CARACTERIZACION DE LA INULOSACARASA DE Leuconostoc citreum CW28
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Introduccién. Las fructositransferasas son enzimas que
cadizan la formacion polimeros de fructosa linedes o
ramificados a patir de sacaross, los cudes reciben d
nombre de fructanes. Dentro de estos polimeros los més
importantes son: la levana, producida por la enzima
levansacarasa, y la inuling, formada por la inulosacarasa
(9. En la inuling, los resduos fructoslo se encuentran
unidos con enlaces 3(2-1) en la cadena principd y en
dgunos casos s observan ramificaciones en [3(2-6). Las
fructanas son dntetizadas por un amplio rango de
bacterias (1) y de plantas que las dmacenan como reserva
de carbohidratos (2).

La inulina ha recibido un interés cada vez mayor ya que
por sus propiedades de prebidtico incrementa la absorcidn
de mingdes e influye en @ meabolismo de lipidos,
ademas de tener actividad inmunomoduladora  y
antitumora  (3). En la indudria dimenticia se emplea
como texturizante y como fibra dietética (4). La fuente
principd para la obtencion de inulina a gran exda es la
raiz de achicoria (Cichorium intybus), por lo que creemos
gue la obtencion del polimero a partir de la inulosacarasa
de L. citreum es una dternaiva econdmicamente aractiva
alaextraccion defuentesvegetaes.

Metodologia  Caracterizacion de los productos de
reaccion. Los productos obtenidos en la resccidn
empleando las cdulas completas, asi como aquellos con la
enzima libre se andizaron mediante HPLC y utlizando
espectroscopia  de mases.  Caracterizacion  de  la
Inulosacarasa de L.citreum La ewzima s encuentra
asociada a la paed cdular, por lo que s solubilizd
incubando las cdulas con urea y poderiormente se
renaturdizd mediante didiss La actividad tota (hidroliss
y tranderencia) s detemind midiendo la liberacion de
poder reductor a partir de sacarosa por d método dd é&cido
35-dinitrosdicilico  (DNS). Determinacion de la
epecificidad La rdadion  hidrdlisstranderencia se
cuantificd por HPLC.

Resultados y discuson. En la determinacion de les
condantes cinéticas de la reaccion globd, @ vdor de Km
encontrado fuede 31 mM y laVma de 2.2 U/ml.

hidrdlisis
IS ——p Fuctosa+ Glucosa
Sacarosa ——

Inulina + glucosa
Transferencia

Se estudio la influencia de la concentracion del sudtrato en
la egpecificidad de la IS dede 14 hasa 584 mM de
sxao0sa, encontrando  una  inversén  en  la  rdacion

hidréliss transferencia en la concentracion més dta (Fig.
1).
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Fig. 1. Especificidad de lalS soluble a diferentes concentraciones
desacarosa. (? ) transferencia, () hidrdlisis.

Cuando la reeccion = rediza con la enzima asociada a
cdulas, encontramos en @ medio de reaccion glucosa,
fructosa, sacarosa residud, inulina y manitol. Este Ultimo
compuesto e produce mediante la reduccion de la fructosa
proveniente de la hidrdliss de la sacarosa. La reaccion es
cadizada  por la enzima intracdular manitol
deshidrogenasa en presenciade NADH.

Conclusiones. Se determinaron los pardmetros cinéticos
de la enzima libre a como su espedificidad hacia
hidrdliss y transferencia d modificar la concentracion de
sugtrato. Se andizaron los productos de reaccion tanto de
la enzima asociada como en solucion. Adn fdta concluir la
caacterizacion  de la enzima axociada a cdulas y dd
polimero.
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