82 Workshop on Agri-food Research - WiA.19. Cartagena, Murcia, Spain. 27-28 May 2019

Comparison of the FTase activity of extra and intracellular
enzymes of fungal origin for the production of scFOS

Comparacion de la actividad FTasa de enzimas extra e
intracelulares de origen fangico para la produccion de
scFOS

M.]. Sdnchez-Martinez", S. Soto-Jover, V. Antolinos-Lopez, A. Lopez-Gémez

Department of Agronomical Engineering, Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronédmica, Universidad Politécnica
de Cartagena, 30203 Cartagena. Spain

“mjose.sanchez@upct.es

Abstract

The short-chain fructooligosaccharides (scFOS) are oligosaccharides that have a great
interest as prebiotics. Fructosyltransferase enzymes (FTases) carry out the production of
scFOS by enzymatic hydrolysis of sucrose. Different microorganisms, including fungi and
bacteria, are able to produce these enzymes, however, FTases of fungal origin are most
commonly used in the industrial production of scFOS. Due to the high cost of these enzymes,
itis interesting to minimize the needed amount of these catalysts by optimizing its specific
activity. The present work focuses on the comparison of the fructosyltransferase activity
of intracellular and extracellular enzymes of fungal origin. Results showed that
intracellular FTase produced by the fungal strain AAC2014 displayed greater specific
enzymatic activity than extracellular ones.
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Resumen

Los fructooligosacaridos de cadena corta (scFOS) son oligosacaridos que tienen gran
interés como prebidticos. La produccion de scFOS mediante hidrélisis enzimatica de la
sacarosa es catalizada, entre otras, por la enzima fructosiltransferasa (FTasas). Distintos
microorganimos son capaces de producir esta enzima, sin embargo, son las FTasas de
oringen fingico las mas cominmente utilizadas para la produccion industrial de scFOS.
Debido al alto precio de estos catalizadores, es de gran interés optimizar su actividad
especifica con el fin de disminuir al minimo la cantidad utilizada de enzima. Por lo anterior,
este trabajo se centra en la comparacion de la actividad fructosiltransferasa de enzimas
intracelulares y extracelulares de origen fiingico. Los resultados mostraron que las FTasas
intracelulares producidas por la cepa fiingica AAC2014 presentaban mayor actividad
enzimatica especifica que las extracelulares.
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1. INTRODUCCION

Los FOS son carbohidratos prebiéticos con efectos positivos en la obesidad y diabetes [1].
Estos oligosacaridos presentan una estructura quimica compuesta de cadenas lineales de D-
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fructosa unidas por enlaces 3 (2—1), con una molécula de D-glucosa terminal unida por un enlace
a (2—1) [6]. Los FOS pueden ser producidos por transfructosilacion de sacarosa mediante las
enzimas B-D-fructofuranosidasas (FFasas, EC 3.2.1.26) o transfructosilasas (FTasas, EC 2.4.1.9)
[4], dando lugar a FOS de cadena corta (scFOS): 1-kestosa (GF:), 1-nistosa (GF3) y 1-
fructofuranosil-nistosa (GF4) [7,8,10]. Existen numerosos estudios sobre una gran cantidad de
hongos con capacidad para la produccién de enzimas FTasa las cuales pueden ser extracelulares,
cuando se excretan fuera de la célula, o intracelulares cuando permanecen en su interior [2].
Aureobasidium pullulans [11] y Aspergillus niger [3] son los microorganimos a partir de los que se
obtiene las FTasas fungicas mas utilizadas a nivel industrial. Sin embatgo, estas enzimas tienen un
alto precio lo que conlleva un proceso de produccion de scFOS caro. Con el fin de optimizar dicho
proceso productivo, asi como su posterior aplicacién a nivel industrial, el objetivo del presente
trabajo ha sido comparar la actividad fructosiltransferasa de enzimas intracelulares y
extracelulares sintetizadas por el hongo AAC2014 durante su metabolismo fermentativo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Produccidn de las enzimas FTasas a partir del hongo AAC2014

Para el crecimiento del hongo AAC2014 se emplea el siguiente medio de cultivo: 20%
sacarosa, 2% extracto de levadura, 0,84% K>HPO4, 0,102% MgS04 x 7H20, 0,088% KCl, 0,007%
FeS04 x 7H20, 0,085 % NaNOz x 4H,0 y 0,136 % CaCOs en pH 5,5. Se toman 100 mL de medio y se
inocula al 1,0% con 1*107 esporas/mL, y se incuba a 282C y 180 rpm durante 96 horas. Para la
separacién de las enzimas intracelulares y extracelulares, se filtra el medio de cultivo en filtro
Wathman n? 1. La fase liquida, fuente de enzimas extracelulares, se concentra a vacio hasta 5 veces
en volumen. Y la biomasa separada, fuente de enzimas intracelulares (0,7 g), se lava con tampén
acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 y se congela con 3 mL de este tampoén a -182C.

2.2 Produccién de scFOS a partir de enzimas extracelulares

Para la produccién de scFOS a partir de enzimas extracelulares se mezclan las enzimas
concentradas (20 mL) con una solucion de sacarosa de 602Brix, en tampo6n fosfato 50 mM pH 5,5
y se incuba a 502C y 50 rpm durante 48 horas, realizando muestreos a lo largo de este tiempo. La
inactivacion enzimatica de cada muestra se realiza mediante bafio a 1002C durante 10 minutos.

2.3 Produccién de scFOS a partir de enzimas intracelulares

Para la produccion de scFOS a partir de enzimas intracelulares se mezclan las enzimas (3
mL+0,7 g) con una solucién de sacarosa a 60°Brix en tampon fosfato 50 mM pH 5,5 y se incuba a
509Cy 50 rpm durante 48 horas, realizando muestreos a lo largo de este tiempo. En cada muestra
se realiza una inactivacién enzimatica en bafio a 1002C durante 10 minutos.

2.4 Determinacion de azdcares simples y scFOS mediante cromatografia liquida

Para la determinacién de aztcares simples y scFOS se ha utilizado un UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography) con detector de indice de refraccion, con las siguientes
caracteristicas: Cromatografo Shimadzu UPLC LC- 30AD system; con columna Asahipak NH2P-50
4E Shodex (Waters); con fase mdvil de acetonitrilo-agua (68:32), flujo 1 mL/min, 302C en la
columna, volumen de inyeccién de 10 pL, 20 minutos de andlisis y una temperatura del indice de
refraccion de 45°C.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Produccién de scFOS a partir de la enzima FTasa extracelular obtenida del hongo
AAC2014
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El rendimiento en la produccién de scFOS a partir de las enzimas extracelulares
concentradas se determiné como la cantidad de scFOS producido con respecto a la concentracion
de sacarosa inicial. Podemos observar en la Figura 1A que el rendimiento de transformacion ha
sido de un 45% y se mantuvo casi estable desde las 30 horas de fermentacién enzimatica. Por otro
lado, el perfil de scFOS obtenido tras 48 horas de fermentacién estaba compuesto por 81,16% de
GF2 y 18,8% de GF3 y ausencia de produccién de GF,4 (Figura 1B).

3.2._Produccién de scFOS a partir de la enzima FTasa intracelular obtenida del hongo
AAC2014

En el caso de la produccion de scFOS a partir de las enzimas intracelulares se obtuvo una
transformacion del 53% de la sacarosa en scFOS. Seglin vemos en la Figura 24, la concentracion
de scFOS se mantuvo casi constante a partir de las 44 horas de fermentacién enzimatica con 325
g scFOS /L. Sin embargo, el perfil de scFOS (Figura 2B) sigue cambiando tras 44 horas, porque la
funcion hidrolitica ha cesado, pero continua la funcién FTasa, dando lugar a la formacién de scFOS
de estructura mas compleja, disminuyendo la cantidad de GF, y aumentando la de GF3 y GF.. Esta
produccién de scFOS alcanza un nivel similar a la obtenida por Sanchez et al. (2010) a partir de la
biomasa de un cultivo de 48 horas de Aspergillus sp. N74 en el que se observo una producciéon de
scFOS de aproximadamente 50% (p/p) (basada en la concentracion inicial de sacarosa).

4. CONCLUSIONES

Se obtiene una mayor produccién de scFOS a partir de las enzimas intracelulares del cultivo
de 96 horas del hongo AAC2014 en comparacion con la produccién de scFOS obtenida a partir de
las enzimas extracelulares concentradas. Por tanto, la actividad FTasa de los enzimas
intracelulares es mayor que en los enzimas extracelulares de este hongo, lo que significa que se
tendria que utilizar una menor cantidad de estos enzimas para obtener scFOS.
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Figura 1A (izquierda). Evolucion de la concentracion de sacarosa y del sumatorio de scFOS
(GF2+GF3+GF4) durante la fermentacion enzimatica con enzimas extracelulares en solucién de
602Brix a 502C. Figura 1B (derecha) Perfil de scFOS segun la concentracion de GF», GF3, GF4 y el
sumatorio de los mismos (denominado como scFOS) durante la fermentacién enzimdtica con
enzimas extracelulares en una soluciéon de 602Brix y a 50°C.
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Figura 2 A (izquierda). Evolucion de la concentracion de sacarosa y del sumatorio de scFOS
(GF2+GF3+GF4) durante la fermentacion enzimatica de las enzimas intracelulares en solucion de
602Brix a 502C. Figura 2 B (derecha) Perfil de scFOS segun la concentracion de GF,, GF3, GFsy
el sumatorio de los mismos (denominado como scFOS) durante la fermentacidon enzimatica con
las enzimas intracelulares en una solucién de 602Brix y a 502C.
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