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(57) Rezumat:

Inventia se referd la un procedeu de obtinere a
inulinazei microbiene, utilizata Tn industria alimentara si
farmaceutica. Procedeul conform inventiei constad in
cultivarea tulpinii fungice Aspergillus terreus |ICCF 262
pe un mediu mineral contindnd inulind si coji de
portocale in concentratie finala de 2%, Tn mediul de
fermentatie, in conditii de aerare prin agitare pe un
agitator rotativ cu 200 rpm, pH initial 6,5, dupa care se
centrifugheaza, si supernatantul rezultat este suspus
precipitérii fractionate cu sulfat de amoniu, apoi

precipitatul este dializat si purificat prin adsorbtie pe o
coloand cu schimbétori de ioni, preechilibratd cu
tampon acetat 50 mM, pH 4,7, iar inulinaza se
desoarbe cu o solutie NaCl in gradient de concentratie
0,1...0,6 M Tn acelagi tampon, cu o viteza de curgere de
60 ml/h, in volume egale, si fractile cu activitate
inulinazica sunt reunite.
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PROCEDEU DE OBTINERE A INULINAZEI MICROBIENE

Inventia de fatd se refera la un procedeu de obtinere a inulinazei, in cantitati si la
randamente de interes biotehnologic, cu ajutorul unui microorganism denumit Aspergillus
terreus ICCF 262.

Inulinazele constituie o clasa importantd de enzime folosite in multe domenii, in
special in industria alimentara si farmaceutica, pentru a produce siropuri de fructoza.

Inulinazele caracterizate pana in prezent (cinci inulinaze) arata o variabilitate
considerabila in ceea ce priveste caracteristicile biofizice si biochimice. Aceste enzime
hidrolizeaza legaturile B-(2,1) in lantul de inulind pentru a produce unitati de fructoza si
fructo-oligozaharide (FOS). Ele pot fi desemnate ca fructanohidrolaze 2,1-B-D-fructan si
sunt impartite in endo- si exo-inulinaze, in functie de modul de actiune asupra inulinei.
Endo-inulinazele (fructano-hidrolaze 2,1-B-D-fructan; EC 3.2.1.7) sunt specifice pentru
inulind si o hidrolizeaza prin ruperea legaturile dintre unitatile de fructoza care se afla
departe de capetele lantului polimerului, pentru a produce oligozaharide. Exo-inulinazele
(B-D-fructo-hidrolaze; EC 3.2.1.80), scindeaza unitati terminale succesive de la capatul
nereducator al moleculei de inulind. Pe langa inulind, exo-inulinazele hidrolizeaza si
zaharoza si restul de fructoza din rafinoza [1-3].

Inulinazele microbiene joaca un rol important in hidroliza inulinei pentru producerea
de siropuri de fructoza si FOS. Aceste enzime sunt produse de diferite tulpini de
microorganisme (fungi si drojdii), cum ar fi cele din speciile Penicillium, Kluyveromyces,
Streptomyces si Aspergillus. Dintre acestea, tulpinile ce apartin genurilor Aspergillus si
Kluyveromyces sunt cel mai frecvent alese pentru producerea de inulinaze.

Conditiile de cultivare sunt diferite functie de microorganism si tipul fermentatiei
aplicate, parametrii fermentatiei variind, si anume: sursele de carbon si azot, pH-ul,
temperatura, durata.

Astfel, preparatul de inulinaza din Penicillium restricturn A191 poate fi obtinut prin
cultivarea tulpinii intr-un mediu de cultura adecvat, [4] de exemplu, mediul MRI, care este

compus din peptona (1%), extract de drojdie (1%) si inulina (1,5%). Alte medii, cum ar fi

]

(:\\*

-5480/963/ 1507 -
-, -
* o

¢ BUCUREST] -




a 2017 00991 28/11/2017

bine-cunoscutul mediu Czapeck, pot fi utilizate in mod corespunzator, cu conditia ca
acestea sa fie completate cu inulina, ca sursa de carbon. Tulpinile bacteriene sunt utilizate
pentru producerea inulinazei, in principal, datorita termostabilitatii lor. Informatiile privind
biosinteza inulinazelor folosind tulpini bacteriene sunt limitate, refertindu-se in principal la
endo-inulinaze. S-a constatat ca Strepfomyces spp. este un bun producator de inulinaze,
de exemplu: Sharma si colab. [5] au obtinut o inulinaza cu activitate de 524UI/L utilizdnd ca
substrat usturoi. Bacteriile din genul Bacillus sunt de asemenea producatori de inulinaza
extracelulara, de exemplu: utilizadnd ca substrat sucroza s-a obtinut o activitate inulinazica
de 42,36 U/ml [6].

Drojdiile sunt utilizate in productia de enzime, deoarece acestea se dezvolta cu
usurinta In comparatie cu bacteriile. Dintre drojdii, Kluyveromyces spp., Pichia spp. Si
Candida spp. au un potential ridicat de producere a inulinazei cu randamente si activitati
ridicate. Gao si colab. [7] au efectuat un screening la peste 400 de drojdii marine si au
constatat ca unele dintre aceste tulpini au capacitatea de a secreta cantitati mari de
inulinaze. Dintre acestea, Pichia guilliermondii, Cryptococcus aureus, Yarrowia lipolitica si
Debaryomyces hansenii pot secreta peste 40 U/ml de inulinaza extracelulara [7-11].

Tulpinile Kluyveromyces spp. sunt cele mai utilizate drojdii pentru obtinerea
inulinazei. Un numar de cercetatori au optimizat procesul de fermentatie prin investigarea
factorilor de productie ai inulinazei (agitatie, aerare, sursa de carbon, compozitia mediului
de fermentatie, durata fermentatiei). Astfel, Santisteban si colab. [12] au studiat efectele
surselor de carbon si azot, utilizand ca sursa de carbon, zaharoza in concentratie de 20g/L.
obtinand o activitate inulinazica de 208 Ui/ml. Prin folosirea reziduurilor agro-industriale ca
sursa de carbon, in urma fermentatiei si purificarii partiale, Treichel si colab. [13] au obtinut
o inulinaza cu activitate de 1294 U/ml, in timp ce prin dializa si liofilizarea inulinaze:
extracelulare produsa de K. Marxianus [14] rezulta o activitate de 18,743 U/ml.

Dintre cele saisprezece tulpini fungice Aspergillus spp. [15], specie favorita pentru
productia de inulinaza, cu tulpina Aspergillus niger DSM 2466 s-a obtinut o activitate
maxima de inulinaza de 100 U/ml, utilizand ca subtrat sucroza S-770 adaugata in mediul
de fermentatie intr-o concentratie de 6 g/l. Tot cu tulpina Aspergillus niger, Kumar si colab.
[16] au obtinut o activitate maxima inulinazica de 176 U/ml utilizdnd in mediu de
fermentatie o concentratie de inulina de 5% (g/v). In literatura de specialitate s-au raportat

pentru productia de inulinaza si alte tulpini de Aspergillus spp., cum fi: A. fumigatus [17], A.
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awamori [18], A. ochraceus [19], A. Ficuum [20] si A. parasiticus [21]. Peter J. H. Peters si
Pieter L.Kerkhoofs [22] au obtinut un preparat enzimatic cu activitate inulinazica, cu
ajutorul tulpinii Aspergillus phaenic intr-un mediu apos continand o sursa de azot, carbon si
fosfor biologic, precum si inulind, la un pH de cel putin 4,0 pana la aproximativ 7,0 si la o
temperatura de pana la aproximativ 40°C.

Conform datelor din literatura de specialitate, in cazul utilizarii speciilor fungice
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae si Rhizoctonia solani [23] inoculul vegetativ a fost
preparat prin transferul miceliului pe mediu agar in 200 ml de extract de malt, pH = 5,5 si
incubarea timp de 3 zile la 25°C pe un agitator orbital la 100 rpm.

Microorganismele mentionate utilizeaza ca sursa de carbon, substraturi naturale de la
inulind pura pana la reziduuri agro-industriale, inregistrand activitati si proprietati diferite,
functie de tulpina producatoare si substrat. Inulinele pot fi gasite ca o rezerva de
carbohidrati in tuberculi si radacini ale plantelor cum ar fi: cicoare, napi, dalie, papadie,
usturoi, ceapa, secar, orz, banane, grau etc. Inulinaza microbiand fiind o enzima
inductibila, in procesul de biosinteza se poate utiliza un substrat bogat in inulina rezultat
din reziduuri agro-industriale (manioc, stiuleti de porumb, ovaz, paie de orez, trestie de
zahar, tarate de grau), ceea ce conduce la eficientizarea procedeului de biosinteza a
enzimei [24].

Inulina este cel mai frecvent utilizata, ca substrat in producerea de inulinaza. Inulina
este un poliglucid natural al fructozei, cu proprietati functionale corelate cu lungimea
catenei moleculare si apartine clasei de carbohidrati cunoscuta sub denumirea de fructani.
Inulina este un termen generic pentru a acoperi toti fructani liniari B (2-1), cu un grad
variabil de polimerizare de la 2 la 60. Materiale naturale bogate in inulina sunt preferate ca
substraturi pentru obtinerea de inulinaza, in ultimul timp insa, reziduurile agro-industriale
au castigat atentia cercetatorilor. In natura, inulina poate fi gasita in specii de plante din
familile mono- si dicotiledonate, cum ar fi: Liliaceae, Amaryllidaceae, Graminee si
Compositae [25]. Exceptand plantele din specia Gramineae, inulinele sunt de obicei
stocate in bulbi, tuberculi si radacini. Napii si cicoarea, care fac parte din familia
Compositae sunt sursele de carbon cele mai utilizate pentru productia de inulinaza,
datoritd continutului de peste 50% (substanta uscata) de inulina [25-29]. Napii (Helianthus
tuberosus) au atras atentia oamenilor de stiintd datoritd disponibilitatii lor, ei prezinta

toleranta la rece si la secetd, tolerantd salind, vant si rezistenta la nisip, fecunditatea lor
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fiind puternica si sunt rezistente la daunatori si boli [25]. Dintre substraturile pure utilizate
pentru producerea de inulinaza, inulina si zaharoza au fost sursele de carbon preferate.
Substratul pur adaugat suplimentar in mediul de fermentatie ar putea avea un impact
pozitiv asupra productiei de inulinaza. Kumar si colab. [16] au suplimentat mediul de
fermentatie a inulinazei cu zaharoza, glucoza, fructoza, galactoza, maltoza si dextroza
observand ca mediu suplimentat cu galactoza a dat un randament maxim de inulinaza,
urmata de maltoza.

Reziduurile agro-industriale si extractele vegetale par a fi o sursa buna pentru
productia de inulinaza. Faina de manioc, stiuletii de porumb, faina de ovaz, paie de orez,
trestie de zahar, tarate de grau, glucoza si zaharoza au fost utilizate pentru a stabili
influenta sursei de carbon in productia de inulinaza utilizadnd tulpina Aspergillus ochraceus
[19]. Cel mai inalt nivel de activitate inulinazica extracelulara (108 unitati de activitate) s-a
obtinut cand s-a folosit ca sursa de carbon trestia de zahar. Sharma si colab. [5] au folosit
diverse substrate pentru producerea de inulinaza, si anume: secara, orz, banane, usturoi,
grau, inulind pura, cicoare, ceapa si dalie.

Industria utilizeaza o cantitate mare de polizaharide naturale, asfel in ultimii ani,
atentia cercetatorilor a fost indreptata spre producerea polizaharidelor prin fermentii
microbiane. Avand in vedere nevoia tot mai mare de siropuri de fructoza pure, productia
acestora poate prezenta o alternativa de producere asa-numitelor siropuri ultrapure cu un
continut ridicat de fructoza, din inulina. Fructoza si fructo-oligozaharidele (FOS) pot fi
produse din inulind prin hidroliza chimica (pH 1-2 la 8-10°C), dar pH-ul scazut conduce la
degradarea fructozei si formarea de anhidrida a difructozei (DFA), care este un produs
secundar colorat, fara capacitate de indulcire. Pe de alta parte, productia conventionala a
fructozei din amidon se realizeaza cu ajutorul a trei enzime (a-amilaza, amiloglucozidaza si
glucozoizomeraza) in trei etape, cu un randament de 45% [28]. Prin utilizarea inulinazei
microbiene, hidroliza enzimatica a inulinei se realizeaza intr-o etapa si un randament de
95% [29-31]. Acest avantaj justifica cercetarile referitoare la optimizarea procedeelor de
obtinere a inulinazei.

O alta utilizare a inulinazelor este producerea de bioetanol. Tehnologiile de conversie
biochimica si termo-chimica pot transforma biomasa in biocarburanti, cum ar fi: biodiesel si

alte lichide. Materia prima principala pentru productia de etanol la nivel mondial raméane
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zaharul sau amidonul din culturi agricole, utilizat intr-un amestec cu benzina de la 5% pana
la 90% [32].

Pana in prezent nu este publicat un brevet referitor la un procedeu de obtinere a

inulinazei microbiene utilizand tulpina fungica Aspergillus terreus.

Prezenta inventie inlatura dezavantajele acestor procedee prin aceea ca:

- microorganismul utilizat pentru obtinerea inulinazei, Aspergillus terreus, apartine
Colectiei de Microorganisme de Importanta Industriala a Institutului National de Cercetare-
Dezvoltare Chimico-Farmaceutica, ICCF, sub denumirea de Aspergillus terreus ICCF 262.
Tulpina microbiend utilizatd a fost cultivatd pe medii specifice si mentinuta la 4°C in
conserv vegetativ. Pe parcursul experimentelor s-au realizat pasaje saptamanale/lunare
pentru mentinerea viabilitatii acesteia. Mediul optim de intreinere este geloza Cantacuzino
(geloza nutritivd), catalog Colectia de Microorganisme de Importanta Industriala a ICCF
(CMII) afiliata la World Federation of Culture Collections (WFCC) si inscrisa in Directoriul
acestei organizatii la nr. 232.

- fermentatia se desfasoara intr-un mediu de fermentatie optim pentru acumularea de
inulinaza, utilizdnd ca principala sursa de carbon un amestec de coji de portocare, ca
reziduu agroalimentar si inulina pura, astfel incat in mediul de fermentatie continutil sursei
de carbon sa fie de 2%j;

- prelucrarea mediului de fermentatie se realizeaza pentru extractia inulinazei prin
precipitare fractionata cu sulfat de amoniu pentru a nu contamina enzima, cu substante de
balast;

- purificarea inulinazei se realizeaza prin cromatografie de schimb ionic, pentru
cresterea activitatii specifice, in vederea scindarii inulinei cu formarea compusilor utilizabili;

- se obtine inulinaza cu activitate cuprinsa intre 92 - 567U/ml, comparativ cu valorile

mentionate in literatura de specialitate.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca: tulpina de Aspergillus terreus ICCF
262 este crescutéd pe mediu de inocul cu urmatoarea compozitie: 1% glucoza, 0,3% extract
de malt, 0,3% extract de drojdie, 0,5% peptona, timp de 24h si apoi cuitivatda pentru
acumularea de inulinaza, pe un mediu cu urmatoarea compozitie: 2% extract de drojdie,
0,3% NHsNO3, 0,4% (NH4)2HPO4, 0,1% KHz2POs4, 0,05% MgSOa. Conditiile de fermentatie
sunt: 28 — 29°C, pH initial de 6,5 , agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm si 2 cm
excentritatea agitatorului, timp de 7 zile.
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Mediu de fermentatie final se centrifugheaza la 8000 rpm, 20 minute la 9°C.
Supernatantul rezultat se supune precipitarii fractionate cu sulfat de amoniu pentru
extractia inulinazei. Precipitarea fractionata cu sulfat de amoniu se realizeaza prin
adaugare a 60% (NH4)2S04, centrifugare si indepartarea precipitatului ce contine 80%
din proteind care nu intereseaza; se adauga in supernatantul de la prima treaptd de
fractionare, (NH4)2SO4 pana se atinge 80% saturatie. Se centrifugeazéd si se retine
precipitatul ce contine 95% din inulinaza. Precipitatul se dizolvad in apa distilata si se
dializeaza fata de apa 24 h, dupa care se dializeaza fata de tampon acetat 50 mM, pH 4,7
inca 24 h. Purificarea inulinazei se realizseza prin cromatografie de schimb ionic.
Precipitatul dializat, se adauga peste o coloana de DEAE-Sephadex A-50, echilibrata cu
tampon acetat 50mM, pH 4,7. Enzima se elueaza cu o solutie de NaCl in gradient de
concentratie 0,1 — 0,6M in acelasi tampon, cu o viteza de curgere de 60ml/h, in fractii de
5mi, care se analizeaza din punct de vedere al activitatii inulinazice si concentratiei
proteice.

fn aceste conditii se realizeaza:

v" un mediu de fermentatie cu un pH final cuprins intre 4,5 - 6,4 si biomasa
uscata cuprinsa intre 30,72 — 63,9g/L,,

v"continut de inulinaza de 640 — 686 UI/L,;

v' activitate specifica 164,6 — 396,4 U/mg proteina.

Procedeul, conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

1. Procedeul utilizeazad tulpina din Colectia de Microorganisme de Importanta
Industriala a ICCF (CMII)

2. Prin cultivarea tulpinii Aspergillus terreus ICCF 262 pe un mediu continand ca surse
de carbon: inulind 2% si/sau coji de portocale 2%, la o temperatura de 28-29°C si
aerare prin agitare pe un agitator rotativ cu 220rpm si 2cm excentritatea agitatorului,
in decurs de 7 zile de cultivare se obtin rezultate de interes biotehnologic
comparative cu cele publicate in literatura de specialitate

3. Procedeul este realizat in conditii optime prin extractia inulinazei din mediul de
fermentatie folosind metode specifice prelucrarii enzimelor, ceea ce a condus la
obtinerea unei inulinaze cu o activtate comparativa cu literatura de specialitate.

In continuare se vor prezinta exemple de realizare a inventiei.
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Exemplul 1
Obtinerea culturii inocul de Aspergillus terreus ICCF 262 s-a realizat folosind un

mediu cu urmatoarea compozitie: 1% glucoza, 0,3% extract de malt, 0,3% extract de
drojdie, 0,5% peptona, sub agitare 220 rpm, timp de 24h.

Pentru fermentatie si acumularea de inulinaza s-a folosit un mediu cu urmatoarea
compozitie: 2% inulina ca sursa de carbon si energie, 2% extract de drojdie, 0,3%
NH4NO3, 0,4% (NH4)2HPO4, 0,1% KH2PO4, 0,05% MgSOa4. Conditiile de cultivare au fost
urmatoarele: 28 - 299C, pH initial 6,5 aerarea prin agitare pe un agitator rotativ cu 220 rpm
si 2 cm excentritatea agitatorului. La sfarsitul celor de 7 zile, pH-ul mediului de fermentatie
este 5,16 si continutul in inulinaza de 5,12 U/ml .

Extractia si purificarea inulinazei din mediu de fermentatie s-a realizat dupa cum
urmeaza:

centrifugare mediu final de fermentatie la 8000 rpm, 20 minute la 9°C pentru
separarea biomasei,

precipitare cu (NH4)2SOs adaugat in concentratie de 60%, centrifugare si
indepartarea precipitatului inactiv inulinazic, se adauga in supernatantul obtinut
(NH4)2SO4 pana se atinge 80% saturatie,

centrifugare 20 min, 9°C, 8000 rpm;

dizolvare in apa distilata si dializare fata de apa 24 h, urmata de dializa fata de
tampon acetat 50mM, pH 4,7 inca 24 h,

purificarea dializatului prin cromatografie de schimb ionic pe o coloana de DEAE-
Sephadex, preechilibratd cu tampon acetat 50mM, pH 4,7. Ca eluant se utilizeaza o
solutie de NaCl in gradient de concentratie 0,1 — 0,6M in acelasi tampon. Desorbtia
se urmareste prin citirea eluatelor la A=280nm, precum si prin determinarea
concentratiet proteice si a activitatii inulinazice a fiecarei fractii

biomasa uscata = 30,72 g/L (su 4,5 %)

activitate inulinazica de 5,12 U/ml.

Exemplul 2
Obtinerea culturii inocul de Aspergillus terreus ICCF 262 s-a realizat in aceleasi

conditii ca cele prezentate la exemplul 1, iar pentru fermentatie si acumularea de inulinaza
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s-a folosit un mediu de fermentatie in care s-a introdus in loc de inuling, 2% coji de
potocale uscate si macinate, ca sursa de carbon si energie. Conditiile de lucru si cultivare
au fost identice cu exemplul 1.

La sfarsitul celor 7 zile, pH-ul mediului de fermentatie este 4,23 si continutul in
inulinaza de 3,6 U/ml .

Izolarea si purificarea biomasei rezultate in urma fermentatiei s-a realizat urmand
aceleasi etape prezentate in exemplul 1, in urma carora s-au obtinut:

biomasa uscata = 17,535 g/L (su 7,35 %)

activitate inulinazica de 3,6 U/ml

Exemplul 3

Prin cultivarea tulpinii Aspergillus terreus ICCF 262 in aceleasi conditii ca in exemplul
1, iar pentru fermentatie si acumularea de inulinaza s-a folosit un mediu de fermentatie in
care s-a introdus, ca sursa de carbon si energie, inulind si coji de potocale uscate si
macinate pana la concentratie finala in mediu de 2%, la sfarsitul celor 7 zile pH-ul mediului
de fermentatie este 8,80 si continutul in inulinaza de 8,28 U/ml .

Pentru obtinerea inulinazei din mediul de fermentatie rezultat in urma fermentatiei s-
au urmat aceleasi etape prezentate in exemplul 1, in urma carora s-au obtinut:

-biomasa uscat : 63,94 g/L (su 18,15 %)

-activitate inulinazica de 8,28 U/ml.
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PROCEDEU DE OBTINERE A INULINAZE|I MICROBIENE

REVENDICARE

Procedeu de obtinere a inulinazei caracterizat prin aceea ca, dintr-un mediu mineral
care contine inulind si coji de portocale in concentratie finala de 2%, in mediul de
fermentatie si cu ajutorul microorganismului Aspergillus terreus ICCF 262, cultivat in
decurs de 7 zile, in conditii de aerare prin agitare, pe un agitator rotativ cu 220 rpm, la o
temperatura de 28-29°C si un pH initial de 6.5, dupa care se centrifugheaza si
supernatantul rezultat este supus precipitarii fractionate cu sulfat de amoniu, apoi
precipitatul este dializat si purificat prin adsorbtie pe o coloana cu schimbator de ioni,
preechilibratda cu tampon acetat 50mM, pH 4,7, iar inulinaza se desoarbe cu o solutie de
NaCl in gradient de concentratie 0,1 — 0,6M in acelasi tampon, cu o vitezéd de curgere de

60ml/h, in volume egale si fractiile cu activitate inulinazica sunt reunite.
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