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Introduccion. La alfa amilasa es una enzima muy
requerida por diversas industrias en grandes cantidades,
lo que implica que su produccion requiera de
metodologias eficientes, faciles de escalar y de bajo
costo que no causen perjuicios al medio ambiente (1).
Una estrategia que cumple con estos requisitos es la
produccién fangica en medio liquido empleando un
desecho rico en almidén como inductor de la secrecion
de la enzima y su posterior precipitacion en el filtrado del
cultivo empleando polimeros de afinidad. La precipitacion
de un complejo enzima-polimero requiere un exhaustivo
estudio de condiciones del medio y un cultivo con
presencia mayoritaria de la enzima de interés (2). La
optimizacién de las condiciones de la precipitacion
implica una afinidad diferencial del polimero por la
proteina de interés respecto de las otras proteinas
presentes en el filtrado del cultivo.

El objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones
Optimas de cultivo inducido por rastrojo de trigo que
permitan aplicar un disefio de precipitacion con polimeros
aniénicos para luego obtener la enzima.

Metodologia. Se cultivé la cepa de Aspergillus oryzae
empleando un medio optimizado y se determinaron las
condiciones ¢6ptimas de formacion de complejos
analizando las concentraciones y las relaciones molares
de polimeros “inteligentes” (poliacrilato, PM 240.000) y de
alfa amilasa, asi como el pH, la fuerza i6nica del medio y
la cinética de formacion (3). Se evalud la estabilidad
catalitica de la enzima por medio de medidas de
actividad (4) tanto en presencia como en ausencia de los
polimeros, y se analiz6 el efecto de la formacion de
complejo sobre la estabilidad catalitica de alfa-amilasa a
través del tiempo. A partir de las condiciones oOptimas
determinadas con la enzima comercial, dicha
metodologia fue aplicada a un cultivo de A. oryzae en el
cual se fueron empleados para su desarrollo diversas
fuentes de carbono alternativas: almidén comercial y
desechos colectados post-cosecha de trigo en campos
de la Pampa Humeda, Santa Fe, Argentina. Los medios
de cultivo se denominaron: Medio A (almidén comercial)
y Medio B (desecho de semillas triturado). La
concentracion de almidén en el medio de induccién ha
sido ajustada al mismo valor en ambos medios.

Resultados. Los resultados de la precipitacion con el
poliacrilato (PAA) y la enzima comercial resultaron
satisfactorios tanto en términos de purificacion (FP: 7.40),

rendimiento (R%: 87.6) como en la concentracion de la
enzima, dado que ademas se reduce sustancialmente el
volumen donde esta contenida la misma. Las actividades
de alfa-amilasa en los filtrados empleando ambas fuentes
de carbono fueron elevadas: 59.72 U/L y 48.73 U/L para
los medios A y B, respectivamente. Luego de
implementar la metodologia de precipitacion las
actividades alcanzadas en los precipitados redisueltos
(PP), sobrenadantes (SN) y controles indican un alto
poder precipitante del PAA. La evaluacion del proceso
total se muestra en la tabla de purificacion a continuacion

Tabla 1. Resultados de la purificacion de alfa-amilasa a partir de los
medios estudiados: A (almidén) y B (desecho de semillas triturado).

Act Esp (U/mg) | Rto % FP
Medio A 0.06 76.21 | 2.90
Medio B 0.05 70.35 | 2.00
Control A 0.02 100 1
Control B 0.02 100 1

Conclusiones. Se observa un alto poder precipitante del
PAA sobre la enzima alfa-amilasa. Los elevados
rendimientos porcentuales hacen a esta metodologia
eficaz para la obtencién y posible concentracion de la
enzima a partir de fuentes naturales de la misma, como
lo es un cultivo fangico de A. oryzae, logrando purificar la
proteina 2 o 2.9 veces, segun el medio, respecto de la
muestra de partida. Por otro lado, el empleo de fuentes
alternativas de sustrato para el crecimiento del
microorganismo y estimulacion de la sintesis de alfa-
amilasa resultd ser una estrategia util para el empleo de
materias primas sin valor comercial.
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