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Produccion de fructooligosacaridos (FOS) por tecnologia
de enzimas. Parte I: Evaluacién de aislados nativos
de hongos para la produccién de FOS

Julio C. Gomez, Maritza Zuniga, Edelberto Silva! y Sonia A. Ospina!?

Resumen

En este trabajo se estudid la influencia de la concentracién de sacarosa, extracto de levadura y carbonato
de calcio enlaproduccién de FOSYy la actividad fructosiltransferasa (FTF) en fermentaciones de 24, 36 y
48 horas usando Aspergillus niger AN 166 como modelo biolégico. La actividad FTF mds alta de A. niger fue
obtenida con 20% de sacarosa y 0.2% de extracto de levadura. Il carbonato de calcio no tiene un efecto
significativo en la produccién de FOS. Adicionalmente, el medio de cultivo derivado del trabajo anterior
fue usado para el aislamiento de hongos nativos de diferentes regiones de Cundinamarca (Colombia). Los
aislados fueron evaluados con relacién a la produccién de FOS y actividad FTF. Solamente cinco aislados
mostraron una mayor produccién de FOS y actividad FTF que el A. niger AN166.
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Summary
Production of fructooligosaccharides (FOS) by enzymatic
technology. Part I: Evaluation of native isolates
obtained from fungi for production of FOS

The influence of sucrose, yeast extract and calcium carbonate concentration on fructooligosaccharides
(FOS) and fructosiltransferase (FTF) activity, in fermentations of 24, 36 and 48 hours, by Aspergillus niger
AN 166 as biological model was studied. The higher FTF activity was gotten with 20% of sucrose and
0.2% of yeast extract. The Calcium carbonate has no effect on FOS production. The culture medium was
used to isolate native molds from different regions of Cundinamarca (Colombia). The isolates were eva-
luated in relation to FOS production and FTF activity. Only five isolates show a higher production of FOS
and FTF activity than A. niger AN 166.
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Introduccién

Los FOS son estructuralmente un grupo de oli-
gosacaridos formados por la unién de un mo-
némero de glucosa (G) y dos o mas unidades
fructosil (F). Esta unién se lleva a cabo por en-

laces - 1,2 0 (glucosa—fructosa) y enlaces -2, 1
(fructosa-fructosa) dando origen a I-ketosa
(GF2), nistosa (GF3) y 1F- fructofuranosil nis-
tosa (GF4) (YUN).

Los FOS pueden ser producidos por varias
bacterias, hongos y algunas especies de plantas
donde cumplen diferentes funciones. En plan-
tas los fructanos son sintetizados para el alma-
cenamiento de carbohidratos a largo y a corto
plazo. En bacterias, los fructanos son produci-
dos como parte de los exopolisacaridos, tienen
una alta masa molecular y son casi en todos los
casos de tipo levana (1-17). Estos al igual que
los hongos son sintetizados por la secrecién de
enzimas que usan sacarosa como sustrato para
realizar la transferencia fructosil aumentando el
tamafio de las cadenas, siendo su funcién la
proteccion de las células a la desecacién y la ad-
herencia a las superficies, o en algunos casos de
bacterias patégenas los fructanos demoran el
reconocimiento del patégeno por el sistema de
defensa del huésped (11).

Los FOS son azucares naturales prebiéti-
cos de sabor dulce, con ventajas adicionales
Como su bajo contenido calérico y no son cario-
génicos (3, 13). El consumo de estos carbohidra-
tos tiene las siguientes propiedades fisioldgicas:
No se incrementa la concentracién de glucosa en
sangre, no estimula la secrecién de insulina, ni
influye sobre la secrecion del glucagén; incre-
menta la frecuencia y peso de las deposiciones;
disminuye los niveles de triglicéridos en el suero
y de colesterol en sangre en pacientes hipercoles-
terolémicos; estimula la poblacién bifidobacte-
riana; suprime la poblacién patogénica (E. coli,
Clostridium); mejora la absorcién de calcio;
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puede tener un papel importante en la preven-
cién e inhibicién de cancer de colon y de mama;
y se le atribuyen propiedades inmunoestimu-
lantes (13, 18).

Las fructosiltransferasas (FTF) son las en-
zimas responsables de la produccién de polime-
ros de fructosa en plantas, hongos y bacterios.
Un grupo esta conformado por las FTFs de
plantas y el otro por las de microorganismos
(19-22). En el caso de las plantas se acepta am-
pliamente la presencia de dos tipos de enzimas,
una sacarosa:sacarosa |-fructosiltransferasa
(1-SST) (EC 2.4.1.99) que cataliza la transfe-
rencia de residuo fructosil de una molécula de
sacarosa a otra que da lugar a la formacién de
I-kestosa (glucosil-1,2-fructosil- 1,2-fructosa),
y 1,2 B-fructan 1-fructosiltransferasa (FFT)
(EC 2.4.1.100) que se encarga de la elongacién
de la cadena para producir inulina; o también,
sucrose-fructan  6-fructosiltransferasa  (FFT)
(EC 2.4.1.10) produciendo una levana (19-21).

En los bacterios las fructosiltransferasas se
caracterizan por ser una enzima capas de pro-
ducir fructooligosacaridos de hasta un grado de
polimerizacién de 3 a 10 unidades o polimeros
de fructosa (inulina y levanas). Estas enzimas se
han encontrado en especies de los géneros
Bacillus, Gluconoacetobacter; Streptococcus, Acetobacter,
Pseudomonas, Zymomonas, Actinomyces, entre otras.
Las fructosyltrasnferasas corresponden a levan-
sacarasas, 1,2 P-fructan I-fructosiltransferasa
(FFT) (EC 2.4.1.10) reportadas en Streptococcus
salivarus, Gluconoacetobater diazotrophicus, Aceto-
bacter diazotrophicus, Actinomyces naeslundi. En el
caso de Streptococcus, Acetobacter y Gluco-
noacetobacter produce oligdmeros y polimeros
tipo inulina o fructanos, mientras que Acti-
nomyces produce fundamentalmente levanas
(1,2, 11, 14, 16, 17, 22).

De los hongos se han identificado varias
cepas capaces de producir fructanos de alto y
bajo peso molecular (Tabla 1). Se ha logrado
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clonar una fructosiltransferasa de Aspergillus foe-
tidus que produce 1-kestosa al igual que de
Aspergillus niger, A. sydowi, A japonicus, A. oryzae y
Fusarium oxisporum. En el caso de A. sydowi, la
fructosiltransferasa es capaz de producir diferente
tipo de fructanos dependiendo de las condiciones
experimentales. Los fructanos producidos
pueden ser de alto grado de polimerizacién
—DP 40 o mas- o de bajo grado —DP 3 a 7- (4,
5,6,12,22).

En el Departamento de Farmacia y el Insti-
tuto de Biotecnologfa de la Universidad Nacio-
nal de Colombia se ha iniciado un proyecto
encaminado a producir los FOS por tecnologia
de enzimas y este trabajo orientado hacia la ob-
tencién de aislados nativos de hongos produc-
tores de FOS. Para desarrollar este trabajo
primero se formul6 un medio de cultivo que es-
timulara la produccién de FOS con la presencia
de una alta actividad FTF en los asilados a eva-
luar, usando como modelo de trabajo el A. niger
AN 166. Luego se procedié a evaluar la produc-
cién de FOS y la actividad FTF de los aislados
obtenidos.

Materiales y métodos

Ajuste del medio de cultivo empleado
para la evaluacién de los aislados

Con el medio base reportado por La Rotta
(1997) (sacarosa 400g/L, NaNO; 0.72g/L,
KH,PO, 0.25g/L, MgSO,. 7H,0.25¢/L, KCl
0.25¢/L, FeSO, 0.01g/L; pH final 5.5)., se estu-
dié la influencia de la concentracién de sacarosa
(10%, 20% y 40% p/v), extracto de levadura
(0.2%, 0.5% y 1.0% p/v) y carbonato de calcio
(0.05%, 0.19 0.15% p/v) sobre la produccién
de FOS y FTF, realizando fermentaciones de
24, 36 y 48 horas, donde se evalué: biomasa,
pH, sustrato residual, produccién de FOS y
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actividad enzimatica. Se emple6 como modelo
biolégico Aspergillus niger AN 166. Cada fermen-
tacién se llevé a cabo en un matraz de 250 mL
con un volumen de 100 mL de medio de fer-
mentacién, inoculado con un stock de esporas
de A. niger AN 166 a una poblacién final de
1#10¢ esporas/mL. Se colocé en un bafio ter-
mostatado (New Brunswick C76) a 180 r.p.m.
de agitacién y 30°C.

Aislamiento y evaluacién de hongos
nativos para la produccion de FOS

Recoleccion de muestras. Las muestras se
tomaron de cultivos de cafia de aztcar y trapi-
ches artesanales de la regién de Cundinamarca
en los municipios de Pacho, Villeta, Nocaima,
Nimaima, Quebrada Negra, La Pefia, El pe-
fién, Topaipi, Yacopi, La Palma, Caparrapi y
Guaduas.

Aislamiento. Se empleé el medio disefiado en
el proceso de ajuste gelificado con agar - agar.
Se realizé el aislamiento sembrando la muestra
por el método de extensién en superficie y pos-
teriormente repicando las diferentes colonias
formadas en cajas de petri con el mismo medio.
Evaluacién de los aislados. El tiempo de
fermentacién y el medio de cultivo fue escogido
de acuerdo a los resultados de mayor respuesta
obtenidos en la primera fase del estudio. Al final
de cada fermentacién se evaluaron los pardme-
tros de biomasa, sustrato residual, produccién
de FOS y actividad enzimdtica.
Determinacién de la actividad enzimati-
ca extracelular. Se realizé la reaccién enzima-
tica bajo las siguientes condiciones: En un
erlenmeyer con 100mL de una solucién al 30%
de sacarosa en buffer fosfatos (0.05M, pH5.5)
previamente esterilizado a 121 °C por 15min,
se agregé la biomasa y se mantuvo la reaccién en
un bafio termostatado (New Brunswick C76) a
una temperatura de 55°C con agitacion a
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200rpm. Se tomé ImL del sobrenadante como
muestra de andlisis a los 0, 20, 60 y 180 min
para cuantificar sustrato residual y productos
por HPLC.

Andlisis por HPLC. Para la cuantificacién de
los aziicares sacarosa, glucosa, fructosa y FOS
totales se emple6 una columna Bio-Rad Ami-
nex HPX-87H bajo las siguientes condiciones
de operacién: fase mévil H,SO, 0.004M - H,0,
temperatura de la columna 30 °C, temperatura
del detector 45 °C y flujo 0.6mL/min. Para la
cuantificacién de los FOS formados (kestosa,
nistosa, fructofuranosilnistosa) y sacarosa se
utiliz6 la columna Shodex SZ 5532 bajo las si-
guientes condiciones: fase mévil CH;CN - H,0
(70:30), temperatura de la columna 50 °C, tem-
peratura del detector 45 °C'y flujo ImIL/min.

Resultados y discusién

Efecto de la concentracion de sacarosa

La produccién de esta enzima es inducida por
la concentracién de sacarosa en el medio (12).
Aunque las condiciones para la produccién y
expresién de enzimas son diferentes en cada
microorganismo, se empleé Aspergillus niger
AN166 como modelo biolégico, pues es defini-
do como un microorganismo productor de

FOS (8)

Se realizaron fermentaciones con 3 niveles
de sacarosa (10, 20y 30 %) a 24, 36 y 48 horas
y se evalué la produccién de biomasa, el cambio
de pH, la produccién de FOS y el porcentaje de
sacarosa residual. Con la biomasa producida se
evalué la actividad fructosiltransferasa (Tabla 1).

En las fermentaciones de 24 y 36 horas se
observé que la cantidad de biomasa producida
no estd influenciada con la concentracién de sa-
carosa (Tabla 1), sin embargo, los resultados
que se observan a las 48 horas de fermentacién
muestran que se presenta una relacién inversa
en donde a una menor concentracién de saca-
rosa se obtiene una mayor cantidad de biomasa
(Tabla 1).

Con relacién al pH se observé que este va-
lor decrece durante el curso de las fermentacio-
nes. No se observa una relacién directa entre la
concentracién de sustrato utilizado y este para-
metro. El pH mds bajo se presenté con la utili-
zacién de un 40% de sacarosa siendo de 3,29
en un tiempo de fermentacién de 48 horas (Ta-
bla 1). Los resultados observados nos indican
que durante el proceso de crecimiento del mi-
croorganismo la formacién de acido glucénico
es también llevada a cabo ya que el medio es
igualmente apto para su produccion.

La mayor produccién de FOS se obtuvo a
las 48 horas de tiempo de fermentacién con la
utilizacién de concentraciones del 20% y 40% de

Tabla 1. Efecto de la concentracién de Sacarosa sobre los parametros de fermentacién con Aspergi-

llus niger AN 166.

% Biomasa (g/L) pH

% Sacarosa
residual

FOS (g/L)

Sac.
24h 36h 48h 24h

36 h 48h 24h 36h 48h 24h 36h 48h

10 0.21 020 1.11 4.68 387 3.67
20 0.21 0.45 095 486 3.81 3.59
40 0.24 0.43 098 4.63 4.17 3.29

0.50 6.69 4.16 93.10 71.45 2237
0.55 4.61 16.18 86.28 68.85 38.12
0.12 415 14.86 97.77 81.37 66.00
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Figura 1. Efecto del porcentaje de sacarosa en (A) actividad fructosil transferasay (B) el % de Fructosa Transferida.

sustrato. Con el uso del 10 % de sacarosa a las 48
horas de fermentacién se presenta la hidrélisis de
los productos (Tabla 1). El proceso de produc-
cién de FOS fue mds eficiente con el empleo de
una concentracién de sacarosa del 20% alcan-
zando una cantidad de 16,1g/L distribuidos en
kestosa, nistosa y fructofuranosilnistosa.

Con lo anterior podemos decir en primer
lugar que a altas concentraciones de sacarosa el
Aspergillus niger AN 166 disminuye su creci-
miento, posiblemente por el efecto de des-
hidratacién que muchos microorganismos
pueden sufrir a altas concentraciones de sustra-
to (15). El crecimiento del microorganismo no
tiene influencia sobre la produccién de FOS, lo
que confirma que la FTF no es una enzima
constitutiva, sino inducible por la presencia de
sustrato.

Como se puede observar en la Tabla 1 la con-
centracién de sacarosa en el medio también tiene
influencia sobre la cantidad de sustrato utilizado, a
menor concentracién de sacarosa se observa la
menor cantidad de sustrato residual. Con una
concentracién del 10% el sustrato residual fue de
22,37%, indicando que el microorganismo usé la
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sacarosa para su crecimiento y mantenimiento
energético principalmente, y no para la produc-
cién de FOS como serfa lo esperado. Al comparar
el porcentaje de sustrato residual con la produc-
cién de FOS y la biomasa se observa que con el
uso de sacarosa al 40% la mayor cantidad de sus-
trato fue utilizada para la produccién de FOS

En cuanto a la actividad enzimética, esta
solo fue evaluada para las fermentaciones reali-
zadas a 48 horas, pues a este tiempo se presen-
taron los mayores resultados en cuanto a
produccién de FOS.

La mayor actividlad de transferencia
(28130mol/100mL) se observé con el 20 %
de sacarosa del 20%. El porcentaje de fructosa
transferida fue de 33,45% en relacién con la
concentracién de sustrato presente en el medio
de reaccién (Figura 1).

Finalmente, sobre el efecto que tiene la
concentracién de sacarosa en el medio se puede
afirmar que, tanto en la fermentacién como en
la reaccién de actividad con un 20% de sacarosa
la actividad de transferencia y la produccién de
FOS es mayor.
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Efecto de la concentracion

de extracto de levadura

La fuente de nitrégeno fue un factor de gran
importancia en el proceso de ajuste del medio
de cultivo, ya que colabora en la sintesis de me-
tabolitos nitrogenados primarios y secundarios,
y estructuras proteicas en cualquier microorga—
nismo (15). En este caso se utilizé como fuente
inorganica de nitrégeno nitrato de sodio (0,72
g/L) y como fuente orgénica el extracto de leva-
dura. El extracto de levadura, que fue objeto de
evaluacion, se ha trabajado a concentraciones
de 0,5 g/Ly 10g/L en el medio de fermentacién
para la produccién de FOS (9).

Se decidié hacer la evaluacién de tres nive-
les de extracto de levadura (0,2%, 0,5% vy
1,0%) con 20% de sacarosa en el medio de
cultivo.

El microorganismo crecid en mayor pro-
porcién con la utilizacién de extracto de leva-
dura al 1,0% a 48 horas de fermentacién
presentando un valor de 1,5g/100mL (Tabla 2).
En la evaluacién de pH se observé una relacién
directa con las concentraciones de extracto de
levadura usadas (Tabla 2). Entre menor es la
concentracién de extracto de levadura el des-
censo en el pH fue mayor. El pH miés bajo
(3,15) se obtuvo con una concentracién de ex-
tracto de levadura 0,2%.

En relacién a la produccién de FOS, se ob-
servé que alcanza su maxima respuesta a las 36
horas independientemente de la concentracién
de extracto de levadura utilizada (Tabla 2). Lue-
go a las 48 horas se evidencia un fenémeno de
hidrélisis que es més notoria con extracto d le-
vadura al 1%

Con una concentracién de 0,2% en un
tiempo de fermentacién de 36 horas se presen-
té la mayor produccién de FOS con un valor
32,6g/L, como se muestra en la Tabla 2. Aunque
a estas condiciones se produjo la mayor canti-
dad de FOS, los valores de sustrato residual nos
muestran que con un 1.0% de extracto de leva-
dura se presenta una cantidad mucho menor.

La cantidad de FOS formados con la adi-
cién de una concentracion de 0,2% de extracto
de levadura en una fermentacién a 36 horas,
supera en casi tres veces la cantidad de FOS for-
madas con simplemente la utilizacién de un
20% de sacarosa en un tiempo de 48 horas
como se evidencié en la primera etapa del pro-
ceso de ajuste.

La formacién de dcidos también permite el
descenso del pH independientemente de la
concentracién de extracto utilizada, siendo el
fenémeno mas acentuado con extracto de leva-
dura al 0.2%. Si asociamos este fenémeno a la
formacién de FOS, podriamos pensar que FOS
implica acumulacién de glucosa, y esta a su vez

Tabla 2. Efecto del extracto de levadura sobre los pardmetros de fermentacién con Aspergillus niger

AN 166.
. % Sacarosa
E.L. Biomasa (g/L) pH FOS (g/L) residual
%
24h 36h 48h 24h 36h 48h 24h 36h 48h 24h 36h 48h
0.2 045 1.13 120 508 347 3.15 3.29 3263 1471 87.44 1996 7.97
0.5 0.53 1.16 1.19 530 466 336 7.54 2832 2141 84.8 27.50 8.70
1.0 045 1.32 1.53 541 504 451 878 26.15 168 71.78 11.75 3.45
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mayor formacién de sustancia 4cida y en conse-
cuencia mayor descenso en el pH del medio.
Correlacién que se ve en la Tabla 2, mayor pro-
duccién de FOS mayor descenso de pH.

El ensayo de actividad se realizé para las
fermentaciones de 36 horas, observindose una
clara influencia de la concentracién de extracto
de levadura sobre la actividad de transferencia
después de 480 minutos de reaccién.

En la Figura 2 se observa que la fructosa
transferida (Figura 2) con una concentracién de
0,20% de extracto de levadura es de 34938
mol/100mL que representan el 31% del total
del sustrato presente en la reaccién (Figura 2B).

Figura 2. Efecto del porcentaje de extracto
de levadura sobre (A) la actividad FTF y sobre
(B) el porcentaje de fructosa transferida

En la reaccién enzimética el sustrato resi-
dual presente fue menor con una concentracién
de extracto de levadura del 1,0% (24,7%). En
relacién con las demés concentraciones utiliza-
das sus valores son similares, por lo tanto la
concentracién de extracto de levadura no

N
=~

N
(=

(mcmol/100 ml)

Fructosa Transferida * 103

600

influye en la hidrélisis del sustrato pero si en el
proceso de transfructosilacién.

En esta etapa del proceso de ajuste del me-
dio de cultivo se eligié trabajar como se men-
cioné anteriormente con 20% de sacarosa y
adicionalmente 0,2% de extracto de levadura
para llevar a cabo el siguiente paso de la meto-

dologia planteada.

Efecto de la concentracién
de carbonato de calcio

La utilizacién de los iones calcio como cofactor
o activador de sistemas enzim4ticos es un he-
cho comin en la elaboracién de medios de
cultivo. Con una concentracién de 1mM del
i6n se presenta un aumento en la actividad de
transferencia de fructosa en microorganismos
productores de FOS (17).

Generalmente el aporte de estos iones al
medio se realiza con la utilizacién de CaCl, De
la misma manera, la teorfa acerca de la enzima
reporta que en el intervalo de pH de 3,5 2 6,0

9% de Fructosa Transferida

35

10,2%
30 {|B0,5%
B1% |
25 -
B

Figura 2. Efecto del porcentaje de carbonato de calcio sobre (A) la actividad FTF y sobre (B) el porcentaje de fructosa transferida.
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Tabla 3. Efecto del carbonato de calcio sobre los pardmetros de fermentacién con Aspergillus niger

AN 166.
%  Biomasa (g/L) pH FOS (g/L) % Sacarosa
residual
CaCoO,
24h 36h 48h 24h 36h 48h 24h 36h 48h 24h 36h 48h
005 0334 0821 107 678 378 3.18 187 21.94 475 91.23 40.15 8.14
0.10 04326 1018 1.143 692 442 4.18 393 2568 4.07 90.06 2536 5.6
0.15 0.5374 1042 1201 668 593 523 432 3274 861 8537 1586 4.35
020 - - - - . 329 363 1471 87.54 2048 3.56

esta es estable y presenta una maxima actividad
de transferencia en 5,5. En la metodologia pro-
puesta para este trabajo se eligié usar CaCO; a
tres niveles (0.05%, 0.1% y 0.15%) con el fin
de adicionar al medio los iones calcio necesa-
rios y ademds mantener el pH en el rango de es-
tabilidad (8).

Enla Tabla 3 vemos que a mayor concentra-
cién de carbonato utilizada (0,15%) se presenta
la mayor cantidad de biomasa (1,2g/100mL). Pa-
ralelamente a este hecho el descenso en el pH
también es influenciado por la concentracién de
carbonato en el medio, por lo que a una concen-
tracién de 0,05% de carbonato el descenso en el
pH fue mayor, mostrando un valor de 3,18.
Entre mayor cantidad de carbonato hay, mayor es
la capacidad de neutralizacién del medio de
cultivo.

En cuanto a la produccién de FOS, se logré
su mayor valor (32.7 g/L)) con 0.15% de carbo-
nato a las 36 horas al igual que con 0.2% de
carbonato. Por lo tanto, el incremento en la con-
centracién de carbonato aumenta la produccién
de FOS, dentro de las condiciones establecidas
en el ensayo. Sin embargo, estos resultados
muestran que el uso de carbonato en estas canti-
dades no representa ninguna ventaja frente al
medio con 0,2% de extracto de levadura sin
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carbonato, como se observa en los resultados
del ensayo anterior (Tabla I).

La hidrélisis de los productos fue detecta-
da alas 48 horas de fermentacién, este fenéme-
no se presenté en mayor grado que en los
ensayos realizados con solamente extracto de
levadura en el medio.

Los resultados también muestran que a una
mayor concentracién de carbonato de calcio
existe una mayor utilizacién de sacarosa. El sus-
trato residual se presenté en menor proporcién a
la concentracién de carbonato’ de calcio de
0.15% alcanzando un valor de 4,68% (Tabla 2).

La mayor actividad de transferencia se ob-
servo a las 36 horas de fermentacién con el uso
de 0,05% de carbonato de calcio, reportando
un valor de 16500mol/100mL de fructosa
transferida que corresponde a un 15,23% con
relacién al sustrato del medio (Figura 2)

El sustrato consumido durante la reaccion
enzimatica comparado con el sustrato consumi-
do durante el proceso de fermentacién, mues-
tra la posibilidad que durante este dltimo la
cantidad consumida por el microorganismo en
gran proporcién fue utilizada para su manteni-
miento energético y aumento de su masa celular
y en una mas baja proporcién para la produc-
cién de FOS.
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Tabla 4. Hongos aislados segun el sitio de recoleccién y tipo de muestra

Tipo de muestra

Municipio Vereda Lugar X
Cachaza Bagazo Tierra

l
l
1

Mompos
La Pena Mompos

Terama

Chapas
Yacopi Chapas
El volador
Las pilas

C .
aparrapt Las pilas

w N N W — W u;n
—_

Sargento
Guaduas El Monte

Sargento

El Balsal
Villeta El Balsal

Llanogrande

Caleta
Quebrada Negra Concepcién

Concepcién

San Agustin

Nocaima Las Mercedes

— = = NN

Alto de la cruz

Pinzaima
Nimaima Resguardo alto
Resuardo alto

Las Huertas
Pacho
Las Hueras

Las Vueltas

La Palma ~
Matecafia

—_ N = (N = = o

_ Potrero largo
El Pefién

N = |01 W [W W A A== NN W Wi MW

Potrero Largo

Centro oriente

Topaipi Centro oriente

W R =W = = =W N =W N =W =W =W N = (r =W N — W N —

Centro oriente
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Figura 3. Efecto del porcentaje de carbonato de calcio sobre (A) la actividad FTF y sobre (B) el porcentaje de

fructosa transferida.

En general, el estudio de actividad nos mues-
tra que en comparacién con la etapa de ajuste an-
terior el carbonato disminuye la actividad de
transferencia de fructosa y el proceso de hidr6lisis.

Con la evaluacién del efecto de la concen-
tracién del carbonato de calcio sobre la produc-
cién de FOS, culminé el proceso de ajuste del
medio. Finalmente se concluyé que el medio
mds adecuado para la evaluacién de los aislados
es el que contiene un 20% de sacarosa como
sustrato y 0.2% de extracto de levadura como
fuente de nitrégeno.

Aislamiento de hongos nativos

Los sitios de recoleccién de muestras fueron
elegidos de acuerdo a la informacién suminis-
trada por la Secretarfa de Agricultura y Desa-
rrollo Econémico en la Unidad Regional de
Planificacién Agropecuaria URPA de la Go-
bernacién de Cundinamarca, sobre territorios
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dedicados al cultivo de cafia y fabricacién de
panela (23). Se visitaron 32 fincas en 20 vere-
das de 12 municipios de la regién de Cundina-
marca. Los sitios seleccionados no presentan
aplicacién de fertilizantes quimicos, ni fungi-
cidas, ni herbicidas, ni insecticidas en el drea
de cultivo y la existencia de bagazo no menora
un mes ni mayor a seis meses de producido.
Algunas caracteristicas promedio de la regién
tenidas en cuenta durante el proceso de reco-
leccién fueron: temporada de verano, tempe-
ratura 28° C, hora de recoleccién 10am, 2pm
y 5 pm.

De las muestras se aislaron 138 hongos
que segun el lugar y la fuente de obtencién se
distribuyeron como se presenta en la Tabla 4.

En las fermentaciones realizadas con la uti-
lizacién del medio de cultivo ajustado y durante
un tiempo de 36 horas se observo que 40% de
los hongos aislados no produce FOS, el 25%
producen 5g/L de FOS o menos, el 14% entre 5
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y 10 g/L,el 18% entre 10y 30 g/L, y el 4% entre
30y 41 g/L, que es mayor a lo producido por
Aspergillus niger AN 166. Es necesario anotar
que un 56% es productor de FOS pero para el
desarrollo de este trabajo el andlisis se centro en
los resultados de aquellos aislados que durante
la fermentacién presentaron mayores resulta-
dos que el modelo biolégico. La mayor cantidad
de FOS producida fue reportada con el aislado
40 con un valor de 40,2g/L (Tabla 5). Este re-
sultado comparado con el presentado para el
Aspergillus niger AN 166 (32,6g/L), representa
un aumento del 23% en la produccién con res-
pecto al modelo biolégico utilizado.

Se puede destacar que la principal fuente
de obtencién tanto de los hongos de mayor pro-
duccién que el Aspergillus niger y en general los
productores de FOS provienen del bagazo de
cafia. Adicionalmente, los cinco aislados selec-
cionados pertenecen al género Aspergillus.

La sacarosa residual fue un interesante pa-
rametro de analisis en este caso, ya que general-
mente todos los aislados consumieron una
cantidad de alrededor del 90 al 95 9 del sustra-
to presente en el medio, sin embargo, tanto el

modelo biolégico como el aislado 68 presenta-
ron un consumo de sacarosa mucho menor

78% y 81% respectivamente (Tabla 5).

La relacién entre la cantidad de FOS for-
mada y los micromoles de fructosa transferi-
da depende del tipo de productos formados,
es decir, como se puede observar durante la
evaluacién de los aislados el mayor productor
es el aislado 40 pero el aislado 68 fue el mas
eficiente en el proceso de transfructosilaciéon
(Tabla 5).

Aunque no hay grandes diferencias en
cuanto a la produccién de FOS, estas se ven mas
marcadas en la proporcién de los tipos de pro-
ducto formado kestosa, nistosa y fructofurano-
sil nistosa (Tabla 5).

El ensayo de actividad fructosiltransferasa
se llevé a cabo en un periodo de tres horas de
reaccién e igualmente para las fermentaciones
se utiliz6 como modelo de comparacién el
Aspergillus niger AN 166. Durante la reaccién
enzimdtica los resultados con relacién a pro-
duccién de FOS, fructosa transferida y sacarosa
residual difieren a los observados en el proceso
de fermentacién.

Tabla 5. Parametros de fermentacién del A. niger AN 166 y los aislados nativos seleccionados.

FOS % Sustrato % de fructuosa

% de distribuciéon de FOS

Hongo (g/L) residual transferida Kestosa Nistosa FF N#*

A. niger AN 166 32.6 20.0 2.5 73.9 25.69 0.42

# 33 33.7 6.3 6.3 27.98 53.86 18.16

# 34 37.6 11.2 5.1 64.04 34.37 1.59

# 40 40.6 7.4 7.3 51.14 47.97 8.89

# 68 36.4 22.3 8.7 32.83 13.67 53.50

# 74 39.8 7.6 6.8 53.33 46.67 0.00
#F F N: FructoFuranosilNistosa
Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. | (2005) 87



Gémez et al.

Tabla 6. Parametros del ensayo de actividad fructosiltransferasa con A. niger AN 166 y los asilados

nativos seleccionados.

% Fructuosa transferida

% Sacarosa residual

20 min 60 min 180 min 20 min 60 min 180 min 20 min 60 min 180 min

Hongo ros @1)

AN 166 - - - 3
# 33 17.69 7298 13.58 5.6
# 34 9.74 37.80 196.07 2.9
# 40 5.50 2431 172.65 1.5
# 68 2.36 41.06 110.97 0.6
# 74 6.64 31.61 19570 1.9

11 21 98 72 4

21.1 3.6 43.8 29.3 14.2
10.8 57.2 45.2 33.2 17.3
6.5 49.9 48.2 35.1 18.8
13.3 29.6 45.9 28.7 18.0
8.4 55.4 46.8 32.0 16.2

La mayor produccién de FOS se obtuvo
con el aislado 34 con 196,07¢g/L (Tabla 6). La
mayor actividad de transferencia la presenté el
aislado 34 con un 57,2% de fructosa transferida
del total de la sacarosa presente en la reaccién,
es decir 42478 Uumol/100mL (Tabla 6). Estas
micromoles representan un 87% mas de las
transferidas por el modelo bioldgico utilizado.
Igualmente con respecto a la cantidad de saca-
rosa residual, el AN 166 fue el microorganismo
que mayor valor presenté en este pardmetro

(44%) y el aislado nimero 33 fue el aislado con
la menor cantidad de sustrato residual con un
14.2 % (Tabla 6).

En el caso del aislado 33 se observa el pro-
ceso de hidrélisis que sufren los FOS desde los
60 minutos de reaccién. Aunque durante los
primeros 60 minutos la transferencia de fructo-
sa es mayor que la producida por el modelo
biolégico la enzima sibitamente detiene su acti-
vidad de transferencia pero continta su proceso

de hidrélisis.

Tabla 7. Proporcién de FOS producidos durante el ensayo enzimatico de los aislados nativos

seleccionados.
20 min 60 min 180 min
Hongo Kestosa Nistosa FFN Kestosa Nistosa FFN Kestosa Nistosa FFN
# 33 73 12 15 85 15 - 100 - -
# 34 80 20 - 85 15 - 82 18 -
# 40 100 - - 100 - - 82 18 -
# 68 100 - - 55 45 - 100 - -
# 74 80 12 - 100 - - 90 10 -
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Las proporciones de cada tipo de pro-
ducto formado durante la reaccién enzimati-
ca se presentan en la Tabla 7. Estos resultados
necesariamente tienen que ser comparados
con los reportados en las fermentaciones,
con el fin de esclarecer el tema relacionado
con el mecanismo empleado por la fructosil-
transferasa en cada microorganismo.

La caracteristica general de la enzima en
todos los aislados es que presenta dos activida-
des, la hidrélisis de la sacarosa y la sintesis de
fructanos. Sus diferencias en el mecanismo ra-
dican en el paso de hidrélisis en donde la FTF
actda especificamente para la sacarosa o por el
contrario actia en cualquier sustrato.

El aislado 33 produce la formacién de los
tres oligosacdridos durante la fermentaciény la
reaccién enzimdtica, pero en baja proporcién
comparada con los demds aislados (Tabla 6).
Después de la primera hora de reaccién se pre-
senta el proceso de hidrélisis de la nistosa y la
fructofuranosilnistosa a kestosa. En este aislado
serfa necesario la estandarizacién de otras con-
diciones especificas para la enzima FTF, con las
cuales se pudiera lograr la méxima actividad, ya
que posiblemente factores como la temperatu-
ra, la concentracién de sustrato e incluso el
tiempo de reaccién no fueron los més apropia-
dos para llevar a cabo este ensayo.

El aislado 34 mantiene la proporcién del
producto con un aumento progresivo de con-
centracién, lo cual nos indica que la actividad
hidrolitica sobre los productos no existe, es de-
cir, que kestosa y nistosa no se usan como dono-
res aceptores.

En el aislado 40 se presenta la formacién
de kestosa y nistosa durante la fermentacién en
proporciones practicamente similares, durante
el seguimiento de la reaccién enzimatica se ob-
serva que la formacién de kestosa ocurre en un
100% durante la primera hora y transcurridas
las tres horas de reaccién se observa la aparicién
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de nistosa. Esto nos sugiere un mecanismo via
ping—pong que se caracteriza porque su aceptor
inicial es la sacarosay subsecuentemente las ca-
denas de fructanos que son formadas durante la
misma reaccion.

Elaislado 68 produce en principio kestosa,
luego nistosa y al final solo kestosa, lo cual hace
pensar la actividad hidrolitica es muy alta, aso-
ciada a una pobre afinidad de kestosa como
aceptor, nos muestra un mMicroorganismo pro-
ductor de kestosa de manera exclusiva, que des-
de el punto de vista de un proceso productivo es
mucho més atractivo como modelo.

El aislado 74 durante el proceso de fermen-
tacién produce dos tipos de fructanos kestosa y
nistosa. Durante su seguimiento en la reaccién
enzimdtica se puede observar que a través de los
primeros 60 minutos, la nistosa formada es hi-
drolizada y posteriormente formada en mayor
proporcién, con ello aunque en estos procesos
solo se observe la formacién de estos productos
es claro que la enzima no actta especificamente
sobre la sacarosa para hidrolizarla y en su lugar
simultdneamente toma los productos formados
para la hidrélisis. Este mismo caso se observa
para el aislado nimero 34y 68.

De este trabajo podemos decir que todos
los asilados seleccionados son potencialmente
interesantes para ser utilizados en la produccién
de fructooligosacdridos por lo que sugerimos
que se profundice en la caracterizacién de la en-
zima producida por cada uno de ellos, puesto
que su comportamiento nos indica que deben
ser microorganismos que producen enzimas de
caracteristicas bien diferentes.
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