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Resumen

Las bacterias que habitan en el intestino humano juegan un papel importante en la
regulacion metabdlica y estructural del huésped. Esta microbiota intestinal fermenta
aquellos componentes alimenticios que el cuerpo humano no es capaz de digerir, los
cuales denominamos prebidticos. Los prebidticos son compuestos estables que sirven de
sustrato para los microorganismos, fomentando su crecimiento y actividad. Ademas, al
utilizarlos, la microbiota sintetiza compuestos beneficiosos, incrementa la viabilidad de
minerales, inhibe el crecimiento de microbios patdgenos y previene ciertas enfermedades.
Por todo esto, es recomendable tener una adecuada ingesta de prebidticos que regulen la
flora intestinal. Los prebidticos con estructura de carbohidrato son mayoritarios y se
emplean como aditivos alimenticios, principalmente los oligosacaridos y polisacéridos.
En este trabajo bibliografico se describen los conceptos basicos necesarios para su
comprension, se profundiza en las caracteristicas de los fructooligosacaridos (FOS) y se
analizan algunos de los estudios que estan llevandose a cabo para optimizar la sintesis de

este tipo de prebidticos.

Introduccion y antecedentes

1. Prebidticos
Desde hace méas de 30 afios, los prebio6ticos han despertado un gran interés por parte de
los investigadores de diversos ambitos, tales como la nutricion, la biomedicina, la
industria alimentaria y la administracion. Los primeros estudios se remontan a los afios
80 cuando un grupo de cientificos demostrd que unos oligosacéridos (fundamentalmente
fructooligosacaridos) eran fermentados por grupos selectivos de bifidobacterias y
estimulaban su crecimiento. Desde entonces, varios investigadores como Gibson GR. o
Roberfroid MB., ademas de organismos internacionales tales como la Food and
Agriculture Organization (FAO) y la International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics han ido definiendo el concepto de “prebidtico”. Hoy en dia, podemos
entender los prebidticos como componentes alimenticios incapaces de ser digeridos por
el aparato digestivo humano y que sirven de sustrato para los microorganismos,
estimulando el crecimiento y/o actividad de especies especificas residentes en el colon.
Cuando consumen los prebioticos originan energia, metabolitos y micronutrientes

beneficiosos para el huésped y reducen la poblacion de bacterias patdgenas. Esto ultimo
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se debe a que, al fomentar el crecimiento de las demas bacterias, las dafiinas son inhibidas

(1-5).

Por tanto, denominamos prebidticos a aquellos compuestos que cumplen las siguientes

caracteristicas:

I.  No son hidrolizados ni absorbidos en los tramos iniciales del intestino.
Il.  Sirven de sustrato para un namero reducido y especifico de bacterias beneficiosas

para el huésped.

I1l.  Estimulan el crecimiento bacteriano y/o son bio-transformados para volverse
metabolicamente activos.

IV.  Tienen la capacidad de modificar la microflora intestinal favoreciendo que su
composicion sea la adecuada.

En el intestino humano, principalmente en el colon, reside un conjunto de

microorganismos que conviven con el huésped, denominado microflora o microbiota

intestinal. Existen muchos factores que modifican la composicién de esta microbiota

como la edad, la susceptibilidad a infecciones, los requerimientos nutricionales, el estado

de salud del huésped, el pH intestinal y las interacciones entre los diferentes

microorganismos o con los residuos de fermentacion. Sin embargo, de todos los factores

condicionantes es probable que la cantidad y tipo de sustrato presente en el medio

intestinal sea lo que mas influye sobre la composicion de la microbiota (1,6).

Los principales sustratos que son fermentados por estos microorganismos son compuestos

tipo hidratos de carbono (oligo- y polisacaridos) que el huésped no puede digerir por si

mismo, tales como la fibra dietética, almidon resistente a la hidrolisis, algunos

oligosacaridos, edulcorantes y otros azlcares que no pueden absorberse. Sin embargo,

algunas proteinas y lipidos que llegan al colon también son fermentados, aunque la

contribucion es minima en comparacion con los azucares (1,2,7).

Como se ha mencionado anteriormente, existen muchos compuestos que presentan un

comportamiento prebiotico pero este trabajo se centra en el grupo de los hidratos de

carbono (1).

2. Hidratos de carbono
Los carbohidratos o sacaridos son biomoléculas simples presentes en todos los seres vivos
que participan en diversas funciones vitales y en el ciclo energético de la biosfera. Se

componen fundamentalmente de atomos de carbono, hidrogeno y uno de oxigeno y
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responden a la formula estequiométrica (CH20),, aunque también pueden ser
modificados afiadiendo otros grupos como fosfato, amino o sulfato.

Estos compuestos se pueden clasificar, segun su tamafio o grado de polimerizacion, en:

e Monosacaridos: son las unidades monoméricas de los hidratos de carbono, los

azucares mas simples. En la Figura 1 se muestran algunos monosacaridos.

e Oligosacaridos: son azlcares compuestos por varias unidades de monosacéaridos
unidos mediante enlaces tipo O-glucosidico. El término oligo viene del griego y
significa “poco”. En este caso, los oligosacaridos estan compuestos por “pocos”
monosacaridos, de 2 a 10 unidades. En la figura 2 aparece la estructura de algunos
de los oligosacaridos que se trataran en este trabajo.

e Polisacaridos: son azlcares compuestos por muchas unidades de monosacéaridos
unidos mediante enlaces tipo O-glucosidico. El término poli vine del griego y
significa “mucho”. Los polisacaridos estan compuestos por mas de 10

monosacaridos. En la figura 3 se muestra la estructura del almidon (8,9).
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Figura 1. Estructura de Fischer de los monosacaridos compuestos por 3, 4, 5 y 6 carbonos. Algunos
monosacdridos pueden ciclar la cadena, aquellos con suficiente longitud. Esta imagen proviene del libro
Bioguimica: conceptos esenciales de la Editorial Médica Panamericana, pagina 25.
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Figura 2. Oligosacéaridos formados por un nimero variable de monosacaridos ciclados. Esta imagen proviene de
Appl Biochem Biotechnology (2017) 183:613-635.
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Figura 3. Estructura del Almidén, un polisacdrido compuesto por unidades de Glucosa en cadenas ramificadas.
Esta imagen proviene del libro Bioguimica: conceptos esenciales de la Editorial Médica Panamericana, pagina
33.

3. Oligosacaridos no digestibles

Los oligosacaridos existen de forma natural en alimentos como leche, miel, hortalizas,
verduras, frutas, cereales, legumbres y frutos secos. Se pueden extraer de estos Gltimos u
obtenerlos mediante procesos fisicos, quimicos o enzimaticos (2,10,11). Pueden
clasificarse a su vez en digestibles y no-digestibles (NDQOs). La razén por la que el ser
humano no puede digerir algunos de estos oligosacaridos es la presencia de unos enlaces
glucosidicos resistentes a la hidro6lisis por parte de las enzimas del tracto intestinal. Sin
embargo, algunos de los microorganismos que habitan en el intestino (microflora
intestinal) poseen enzimas capaces de degradar este tipo de enlaces. Los NDOs se
clasifican como prebioticos porque muestran ciertos efectos positivos para la salud
humana al ser fermentados por las bacterias del colon y estimular el crecimiento de las
especies beneficiosas, principalmente lactobacilos o bifido-bacterias. Ademas, se ha
descubierto que participan en la regulacion del sistema inmune, protegen contra ciertos
tipos de cancer como el de colon y previenen enfermedades cardiovasculares y
metabdlicas (2,10-13).

Dentro de los NDOs encontramos diferentes grupos segin las moléculas que los
componen:  fructooligosacaridos,  galactooligosacaridos,  xilooligosacaridos vy
mananooligosacéaridos (10,12).

Este trabajo se centra en el grupo de los fructooligosacaridos (FOS), en sus caracteristicas,
fuentes, métodos de produccion a nivel industrial y algunos estudios que se han realizado

para mejorar algin aspecto de su obtencién (10).
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4. Fructooligosacaridos (FOS)
Los FOS son uno de los grupos de prebidticos mas examinados (4,12,14). Se afiaden a
muchos alimentos como galletas, yogur, leches infantiles y postres debido a sus
beneficios potenciales (14). Estan formados principalmente por moléculas de fructosa y
una molécula de glucosa terminal. Estas fructosas pueden unirse entre si mediante enlaces
glucosidicos B (2-1) o B (2-6), ambos resistentes a las enzimas intestinales (4,12,14). Los
FOS mas simples con enlaces 8 (2-1) son la 1-kestosa (Glucosa-Fructosa-Fructosa), la
nistosa (Glucosa-Fructosa-Fructosa-Fructosa) y 1-B-fructorianosil nistosa (Glucosa-
Fructosa-Fructosa-Fructosa-Fructosa). Las estructuras de las dos primeras moléculas
estan representadas en la Figura 2 (15-19).
Como prebidticos promueven el crecimiento y/o la actividad de ciertas especies y cepas
de la flora intestinal a nivel de colon. Ademas, se ha demostrado que participan en la
activacion del sistema inmune, inhiben el crecimiento de microorganismos dafiinos,
intervienen en la sintesis de vitaminas tipo B, reducen el colesterol sérico, regulan la
absorcién de algunos minerales y previenen la aparicion del cancer de colon (10,12,20-
22).
Existen muchas especies que presentan enzimas que producen la reaccién de
transfructosilacion, como las que figuran en las Tablas 1, 2 y 3 mas adelante.
La produccion de los FOS esta mas centrada en los microorganismos, ya que la extraccion
de estos oligosacaridos a partir de plantas o la utilizacion de sus enzimas no resulta
rentable debido a que estd ligada al ciclo estacional de las mismas, se extraen pocas
enzimas y el rendimiento de las sintesis es bajo (12).
En la biosintesis de FOS a nivel industrial se utiliza sacarosa como sustrato (10—
12,23,24). La sacarosa es un disacarido compuesto por una molécula de glucosa unida
por un enlace glucosidico o (1-2) a otra molécula de fructosa.
La reaccion enzimatica para la sintesis del FOS se divide en dos fases:

1. Partiendo de la molécula de sacarosa, la enzima rompe el enlace glucosidico para

obtener la molécula de fructosa aislada, como se ve en la Figura 4.
2. Se transfiere la fructosa liberada a una molécula aceptora (sacarosa o un FOS),

mediante una reaccién de transglicosidacion, como se ve en la figura 5 (12,25,26).
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Figura 4. Hidrdlisis de una molécula de Sacarosa por accidn engimatica que genera Glucosa v
Fructosa. La imagen ha sido generada mediante el programa ChemDrraw en el laboratorio de Quimica
Farmacéutica de la Universidad Complutense de Madrid.
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Figura 5. Transglicosidacién de una molécula de Fructosa libre por accidn enzimatica a una Sacarosa,
la cual actia como molécula aceptora. La imagen ha sido generada mediante el programa ChemDraw
en el laboratorio de Quimica Farmacéutica de 1a Universidad Complutense de Madrid.

Segun como se lleva a cabo el proceso, las enzimas se han dividido en 2 categorias:

e R-D-fructofuranosidasas: Solo llevan a cabo la reaccion de transfructosilacion.

e Fructosiltransferasas (FTasas): Realizan tanto la transfructosilacion como la

hidrdlisis previa (14,26,27).

Se ha demostrado que la concentracién de sacarosa inicial influye activamente en la
actividad enzimatica, especialmente de las Fructosiltransferasas (12,18,28,29). La sintesis
comienza a partir de dos moléculas de sacarosa, una se hidroliza para obtener la molécula
de fructosa y la otra hace de aceptora. Esto explica la razon por la que los FOS presentan
una molécula de glucosa terminal. Ademas, este proceso de sintesis también esta
relacionado con el hecho de que sea preferible el uso de hongos y bacterias al de plantas,
ya que existe una diferencia fundamental entre sus enzimas. Las enzimas de los

microorganismos no solo transfieren la fructosa a la molécula aceptora, sino que tambiéen
8
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presentan actividad hidrolitica pudiendo realizar todo el proceso de sintesis ellas solas.

Sin embargo, las enzimas de las plantas necesitan otra enzima diferente que lleve a cabo

la hidrolisis para obtener las unidades de fructosa libres. Desde el punto de vista industrial

es mejor tener una Unica enzima que realice ambas actividades porque solo hay que

preocuparse de que las condiciones del proceso sean las dptimas para esa Unica enzimay

solo se necesita un compartimento, mientras que al tener dos diferentes habria que separar

ambos procesos en compartimentos distintos y gastar mas recursos en conseguir las

condiciones dptimas para cada de ellas (12,24,25,27,30).

Organsm Source of enzyme

Agave americana (agave) Anreohasidivm sp. P6 Intracellular
Agave tequilana Weber Blue variety Aspergillus aculeatus Extracellular
Agave Vera cnce (agave) .-'n.x',ln-r_f.:i'a'a'rr.\'_.flf(rm.'-' Extracellular
Allitm cepa (onson bulbs) Asper T‘:‘_‘l‘l""'-"f"’” 'f"l‘_'-" Extracellular
.~1rah1'da;?¢tt thaliana .-'n.\prr_x:i_.l'.l'rr.\'.ju:;mrm'u.r I.r'|.1.|."..|- and/or extracellular

T Aspergillus niger Extracellular
"1'-"'P“‘r'”f“5 q,_fjp_'nm.!'fj (asparagus root) .-1.\;,:1!‘rge'.|’.|'rr.\' arvoe Extracellular
Hordeum wulgare (barley) Aspergillus phoenicis Intracellular
Cichorium intvbus (chicory) Aspergillus svdowi Intracellular
Helianthus tuberosos (Jerusalem artichoke) Aspergilius terreus Extracellular

Lacmica sativa L. (lettuce)
Lolium perenne L.
Lycoris radiata

Aureobasiditm ;man:m.r
Penicillivm citeimom

Penicillivm islandicum Extracellular
Penicillfum purpurogenim

Intra- and extracellular
Intra- and/or extracellular enzyme

Intra- and extracellular enzyme

Phleum praiense Penicillum rmgulosum Extracellular
Rhadoteorula sp. Extracellular
Nanthophvlfomyvees dendvorfrons Extracellular

Tabla 1. Esta es una lista de especies vegetales que  Tabla 2. Esta es una lista de especies fingicas que poseen
poseen enzimas con actividad Fructosiltransferasa  enzimas con actividad Fructosiltransferasa (FTasa). La tabla se
(FTasa). La tabla se ha obtenido de Appl Biochem 13 obtenido de Appl Biechem Biotechnology (2017) 183:613.

Biotechnology (2017) 183:613-635 635,

Organism

Source of enzyme

Actinomyces naeshondii
Actinomyoes viscosus
Arthrobacter K-1

Bacillus amvioliquelaciens
Bacillus macerans

Bacillus megateriom
Bacillus methviomophicus SK 21,002
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis BB04,
Bacillus subtilis NRC 33a
Brenneria goodwinii
Clostriditm acerobunficum
Clostriditm artusa SL206
Erwinia amylovora

Gluconacetobacter diazomrophices

Lactobacilus sanfranciscensis TMW f 302

L. sanfranciscensis LTH 2590
Lactobacillus panis

Lactobacillus rewteri

Lactobaci Nus sanfranciscensis
Lenconostor oitrewm Sreain BT 707
Leuconostoc mesenteroides
Pacnibacillus bovis sp. nov BD3526
Pediococous acidilacricd
FPrewdomonas syringae pv. phaseolicola
Rahnella aguartifis

Streplococcus mulans

Streprococcus salivarins
Averorrontas rrofdlis

Intracelluar

Extrace]lular

Intracelluar

Extracellular
Extracellular

Intracelluar

Intracellular

Intracelluar

Extrace]lular

Intra- and extracellular FTase
Intracelluar

Extracellular
Intracellular

Intra- and/or extracellular FTase
Intracelluar

Extracellular

Intracelluar

Extracellular
Extracellular
Extracellular

Intrace luar

Extracellular
ixtracellularfintracellular
Extracellular

Tabla 3. Esta es una lista de especies bacterianas gque poseen enzimas con actividad Fructesiltransferasa (FTasa).
La tabla se ha obtenido de Appl Bicchem Biotechnology (2017) 183:613-835.
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La demanda de estos alimentos con compuestos prebioticos por parte de la poblacion se
ha incrementado en las Gltimas décadas, por lo que se estan realizando muchos estudios
para buscar nuevas técnicas y métodos que optimicen su produccion desde distintos
puntos de vista: velocidad de produccién, rendimiento, coste o reduccién del impacto

medioambiental en lo posible (2,10,14,23).

Objetivos

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliogréfica con el fin de estudiar la
sintesis de prebioticos, el proceso y buscar la forma de optimizar los métodos de sintesis.
Con esto se pretende aumentar la produccién para satisfacer el aumento de la demanda

de prebidticos desde distintos puntos de vista.

Metodologia

Se ha procedido a realizar una busqueda bibliografica de publicaciones cientificas
relacionadas con la sintesis de prebidticos ya que su estudio es el objeto principal de este
trabajo. Se han seleccionado aquellos articulos en los que se describen las caracteristicas
y propiedades de los prebidticos tipo fructooligosacarido, asi como en los diferentes
estudios innovadores que se estan realizando. Las herramientas empleadas han sido
PubMed, NCBI, ScienceDirect, Google Academy y mas buscadores de articulos online.
Primero se ha estudiado todo lo concerniente a la composicién de los fructooligosacaridos
y su capacidad como prebidticos, después se ha centrado en el desarrollo de nuevas

formas de sintesis.

Resultados y discusion

Se han llevado a cabo muchos estudios para buscar nuevas formas de mejorar el proceso
de obtencion de prebioticos. En este trabajo se han seleccionado 4 estudios diferentes en
los que se analizan algunos de los aspectos relacionados con la obtencion de prebidticos
tipo FOS para buscar la forma de mejorar la produccion a nivel industrial. Los factores
observados en los distintos experimentos son:

a) Concentracion de biomasa inicial y tiempo de reaccion.

b) Purificacion del producto.

c) Actividades de distintos tipos de FTasas y el uso combinado con una Glucosa

isomerasa.

10
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A continuacion, se presenta la informacion més relevante obtenida de los distintos
estudios:
a) Produccion de FOS por Aspergillus sp. N74 en un reactor con un mecanismo
de agitacion por aire.
Para analizar la actividad de las enzimas de Aspergillus sp. N74 y la influencia de
la biomasa empleada en la produccion de FOS se elabord un experimento en las
siguientes condiciones:
e Seutilizan 6 y 9,5 gL* de extracto seco de Aspergillus sp. N74.
e La concentracion de sacarosa inicial es del 70% (p/v), pH 5.5, 60 °C, 350
rpm, y con una tasa de aireacion superficial de 0.012 ms™.
e Se observa la reaccion durante 26 h.
El estudio revel6 que la cantidad de biomasa empleada y el tiempo de reaccion
influian sobre el rendimiento y la produccion de FOS. Los resultados obtenidos a
lo largo de las 26 horas fueron:
> Al usar 6 gL el rendimiento a las 26h fue del 69% Yy se obtuvo: 43% 1-
kestosa and 26% nistosa. Sin embargo, el punto maximo de
biotransformacion se alcanzoé a las 24 h:
- Rendimiento de 69%. Coinciden porque transcurre poco tiempo
entre el punto maximo y el final del experimento.
- EI86,5% de la sacarosa inicial fue consumida.
- 13,5% de sacarosa y 5,5% de fructosa.
> Al usar9,5gL™el rendimiento a las 26 h fue del 57% y se obtuvo: 18% 1-
kestosa, 33% nistosa and 6% 1-R-fructorianosil nistosa. Sin embargo, el
punto méaximo de biotransformacion fue a las 4 h:
- Rendimiento del 70%
- 43% 1-kestosa, 25% nistosa y 2% 1-R-fructorianosil nistosa.
- El 94% de la sacarosa inicial fue consumida.
- 6% de sacarosa y 10% de fructosa.
A partir de todos estos datos obtenidos al finalizar el experimento se puede
extrapolar la siguiente informacion:
o La cantidad de FOS se reduce tras alcanzar el méximo de produccion,
aumentando de nuevo la cantidad de sacarosa. Esto se aprecia en el

experimento con 9,5 gL* de biomasa inicial, lo que indica que la reaccion
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revierte y confirma que las FTasas presentan un mecanismo enzimatico
tipo Ping-Pong.

o Cuando se utilizan 9,5 gL de extracto seco de Aspergillus sp. N74, se
obtiene 1-R-fructorianosil nistosa, mientras que al usar solo 6 gL no
aparece.

o El rendimiento se reduce tras alcanzar su maximo valor en el experimento
con 9,5 gL de biomasa inicial. Es posible que esté relacionado con el
aumento de la concentracion de glucosa, ya que la presencia de glucosa en
el medio inhibe la accién FTasa y promueve la hidrolisis de FOS.

o La actividad de la FTasa demuestra estar relacionada con el tiempo de
reaccion y con la concentracion de biomasa inicial empleada.

o El uso de Aspergillus sp. N74 es una alternativa valida para la obtencion
de FOS a nivel industrial (24).

Biomasa 6 gL

Sacarosa=13,5%

Fructosa=5,5%
1-kestosa = 43%
Nistosa = 26%

pH 5,5
5 Medio de cultivo
Sacarosa: 70% 2L
350 rpm
0,012 ms?
X ] Sacarosa=6%
Medio de cultivo Eructosa = 10%
1-kestosa =43%
Biomasa 9,5 gL Nistosa = 25%

1-B-FN = 2%

Medio de cultivo
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Fipura 6. Representacion grafica del proceso experimental que se realiza en este estudio. Las figuras
cilindricas representan reactores que contienen el medio de cultivo donde se realiza la sintesis y el
sistema de agitacién por aire. El de color gris representa el estado inicial del experimento sin afiadir la
biomasa de microorganismo. Los azules representan el resultado de la sintesis enzimaética de FOS, cada
une con una cantidad de biomasa diferente tal ¥ como se explica en el experimento. Esta imagen se ha
generado por medio del programa WORD.
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b) Produccién de FOS por Aureobasidium pullulans y purificacion del producto

final con Saccharomyces cerevisiae.

La purificacion de FOS resulta complicada dada la similitud fisico-quimica entre
los distintos azucares. Es por ello que se han realizado muchas investigaciones
buscando nuevos métodos para eliminar los residuos de pequefios azlcares
resultantes en la sintesis de FOS, como el uso de la ultra y nano-filtracion,
separacion por cromatografia o el tratamiento con otros microorganismos.

En este experimento se sintetizaron FOS a partir de sacarosa con Aureobasidium
pullulans y se utilizé Saccharomyces cerevisiae para purificar el producto, por su
capacidad para remover los monosacéridos y disacaridos del medio con enzimas
que los fermentan de forma selectiva.

El proceso se realizo siguiendo dos estrategias distintas, tanto en matraz (estudio
en laboratorio) como en biorreactor (produccién a nivel industrial), para ver cual
era la més eficaz. Una estrategia consistia en fermentar los azucares en un unico
paso, cultivando ambas cepas a la vez en el mismo matraz/biorreactor. La otra
estrategia se llevo a cabo en dos pasos distintos, separando los microorganismos

en dos tanques distintos.

Fermentacion en 1 paso Fermentacion en 2 pasos

Aurecbosidium
pullulans

Aurecbasidium Saccharomyces Fermentocidn 1
pullulons cerevisioe

Filtracidn para Specharomyces
eliminar la
bivmaoso

CErevisioe

Fermentacitdn 2

Figura 7. Representacion de las dos estrategias que se llevaron a cabo para la sintesis y purificacidn de FOS. Esta
imagen se ha construido por medic del programa WORD tomando como modelo un esquema proveniente de
Carbohydrate Polymers 2015 136:274-81.
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Ambos procesos se realizaron tanto en matraz como en biorreactor y se realizaron

de la siguiente forma:

Para la fermentacion en un paso se inocularon ambas cepas de
Aureobasidium pullulans y Saccharomyces cerevisiae en el mismo
matraz/biorreactor, produciéndose simultaneamente la sintesis y
purificacion de FOS.

La fermentacion en dos pasos se desarrolla en dos matraces/biorreactores
separados. En el primero se inocula Aureobasidium pullulans para que se
lleve a cabo la sintesis de FOS. Cuando se alcanza el momento de méaxima
biotransformacidn de sacarosa en FOS se extrae la biomasa resultante para
filtrarla usando filtros de celulosa. El producto se transfiere al otro
matraz/biorreactor y se inocula Saccharomyces cerevisiae para que

efectue la purificacion.

El estudio reveld que Saccharomyces cerevisiae puede ser utilizado perfectamente

para purificar el producto de la sintesis de FOS, ya que sus enzimas no pueden

hidrolizar sus enlaces tipo B. Se pudo comparar las dos estrategias diferentes y se

obtuvieron muchos datos relevantes:

o Respecto a la sintesis de los FOS, la cantidad producida es mayor cuando

Aureobasidium pullulans se encontraba solo en el medio que en co-cultivo
con Saccharomyces cerevisiae, ademas el rendimiento es menor. Sin
embargo, el grado de purificacion es similar en ambas situaciones.

El perfil de FOS de las distintas estrategias es diferente. Mientras que la
concentracion de 1-kestosa es similar en ambas, se obtiene mucha menos
nistosa y 1-B-fructorianosil nistosa cuando se utiliza el co-cultivo. Esto se
debe a que la enzima invertasa de Saccharomyces cerevisiae también
hidroliza la sacarosa y compite con Aureobasidium pullulans, reduciendo
la cantidad de sacarosa disponible para formar FOS de mayor tamafio.

La fermentacion en dos pasos demuestra mayor eficacia a la hora de
eliminar los azlcares simples, obteniendo mayor grado de purificacion que
cuando se usa el co-cultivo. Hay que mencionar que la cantidad de 1-
kestosa disminuye mucho durante el segundo paso fermentativo pero la de
nistosa aumenta y la glucosa del medio se consume casi por completo, por

lo que la pureza incrementa desde un 51,7% hasta 81,6% (23).
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c) Produccion de FOS por Aureobasidium pullulans DSM 2404

En este estudio se utilizan las distintas enzimas de una cepa de Aureobasidium
pullulans con actividad FTasa para la produccién de FOS a partir de sacarosa.
Hace unos afios se descubrio que Aureobasidium pullulans DSM 2404 presentaba
5 tipos de FTasas (FTasa 1-V), las cuales expresaban una actividad distinta en las
distintas etapas del cultivo. En las primeras 24 horas del cultivo, la produccion de
FOS se lleva a cabo casi exclusivamente por la accion de la FTasa I, pero después
se observa actividad por parte de todas las FTasas. Ademas, en otros estudios se
demostrd, mediante purificacion cromatografica, que la FTasa | es la enzima que
muestra mayor actividad entre los distintos tipos de FTasas y presenta un
rendimiento del 62% en la produccion de FOS, mayor que los obtenidos en otros
estudios con otras cepas de Aureobasidium spp. Como la purificacién de enzimas
es un proceso que no sale rentable a nivel industrial, se prefiere usar el conjunto
de enzimas directamente, pero se puede aprovechar que en las etapas tempranas
del cultivo la actividad mayoritaria sea la de FTasa I. Es por ello que en este
estudio se prepararon dos grupos de enzimas, uno tomado en la etapa inicial del
crecimiento (Grupo 1) y el otro en una etapa mas tardia (Grupo 2).
Por otro lado, también se examino el efecto de una enzima con actividad Gl con
el objetivo de retirar del medio de cultivo la glucosa producida por la hidrélisis de
la sacarosa. Como la glucosa inhibe la sintesis de FOS, al convertirla en fructosa
mediante la accion de esta enzima se espera un aumento del rendimiento de la
reaccion.
El experimento se realizd de la siguiente forma:
e Para la obtencion de los grupos 1 y 2 se cultivd Aureobasidium pullulans
DSM 2404 en un medio con sacarosa durante 24 h 'y 72 h, respectivamente.
La biomasa obtenida en cada uno se centrifugd a 5000 g/15 min, a una
temperatura de 4°C y se suspendio en 50 mM Tris/HCI de solucion tampon
(pH 7,2). Despues, se incubo a 30°C por 2 h y se volvid a centrifugar como
antes, tal y como se muestra en la figura 8. Las enzimas quedaron en el

sobrenadante, obteniendo asi el grupo 1y 2 (16,31).

15



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

e La produccién de FOS se realizd de varias maneras: a partir de 400 gL
de sacarosa en una solucion tampdn de 50 mM de acetato de sodio (pH 5)
0 de 50 mM Tris/HCI (pH 7,2), a 30°C, 10 U de extracto de FTasa (grupos
102)y0-40 U de GODO AGI-S (Gl derivado de Streptomyces sp.
comercial). El esquema de los cuatro procedimientos con condiciones

diferentes se muestra en la figura 9.

pH7.2 pH 72

) asC * . 44C
CENTRIFUGACION 1 . NCUBACION CENTRIFUGACION 2 )
. 5000 g por 15 min [HCEEACIDE . : 5000 g por 15 min

Figura 8. Representacion grafica del proceso experimental que se realiza en este estudio.
Esta imagen se ha generado por medio del programa WORD.

pH7.2

Sacarosa = 400 gLt

Figura 9. Representacion gréfica del proceso experimental que se realiza en este estudio. Esta
imagen se ha generado por medio del programa WORD.

Una vez se separaron y analizaron los productos de las distintas reacciones
mediante tecnologia de HPLC, los resultados obtenidos fueron los siguientes:
» La concentracion de FOS obtenida, sin emplear Gl, por el grupo 1 fue de
247 gLt y de 214 gL* por el grupo 2. Con un rendimiento del 62% y del
54%, respectivamente.
> La concentracion de fructosa fue 8,6 gL en el experimento con el grupo
1y 43,7 gL en el del grupo 2.
» Cuando se empled la Gl junto al grupo 1, la mayor concentracion de FOS
se obtuvo cuando se realizé a pH 7,2 (el pH éptimo de la Gl), obteniéndose
276 gL de FOS, con un rendimiento del 69%. Ademas, se consiguid
identificar restos de inulobiosa (Fructosa-Fructosa), otro FOS con
actividad prebidtica.
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Con todos estos resultados se llega a las siguientes conclusiones:

o El uso de las mezclas enziméticas para la produccién de FOS resulto
exitoso y el rendimiento al usar el grupo 1 fue el mismo que el obtenido a
partir de la FTasa | purificada. Esto significa que la utilizacion de grupos
enzimaticos es efectiva sin necesidad de purificacion.

o La produccion de FOS es mayor al usar el grupo 1 y la produccién de
fructosa es mayor al usar el grupo 2, lo que implica que la FTasa | es la
enzima con mayor actividad de transfructosilacion y la que resulta mas
interesante a nivel industrial.

o Eluso de la enzima Gl aumenta el rendimiento de la produccion desde un
62% a un 69% pero depende de que el pH del medio 6ptimo, el cual es

diferente al pH 6ptimo de la FTasa que es 5 (16).

Conclusiones

Hoy en dia, la poblacion se preocupa cada vez mas por la salud. Esto puede deberse a que
la informacion relacionada con este tema es mas accesible y la gente toma conciencia de
cdémo cuidar su cuerpo siguiendo una dieta adecuada. Es por ello, por lo que cada vez
aumenta mas la demanda de prebidticos y se estan buscando nuevas formas de
satisfacerla. Sin embargo, no hay que perder de vista que la produccién a nivel industrial
puede ser contaminante, por lo que también hay que encontrar la manera de que el
aumento de la produccion no afecte negativamente al medio ambiente.

En este trabajo se ha hablado de algunos estudios y experimentos con los que se ha
demostrado un aumento de la produccion de algunos prebiéticos, utilizando en todos ellos
enzimas. La sintesis enzimatica en lugar de la quimica es mas limpia y resulta una
alternativa factible.

Es necesario seguir investigando como aumentar el rendimiento de la produccion
enzimatica a nivel industrial, ya que no solo resulta eficaz, sino que también previene el
dafio medioambiental. Este pensamiento podria aplicarse también a otras situaciones para
mejorar los métodos de produccion de diferentes industrias, solo se necesita dedicar mas

recursos a la investigacion.
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