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1.1. Las enzimase_ microbianas v su aplicacién en_ la industria

La capacidad de sintesis de los microorganismos cubre un
amplio espectro de productos quimicos que pueden aprovecharse
como tales o blen emplearse para fabricar, a =su vez, desde
solventes hasta adhesivos, colorantes, liquidns para frenos,
dejando los ya bien conocidos sectores alimentario y farma-
céutico. En los ultimos afios la fermentaci6én microbiana ha
s8ido el método escogido para la produccién de enzimas, las més
versdtiles de las macromoléculas. Desde tiempos remotos, las
enzimas se han extraido de vegetales y animal~s, pero su
obtencién a partir de microorganismos estd avanzando acelera-
damente. La razén es muy sencilla. Ademés de tener cortos
tiempos de fermentacién, medios de crecimiento baratos y
procesos de seleccidén simples, resulta facil mejorar la
produccién enzimatica por manipulacién genéti~a o de las
condiciones de cultivo.

El estudio de enzimas utiles de origen microbiano y sus
aplicaciones biocataliticas es fundamental para el desarrollo
futuro en biotecnologia. Segun Vandamme y Deryvcke (1983), las
enzimas microbianas pueden ser clasificadas groseramente
dentro de tres campos mayoritarios de aplicacién:

a. sintesis de compneatos utiles;
b. reacciones de bioconversién estereoespecificas; y
c. hidrélisis de polimeros "interesantes’”. Tndas estas

reaccioners pueden llevarse a cabo en condiciones operativas



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

Actualmente las enzimas de origen microblano que se
comercializan mundialmente son: proteasas bacterianas para
agentes limpiadores. glucoamilasa, B-amilasa y glucosa
isomerasa para la industria del almidén y renina para la

fabricacién de quesos.

1.2. Produccién de edulcorantes

Por siglos el edulcorante por excelencin fue la sacarosa,
extraida ya sea a partir de cana o bien de remolacha. Este
disacadrido posee serias desventajas tales comn ser cariogéni-
co, contribuir al desarrollo de la arteriosclrrosis, ser causa
de obesidad por sobreconsumo, dado su alto contenido calérico
y, por supuesto., no es recomendable para los ~nfermos
diabéticos. En el afan de sustitulr el consumn de sacarosa, se
ha tratado de reemplazarla por edulcorantes sintéticos tales
como la sacarina, los ciclohexil derivados, el aspartamo,
cuyos valores alimenticios, toxicidad y poder caldérico son
nulos.

También han sido estudiadas, como edulcorantes
alternativos, 1600 a 3000 veces mas dulces qu~ la sacarosa,
proteinas de sabor auice, tales como monelina y taumatina,
encontradas en plantas tropicales (Crosby, 1976); miraculina,
una glicoproteina de un arbusto africano; est~viésido, aislado
de hojas de un arbusto paraguayo, llamado "caA he é"” (yerba
dulce) o blen osladina. Pero estos compuestos poseen una seria
desventaja : no son producidos en las cantidarles adecuadas

para su industrializaciodn.
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Dentro de los productos naturales que s~ hallan amplia-
mente distribuidoes en las especies vegetales ~e encuentra la
fructosa. La fructosa es entre 1,5-2,0 veces miAs dulce que la
sacarosa. dependiendo de ciertas condiciones de temperatura,
PH y concentracién (Tabla 1). Aparentemente 1n forma piranési-
da, mas estable a bajas temperaturas (Barker, 1976), es méas
dulce que la furanésida. Esta propiedad hace ideal 1la utiliza-
cién de fructosa como endulzante de productoe frescos. tales
como las bebidas.

La fructosa puede ser preparada como jarnbe a partir de
almidén de maiz o papa (Figura 2), logrédndos~ los llamados
Jarabes de Ultra-Alta Fructosa, los cuales prnreen entre un 55%
y un 70% del monosacarido, suficiente para endulzar mas que la
sacarosa en las mismas condiciones. Debido a intereses
soclo-econdémicos y politicoa, el consumo de r~ratos jarabes de
fructosa se halla limitado .en- Europa, no siendo asi en Estados
Unidos (Vandamme y Derycke, 1983).

La produccién de estos jarabes edulcorantes requiere una
serie de pasos segiin la materia prima elegidn. Si se
reemplazara esta uliiwma por un polimero de fructoea que por
hidrélisis total y en un solo paso diera un ,inrrabe enriquecido
en un 95% en fructosa. estariamos frente a unn alternativa de

mayor rentabilidad.

1.3. La inulina. polimero_natural de fructosa

l,os polimerca de fructosa, en plantas sureriores, confor-
man un grupo poco conocido quimicamente y aun son menos

comprendidos fisioldgicamente, aunque sus nivrles ]llegan al



FIGURA 2: PRODUCGION DE JARABES DE ALTA FRUCTOSA
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
Jarabes de Alta Fructosa 88

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



B80% del peso seco en algunos tejidos vegetales (Edelman y
Jefford. 1968). Dentro de lae rlantas con flores, los poli-
fructanos se acumulan como hidratos de carbono de reserva en
las familias Compositae y Graminae. Ejemplos representativos
de la familia Compositae son el género Inula, topinambur
(Helianthus tuberosus L.), achlicoria (Chicorium intybus L.),
diente de ledén (Taraxacum oficinale Weber), dnlia (Dahlia
pinnata Cav.), escorzonera (Scorzonera hispanica L.) y cardo
(Cynara cardunculus L.). Todas ellas acumulan un fructano que
se denominé inulina, nombre aparentemente derivado del género
vegetal en el cual se encontré. La inulina, como loe otros
polifructanos, consiste en una cadena lineal de fructosa
ligada por uniones B-(2-1)-fructofuranésidas (Figura 3).
Aproximadamente treint~ unidades de fructosa v una de glucosa
conforman la cadena de inulina, dependiendo, ror supuesto, de
la especie vegetal, de los requerimientos de 1n planta y de la
estacidén del afio (Bacon y Loxley, 1952; Edelmrn y Jefford,
1968). La estimacién 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
v col., 1928; Kobayashi y col., 1985), de 1o cual resulta un
peso molecular medio de 5000 a 6000 Dalton. Pero Praznik y
Beck (1985), en desacuerdo con estas teorias, (ebido a que
lograron obtener inulinas cuyo peso molecular efra mayor de
10.000 Dalton, correspondicente a un grado de yolimerizaciédn
mayor que 40, sostienen que la fuente de inulina y su grado de
purificacién no s86lo influyen aino que ademéds determinan el

reso molecular medio y la longitud de cadena del polisacdrido.



FIGURA 3 : Molécula de tnullng
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Cada uno de los pesos moleculares determinadns por uno u otros
autores son solamente puntos estdticos que n» reflejan el
proceso dinamico que involucra el desarrollo vegetal.

La inulina es peoeo eoluble en agua fria. mientras que es

altamente soluble en agua a ebullicién, observéandose una
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solubilidad de 20g/100ml por enfriamiento a 45°C. La cinética
de disolucién es notablemente lenta, pudiendo acelerarse dicha
velocidad al incrementar la temperatura. Es inroluble en
solventes orgédnicos y, por lo tanto, precipitmnble con etanol o
bien acetona (Vandamme y Derycke, 1983). Se ha observado (Mc
Donald, 1946) que dependiendo de la forma en nue es
precipitada o bien del solvente en el que es disuelta, la
inulina modifica su conformacién, de manera que no precipita
por enfriamiento. Por lo expuesto, podemos pensar en dos
formas alternativas: una méds soluble en frio que la restante y
un equilibrio entre ambas. Su hidrélisis &cida se produce a
altas temperaturas (80-100°C) a pH=1-2 durante una o dos
horas, produciendo un 5% de difructosadianhidrido por 1la
reactividad de la fructosa a esos valores de rli. La extraccién
de inulina a partir de tubérculos de dalia, topinambur u otra
planta de la miema familia eB relativamente sencilla (Figura
4). El1 rendimiento total es generalmente alred~dor 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 méaximn de acumulacién
de fructanos, o sea, en otofio, cuando la plantn entra en
periodo de letargo.

La presencia de fructosanos en las plantas no muestra
correlacién alguna con la presencia o ausencia de almidén. Por
ejemplo en el topinambur, las hojas contienen almidén y los
tubérculos fructanos, mientras que en los cerrales como el
trigo, las hojas contienen fructanos y las semillas almidén.

En algunas hojas en las cuales se encontraron fructosanos,
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tales comn los pastos Iris spp., la sintesis dr almidén se
indujo por contacto de las mismas con una soluridén de sacarosa

(Edelman y Jefford, 1968).

1.4, Hidrdliseis enzimdtica de inulina

Es bien conocido que las plantas que acumilan inulina
deben hidrolizarla para poder aprovechar sus rropiedades de
reserva. Esta hidroiicis puede desencadenarse pror brotacién,
congelacién, largos almacenamientos, o por la aparicidén en
escena de una enzima involucrada en el procesr: inulinasa
(B-(2,1)-fructanhidrolasa). Pero también desdr 1900 se ha
observado y estudiado el aprovechamiento de inulina por
microorganismos ya sean levaduras, hongos o bancterias. Ya
Grafe y Vouk en 1913 y Kluyver en 1914 probaron que la leva-
dura Kluyveromyces tragilis crece a expensag d= inulina, lo
miemo que una inulinasa de Aspergillus niger tue descrita en
1924 por Pringsheim y Kohn. Ahora, si bieh se habia comprobado
actividad inulinasa, existia la duda de que fuera una
invertasa encubierta, debido a que se habia encontrado activi-
dad sobre sacarosa, .inulina, rafinosa, irisinia, gentaniosa y
estaqueosa. Recién en i943 Adams logré dilucidar el dilema al
determinar actividades inulinasa e invertasa independientes,
tanto en pH como temperatura 6ptimos, en los mismos preparados
enzimaticos. Fue a partir de ese momento que los reportes
sobre inulinasae microbianas fueron increment:indose
aceleradamente (Grootwassink, 1980; Zittan, 1981; Vandamme,
1983; Uhm, 1985 y 1987; Allais, 1986 y 1987; FEfstathiou, 1986;
Parekh, 1986; Ettalibi. 1990). Sin embargo, rnlamente dos

hacen referencia a actividades inulinasa en el género Bacillus

11



(Uhm, 1985 y Allais, 1987).

Desde que se comprobd la existencia de una B-fructofu-
ranosidasa especifica para inulina, la busqurda de una enzima
termoestable capaz de ser utilizada industriaimente para la
produccién 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 accié6n de una
eola enzima, a partir de una materia prima abundante en la
naturaleza y de facil extraccién, conforma una justificacién
mas que l6gica para fundamentar su estudio.

Ya hemos hablado de las ventajas de las enzimas
microblianas para los intereses comerciales de las industrias.
Pero, ¢(cudl es la enzima adecuada? (De un hongo, una levadura
o una bacteria? Para seleccionarla hay que tener en cuenta
ciertos requisitos a cumplir:

1. alta termoestabilidad durante el tiempo requerido para
el proceso de hidrélieis;

2. temperatura 6ptima mayor de 45°C;

3. alta produccién y fdcil recoleccién a partir de
cultivos celulares .obtenidos en un medio de simple formula-
cién; y

4. el microorgAanismo productor no debe r~r patégeno ni
liberar ningun tipo de toxina, de manera que no contamine el
preparado enzimdtico a utilizaree en la indurntria alimenticia.

LLos dos primeros pueden cumplirlos la inulinasa de
cualquier microorganiemo que presente cierta termorresistencia
o bien sea terméfilo. El tercer requisito circunscribe a
aquellos microorganismos productores que exprrten la enzima al

medio con un alto rendimiento. Por ultimo el rcuarto descarta
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aquellos microorganismos que sean perjudicinles para la salud
como los hongos productores de aflatoxinas u otras
micotoxinas. Por todas estas razones el enfoque del estudio
desarrollado en este trabajJo de tesis se conrentré en la
seleccidn y caracterizacién de una inulinasa bacteriana,
perteneciente a una cepa no patégena, aisladn de fuentes

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

1.5. El género DPacillus v su aplicacién en la_induetria

Dentro de las Eubacterias, el género Barillus ha sido el
grupo de microorganismos elegido para la produccién comercial
de grandes cantidades de enzimas hidroliticas solublees y
relativamente estables, como por ejemplo: amilasas, proteasas,
glucanasas y lipasas. Las cepas industrialesr son capaces de
excretar en gren escala enzimas durante un periodo relativa-
mente largo mediante el flujo constante de mitrientes frescos.
Este género se caracteriza por ser aerobio, formador de
endosporas y Gram positivo cuando las célulnr son "j6venes'.
LQué es lo que lo hace atractivo para sustituilr a Escherichia
coli en los procesos industriales? Ademds de sintetizar coplas
multiples de proteinas recolectables B8in liris celular,
inevitable en Escherichia coli, este cocobacilo Gram negativo
contiene endotoxinas que deben eliminarsee lu~go del proceso
fermentativo.

Bacillus subtilis fue ,en un principio. la especie mAs
utilizada en las MNltimas décadas, pero actunlmente estad siendo
reemplazado por Bacillus licheniformis, Bacillus amyloligue-
faciens y Bacillus stearothermophilus, los cnales han demos-

trado una mavor capacidad de producciédn enzimAtica ademés de
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una alta termoestabilidad (Ingle y Boyer, 1976: Sonnleiter y
Fiechter, 1983; Mézes y Lampen, 1985). Sin emhnrgo, seguan
Priest (1977), las cuarenta y ocho especies demcritas en el
Bergey '8 Manual of Determinative Bacteriology secretan una
gran variedad de enzimas extracelulares solublrs, las cuales
reflejan la diversidad de habitats (Tabla 2). Amilasas que
pueden hidrolizar almidén bajo presién a 110°C y proteasas
estables y activas a pH=12 son ejemplos extremns de la adap-
tacién enzimatica.

Lo observado generalmente en cultivos celulares en lote
es que la mAxima sintesis de enzimas extracelulares ocurre
antes de la esporulacidén, ee decir, durante las fases
exponencial tardia y estacionaria temprana. Por lo tanto, en
células en plena divisién celular, las llamadas "Jj6évenes”, es
un hecho encontrar 1a actividad enzimdtica lignda a la mem-
brana celular. Durante afioe, los estudios se hnn volcado hacia
la relacién existente entre los fendémenos de esporulaciédn y
sintesis de exoenzimas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta
que la transicién de fase exponencial a fase enrtacionaria se
produce por cambioe en las condiciones de cultivo que pueden
desreprimir algunos genee reprimidos (Priest, 1977), por lo
que puede no haber relacién alguna con el proceso de
esporulacién. El1 aislamiento de mutantes de esporulacién
(spo-) y de sintesis de exoenzimas han aclarado en parte el
nudo del misterio. Algunas exoenzimas son necesarias y
complementarias al proceso de esporulacién, como las
proteasas, por lo que mutantes spo- son ademér deficientes en
su sintesis. Por otro lado, la sintesis de enzimas

independientes de la esporulacion, como amilas~as, no es
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afectada por una mmtaciAn en 10m genes spo.

Todos estos aportes al conocimiento del rinero Bacillus
ayudan a manipular los microorganismos en nuestro benefictio,
teniendo en cuenta, ademds, Qque 1la mayor parte de las especies

no presentan patogenicidad para la especie humana.
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TABLA 2: ENTIMAS EXYTRACELUILARES DF! REMCRN Rarillus

{(Frieght, 1377

ENIIMA

{.Carbohidrasas
fnarasa
o«-Anilasa

®-fnilasa

frabinasa
Celulasa

Quitinasa
Quitosanasa
Ciclodextrin-glucano
transferasa

Dextranasa
Galactanasa

&-1,3-6lucanasa

a-1,56-Glucanasa
fsoamilaca

Levancacarasa
Lignenasa
Maltasa
Man3nasa
Pectatoliasa

Fosfomanass
Felvlanasa
Yilanaca

Racillus sp.
B. amyloliquefaciens
B. caldnlyticus

B. licheniformis

B. macerans

B. stearothermophilus
B. cubtilis

B.

sthtili= var, aaylosacchariticus

Barillus zpp, alcalbfilos
B. cereus

B, megaterium

B. polyayra

Bacillus spp. alcalbfilos
B. subtilis

R. brevis

firaus

polymyxa

puzilus

. suhtilis

. circulans

sp. R-4

marerans

. megateriva

spp. alraléfilos
segateriue

subtilis
aryloliquefaciens

.

circnlang

polyayva

. subtilic

RParillus <pp. alralbfilos
BR. circulans
asyloliquefariens
polymyva

cubtilis

. pusilus

subtilis

. alyloliuuefgciens
circulanz

polyayva

pusilus

sphaericu=
stearotermophilus

R, subtilic

Bacillus =pr. alcaléfilos
R. circulans

Racillus zp, alcaléfile
A, asylinliquelariens

R. firmug

o "D DD D W D o T DD D D

C- e~ B~ - - - - B~ - - - - - - B - B . I -

B. polvayva
B. subtilis

B. subtilis var, aeviosacchariticus

subtilis var, amylosacchariticus

2. Proteasas
froteasa alcalina
Aeinopeptidasa

Esterasa
Froteasa halofilica
Metaloproteasa

Serinaproteasa

Serina-metaloproteasa

3. Penicilinasas
pA-lactamasa

Penicilina amidasa
4, Nucleasas y fosfata=as
Fosfatasa alcalina

Deoxirribonucleasa-
ribonucleasa

3-Mucleotidasa
S-Nucleotidasa

5. Enzisas bacteriolftiras
Endo-N-acetilglucosa-
asinidasa

Exo-N-acetilglucosamintia=a

Endo-N-acetilauramidasza
Exn-N-acetilmuramidasa
N-acetil-muramil-L-alar:na
amidasa

4, Lipasa
7. Fosfolipasa C

8. Tiaminasa

Racillus spp. alcalbfilos
B. lichenijforais

B. subtilis

B, subtilis

Bacillus sp.

B. aayloliquefaciens
cereus

. licheniformis
aeqaterium

. polymyxa

subtilis

subtilis var, amylosac
thermoproteolyticus

. thuringiensis

. anyloliquefaciens
liqueniforais

pumi lus

. subtilis

subtilis var. amylosac
B.licheniforais

B. pusilus

L~ - - - - - - - - - -~ - R - - - B - - - )
-

anthracis

. cereuys
liqueniforais
. megateriuva

. subtilis

. megateriua

[ I - - B - - -]
.

anyloliquefaciens
cereis

. subtilis

acillus sp. alcalédfilo
ansyloliquefaciens
. cereus

pumilus

subtilis

subtilis

cereus

meqaterive

. subtilis

Bacillus spp.

MmO oD D T D o ™D
. - .

lirheniforais
subtilis
. subtilis
subtilis
subtilis
licheniforais
subtilis

oo o W oD D
e o « e P

B. licheniforsis
B, anthracis

B, cereus

B. thuringiensis
B. thiaminolyticus



Z2- OBJETIVOS

Obtencidén de una cepa bacteriana termorresistente, aisla-
da a partir de ecosistemas naturales, capaz dr producir una
actividad inulinasa tal que resulte aplicable en la produccién

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

industrial.



El trabajo de tesis realizado consisti6 en:

a. Aislamiento y caracterizacién de cepnns bacterianas
productoras de inulinasas, term6filas o termrrresistentes, a
partir de ecosistemas naturales.

b. Estudios de producecién en lote para la seleccidén de la
cepa adecuada, a partir de medios de cultivo sintéticoa y de
composicién sencilla.

c. Caracterizacién de la actividad enzimAtica encontrada
en la cepa productora con mayor rendimiento, incluyendo
localizacién, fraccionamiento, estabilidad y determinacién de
los parametros cinéticos, ademids de las condiciones tales como
termoestabilidad, comportamiento con distinto=s sustratos,
accién de inhibidores y peso molecular estimndo.

d. Disefio experimental, a escala de labrratorio, de un
proceso de hidrélisis enzimAtica de inulina » partir de
extractos acuosos de topinambur, en contacto con la inulinasa

de Bacillus subtiljs 430A inmovilizada en un soporte inerte.
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4.1. Determinaciones analiticas

4.1.1. Determinaciédn del numero de bacterias

4.1.1.1. Por medicion de Densidad Optica (DO) a 560 nm: de
muestras de 3 ml en un espectrofotémetro Spectronic 20 Bausch

& Lomb.

4.1.1.2. Por conteo de células viables en placra: 0,1 ml de
diluciones seriadas al décimo fueron sembradan en placa con
medio nutritivo por el método de rastrillado rnn espdtula de
Drigralsky e incubadas de 24 a 48 horas a 45°¢C. El resultado
se expresé en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) / ml

cultivo.

4.1.2. Determinacion de aziacares reductores

Los azGcares reductores se determinaron i1'nr colorimetria
mediante el método de neocuproina (Dygert, 195). E1l método
consiste en la reaccidén de reducciédn del Cu2+ a Cu*+ en medio
alcalino, con la consecuente oxidaclén de los azucares, siendo
complejado el i1i6n Cu* por neocuproina (2,9-dimrtil-1,10-
fenantrolina). El color del quelato es naranjn y tiene su pico
de absorbancia a 450 nm. La calibracién se ren1iz6 con una
solucién patron de fructosa (500 pug/ml) en soltnciédn saturada

de Acido benzoico.
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4.1.3. Determinacién de fructosa total

Fructosa total se determiné por el método colorimétrico
descrito por Bacon (1948), Gray (1950) y Roe (1934) basado en
la reaccidén de Selinwanoff para cetosas, utilizando resorcinol
en presenclia de a&cido clorhidrico. La solucidédn patrdn de
fructosa (500 pug/ml) en solucidédn saturada de A~ido benzoico se
utilizdé para su calibhracién. El color desarrollado experimenta

un pico de absorcidén a 540 nm.

4.1.4. Determinacién de proteinas

Las proteinas fueron determinadas por el método
colorimétrico de Bradford modificado por Sedm~k (Sedmak y
col., 1977). Se basa en la reaccién de la uni'n peptidica con
el colorante Coomasie Brilliant Blue G-250 diruelto en HC1lO4
0,3 M, que desarrolla color azul detectable p-r medicién de
absorbancia a 595 nm. La calibracién se reali~6 con una

solucidén de albumina bovina fracecién V (Sigma) 1 mg/ml.

4.2, Determinacion de actividad enzimatica

La actividad inulinasa se determiné en una mezcla de
reaccién con: enzima 0,1 ml, inulina 4% (p/v) 0,05 ml, para
lograr condiciones de saturacién. Luego de un- incubacidn de
una hora a 45°C (salvo en casos indicados), s~ calculé la
cantidad de azicares reductores formada por hidrélisis del
polimero (no reductor).

Se definié una Unidad Enzimédtica (UE) comn la cantidad de
enzima que libera 1 ymol de azicar reductor (cnmo fructosa)

por minuto en las condiciones dadas.
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Cabe aclarar aque en el caso de medicion~s sobre células
enteras, a la mezcla de reaccién se agregd N-Nz (azida sbédica)
a una concentracién final de 0,03% (p/v), de manera de inhibir

el crecimiento bacteriano.

4.3. Aislamiento de bacterias productoras de inulinasas

4.3.1. Medio de cultivo.

El medio de cultivo (IM) fue formulado ‘e acuerdo al
propuesto por Snyder y Phaff (1960) para levaduras, con las
modificaciones pertinentes para favorecer el crecimiento
bacteriano. Este contiene por litro: KzHPO4 !,0 g: hidrolizado
de caseina 0,5 g; NaCl 0,1 g; CaClz 0,1 g; MeSO4.7H20 0,5 g;
inulina 10-20 g: en los casos necesarios agar-agar 20 g como
agente gelificante (IA). Ademds de estos comronentes
principales se agregdé una solucién de vitaminas del complejo
B, de manera de lograr una concentracién finnl de: clorhidrato
de tiamina 2 ppm; piridoxal 0,5 ppm; riboflavina 2 ppm; &acido
p-aminobenzoico 100 ug/ml; &acido fé6lico 50 re/ml; Acido
nicotinico 1 ppm; biotina 50 ug/ml y una solncidén de elementos
traza a una concentracién final de: 0,5 ppm ~n By Fe y 0,01

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

4.3.2. Relevamiento de cepas productoras

La busqueda de cepas bacterianas capaces de degradar
inulina se dirigié a tierra de rizésfera y rnices en
descomposicién de plantas de la familia Compr~sitae, que

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

FUENTE ORIGEN
Vernonia herbacea (Vell Rusby) San Pablo, Brasil
Diente de leédn Moreno, Provincia de Buenos Aires
Dalia Buenos Aires, Areentina
Vernonia herbacea (Vell Rusby) Vicente Lépez, Pria. de Buenos Aires
Diente de ledn Ciudad Universitaria. Buenos Aires
Diente de ledn Villa Gesell, Arrentina
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Yy su procedencia.

El erquema del relevamiento efectuado se resume en la
Fjguin 5. De manera de obtener inulinasas termnestables, se
favorecis 1a gelecridn de cepas que fueran termorresistentes o
term6filar y, ademas, microorganismos formadeor ~s8 de esporas.
Después de suspender 1 g de muestra en 10 ml ‘i~ SF (NaCl 150
mM). ésta se dividié en dos porciones:

Una parte se inoculé en caldo IM en una relacisn 1:10 mientras
que la otra se calentd 15 minutos a 80°C con ~1 objeto de
seleccionar esporas para luego inocular de la misma manera. La
incubacién se realizdé a 37°C, 45°C y 60°C dur'nte 48 horas. A
partir de estos caldos enriquecidos, se estrinron placas de
medio IA. Luego de una incubacién en las mismns condiciones,
se procedidé a su revelado. Este consistié en »lmacenar las
placas a 4°C, por lo menos una semana, tiempo minimo requerido
para que la inulina precipite y se evidencien los halos de
hidrélisis alrededor de las colonias productorns (Figura 6). A
partir de ellas se obtuvieron cultivos puros rvor re-estriado
en placa . Los mismos se denominaron segin su origen,
temperatura de aislamiento y si la muestra fu~ pasteurizada o

no.

4.3.3. Seleccion de la cepa mejor productora

Los estudios de produccién y crecimiento ~n lote de las
cepae selecclonadas en placa, por su mayor haln de hidréliseis,
se realizaron a 45°C, en bafio con agitacién. 'ra cada valor
de tiempo, de intervalos de una hora, se determiné el nivel de

azurares reductores. asi como el crecimiento l'ncteriano.
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FIGURA 5: RELEVAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS
PRODUCTORAS DE INULINASAS

1g MUESTRA

|

10 ml SOLUCION FISIOLOGICA

(NaCl 160 mM)
M CALENTAMIENTO A 800C 16 min
37,46,800C l
IM
37.46,000C

]

l

1A
37,46,600C
40C 1 SEMANA
v
REVELADO

4.3.4. ldentificacién de la cepa bacteriana sreleccionada
El microorganiemo elegido como mejor productor de
inulinasa a la mayor temperatura posible, fue identificado
segun pruebas bioquimicas recomendadas, con 1ns controles
adecuados (Norris. 1981 y Sneath, 1988) y el ristema API (API
21



FIGURA 6: REVELADO DE COLONIAS PRODUCTORAS DE INULINASAS

50 CHB, Appareils et Procédés d Identification System S.A.,
Vercieu, Francia), utilizando: Bacillus subtilis ATCC6633 como

egpecie tipo.

4L4L“E8budioa_aqbnefla,Qcpa_agleccignadnﬁﬂhcjIluswsubtilia.

430A v la actividad inulinasa encontrada

4.4_.1. Optimizacion de temperﬁtura v concentrncién de
sustrato en cultivos en lote de Bacillus subtilis 430A

El crecimiento y produccién de los nivelrn de azicares
reductores se evaluaron en funcién del tiempo a: 37°C, 45°C,
50°C y 65°C, lo mismo que en concentraciones de inulina de:
0,05%. 0,10%, 0,25%, 0,50% y 1,00% (p/v) a 45" de manera de
definir el punto maximo para ambos parametros. a lo largo de
cultivos en lote. Se inoculé, en todoe los carns .un 10% del

volumen de medio a partir de un cultivo de 18 horas en igual
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volumen de medio a partir de un cultivo de 17 horas en igual

medio de cultivo.

4.4.2. Estudios de produccién de actividad inulinasa en
cultivos en lote de PBacillus subtilis 430A

Con las condiclones 6ptimas de crecimiento en lote, es
decir 45°C, 1%(p/v) de inulina, con agitacisn, un inéculo de
1:10 de un cultivo de 18 horas, se evalué y ~aracterizé la
actividad inulinasa. Para cada valor de tiemro, en intervalos
de una hora, se determindé crecimiento bacteriano. pH, azicares
reductores y actividad enzimAtica, tanto en r~obrenadantes de
cultivo como en células enteras resuspendidnns en buffer

fosfato 0.05 M de pH=7.

4.4.3. Condiciones de cultivo en lote de Bacrillus subtilis
A30A pnra la recoleccion de la enzima

Se inoculé PRacillus subtilis 430A al 1% (v/v) en un
fermentador Gallenkamp de medio litro de cajyncidad (volumen de
medio 150 ml) yv fue incubado a 45°C, pH conctante mantenido
con NHa 1.5 N, agitacién B8 y aireaciédn 600 cm3/min. Cuando el
cultivo arribdé a fase estacionaria temprana. correspondiente a
una DOssonm entre 1.b y 2.0, que equivale a aproximadamente
108-10°2 UFC/ml. fue recolectado y centrifugndo a 10.000 x g
durante 15 minutos. El sobrenadante obtenido se filtré a
travég de una membrana Millipore de 0,2 um d~ di&metro de
poro, mientras que las células se resuspendi~ron en 1/10
volimenes de buffer fosfato 0,05 M pH=7. Ami'as fracciones se

utilizaron como fuente de enzima.
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4.4.4. Fraccionamiento celular para la localizancién de la
actividad inulinasa en Bacillus subtilis 430A

Para ublicar la actividad inulinasa endocrlular obtenida,
se procedié al fraccionamlento expuesto en 1la Figura 7. Todos
los residuos de centrifugacién fueron resuspendidos en buffer
fosfato 0,05 M pli=7 v pH=8, para luego determinar actividad

enzimiatica en cada una de las fracciones obtenidas.

4.4.5. Purificacion parcial de la enzima

A rartir de sobrenadantes de cultivo de acillus subtilis
430A (2.3 x 102 UFC/ml) se probaron distintas concentraciones
de (NH4)2S04 y Acetona (20, 40, 60 y 80% (v/v)) como agentes
precipitantes, para un unico paso de purifica~ién. FE1l
prrecipitado obtenidn por centrifugacion a 10.00 x g se
resuspendié en igual volumen de buffer fosfatn 0,05 M pH=7 ,
salvo en el caso de determinacién de pH 6ptimn de actividad.
El extracto fue utilizado como fuente de enzimn para los
egtudios que signen., excepto en los casos esp~rificamente

indicados.

4.4.6. Determinacion de la temperatura 6ptima de actividad
Se determin® Aactividad inulinasa a 0°C, neC, 37°C, 40°C,

45°C, 50°C, 55°C, RO y 65°C por incubacién durante una hora.

A.4.7. Determinacion del pH 6ptimo de actividnd inulinasa.
La nrtividad inulinaea se verificé en un rango de pH
derde 3,75 hasta 5.5 con buffer acido acético ncetato de Na

0.1 My deade pll 5,8 hasta B,0 con buffer NaxlIl'0a4/NalizPO4 0,1
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FIGURA 7: FRACCIONAMIENTO CELULAR DE
Bacillus subtilis 430A

CELULAS SUSPENDIDAS EN BUFFER

- g o e

! FOSFATO 0.06 M 10 x

RUPTURA POR SONICAGION
(SONIPREP 160 MSE)
20 min EN PULSOS DE 3 min

1

< em=ae <es me EXTRACTO CRUDO

CENTRIFUGAGION 1(}00 x g 15 min

RESIDUO P1 SOBRENADANTE §1-+-----

GENTRIFUGACION 10000 x ¢ 16

e e - A - S E e e G Er e Er - - W W G . o e e e e - o

\ 3
1 SOBRENADANTE §2 RESIDUO P2
! }
. GENTRIFUGAGION 106.000 x g 2 h
| ' i
; . { |
|1 ;-SOBRENADANTE 83 RESIDUO P3-
o
'
MEDIGION DE ACTIVIDAD ENZIMATIGAS - -« - == - -+==-= +==<mnx
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M a 45°C.

4.4.8. Estabilidad térmica de la actividad enzimatica

Se evalué la estabilidad enzimdtica en presencia de
sustrato, por la liberacién de poder reductor. a lo largo de
siete horas y a 45°C, 50°C, 55~C, 60°C y 65°C. con el objeto
de estudiar su posible utilizacién industrial por 1la
persistencia térmica. Este estudio se realizé tanto con
sobrenadantees de cultivo como con enzima parcinlmente

purificada.

4.4.9. Determinacion de la temperatura de inactivacién
enzimiatica

Por medicién de actividad inulinasa a 26°C, 30°C, 37°C,
40°C., 42°C, 45°C. AR"C, B0O°C.52°C, 565°C, 60°C v 65°C y

aplicando una aproximacién de la ecuacién de Arrhenjus (1)

lnk,=—% x1, (1)

donde kr es la constante de velocidad de la reaccidn
(actividad especifica). Ea es la energia de activacién dg la
reaccién, R la constante de los gases y T la t~mperatura
absoluta. Asi se puede calcular la temperaturn de inactivacién
de ]la enzima por un cambio de signo en -Ea/R. rendiente de la
recta resultante de graficar Iln kr ve. 1/T (Aiba v col.,.

1965).

4.4.10. Efecto de metales y comp]eqantee sobrn la actividad
Se midié actividad inulinasa agregando a la mezscla de
reaccién distintas concentraciones de los ionrr: Hg2+ entre
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10-4 y 10-8 M: Ag* entre 10-4 y 10-8 M; Cu=2+ ~ntre 10-3 y 10-8
M: Na* entre 7.5 x 10-2 y 10-3 M; Ca2+ 7 x 102 y 10-14 M; CoZ2+
entre 10-2 y 10-4 M; Zn2+ entre 10-2 y 10-4 M; MgZ2+ entre 10-
2y 104 M; K+(10-1 y 10-2 M); Fe2+ (10-3 y 10-4 M); Mn2+ (10-
3 M): BazZ+ (102 y 10-4 M) yv los quelantes: FDTA entre 2,4 10-

2y 102 M y EGTA (10-2 y 10-3 M).

4.4.11. Especificidad de sustrato

4.4.11.1. Comportamiento de la enzima frente n distintos
sustratos

Ademdas de medir actividad enzimdtica utilizando inulina,
se eligieron otros sustratos que poseyeran el mismo tipo de
unién glicosidica (por lo menos una), tales ~~mo: sacarosa
(a-D-glucopiranosil-B-D-fructofuranésido). mrlezitosa
(O-a-D-glucopiranosil-[(1-3]-0-pB-D-fructofuranneil-i2-1]-a-D-
glucopiranésido) y rafinosa (O-a-D-galactopir-nosil-[1-6]-a-D-
glucopiranosil-p-D-fructofuranésido), todos rn la miema

concentracién para comparar la liberacidédn de roder reductor.

4.4.11.2. Determinacion de pardametros cinéticos: Km y Vm
Tomando como base 1la cinética de reaccin enzimatica
descrita por Michaelis-Menten, se midieron ln= velocidades
iniciales de la reaccidén de hidrélisis, pendirnter de las
rectas al origen de 1as curvas Producto vs. Tiempo de
incubacion. Luego. mediante el grdafico de Lin~weaver-Burk
(l/velocidadee iniciales vs. 1/concentracidn (e sustrato), se
determinaron los valores de Km (inverso de 1» constante de

afinidad) y Vm (velocidad maxima de la reaccin) para inulina
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v sacarosa como sustratos.

4.4.12. Efecto de! producto final

Como el producto final es la fructosa, <~ agregaron
distintas concentraciones del monosacérido » la mezcla de
reacciédn, determinandno la actividad enzimdti~a inmediatamente
después de su homogeneizacién. Las concentrariones ensayadas

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

4.4.13. Determinacion del peso molecular aproximado

Se utilizo el método de filtracién en grles Sephadex en
una columna de 1,5 cm de didmetro por 20 cm do largo. Se
rellendé con Sephadex G-100 Superfine (rango: 4.000-150.000 D),
hinchado y suspendido en buffer fosfato 0,05 M pH=7. Alrededor
de 10-1 Unidades FnzimAticas, parcialmente porificadas, se
sembraron sobre la superficie del gel y se eluy6é con el mismo
buffer de rellenado, recogiendo fracciones d~ 0.5 ml para su
posterior medicién de actividad enzimética. 1.2 columna fue
calibrada previamehte con azul dextrano 1% y nAa solucién de
CoClz, de manera de determinar l1os pardmetror Ve (volumen
muerto. no ocupado por el gel) y Ve (volumen total de la
columna, incluido el gel). Ademas sobre la c¢r:lumna de Seprhadex
G-100 se procedié a 1a calibracién de los vol'menes de elucién
(Va) con respecto al peso molecular de la pr-teina. Para ello
ge utilizaron dos patronea: albumina bovina (1SA) fraccidn V
(Sigma) de PM=66.000 D y citocromo ¢ de PM=1:1.300 b. Aplicando
la ecuaciodn

Va/Vo = log PM x ki + k2

ge determinaron ki v k=2, para luego calcular ~1 PM de 1la
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molécula incédgnita.

4.5. Dipeiio de un proceso de hidrélisiae

Se disefiaron dos procesos de hidrélisis dependiendo del

tratamiento realizado sobre la enzima:

41.5.1. Proceso en medio liquido

El extracto enzimAtico parcialmente puriticado (51 UE/ 1)
se incubd a 45°C a lo largo de veinte horas eon presencia de
inulina en dos concentraciones iniciales: 12% (p/v) (soluciédn
saturada a dicha temperatura) v 4% (p/v), parn medir
finalmente el grado de hidrélisis segin:
%hidrélisis = % azucar reductor formado/%frur tosa total x 100
Cada reaccién se realizé en paralelo con un r~~ntrol sin
enzima. de manera de poder determinar el nivel intcial de

azucar reductor.

4.5.2. Proceso con enzima fija en un soporte inerte

(inmovilizada)

4.5.2.1. Inmovilizaci6én de la enzima

La enzima parcialmente purificada se inmnvilizé en una
matriz inerte de agar-agar de la siguiente manera: iguales
volumenes de agar 4% (p/v) y enzima, mantenidns a 45°C, se
homogeneizaron rédpidamente y s8e enfriaron harta
solidificacién. lLuego el gel se fraccioné en requefios cubos y
se utilizaron en esa forma para ensayar hidr~lisis sobre un
extracto acuoso de tubérculos de topinambur, que contilene

0,92% (p/v) en fructanos. Como conservante e~ utiliz6 NalNa
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0.03% (p/v).

4.5.2.2. Hidrélisis proplamente dicha
Se usaron dos variantes de hidrdélisis por lote: 1la

primera se prob6é en tubo, mientras que la sesinda en un

sistema compuesto por una columna termostati:-ada, simulando un

reactor. La diferencia entre ambas residi6 en la facilidad y

eficiencia del lavado con buffer fosfato 0,0 M pH=7, que
presento el sistema de columna termostatizadn debido a la
existencia de las dos aberturas. La reaccién en tubo se
realiz5 segun: cubos de agar con la enzima atrapada en un
volumen aproximado de 3 ml, se incubaron durnnte 16 horas y

media a 45°C con 4 ml de sustrato, al cabo d~ las cuales se

determindé el porcentaje de hidrélisis. La renccién en columna

se realizé de la siguliente manera: con la en~ima atrapada en

cubos de agar de un volumen aproximado de 10 ml, se rellené

una columna de 1,5 cm de didmetro por 20 cm (e largo, inserta

en un refrigerante conectado a un termostato que hacia
circular agua a 45°C. Se evalué el porcentaj~ de hidré6lisis
tanto a'las 8 como A las 16 horas de incubaciAan. Tanto para
reaccion en tubo comn en columna se probaron Ados ciclos
sucesivos separados entre si por lavados del gel con buffer
fosfato 0,05 M pH=7, con el objeto de verifir~ar pérdidas de

actividad enzimatica.
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5.1. Aislamiento de bacterias productoras de inulinasas

5.1.1. Relevamiento de cepas productoras

Los resultados del relevamiento efectuado rse resumen en
la Tabla 4. A partir de las muestras tomadas, ror duplicado o
triplicado, detalladas en la Tabla 3, se logré aislar 30 cepas
bacterianas capaces de crecer en medio IA. Entre ellas,
solamente tres (330B. 1°30A y 430A), provenientes de rizésfera
de Vernonia herbacea (Vell Rusby), fueron prodnrtoras de los
mayvores y unicos halos transparentes de hidrdélisis a 45<C.
Otros hidrolizaron el polimero s6lo a 372C (23"A, 3°30B,
3°30A, 330C, 130D y 130C), ya que no crecieron a temperaturas
mayores. Mientras tanto las cepas term6filas v DLVGPAST A y B
no produjeron halos. Esto ultimo da idea de la utilizacién de
una fuente de carhoﬁo alternativa contaminante de 1a inulina
(mono- y oligosacaridos), confirmado a través (=1 tamafio
pequefio de las colonias obtenidas. De manera d- ponernos en
las mejores condiciones respecto a la termorrenristencia
enzimatica (por lo menos a 45°2C), elegimos lars cepa 330B,

1°30A y 430A para su erctudio poneterior.

5.1.2. Seleccién de la cepa mejor productora
Con el objeto de seleccionar una cepa altmente
productora, se estudidé la hidrélislis de la fuente de carbono a

lo largo del crecimiento bacteriano en medio ]1iquido.Las
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TABLA 4: RELEVAMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS PRODUCT'RAS DE INULINASAS

370t 450C 600C

Rizéafera de 4 °60A -
Vernonia herbacea (Vell Rusby) 1°60A -

[aY
&)
Q
Q
+
=
I
+

VernoTC - +

Rizé6sfera de DLVLTC1 -
diente de leodn DLVLTC2 -
DLVLPAST -
DLCUTC1 -
DLCUTC2 -
DLCUPASTA -
DLCUPASTB -
DLCUPASTC -
DLVGTC -
DLVGPASTA +
DLVGPASTB +

SRR R R R R
I+ ++++++++

Rizdéefera de DALIATC

dalia DALIPASTA
DALIPASTB
DALIPASTC
DALIPASTD

+++FE
+++++

(H): colonias con halos de hidrdélisis grandes y def inidos.
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curvae de crecimiento en lote de las cepas 47)A, 330B y 1°30A
se exponen en la Figura 8. De ellas podemos inferir que 430A
produce azucar reductor, en forma creciente » partir del
sustrato, desde que comienza la fase estacionaria en adelante
(luego de 5 horas de cultivo). En cambio 330R y 1°30A 1o hacen
en fase exponencial, con una disminucién en fase estacionaria
a valores iniciales y una DO final baja. Teni~ndo en cuenta el
rendimiento cinco veces mayor y pensando en n'wna posterior
optimizacidén de la produccién, se eligi6 la c~pa 430A como la

maAas adecuada.

5.1.3. Identificacién de la cepa 430A

A rartir de los ensayos preliminares pra~ticados, que
incluyen pruebas morfoldbgicae y bioquimicas r~sumidas en 1la
Tabla H5A., ¥y con 1la confirmacién de las 49 pruebas del sistema
API (Tabla 5B.), se dedujo que 430A es similar a BRacillus
subtilis. Con respecto a la caracterizacién morfolégica y
bioquimica no existen diferencias entre 430A v Racillus
subtilis ATCC6633. De los 49 hidratos de carbono del sistema
API, 430Autiliza N-acetilglucosamina como fuente de carbono,
mientras que la cepa tipo no puede aprovecharla como tal. El
hecho de existir snlo una diferencia de todar las pruebas
realizadas, la hace poco significativa dentro del contexto de
la identificacién. Ademas, dentro de la especie subtilis, este
hidrato de carbono puede ser degradado por el 50% de las cepas
estudiadas en el catalogo API. lo cual nos perrmite inferir el
hecho de que se trata de una cepa perteneciente a la especie

subtilis.
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FIQURA 8: CRECIMIENTO EN LOTE E
HIDROLISIS DE INULINA DE LAS CEPAS
SELECCIONADAS A 460C

DO 560 nm FRUCTOSA LII'NE (ug/ml)
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- d 1700
’ 4100
0.01 ' L 1 1 5
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c. 130A
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TARLA S: TDENTIFICACION DE-LA CEFA 430A

f,

Her fringlae

Forea bacilar

Grae

Formacién de endosporas

Hotilidad

Formacibn de cadenas

Esporas: elipsoidales
esféricas
ciltndricas
centrales
subterainales
tereinales
deformantes

Inclusiones cristalinas

Fruehac bipquimicas:

catalasa

Yoges-Proskauer

crecisiento en 7YNaCl

hidrolisis de caceina

hidrélisis de 2leidbn

hidrélisis de gelatina

reduccién de nitrato

pH en medio VP 26

crecisiento a 50nC

crecimiento a 450C

creciniento anaerobio

alicerol +
eritritol -
D-arabinosa -
L-arabinosa +
ribosa +
D-xilosa +
L-xilosa -
adonitol -
P -setilrilésido -
galactosa

D-gqlucosa

D-fructosa

D-manosa

L-sorbosa

ramsnosa

dulcitol

inpsitol

manitol

sorbitol

o-petil-D-nanbsido

#t-netil-D-glucbsido

N-acetilglucosaeina

aeigqdalina

arbutina

esculina

salicina

celobiosa

03)tosa

lactosa

aplibiosa

53Carosa

trehalosa

trylina

eelezitosa

D-rafinosa

almidébn

alucbgeno

xilitol

{ -gentibiosa

D-turanosa

D-lixosa

D-tagatosa

D-fucosa

L-fucosa

D-arabitol

2-ceto-gluconate

5-ceto-gluconato
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5.2. Estudios sobre_la_cepa seleccionada BRac/llus subtilis
430A_yv su_actividad inulinasa encontrada

5.2.1. Optimizacidén de la temperatura y concentracién de
sustrato en cultivos en lote de Bacillus sub! ilis A30A

LLas curvas de crecimiento en lote a dis! intas
temperaturas corresponden a la Figura 9, de «dnnde se ve
claramente que la temperatura 6ptima de crecimiento ronda los
45°C, dado que la velocidad de crecimiento e~ mayor, traducida
en una mayor pendiente de la fase exponencial. Ademés se
ohtuvo un mejor rendimiento en la hidrélisis de sustrato, a
iguales tiempos de incubacion (700 ug/ml de fructosa en 7
horas). FPor otro lado, de la Figura 10 se derince que 1la
concentracién éaptima de inulina, tanto para hidrélisis como
para crecimiento celular, es de 1% (p/v). El crecimiento
bacteriano disminny«~ aceleradamente junto con la concentracién
de sustrato y, por esupuesto, la produccidn d~ azicares
reductores. Es un hecho que al 1% (p/v), la inulina no es el
factor limitante del crecimiento debido a la PO obtenida, lo
miemo ocurre a menores concentraciones. Es dr suponer entonces
que la enzima es inducible y que la bacteria necesita una
concentracién minima de azicares de bajo pes molecular como
para iniciar el crecimiento y consecuente sintesis enzimAtica.
Faetos azucares se hallarian como contaminant~s en la inulina,

desde que es un producto natural.

5.2.2. Estudios de produccién de actividad inulinasa en

cultivos en lote de Bacillus subtilis 430A
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FIGURA 9: OPTIMIZACION DE LA TEMPERATURA
DE CRECIMIENTO E HIDROLISIS PARA LA
CEPA 430A

1 DO 560NM
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0.01

DO 560 nin

FRUCTOSA LIRRE (ug/mi)

FIGURA 10: OPTIMIZACION I'E LA
CONCENTRACION DE SUSTRATO (INULINA)
PARA LA CEPA 430A
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Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de
concentracién de inulina y temperatura, se det~rminé la curva
de produccién de actividad inulinasa, midiendo. ademds, 1la
variacion de pH del medio. En la Figura 11 se ~xponen los
resultados obtenidos. No existe una gran disminucién del pH
del medio, el cual llega a un valor de 5,8 luran de 10 horas
de incubacién (Figura 11.a). Desde las 2 hast~ las 7 horas de
incubacion a 45°C. o mrea fase exponencial tardia y principios
de faese emstacionaria (Figura 11.a), se destaca una clara
actividad inulinasa exocelular, que decae al entrar en fase
estacionaria (15 UE/1 en promedio, Figura 11.t). La actividad
inulinasa endocelular se mantiene a 1o largo d~» toda 1la curva
de crecimiento bacteriano en un nivel basal (m~nor que 5 UE/1,
Figura 11.b), evidencidndose un leve incrementn de la misma en
fase exponencial tardia y principios de fase f~tacionaria.El
nivel de azdcares reductores se incrementa derle las 4 horas
en adelante, sefial de una actliva hidrélisis ern paralelo con
una velocidad menor de consumo por parte del microorganismo

(Figura 11.b).

5.2.3. Fraccionamiento celular para la localirzncién de 1a
actividad inulinasa endocelular

De acuerdo con lo obeervado en la Figura 11.b, 1la
actividad enzimitica endocelular presenta un valor basal a lo
largo del crecimiento bacteriano y la mayor crcncentraciédn de
enzima es exportada. Con el objeto de establer~r con certeza
la localizacién de la enzima endocelular, un cnltivo
bacteriano se sometid Al tratamiento descripte en 4.2.4. Las

fraccioner obtenidns exhibieron una actividad inulinasa
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FIQURA 11: ESTUDIO DE PRODUCCION DE LA
ACTIVIDAD INULINASA EN CULTIVOS EN LOTE
DE Baclllus subtills 430A A 450C
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detallada en la Tabla 6. Se ve claramente qu~ las fracciones
ensayadas a pH-8 poseen una menor actividad ~nzimitica debido
a que partimos de un cultivo cuyo numero bac!eriano es casi 10
veces menor (3,0 x 108 UFC/ml) que las fracciones de pH=7 (2,3
x 109 UFC/ml). Dicha Justificacién se verifi~ra a través de la
similitud en las actividades especificas obtrnidas. A pesar de
estas diferencias, en ambos casos un 70% de 1a actividad es
exportada y del resto, un 9% se halla ligado a membrana
citoplasmatica, mientras que lo demds se enc'=ntra en la

fraccién soluble, tanto peripldasmica como citosélica.

5.2.4. Purificacion parcial de la actividad ~nzZimdtica

El resultado de la purificacién de la a~tividad
enzimAtica por precipitacién, en un solo pae~. a partir del
sobrenadante de un cultivo de 2,3 x 109 UFC/ml, se resume en
la Tabla 7. Se utilizaron dos agentes precipitantes. Con
(NH4)2504 al 85% (p/v) de saturacién se logr" una
precipitacién con alto rendimiento, pero un eprado de
purificacién de 414, que consideramos bajo pnrra nuestros
rropositos. Por otro lado, el hecho de tener aue eltiminar el
residuo de (NH4)2504 en el extracto obtenido ror un proceso de
didlimis disminuirian el alto rendimiento ininial. Por accién
del otro agente, acetona, se concluye que con una
precipitacién 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 como la que re pretende obt ner.

La obtencién de rendimientos mayores al 100% no es

extrafio desde que en el sobrenadante de cultivo (fuente de
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TABLA 6: ACTIVIDAD TNUI,INASA EN FRACCIONES SUBCEIL!'I.ARES
DE Bacillus subtilie 430A

FRACCION ACTIVIDAD ACTIVIDAD
ENZIMATICA ESPECIFICA
(UE/1 cultivo) (mUE/ma proteina)
pH=8 pH=7 pH=8 pH=7

02)
N
©
)

cultivo (pH=8, 3.0 x 108 UFC/ml;
pH=7. 2.3 x 109 UUFC/ml)

sobrenadante de 10.000 x g 11 25.2 380 360
célulae enteras 4 7.5 - -~
célular sonicadas 4 11.0 - -
sobrenadante de 1.000 x g (S1) 3 11.6 26 50
residuo de 1.000 x g (P1) (a) 0 0.8 - -
eobrenadante de 10.000 x g (S2) 3 7.2 36 40
residuo de 10.000 x g (F?2) (bh) 0 2.0 - -
eobrenadante de 1056.000 x g (S3) 2 4.0 43 40
residuo de 105.000 x g (P3) (¢) 0.3 1.0 - -

(a): célulaa enterans
(b): reestos de paredes celulares y células rotas
(c): restos de membranas celulares
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anzimAa) existen productos de la reaccion de hi‘lrdlisis que
pueden inhibir 1la artividad inulinasa.como se ~omprobdé més

adelante.

5.2.5. Determinacion de la temperatura y pH 6rtimos de
actividad

Los perfiles de temperatura y pH conform:n lasg Figuras 12
v 13 rerpectivamente. De elloe re deduce que 'a actividad
innlinasa mAxima se encuentra entre 45 y 50°C v a pH entre 6 y
7. Como la inulina ~r mAs soluble en agua des'!'~ los 45°C en
adelante v estable a pH neutro. estas condiciones
aparentemente son las adercuadas para el desarr1lo de un
rroceso industrinl de hidrdéliais. Ee important~ evitar, en la
preparacisoan de jarabrs, 1a poeible produccisdn de anhidridos de
fructosa a valores Acidns de pH y a temperatur na mayores de

50~C.

5.2.6. Estabilidad térmica de la actividad inuvlinasa

Fn la Figura y4 se detalla la cinética dr estabhilidad de
1a actividad inulinara a distintas temperaturmc de incubacién,
en presencia de inulina. En la Figura 14a. se verifica el
efecto de la temperatura en sobrenadantes de ¢nltivo, a través
de una pérdida del 50% de actividad a lo large de 7 horas. lo
qie hace nuponer nna inestabilidad debida a 1+ prerencia de
proteasas, exportadas por el mismo microorgani-mo. o bien
inhibidoresg, preductn del metaboliemo celular Este hecho
aportaria a la caida de la actividad exocelulnr. vista en la
Fipgura 11.b luego de 7 horas de incubacién. En 1a Figura 14b.,

en cambien, donde 1A enzima ha sido parcialment~ purificada, la

47



TABLA 7: PURIFICACION PARCIAL DE LA INULINASA
EXOCELULAR DE B.subtilis 430A

AGENTE PRECIPITANTE ACTIVIDAD ACTIVIDAD R PUREZA
ENZIMATICA ESPE(".
(UE/1 ) (mUE/me (%)

proteina)

(NH4)2S04 85% sat. 46 1.60'0 184 4,4
acetona: 20% (v/v) 20 3.300) 80 9.2
40% (v/v) a7 4.700 188 13,1
60% (v/v) 44 2.200 176 6,1
80% (v/v) 33 900 132 2,5
control 25 36n
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FIQURA 12: DETERMINACION DE | A
TEMPERATURA OPTIMA DE ACTIVIDAD
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FIQURA 13: DETERMINACION DEL pH CPTIMO
DE ACTIVIDAD INULINASA
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pérdida de actividad a 45 o 50°C ea del 25%, denotando una
alta. estabilidad térmica durante ese periodo y en erar
condiciones. Este punto es importante, ya que la hidrélisis a
escala industrial requiere como minimo una incubacién de esa
duracion a dichas temperaturaes. La inactivacién se evidencia,

luego, a temperaturas mayores de §5<C.

5.2.7. Determinacion de la temperatura de inactivacioén

La Figura 15 es el grafico de Arrhenius para la actividad
inulinasa de PBRacillu=s subtilis 430A. Tal como se esperaba., la
temperatura de inactivacién se encontré 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 552C. Ademas este resultado concuerda
con dos sucesos: el microorganismo es incapaz de crecer a 55°C
en el mismo medio (Figura 9) y la inulinasa es una enzima
importante para su desarrollo. pues es la que provee la fuente

de carbono.

5.2.8. Efecto de meknlea y complejantes sobre 1la actividad
enzimitica

La influencia. en la actividad inulinasa, de los metales
y agenter quelantes a distintas concentraciones se detalla en
la Figura 16. Una inhibicidén total es producida por Hg2+, Ag+
y Cu?2+* en trazas (10-4 M o menores. Figura 16.a) y Na+ y CaZ?+
a altas concentraciones(10-1 M, Figura 16.b). Una inhibicién
parcial oenrre por la presencia de Co?+, Zn2+, Mg”* (Figura
16.a) y ENTA (Figura 16.b); una leve activacién por EGTA

posiblemente por la captura de algun 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.h); y, por ultimo, no se obrervé ningin efecto por acecién

de. K*, Fe2+ (Figura 16.a), Mn?2+* y BaZ+ (Figura 16.b).

5.2.9. Eopecificidad de sustrato

5.2.9.1. Comportamiento de 1a enzima frente a distintos
suatratos

Al estudiar la actividad enzimdtica para distintos
azucares uradns como sustratos. se llegd a loam rercul tados
expuestos en 1la Tabla 8. De ellor re deduce que 1A enzima es
egpecifica tanto para inulina como para sacarosa v preasenta un
bajo rendimiento de hidrdélisis para rafinosa y melezitorna en
las condiciones dadas. K1 hecho de que mea practicamente
inartiva frente a estoe dos oligoeacAridoe no er carual dado
que la unidad fructoesa no ae halla dispuesta de 1a misma
manera dentro de las moléculaa, lo cual hace inaceesible la

union B(2-1).

5.2.9.2. Determinactén de lon parametros cinéticos: Km y Vm

A través de 1a determinacidén de las velncidadea inicialen
de reaccidn de lars FFiguras 17.a y 18.a para sacaroea e inulina
respectivamente, se compusiernn los graficos de lLineweaver-
Burk (Figuras 17.b y 18.b). Como resultado de ellor, ee
pudieron calcular los riguientes parametros:
a) sustrato: eacaronra (Figura 17.b)

La inverea de la ordenada al origen es:

Um = 13.38 ng azicar reductor / ml min

lLa inverea de la concentracién inicial de esustrato donde

gae haria nula l'a inversa de 1n velocidad inicial en:

53



FIQURA 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 MIGMO TIPO DE UNTON GLTCOSTDICA

SUSTRATO ACTIVIDAD ENZIMATICA
(UE/1 cultivo)

Inulina 4% (p-v) 59
Sararosa 4% (p/v) 129
Rafinosa 4% (p/v) 4
Melezitosa 4% (p/v) 3
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Km = 56 mM

b) .eustrato: inulina (fignra 18.b, Peso Molecular
ertimado=5500 D)

La inversa de la ordenada al origen es:

Um = 21,43 pe azicar reductor / ml min

La inverpa de 1n concentrncion inicial de sustrato donde
ge haria nula ]Ja inversa de 1A velocidad inicial ers:

Km = B8 mM
El valor siete vrecens menor del)l Km indica que la enzima es mAr
eagpecifica para inulina, va que la constante de afinidad es
mayor. Con estos resultados g~ puede deducir una relacidn que
e define segiin:
S / 1 = Unidades Tnvertasa / llnidades Tnulinnaca
es decir:
yimoles sacaroea clivada,/ml/min/imolea az.red. liberado /ml min
que indica 81 1a enzima en cunestion es una inulinana verdadera
o wa invertasa capaz de hidrolizar inulina. En este caso
S/1=0.62. confirmandn que la enzima es una inulinasa, dado su

valor menor que 1.

5.2.10. Efecto del producto final

Por el agregadon de fructosa. producto final de la
reaccidén de hidrélisia. re estudidé una posible modulacisn de
la actividad inulinasa al medir la misma frente a
concentraciones crecientes del monosacdrido. De los regultadns
evpuestoa en la Figura 19 epe obrervé una activacién degde un
0,0% (p/v) hasta ' maximo en 0.15% (p/v) de fructosa. con un
incremento de la actividad en mAas de un 100%. Luepo los

valorege decaen a los normales v finalmente a cero a
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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
INULINASA PARA INULINA
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concentraciones mayores de 0,2% (p/v).

Con el objeto de verificar estos efectos moduladorea, se
efectuaron dos corridas en una columna Sephadex G-100
Superfine: a 20°C equilibrada con buffer fosfato 0,05 M pH=7 y
a 20°C equilibrada con fructosa 0,15 ¥ (p/v) en el mismo
buffer. Aprovechando el efecto de tamiz molecular, se
determinaron los pesos moleculares de los picos obtenidos. lLos
perfiles de elucién se ven en 1la Figura 20. En la Figura 20.a.
ge distinguen 5 picos. cuyos pesos moleculares promedio
corresponden, regin la calibracién con los patrones adecuados,
a PM1 = 88.000 D. PM> = 77.000 D, PMa = 52.500 D. PMa = 36.000
Dy PMr = 19.000 D_.Mientrams que con una concentracion de 0,15%
(p/v) de fructosa se obtuvieron does picos (Figura 20.b.) de
FM1 = 71.000 D v PM> = 36.000 D. Con la deeaparicién de los
plcos de 52.500 D v 19.000 D podemos pensar en una asociacién
de subunidades de 1a mnolécula de proteina, que mantienen asu
actividad en forma independiente, o bien la inactivacién por
fructosa de dor de cuatro actividades hidroliticas. Asi miemo,
los dos plcos de 71.000 D y 36.000 D sugeririan la presencia
de doe actividadee hidroliticas separadas. Por lo tanto el
patréon de picos obtenido surgiria por la presencia de
actividades hidroiiticas independientes, sensibles a fructosa
y/0 una disociaciédn- amrociacidn de subunidades proteicas
moduladas por el monosdAcarido y la combinacién de ambosa

sucesos. en el caso de que ocurriera el segundon.

5.3. Disefio_de un prroceso_de hidrdlisin

IIna vez que el estudio sobre la inulinara encontrada

reveld su estabilidad térmica, facil recoleceidn en
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FIGURA 20: DETERMINACION DEL PM DE
INULINASA DE Baclllus subtiils 430A:
ELUCION DE LAS COLUMNAS SEPHADEX G-100
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sobrenadantes de cultivo y las condiciones éptimas de
reaccion. se evalud, mediante el disefilo de un proceso de
hidr6lisis, la posible aplicacién industrial. El1 mismo se
deearrolld con la enzima tanto en medio liquido como
inmovilizada en un soporte lnerte y con distintas
concentraciones de sustrato vy tiempos de incubacién, para
deducir las condiciones 6ptimas de trabajo. De esta manera re
quiso verificar la utilidad de la enzima en 1la fabricacién de
jJarabes de fructosa a partir de extractos acuosos de
tubérculos de topinambur, a escala de laboratorio.
5.3.1. Proceso en medio liquido

Con el objeto de ensayar un proceso de hidrdliria en
medio liquido se eligieron does concentraciones de inulina. La
primera es del 12% (p/v) que corresponde a una solucién
eaturada a 45¢C., en nueastras condiciones de labhoratorio,.
distinto del 20% (p/v) descripto (ver Introducecién). l.a
segunda (4% (p/v)) corresponde A la solucién tal que por
dilucidén con la enzima, llegue a una concentracién similar a
la obtenida en los extractos acuosos de tubérculos de
topinambur u otra planta perteneciente a la familia
Compositae. A partir de las reacciones en medio liquido
ensayadas. se obtuvieron los riguientes resultados con las
s8iguientes solucioneas de inulina utilizadas: 12X (p/v) v 4%
(p/v) de inulina de dalia (Sigma).
a. Para 12% (p/v): A partir de un Volumen de enzima de O0,7ml y
un Volumen de inulina de 0.35 ml, el % (p/v) de AzVicAres
reductores formado fue de 1,69 con una concentraciéon de
fructanos totales. expresada como fructosa de 5.70% (p/v). Por

lo tanto el % Hidrdélisis fue de 29.,7.
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b. Para 4% (p/v): A partir de un Volumen de enzima de 0,35 ml
v un Volumen de inulina de 0,175 ml, el ¥ (p/v) Azucares
reductores formado fue de 0.71 con un ¥ (p/v) de fructanos.
expresado como fructosa de 1.,54. Por lo tanto el % Hidrdélisis
fue de 46,1.

Se ve claramente que el porcentaje de hidrélisis es mavor
a menor concentraciéon de sustrato, lo cual concuerda con la

inhibicidén por producto ya deecripta en 5.2.10..

5.3.2. Proceso con enzima fija en un soporte (inmovilizada)
Desde un principio ee quiso utilizar un soporte que no se
uniera mediante enlaces covalentes al sistema enzimAtico para
evitar cualquier tipo de inactivacién. Se eneayaron distintos
geles formados con &-carragenanos-K+, pero ninguno dio la
consistencia firme a 45°C como para procesarlo y rellenar una
columna. Por otro lado. ningin gel formado con el 16n CaZ+ era
ntil desde que la actividad enzimAtica se perdia con altas
concentraciones del catién (5.2.8.), por lo tanto nf
alginatos-Ca2+ ni carragenanos-Ca2+ podian utilizarse. Esta es

la razén por la cual se prefiri6 el uso de agar-agar como

eoporte inerte.

5.3.2.1. Ciclos en tubo

Las condiciones de partida fueron las sigiuentes:
I,aga unidades enzimaticas por litro inmmovilizadas fueron 100:
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 : F1 % (p/v) AzGcarer reductores formado fue
de 0,53. Como el % (p/v) de fructanos, expresado como fructoesa
fue de 0.56, se obtuvo entonces un ¥ Hidrélisis de 94.

b. Segundo ciclo: El1 % (p/v) Azicaree reductores formado fue
de 0,16. Como el % (p/v) de fructanos, expresado como fructoea
fue de 0.45, se obtuvo asi un % Hidrélisis de 36.

El rendimientn decrece debido a una posible pérdida por
difusion de la enzimn atrapada en el agar. No obstante ge
obhtuvo un buen rendimiento de hidrdélisis en el primer ciclo.

Pada la pérdida producida por un lavado, eeria
conveniente profundizar e] estudio. de manera de encontrar un
soporte adecuado que fije la actividad enzimidtica en forma

euficiente para varioas ciclos de hidrélisis.

5.3.2.2. Ciclo en columna

El reactor se armdé con cubos de gel-enzima de 56 unidades
enzimAticas por litro reaccilonantes, en un volumen de enzima y
de extracto de topinambur de 10 ml cada uno. Se obtuvieron los
siguientes resultadns en el sistema de ciclos ya descripto:
a. Prorceso de incubacién de 8 horas a 45°C:

Primer ciclo: Como el % (p/v) AziGcares reductores formado
fue de 0,16 y el % (p/v) de fructanos, expresado como fructosa
fue de 0.55 , se obtuvo un % Hidr6lisis de 29.

Una vez terminado este primer ciclo, se realizé un lavado
con buffer fosfato megiin lo deascripto en Materiales y Métodos.
Segundo ciclo: Con un % (p/v) Azucares reductoree formado de
0,12 y un % (p/v) de fructanos, expresado como fructosa de
0.27, se calculd el % Hidrdélieis de 44.

Al haber una dilucién en el extracto debido al remanente
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de buffer de lavado. aumenté el rendimiento de hidrdlisis por
una menor concentracién de sustrato. No se observaron grandes
pérdidas de la actividad con los lavados.

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

Primer ciclo : Con un % (p/v) Azicares reductores formado de
0,15 y un ¥ (p/v) de fructanne, expresado como fructosa de
0,34, resultd un % Hidraliereis de 44.

Luego del lavadn con buffer fosfato 0,05 M pH=7, se
procedid al:

Segundo ciclo: A partir de un % (p/v) Azicares reductores
formado de 0.14 v un %X (p/v) de fructanos. exprerado como
fructosa de 0,26, s8e calculd el % Hidrdlisis de 54.

Se obtuvieron resultados similares al primer procesn, con

mayores rendimientoe dado el mayor tiempo de incubacién.

Por los resultadoe obtenidos se deduce que en el proceso
en medio liquido (5.3.1.), los rendimientos de hidrélieir son
menores en igualer” condiciones de trabajo.

El proceso de hidrdlisis con la enzima inmovilizada
favorece la disminucion de la concentracién local del
sustrato, con lo cual la actividad enzimdtica no ee inhibiria.
De alli los mayores rendimientos de hidrélisis.

Fvidentemente 1a presencia de casi el doble de unidades
enzimaticas en el gel correspondiente al ciclo en tubo, ea la
causa del 94% de rendimiento en la hidré6lisis. Por 1o tanto,
la cantidad de 100 UE/1 marca el limite inferior de 1la
concentracion de enzima a inmovilizar.

De las reacciones de hidrdélisis ensayadns se pueden

rerumir condicioneas Aptimar de trabajo a eascnla lahoratorio:
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¥Reactor: columna rellena con cubos de gel-enzima.

*¥Enzima: fija en un soporte inerte (en este caeo agAar-agar),
en una proporcién 1:1 con 100 UE/].

¥Sustrato: extracto acuoso de tubérculos de topinambur, previa
eliminaclén de azucares solubles en etanol (menor PM), cuya
concentracién expresada como fructosa total final sea 0,92%
(p/v).

¥Tiempo de incubacién: 16 horas.

*Conservador: NaNa 0,03% (p/v) final.

*¥*Cantidad de cicloe por columna: dos.

*Material de lavado: buffer fosfateo 0,05 M pH=7.

Fstos ensayos, que podrian ser ampliadoes a otros
soportes, indican. ain embargo, que es factible disefiar un
proceso de producciédn de jarabes de fructosa a partir de
inulina usando 1la enzima inmovilizada, con mejores

rendimientos que con la enzima soluble directamente.
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6.1. Alslamiento de _bacterias prroductorae_de_inulinasas.

El principal objetivo del presente trabajo ha pndido
cumpliree, ya Que e encontrd una cepa del género Faclllus
capaz de rintetizar nina actividad inulinasa. De acuerdo con
los resultados publicados por otros autores, sobre
microorganismos capaces de hidreolizar inulina (Grootwassink,
19830: Zittan, 1981; Vandamme, 1983: Uhm, 1985; Efstathiou,
1986; Parekh, 1986: Allaie, 1986 y 1987; Oiwa, 1987: Uhm,
1987; Ettalibi, 1990: Gupta, 1990; Haragushi, 1990). lLas
bacterias reportadas pertenecen A los géneros: Arthrobacter.
Lactobacillus, Actinomyvces y Flavobacterium, habiendo s6lo dos
citas del género Bacillus. Como nmestro propésito era aislar
una cepa bacteriana productora, que pudiera tener aplicacién
industrial, su busqueda se encaré hacia la flora asociada a
rizésfera de vegetales ricos en inulina. A partir del releva-
miento efectuado vimos que s86lo un 10% de las cepas cAapaces de
crecer en el medio de cultivo producian halos de hidrélisis a
45°C.

No es casual que éstas havan sido aisladas a partir de
muestra de rizdésfera de origen brasilefio dado el clima cAlido
preronderante en dicho pais.La eleccién de las muestras, ari
como las temperaturas de seleccién, se realizaron teniendo en
cuenta una cierta correlacién entre la temperatura de creci-
miento y la termoresistencia de 1a actividad enzimatica,

condicién indispensrable en 1a industria. La cepa seleccionada,
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identificada como Racillus subtilis 430A fue la unica que
hidrolizo el sustrato en cantidades apreciables y. ademéas, al
comienzo de la fame estaclionaria en forma creciente (Figura
8). De alli su posterior estudio para un aprovechamiento
integral de la cepa.

La actividad inulinasa encontrada en BRacillus subtilis
A30A, ean exportada a fines de la fase exponencial de creci-
miento y princirios de fase estacionaria de cultiveos en lote
(Figura 11). Estos resultados s=e correlacionan con 1o descrip-
to por Prieast (1977) acerca de la excrecién de proteinas del
aénero Bacillus en farse ertacionaria temprana y una actividad
endocelular en la fare exponencial temprana. Esto utltimo
concuerda con el hecho de haber encontrado actividad enzimAti-
ca, tanto en fraccién soluble como en membrana celular, duran-
te todas las fases de crecimiento bacteriano, eefinlAndonos el

camino recorrido por la proteina al ser exportada.

6.2. Propiedades de la actividad inulinasa de B.subtilis 430A_

Dentro de las Iinulinamsas reportadas, pocas son de caric-
ter exportable. Se han encontrado enzimas exocelulares de
origen fungico o en mutantes de Kluyveromyces fragilis (Tsang
y col., 1988 a y b). pero contadas son las de origen bacteria-
no (Allais y col.., 1986 y 1987). La facilidad de obtencién de
la enzima es un factor importante dentro de la fabricacién de
jJarabes de fructora A partir de inulina. Arimismo. esu purifi-
cacion debe ger rApida v sencilla, como la ensayada en eeate
trabajo de teais. Se eligi6, entonces, un solo paso de preci-

pitacién con acertona por la limpieza del proceso. va gque no
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existe la necesidad de una didlisis posterior como en el caso
del (NH4)2S0a4. En estas condiciones se obtuvo un grado de
purificacion de 13. suficiente para nuestros propésjitos, los
cuales se hubieran satisfecho con un minimo de 10. De esta
manera, ademas, se evitd el uso de columnas con tamices mole-
ciulares. que afiadirian ain mé&s pasos para la obtencién de una
inilinara de grado industrial.

LA combinAcion de temperatura 6ptima entre 45°C - 50°C,
y PH 6ptimo entre 6 v 7 . no ha sido encontrada en otras
inilinasas descritas. Fn las inulinasas bacterianas, si bien
1la temperatura 6ptima de actividad llega a 50°C, el pH eae
halla alrededor de 5.5. Algo similar ocurre en el caso de
inilinasa de levaduras o bien fungicas., cuyas temperaturas
optimas mieden ruperar los 55¢C. Resulta entonces beneficioeo
trabajar a pH cercano a la neutralidad para prevenir la forma-
cidén de anhidridos. favorable en medio &cido y altas tempera-
turas (ver Introduccién).

Es importante resaltar la estabilidad de la actividad a
las temperaturas de 452C y 502C. en presencia de inulina
(Figura 14). E1 hecho de estar presente el sustrato ejerceria
clerta proteccidédn sobre la estructura molecular de la protei--
na, ritunacidon que nn se prersenta a temperaturas mayores de
5HeC.

[La temperatura de inactivacion de la actividad inulinaea
encontrada fue de 54<C (Figura 15), concordante con la biblio-
grafia en que lar inulinasas descriptas exhiben una temperatu-
ra de inactivacion entre 55°C v 602C. En el caro de las de
origen fungico, ru Aactividad se pierde a temperaturas aun

mavores de 602C. Tal ee e)l ejemplo de inulinaras del género
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Aspergillus y Penicillium (Zittan, 1981).

La actividad se inhibe por concentraciones de 10-4M en
Heg2+ o Ag*; y 10-®M de Cu?+, resultado similar al obtenido con
inul inasas de Aspergillus, Penicillium, Candida y Arthrobacter
(Vandamme y col.. 1983).

Esta inhibicién nos habla de la existencia de gruros -SH
en posiciones estratégicas dentro de la molécula, va sea en el
aitio activo o bien en un sitio importante bajo el punto de
vieta estérico para la reaccion.

Las inhibiciones por los cationes Na*+ y CaZ2+ podrian ser
prroducidas por la concentracién salina relativamente alta
(10-1M en cada uno). HEatas inhibiciones no han sidn desacriptas
anteriormente.

Segun los resultados obtenidos de Km y Vm en 5.2.9.2. 1la
actividad inulinasa encontrada presenta mavor afinidad por 1la
molécula de inulina que por la de sacarosa.

Loa valores de Km pertenecientes a la inulinasa de HRaci-
llus subtilis A30A. A mM y 56 mM para inulina y sacnrosa
reaspectivamente. se encuentran dentro del rango descrito.los
vAalores de Km de inulinasa reportados por otroe autores para
inulina oscilan entre 1.2 10-?mM para Clostridium acetobutvli-
cum (Efstathiou v ecol., 1988) yv 17 mM para Candida salmenti-
censis (Vandamme v col., 1983), mientrae que para esacarosa
ertan comprendidos en el rango de 4.2mM para Sterigmatocvstes
nigra y 55 mM para Debaryomycea cantarelli (Vandamme y col ..
1983).

lln detalle a deatacar es el comportamiento de la enzima
frente a inulina. Este no es del todo "michaeliano”. sobre

todo a bajas conecentraciones de esustrato (Figura 18). Esto
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podria justificarse a través de una dificultad de acceso por
parte de la inulinasa a la molécula de inulina, polimero de
gran tamafio, al principio de la reaccidén. A medida que las
cadenas de fructosa disminuyen su longitud, la enzima tendria
una mayor accesibilidad, por cuanto la cinética de hidrélisis
tenderia paulatinamente a la cinética descripta en la teoria
de Michaelis-Menten.

AdemAs de ese comportamiento no "michaeliano”. viato en
los resultados obtenidos al determinar las velocidades inicia-~
les, como también los cambioe en los perfiles de elucién en
presencia o ausencia de fructoesa, y el efecto modulador de 1a
miema en distintasc concentraciones, nos indujeron A pensar en
un fenémeno de alosterismo. S1i bien este fenémeno podria estar
presente no significa obatAculo alguno en nueatros objetivona,
por lo tanto no consideramos necegaria una profundizacidn de
su estudio.

Ee nn hecho curioeso la actividad evidencinda a concentra-
cionea de fructeosa entre 0.06 %(p/v) vy 0.15 %(p/v). LA molécu-
1a de fructosa mndificaria de tal manera la estructura protei-
ca, que facilitaria en acceso a la molécula de inulina. A
conrentraciones de fructosa mayvores de 0,2 %(p/v), se produce
imAa inhibicién de la actividad. estos valores son mavores
comparados con lor de la jnulinasa descrita de (. acetobutyvli-
cum (Efstathiou. 1986).

A través de esta accidén inhibitoria confirmamos lo dicho
en 5.2.4. sobre la obtencidén de un rendimiento mavor al 100%
en los pasos de purificacidén ensayados (Tabla 7). Los sobrena-
dantes de cultivo poseen fructora libre, en una concentracién

tal que inhiben en parte a la actividad inulinasa exocelular.
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Al precipitarla y resuspenderla en un medio libre de azicares
estamos recuperando la actividad de esa fraccién antes inacti-
va.

Los pesos molecularee obtenidos concuerdan con los des-
criptos para enzimas exportables del género Bacillus (Priest,
1977, Mézee y col. 1985). El1 pico mayor qQue ronda los 80.000D,
coincide con el tamafin mAximo de una molécula capaz de atrave-
ear la porosidad teédrica, calculada por la disposiciédn de las
cadenas del peptidoglicano de 1la pared celular. Al no haberse
encontrado ningiin dato de peso molecular reportado para inuli-
nasase tanto fungicas como bacterianas o de levaduras, no
prodemos realizar comparaciéon algona.

Otro dato que pe extrae de los resultados de 5.2.9.2 es
1A relacién entre 1A Actividad hidrolitica para escaroera y 1a
actividad hidrolitica para inulina del mismo extracto en-
zimdtico, denominado S/I. Cuanto mas pequefia ea easta relacion,
nos acercamos a lo que se denomina una “"verdadera”™ inulinara.
En eete caso, para la actividad encontrada en BRacillus subti-
lis 430A, se obtuvo un valor de S/1 de 0,62. FEn comparacién
con los valores dpgcritos (Vandamme y col., 1983) de 0 A 9 en
el caso de inulinasa y desde 1600 hasta 28000 en el caso de
invertasas de levaduras. nuestro valor es uno de Jlor mAs
bajos.

En resumen, podemoc enumerar las cualidades de la inuli-
naga de Bacillus subtilis 430A, que la hacen aplicable a
procesos industriales de hidréliris:

1- Es exportada al medion de cultivo por el microorganismo.
facilitando su recoleccién y posterior purificacién.

2-Ee precipitable por acetona al 40% (v/v), logrando en un
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solo paso purificarla en razén de 13 veces.
3-- Su temperatura 6ptima de actividad. asi como su estabilidad
a la misma temperatura, y también su rango de pH de actividad
maxima. concuerdan con las condiciones adecuadas para la
reaccién de hidrélisis industrial.
4- Las inhibiciones provocadar por cationes no las coneidera-
mos significativas. puesto que ocurren a concentraciones
altas. dificiles de encontrar en algun proceso industrial
similar.
5- Es altamente especifica para el sustrato de interéms. inuli-
nAa, demoetrado a través de los valores de Km y S/l1. ademis de
las actividadee con otros sustratos como sacarosa, melezitoesa
v rafinosa.
6- Es inhibida s6lo por Aaltas concentraciones de fructosa.
AdemAs es Iimportante destacar, desde el punto de viasta de
1a binseguridad., la inocuidad de la cepa ya gque es bien sabido
aue Racillus subtilis es un microorganiemo no patégeno para el
hombre. Esto hace vporsible la manipulacién de cultivos, para su

posterior procesamiento, en forma segura.

6.3._Similitud _con otras actividades descritas en_Paclillus
subtilis

En Raclllus subtilis, se han caracterizado tree enzimas
con actividad sacarolitica: una sacarasa endocelular (Lepe-
ennt.1972), una levaneacaraga exocelular (Lepesant, 1972), v
una levanasa exocelular (Kungt.1977). Las tres hidrolizan =a-
carosa, pero solamente la levanasa es capaz de hidrolizar inu-

lina. Esta ultima actividad no se detecta en cepars salvajes de
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Bacillus subtilis sino que solamente aparece en mutnntes del
gen .sacl, (Kunst ,1977) v es excretada a fines de la fase expo-
nenclal de cultivos en lote. FEastas mutantes fueron aisladas
por mutagénesis con etll-metdn-sulfonato de B.subtilis 168 de
genotipo trpc2 (Kunst.1977).

Existen ademas algunas similitudes como aei también algu-
nas diferencias entre la levanasa descrita y la inulinasa de
R.subtilis 430A. a saber:

Similitudes:

O9Produccién: la actividad especifica maxima en =sobrena-
dantes de cultivo de fase estacionaria temprana se e~ncuentra
entre 300 mUE/mg.prot y 400 mUUE/mg.prot a 37°C para la
levanasa (Martin,1987) y 3630 mJE/mg.prot para la innlinnsa de
Bacillus subtilis 430A a 45°C.

oPego molecular: el PM de la levanasa ronda los 73 kD
mientras que el de la inulinasa se halla entre 70 kD y 80 kD
en Au pico mAximo. En realidad este hecho no e8 preponderante
va que todas las exoenzimas del género Bacillus se acercan A
dichos valores de PM (Priest,1977).

olarametrosn D;nétiﬁﬁﬂ: loe Km descriptos de levanasa para

inulina ron de 5 mM y para sacarosa es 50 mM (Kunest,.
1977). ILios obtenidos con inulinasas son 8 mM y 566 mM para
inialina y eacaroea respectivamente.

oInhibidores: ambas =se inhiben en presencia de salen
mercuriales en una concentracién final de 10-3 M para levanasa
(Kunet .1977) y 10-4 M para inmlinasa.

oAmbas son inducibles por fructosa.

Diferencias:

opH 6ptimo de acrtividad: mientras que la actividand mAxima

74



levanasa se encontrd a pH §,5 (Kunst.1977). la actividad
mixima inulinasa see halldé entre pH 6 y 7.
ono existe una divieidn de actividades de diferentes

pesos moleculareas en el caso de la levanasa.

Un punto a demstacar es que 1la levanasa solo es detectable
en cepas mutantes sacl, obtenidas en laboratorio, mientras que
R.subtilis 430A es un habitante natural de la rizéefera de

Vernonia herbacea (Vell Kusby).

6.4. Disefio_de_un_proceso_de hidrélisie

A rartir de loag resultados obtenidos en 5.3. hemos dise-
fiado un posible proceso apto para la fabricaciédn de jarabes de
fructosa. Este incluye la utilizacién de la enzima inmoviliza-
da en un soporte de agar-ngar, ya que se han logrado mejores
rendimientog que en merdio liquido, ademés de 1a poribilidad de
la repeticién Adel ciclo. Es importante también que con un
extracto acuoso de tubiArculos de topinambur, de fAcil prepara-
cién, que consiste en una soluciédn enriquecida en fructanor,
ge obtienen altos rendimientos de hidrélisis por pasaje por el
reactor. Estos hidrolizados eerian los precursorer de lor
jarabes de fructosa a utilizar en la industria alimenticia.

De esta manera constituimos un primer paso para la intro-
dueccién de nuevas materias primas, que, probablemente, abara-

tarian coestos en la industria de edulcorantes.



De los resultados obtenidos se puede deducir que:
- A partir de las distintas muestras tomadas se logrdé aislar
una cepa identificada como FRacillus subtilils que demostré ser
termorresistente y a su vez hidrolizar el sustrato. inulina,
en forma comparable con datoe publicados por otros autores.
- Estudios de produccién enzimAtica demostraron que Racillus
subtilis 430A exporta una inulinasa en finee de fase exponen-
cial v fase estacionaria temprana de cultivos en lote. verifi-
cando lo descrito para otras enzimae exportablea del género
Racillus. Asimismo se encontrdé una actividad inulinasa endo-
celular en toda fase de crecimiento, tanto en membrana cito--
prlasmAtica como en fracciones smolubles.
- Se desarrolld un método sencillo para la purificacién par-
cial de la enzima. de manera de eliminar tode interfiriente de
actividad, posible de hallar en el medio de cultivo. Este
consiecte en una simple precipitacidén 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 hidrélieils.

Laes propiedades enstudiandas de 1a actividad inulinasa exoce-
Imnlar encontrada, tnlea como temperatura y pH 6ptimos. ter-
moestahilidad, efecto de metales y quelantes y del producto
final, nos hablan de una enzima altamente reristente en las
temperaturas de trabajo (éptimas), aAnlamente inhibida por
altas concentraciones de fructosa y algunos metalea.

- Su peso molecular estimado resulta correlacionarse con los

obtenidos para otrae enzimas exportables del genero Bacillus,
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dado A 1la porosidad de 1a pared celular y a los diferentesn
mecanismnae de exportacisdn involuecrados.

- Los parAmetros cinéticos calculados (Km, Vm) asi como la
relacién S/I, nog describen una inulinasa “verdadera”, es
decir una enzima altamente especifica para el sustrato, inuli-
na. capaz de hidrolizar otros cuyo tipo de unién glicosidica
sea similar, tales como sacarosa. Esto confirma que la activi-
dad encontrada no es una invertasa activa frente a inulina.

- Con el disefio, a escala laboratorio, del proceso de hidré6li-
eia de inulina podemos pensar en un posible aprovechamiento
industrial de la enzima en la produccién de jarabes de fructo-

sa.
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