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RESUMEN

A partir de jarabe de fructosa se aislaron e
identificaron microorganismos productores de invertasa.
Aspergillus niger 1B56 fue el que produjo mayor
concentracion de laenzimacon actividad transferasa (5,6
U/ml). Se estudio la produccion de fructooligosacéaridos
(FOS) adiferentespH (3,0; 4,0; 4,5; 5,0y 5,5); temperaturas
(20, 25, 30y 40 °C), concentracion de sacarosa (150; 300y
450 g/l) y tiempos de incubacion (60; 90 y 120 min.). La
méaxima produccién de FOS (105 g/l) se obtuvo con una
concentracion de sacarosade 300 g/l; apH 5,0; temperatura
20°C y alos 60 min de incubacion. La enzima invertasa
posee especificidad para producir FOS como 1-cestosa 'y
nistosa, prebidticos de importancia en la industria
farmacéuticaporque tienen efectos benéficos sobrelasalud
y estimulan lafloramicrobiana del intestino humano y animal
como Lactobacillus y Bifidobacterium.

INTRODUCCION

Actualmente, la industria alimentaria elabora una
nueva generacion de alimentos, llamados alimentos
funcionales, cuyo poder nutricional lo diferencian del resto
porque tienen efectos benéficos sobre el ser humanoy animal
(Bernardino et al, 2001; Sedd, 2001). Segun el IFIC
(International Food Information Council foundation),
«alimento funcional» se denomina a aquellos productos
procesados a los cuales se les adiciona un ingrediente

ABSTRACT

Several microorganismsthat produceinvertase were
isolated from fructose syrup and identified. Aspergillusniger
IB56 was the one that produced the greatest concentration
of theenzymewith transferase activity (5.6 U/ml). Westudied
the production of fructooligosaccharides (FOS) at different
pH (3.0,4.0, 4.5, 5.0 and 5.5), temperatures (20, 25, 30 and 40
°C), sucrose concentrations (150, 300 and 450 g/l) and
incubation times (60, 90 and 120 min.). Maximum FOS
production (105 g/lI) was obtained with a sucrose
concentration of 300 g/l, pH 5.0, at 20 °C after 60 min of
incubation. Theenzymeinvertase specifically produces FOS
such as 1-kestose and nistose, which areimportant prebiotics
in the pharmaceutical industry because they have beneficial
health effects and stimulate the intestinal microbial flora
such as Lactobacillus and Bifidobacteriumin humans and
animals.

especifico, como un nutracéutico (antioxidante, azlicares
no digerible o prebiético, probiético, etc.). Los prebidticos,
estimulan selectivamente el crecimiento y la actividad de
una 0 mas bacterias probidticas como Lactobacillus y
Bifidobacterium, que habitan el tracto intestinal,
disminuyendo la invasion de bacterias patégenas. La
defensadel organismo esunaprioridad paralasupervivencia
de todo ser vivo. Por estarazon el cuerpo humano cuenta
con un complgj o sistema de defensas natural es conformado
por: lafloramicrobiana, el epitelio intestinal, lacapamucosa,
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y €l sistema inmunol égico (especifico y no especifico) que
lo protegen de los microorganismos patdgenos y de otras
agresiones que pueden causar enfermedad (Perrinet a, 2000).

Losfructooligosacéridos (FOS), son oligofructosas
gue tienen un grado de polimerizacion bajo (menos de 9
unidades de fructosa). Estos, debido a los enlaces “a” entre
las moléculas (Figura 1) no son atacados por las enzimas
digestivas del estdbmago ni del intestino delgado. De esta
manera llegan al intestino grueso promoviendo el
crecimiento delafloraprobiéticaintestinal, accion conocida
como efecto prebidtico. Estas moléculas, también modulan
el metabolismo deloslipidos, influyen en laformacion del
colesterol, previenen la constipacion, incrementan la
actividad del sistemainmunitario y facilitan laabsorcién del
calcio y magnesio, necesarios durante la menospausia
(Bekerset d, 2002).

ESTRUCTURA PREBIOTICA:
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Los FOS pueden ser obtenidos por sintesis quimica
0 enzimatica, €l primero presenta desventajas debido ala
formacion de oligofructosas con unionesay by ala
formacion de compuestos indeseables, obteniendo bajos
rendimientos (60 %). Mientras que, por sintesisenzimatica
se producen compuestos con enlaces glicosidicos b, y se
obtiene un 100 % de transformacion de sustrato en
producto.

Los FOS pueden ser producidos por hidrélisis
enziméaticade polimeros de fructosacomo inulinay levano,
0 por reacciones de sintesis mediante la accion de
transferasas (EC 2.4.1.9) e invertasas (EC 3.2.1.26) (Bekers
et al 2002; Gomez et a, 2005). Esta Ultimaposee actividad de
hidrélisisy detransferencia(Hernal steens & Maugeri, 2010;
Reddy et al, 2010). A concentraciones de sacarosa mayor a
100 g/l, invertasa transfiere especificamente moléculas de
fructosa usando como nuicleo deiniciacion unamol éculade
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glucosa o sacarosay formafructooligosacaridos con enlaces
b. Esta enzima se puede obtener a partir de hongos
filamentosos y levaduras (Chen & Liu, 1996; Rubio et al,
2002; Vargaset a., 2004; Hag & Ali, 2005; Hernal steens &
Maugeri, 2008; Uma et al, 2010). Para la eleccién del
microorganismo como fuente de obtencién de enzimas se
tiene en cuenta varios aspectos: bajos requerimientos
nutricionales, bajo costo de extraccién de enzima,
prolongado tiempo de vidamediay estabilidad operacional
delaenzima. Loshongos filamentosos presentan ventagjas
respecto a las levaduras debido que, se usan métodos
simples para la ruptura de la pared celular, no requieren
medios ricos para su desarrollo celular y son grandes
productoresde enzimas (Rgjoka& Yasmeen, 2005; Mussatto
etal, 2009; Ducaet al, 2009).

El Objetivo de este trabajo fue seleccionar un
microorganismo productor de invertasa con alta actividad
transferasa y estudiar las condiciones Optimas para la
produccion de fructooligosacaridos.

MATERIALESY METODOS

Aislamiento directo: Se usb jarabe de fructosa (10 g/l),
subproducto delaindustrializacion del amidén de maiz. El
mismo se agrego a 50 ml de medio de MY, que esta
constituido por, g/l: 10, extracto de malta; 5, extracto de
levadura; 400 g de sacarosay 15, agar-agar, pH 5. Lamezcla
se distribuyd en tres cajas de Petri y se incub6 a 30 °C
durante 7 dias.

I dentificacién: Laidentificacion parahongosfilamentosos
se realiz6 en base a caracteristicas macromorfol dgicas,
micromorfoldgicas, fisioldgicasy tiposde reproduccién de
acuerdo alosmétodos propuestos por Ramirez (1982); Klich
and Pitt (1988) y Pitt (1991). Paralevaduras por Barnett et al
(1990); Codon et a (1995); Kurtzman and Fell (1999) y se
utilizd CANDIFAST test kit para Candida.

Produccién deinvertasa: Seprepard unindculo en solucién
fisiologica de cada microorganismo aislado, que contiene
10* conidos/ml 6 10* células/ml, que corresponde a una
DO,,=0,25. Seagregd 5 ml (v/v) deindculo a50 ml demedio
de Czapek Dox, constituido por, g/l: 3, NaNO,; 1, K. HPO,;
0,5,MgSO, 7H.0; 0,5KCL y sacarosa(10g/l), apH 4,5. Los
ensayos serealizaron a30°Cy aunavel ocidad de agitacion
de 250 rpm. Las muestras se extragjeron cada 12 h durante 48
h de incubacion.
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Preparacion del extracto enzimatico: Las levaduras se
separaron del caldo por centrifugacion a4500 rpm, mientras
gue los hongos filamentosos por filtracién. Las células se
lavaron varias veces con aguadestiladay se resuspendieron
en 10 ml de &cido acético-acetato desodio (0,2 M, pH 5). La
ruptura celular se realiz6 con un sonicador hasta
homogeneidad, el contenido intracelular fue separado de
losrestos celulares por filtracién através de una membrana
filtrante (0,45 mm). El filtrado (extracto crudo) obtenido se
conservo a4 °C hasta determinaci on de actividad enzimética.

Actividad invertasica: Seusd unamezcladereacciondela
siguiente composicion: 0,05 ml de extracto crudo; 0,45 ml de
tampdn aci do acético-acetato de sodio (0,2 M) apH 4,5 més
sacarosa (68,4 g/l). Seincubarona37°C durante10 min. Los
azUcares reductores liberados fueron determinados por
Somogyi (1945) - Nelson (1944). UnaUnidad Enziméticase
define como la cantidad de enzima que libera 1 pmol de
azUcares reductores por min.

Actividad transferasa: Sedeterminé laactividad transferasa
de los extractos crudos (0,05 ml) con 0,45 ml de sacarosa
(300 g/l) entampdn acido acético-acetato de sodio (0,2 M) a
pH 4,5. Seincubaron a37 °C durante 1 hora. Losproductos
de la reaccién enzimatica fueron revelados de acuerdo a
Trevelyan (1950) y cuantificados por HPLC. Los estandares
de sacarosa, glucosa, fructosa, 1-cestosay nistosa (Sigma)
se usaron auna concentracion de 1 g/l.

Una unidad transferasa se define como la cantidad
de enzimaquetransfiere 1Jumol defructosapor min.

Influenciadefactor esfisicosy quimicossobrelaproduccion
deFOS: Seestudio € efectodel pH (3,0; 4,0; 4,5; 5,0y 5,5);
temperatura (20, 25, 30, 35 y 40 °C); concentracion de
sacarosa (150, 300y 450 g/l) y tiempo dereaccion (60, 90y
120 min) sobrelaproduccion de FOS, utilizando el extracto
crudo del microorganismo seleccionado con alta actividad
de transferencia.

Cromatogr afia de alta presion (HPLC): Las muestras
previamente filtradas, se inyectaron en una columna de
carbohydrate U-spherogel (Beckman), en un cromatégrafo
Gilson. Lacorridacromatogréficase realizd aunavelocidad
de flujo de 0,3 ml/min, a temperatura ambiente y como
eluyente se us6 unasolucion de H,SO, (0,01 N). Los picos
obtenidos se cuantificaron por un integrador ( HP 3396
serie 8) de Hewlett Packard.

Reproducibilidad delosresultados: Todoslos ensayosse
realizaron por duplicado y los valores reportados son el
promedio de 4 valores independientes. Los datos fueron
analizados estadisticamente para obtener la desviacion
estandar con un M S-Excel. Los val ores fueron sometidos a
un andlisisestadistico devariancia(ANOVA), aP<0,05.

RESULTADOSY DISCUSION

Aisdamiento eldentificacién: Seaislaron cuatro cepasde
hongos filamentosos y dos levaduras, y se identificaron
gue los mismos pertenecen a los Géneros Aspergillus,
Penicillium, Candida y Pichia. De los Aspergillus se
identificaron las especies niger y clavatus, de acuerdo alas
caracteristicas macroscépicas y microscopica. Para
diferenciar la especie niger de la carbonarius, ambas se
incubaron en medio de Czapek Dox agar, a37 °C durante 60
h. En estetiempo laprimeradesarroll6 normalmente sin variar
¢l didmetro delas colonias (67 mm), lo cual indicd que este
hongo pertenece alaespecie niger, yaqueaestatemperatura
el carbonarius crece pobremente.

Las otras dos colonias de hongos filamentosos
exhibieron coloracién verde oscuro y celeste,
respectivamente. Sus caracteristicas coincidieron con varias
especies de los Géneros Aspergillus y Penicillium, por lo
cual selasidentifico como Aspergillussp. y Penicilliumsp.
Los resultados de los estudios macromorfol égicos,
micromorfol dgicosy fisiolégicosdelaslevadurasindicaron
que corresponden a Candida versatilis y Pichia
guilliermondii.

Produccion deinvertasa: EnlaFigura 2 seobservaquelos
mayores productores de invertasa fueron Aspergillus niger
IB56 y Penicillium sp. Mientras que Aspergillus sp., A.
clavatus, C. versatili y Pichia guilliermondii, produjeron
menores concentracionesdelaenzima(3,9; 2,0; 1,8y 0,01 U/
ml, respectivamente), a las 48 h de incubacion. Por el
contrario con invertasa de A. niger PSSF21 la maxima
produccién fue alas 96 h deincubacion (Reddy et al, 2010)
y paralaactividad fructosiltransfersa de A. niger AN166
fue necesaria la adicion de 2 g/l de extracto de levadura
(Gomez et al, 2005). Estosresultadostienen el inconveniente
de incrementar |os costos del proceso industrial, debido a
tiempo prolongado de produccion de la enzimay a la
suplementacion del medio de cultivo con extracto de
levadura.
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Figura 2: Actividad invertasa obtenida en medio de
Czapek por las cepas aisladas de jarabe de glucosa.
1-Aspergillus niger IB56;, 2-Penicillium sp.;
3-Aspergillus  sp.; 4-Candida versatile,
5- Aspergillus clavatus, 6- Candida guilliermondii,

Actividad transferasa y produccion de FOS: De los
microorganismos aislados, se eligio A. niger 1B56 por
producir invertasa con alta actividad transferasa (5,6 U/ml)
respecto aPenicillium sp (1,2 U/ml.

Los resultados de la cromatografia en papel de los
productos generados por la accién de invertasa de A. niger
IB56, revelaron manchas cercanas a origen, indicando la
presencia de oligosacaridos. Sus R, coincidian con los R,
de las muestras estandar de 1-cestosay nistosa, las cuales
estan formadas por 3 y 4 unidades de monosacaridos. El
andlisis por HPLC indicé la formacion de oligosacaridos
cuyos tiempos de elucién coincidian con los estéandares de
1-cestosa(3") y nistosa (57). LaFigura 3 muestrael perfil
cromatografico de HPLC, el cual indica que el area de la
concentracion de fructosa disminuyé respecto a area de
glucosa, esto sugierelatransferenciade unidades de fructosa
por invertasa paralaformacién defructooligosacéridos. De
acuerdo a Hayazawa et al (1990), las bifidobacterias y
Lactobacillus metabolizan oligosacéridos de cadenas cortas
de 3 a4 unidades de fructosa. L as mismas acttan inhibiendo
¢l crecimiento de bacterias patdgenas mediante lareduccion
del pH del tubo digestivo y la produccién de metabolitos
bactericidas.

Efectode pH sobrelaproduccion deFOSpor invertasade
A. niger IB56r: Laméaximaproduccionde FOS seobtienea
pH 5 (Tabla 1). A pH 3 la produccién disminuyé un 71 %
respecto al obtenido apH 5. Esto se debe alaionizacion de
grupos de la molécula enzimética que trae aparejada la
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modificacion de su estructura espacial, de manera que
dificulta la unién enzima-sustrato (sacarosa). Resultados
similares se obtuvieron con invertasa de Rhodotorula sp
(Hernalsteensand Maugeri, 2008)

Efecto delatemperatura: EnlaTabla 1 se observaque a
medida que aumentalatemperaturadisminuyelaproduccion
de FOS. Esto sugiere quelaactividad transferasade A. niger
IB56 aislado sedesarrollaa bajastemperaturas (20°C). Por
¢l contrario invertasa de Rhodotorula sp. tiene un 6ptimo a
65°C (Hernalsteens and Maugeri, 2008), este resultado
implica que a nivel industrial se obtienen mayores costos
debido a los gastos energéticos por calefaccion.

Efecto delaconcentracion desacar osa: A concentraciones
de 150 y 300 ¢/l de sacarosa se obtuvo una roduccion de
FOS del 80y 70 %, respectivamente. Por el contrario con
invertasa de Candida sp. se obtuvo un 44 % de FOS
(Hernal steens and Maugeri, 2010). A unaconcentracion de
sacarosade 450 g/l, laproduccion de FOS disminuy6 un 40
%. Esteresultado sugiere efectosinhibitorios delaactividad
de invertasa por sustrato (sacarosa) y productos (glucosa
y fructosa). De acuerdo con labibliografiala glucosaesun
inhibidor no competitivo de laactividad de invertasaen A.
niger (Rubio and Maldonado, 1995).
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Figura 3: Perfil cromatogrifico de los productos obtenidos
por la actividad transferasa de invertasa de Aspergillus
niger IB36. Los experimentos se realizaron con sacarosa
(300g/1) en tampdn 4cido acético-acetato de sodio (0,2M,
pH 5,0) a 20°C. Los valores fueron obtenidos a los 60
min. de incubacion. Tiempo de elusién (min): 3 (1-
cestosa); 5 (nistosa); 7 (sacarosa); 9 (glucosa) y 11
(fructosa).
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Efecto del tiempo dereaccion: Paratiempos deincubacion
de 60, 90y 120 min., se obtuvo una produccién de FOS de
70; 69 y 65 %, respectivamente, con una concentracion de
sacarosa de 300 g/l, en la mezcla de reaccion. El andlisis
estadistico mostré que los valores obtenidos no variaron
significativamente, p< 0,05. Contrariamente A. japonicus
inmovilizado en gluten requeria 3 h paraobtener laméaxima
produccion de FOS (Chenand Liu, 1996).

Temperatura ("C)

30740 [45 50550720 [25 [30 [35]40

Produorion
de FOS

)

30 45 60 10570 (105 70 60 45 13

Tabla 1: Produccion de fructooligosacdridos (g/l) por
invertasa de Aspergillus niger IB56, aislado de jarabe de
fructosa, en diferentes condiciones de pH, temperatura en
la mezcla de reaccién con sacarosa (300g/1).

CONCLUSION

En conclusion, de los microorganismos aislados de
jarabe de fructosa se obtuvo una cepa que fue identificada
como Aspergillusniger 1B56, capaz de producir invertasaa
las 48 h de incubacién, que posee alta actividad
transfructosilante (5,6 U/ml). Se determind que la maxima
produccién de FOS fue 105 g/I, respecto alaconcentracion
de sacarosainicial (300 g/l), enlas siguientes condiciones
de ensayo: pH, 5,0; Temperatura 20 °C y en un tiempo de
reaccion de 60 min. Laenzimatiene especificidad detransferir
mol éculas de fructosa para formar fructooligosacéridos de
3y 4 unidades de mondmeros, correspondientes a 1-cestosa
Yy nistosa, ingredientes prebi 6ticos necesari os para estimul ar
la flora microbiana probiética del intestino, las cuales
favorecen lasalud y lanutricion humanay animal.
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