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Abstract

Fructooligosaccharides (FOS) are oligosaccharides consisting of linear chains of f§ (2—>1)-
linked fructose with a terminal D-glucose. The short chain FOS (scFOS) have character
prebiotic, so they are interesting food ingredients. The scFOS production can be performed
by hydrolysis of inulina or by polymerization using fructosyltransferases (FTase) enzymes.
The FTases are mainly produced from fungi, such as Penicillium sp, and Aspergillus sp.,
among others. Some of these enzymes are marketed but not for manufacturing scFOS
because of its relatively high price. In this work, new sources (fungi) and technologies for
obtaining FTase enzymes, and producing scFOS, will be studied at laboratory and
bioreactor scales, for industrial production of scFOS in two stages of submerged
fermentation (SmF): a first SmF step for production of FTase from the selected mould, and
a second SmF step for obtaining scFOS by enzymatic fermentation, from these FTases
produced in sucrose solution.
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Resumen

Los fructooligosacaridos (FOS) son oligosacaridos que consisten en cadenas lineales de D-
fructosa con enlaces 8 (2—1), que presentan una molécula de D-glucosa terminal. Los FOS
de cadena corta (scFOS) tienen caracter prebidtico por lo que son interesantes como
ingredientes alimentarios. La produccion de scFOS se puede realizar mediante hidrolisis
de inulina o0 mediante polimerizacion a partir de enzimas fructosiltransferasas (FTasas).
Las FTasas se producen sobre todo a partir de hongos, como Aspergillus sp., y Penicillium
sp., entre otros. Algunas de estas enzimas FTasas estan presentes en el mercado, aunque
no para fabricar scFOS porque presentan un precio relativamente elevado. Por ello, en este
trabajo se estudiaran, a escala de laboratorio y biorreactor, nuevas fuentes (hongos) y
tecnologias de produccion de FTasas y de scFOS, para conseguir una produccion industrial
de scFOS mediante fermentaciéon sumergida en dos etapas (SmF): una primera etapa SmF
para la produccion de FTasas a partir del hongo y una segunda etapa SmF de produccion
de scFOS a partir de estas FTasas en una solucion de sacarosa.

Palabras clave: fructooligosacaridos; produccion de fructosiltransferasa de hongos; dos etapas;
SmF.
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1. INTRODUCCION

El consumo de alimentos y bebidas funcionales que contienen prebidticos y probidticos se
ha convertido en una fuerte tendencia de mercado a nivel mundial. En particular, desde hace ya
algunos afos, la industria alimentaria estd explotando todas las posibilidades de adicién de
fructooligosacaridos de cadena corta (scFOS) a alimentos y bebidas [5,8]. Estos
fructooligosacaridos producen efectos beneficiosos en la salud debido a que son fibra dietética y
ademas tienen un efecto prebiético [9].

Los scFOS son carbohidratos no digeribles, que tienen un grado de polimerizacién menor
que 9 y estan quimicamente compuestos por cadenas lineales de D-fructosa unidas entre si
mediante enlaces  (2—1), con una molécula de D-glucosa terminal unida a una fructosa por un
enlace a (2—1) [7]. Los scFOS mas representativos son 1-kestosa (GF2, o DP3), 1-nistosa (GF3; o
DP4), y 1F-fructofuranosilnistosa (GF4, o DP5) [2,4]. Existen dos vias principales para la
produccién de FOS. Por un lado, esta la produccién de FOS mediante la hidroélisis de la inulina. Y
por otro lado, esta la sintesis enzimatica de FOS que se lleva a cabo por transfructosilacién de
sacarosa a través de la ruptura de los enlaces glucosidicos 3 (2—1) y la transferencia de la fraccion
fructosil a cualquier aceptor que no sea agua, como sacarosa o un fructooligosacarido. La principal
enzima usada en esta sintesis enzimatica es la fructosiltransferasa (FTasa), que se obtiene
principalmente de fuentes flngicas [2,6,10]. Por ejemplo, la actividad fructosiltransferasa de
enzimas obtenidas a partir de diferentes especies de Aspergillus da lugar a una transformacién de
hasta el 61% de la sacarosa en scFOS [1].

Actualmente no existen enzimas en el mercado para la produccién especifica de scFOS (con
actividad FTasa), pero en la bibliografia existen estudios de preparados enzimaticos comerciales
destinados a otros fines que presentan actividad de transfructosilacion, obteniendo altos
rendimientos de produccion de scFOS a partir de sacarosa, pero estas enzimas presentan un alto
precio de mercado.

La fabricaciéon industrial de FOS tiene lugar mediante fermentacién sumergida en dos
etapas (SmF). Una primera etapa para la produccidén y purificacién de los enzimas FTasas a partir
del hongo y una segunda etapa de produccién de scFOS a partir de estos enzimas FTasas en una
solucién de sacarosa. Pero, también se puede llevar a cabo la produccion de scFOS en una sola
etapa, obteniendo buenos rendimientos de producciéon de scFOS [3, 11, 12]. Por ello, se estan
llevando a cabo diversos estudios sobre la producciéon de scFOS, con el objetivo de conseguir
procesos de producciéon mas eficaces, con mejores rendimientos de producciéon de scFOS, y
menores costes. El aumento de la productividad se puede lograr mediante el uso de diferentes
métodos fermentativos y diferentes sustratos y fuentes microbianas de enzimas productoras de
FOS, asi como la optimizacion de las condiciones de cultivo [4].

En este trabajo se pretende estudiar, por un lado, nuevas fuentes flingicas de enzimas con
actividad FTasay, por otro lado, la produccién de scFOS mediante SmF, asi como los factores que
determinan su rendimiento y los costes de su produccion.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Produccién de enzimas con actividad de transfuctosilacidn a partir de fuentes flingicas.

En primer lugar se realizara una seleccion de cepas fingicas con produccion de enzimas con
actividad FTasa. Una vez las cepas estén seleccionadas se incubaran en un medio de cultivo
apropiado para cada microorganismo, con el objetivo de conseguir la mayor producciéon de
enzimas, extracelulares e intracelulares, bajo condiciones de temperatura, aireacién y agitacion
controladas. Transcurrido el tiempo necesario se realizara la separacion de los enzimas
intracelulares y extracelulares mediante procesos de filtracién y centrifugacion para el posterior
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uso de los enzimas en la segunda etapa. Estos estudios se llevaran a cabo a escala de laboratorio
(en matraz de 250 mL) y a escala de biorreactor de 7 L.

2.2 Produccién de scFOS a partir de los enzimas con actividad FTasa obtenidos de fuentes
fangicas.

La produccion de FOS tendra lugar mediante una fermentaciéon enzimatica SmF, a partir de
enzimas con actividad FTasa obtenidos del cultivo de diferentes hongos, en una solucién
concentrada de sacarosa, bajo condiciones de temperatura, pH y agitacién controlados, durante
un tiempo suficiente para el maximo consumo de la sacarosa inicial y la mayor produccién de
scFOS. Estos estudios se llevaran a cabo a escala de laboratorio (en matraz de 250 mL) y a escala
de biorreactor de 7 L.

2.3 Determinacién de la cinética de los procesos de fermentacién enzimatica. Analisis de
los azicares simples y scFOS producidos.

Para la determinacién de azucares simples y FOS de cadena corta se utilizard un
Cromatografo UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) con detector de indice de
refraccion. Estos estudios se llevaran a cabo a escala de laboratorio (en matraz de 250 mL) y a
escala de biorreactor de 7 L.

3. RESULTADOS

Se pretende estudiar todas las enzimas comerciales con actividad FTasa que puedan tener
uso interesante para la produccién de scFOS a escala industrial, y mediante fermentacién SmF.
También, se tratara de encontrar un hongo con gran capacidad de producciéon de enzimas con
actividad FTasa, con un alto rendimiento de transformacion de la sacarosa en scFOS en
fermentacion SmF. Ademas se optimizaran todas las variables que afectan a la produccion de los
enzimas FTasas, asi como a la produccién de scFOS por fermentaciéon SmF, obteniendo el mayor
rendimiento de produccion de scFOS (aproximadamente del 60%), con un coste adecuadamente
bajo. Se quieren obtener resultados adecuados a escala de laboratorio (matraz de 250 mL), que
permitan realizar el escalamiento a biorreactor de 7 L, y luego a 12 L, para extraer datos que
permitan la fabricacidn de scFOS a escala industrial, con las FTasas seleccionadas y producidas, y
con procesos y costes optimizados.
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