtienen altos rendimientos de hidrólisis por pasaje por el
reactor. Estos hidrolizados serían los precursores de los
Jarabes de fructosa a utilizar en la industria alimenticia.

De esta manera oonstituímos un primer paso para la intro­

ducción de nuevas materias primas, que, probablemente, abara­
tarían costos en la industria de edulcorantes.



De los resultados obtenidos se puede deducir que:

- A partir de las distintas muestras tomadas se lonro aislar
una cepa identificada comoFacillus subtilis que demostró ser

termorresistente y a su vez hidrolizar el sustrato. inulina,
en forma comparable con datos publicados por otros autores.

—Estudios de producción enzimática demostraron que BHCÍJIUB

subtijjs 430Aexporta una inulinasa en fines de fase exponen­

cial y fase estacionaria tempranade cultivos en lote. Verifi­

cando lo descrito para otras enzimas exportables del genero
Racillus. Asimismose encontró una actividad inqunaea endo­

celular en toda fase de crecimiento, tanto en mcmbranaC1to«

plasmática comoen fracciones solubles.

- Se desarrolló un métodosencillo para la purificación par­
cial de la enzima. de manera de eliminar todo interfiriente de

actividad, posible de hallar en el medio de cultivo. Este
consiste en unn sjmplc precipitación con acetona al 40%(v/v)

a partir de la cual se obtiene una enzima Con un grado de

pureza aplicable a procesos industriales de hidrólisis.
Las propiedades estudiadas de la actividad inulinasa cxocem

lnlar encontrada. tnles comotemperatura y pH óptimos. ter­

moestabilidad, efecto de metales y quelantes y del producto

final, nos hablan de una enzima aJtamente resistente en las

temperaturas dc trabajo (óptimas). solamente inhibldn por
altas concentraciones de frUctoea y algunos metales.

—Su peso molecular estimado resulta correlacionarse con los

obtenidos para otras enzimas exportables de] genero Fncí]lus,
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dado A la porosidad de la pared celular y a los diferentes

mecanismos de exportnoión involucrados.

—Los parámetros cinétioos calculados (Km, Vm) asi como Ja

relación S/I, nos describen una inulinaaa “verdadera”, es

decir una enzimaaltamente especifica para el sustrato, inuli­
nn. capaz de hidroliznr otros cuyo tipo de unión glicosidica

sea similar, tales comosacarosa. Esto confirma que la activi­
dad encontrada no es una invertasa activa frente a inulina.

- Conel diseño, a escala laboratorio, del proceso de hidróli­

sis de inulina podemonpensar en un posible aproverhamiento

industrial de la enzima en la producción de Jarabes de fruoto­

na.

“ZC-3345 L.UUM
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