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Abstract

Fructooligosaccharides (FOS) are oligosaccharides consisting of linear chains of § (2—1)-
linked fructose with a terminal D-glucose. The production of scFOS by enzymatic hydrolysis
of sucrose is carried out by specific fructosyltransferase (FTase) enzymes, but this process
is expensive due to the price of these enzymes. Therefore, it is interesting to search for
enzymes with FTase activity that are present in the market with other enzymatic activities
and have a lower price. Allowing the production of FOS at industrial level with a lower
production cost, the FOS will have a lower price in the market.
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Resumen

Los fructooligosacaridos (FOS) son oligosacaridos que consisten en cadenas lineales de D-
fructosa con enlaces § (2—1), que presentan una molécula de D-glucosa terminal. La
produccion de scFOS mediante hidroélisis enzimatica de la sacarosa se realiza mediante
enzimas fructosiltransferasas (FTasas) especificas, pero este proceso es caro debido al
elevado precio de estas enzimas. Por ello, en este trabajo se realiza una busqueda de
enzimas con actividad FTasa que estan presentes en el mercado con otras actividades
enzimaticas y tienen un precio menor. Esto permira la produccion de FOS a nivel industrial
con un menor coste de produccion y una reduccion del precio de los scFOS en el mercado.
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1. INTRODUCCION

Existe una fuerte tendencia de mercado por el consumo de alimentos y bebidas
funcionales con prebiéticos y probioticos, y desde hace ya algunos afios la industria alimentaria
se ha centrado en la adicién de fructooligosacaridos (FOS) a bebidas y alimentos [1, 5] por su
caracter prebiotico [3]. Los FOS son carbohidratos no digeribles, y quimicamente son cadenas
lineales de D-fructosa unidas por enlaces 3 (2—1), con una molécula de D-glucosa terminal unida
por un enlace a (2—1) [4]. Los FOS pueden ser producidos mediante dos vias: por hidrélisis de la
inulina y mediante transformacion enzimatica de la sacarosa. Para su aplicacidn a nivel industrial
encontramos que para la hidrdlisis de inulina se usan acidos organicos y altas temperaturas, lo
cual implica un alto coste y produce residuos y emisiones contaminantes [8]. Este trabajo se centra
en la sintesis enzimatica de FOS por transfructosilacién de sacarosa a través de la ruptura de los
enlaces glucosidicos  (2—1) y la transferencia de la fraccién fructosil a una sacarosa o un FOS.
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Este proceso es realizado por las enzimas [B-D-fructofuranosidasas (FFasas, EC 3.2.1.26) o
transfructosilasas (FTasas, EC 2.4.1.9) [2], dando lugar a FOS de cadena corta (scFOS) que son una
mezcla de oligosacaridos que contienen una glucosa unida a unidades de fructosa formando los
scFOS: 1-kestosa (GF2), 1-nistosa (GF3) y 1-fructofuranosil-nistosa (GF4) [6,7,9]. Esta via también
tiene alto coste debido al precio de las enzimas FTasas especificas que existen en el mercado. Asi,
una alternativa es usar preparaciones enzimaticas comerciales de bajo coste, presentes en la
industria alimentaria [10], que se comercializan para otra actividad enzimatica principal, pero que
ademas presentan actividad FTasa como actividad secundaria. En este estudio se han analizado
diferentes preparaciones enzimaticas comerciales de uso comun en la industria alimentaria para
comparar su actividad FTasa.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enzimas estudiadas

Las enzimas comerciales con una posible actividad FTasa estudiadas son las denominadas
en este trabajo como Enzima (A), Enzima (B), Enzima (C) y Enzima (D), todas del proveedor
Novozymes (Dinamarca).

2.2 Produccién de scFOS a partir de preparaciones enzimaticas comerciales

Las enzimas (A), (B) y (C) fueron usadas para la produccién de FOS segin la metodologia
descrita por Paulino y Ziuniga-Hansen (2012). Se partié de tres soluciones azucaradas diferentes,
40, 50 y 60 2Brix con pH 5,5 ajustado con acido citrico 0.1 N y se adicionaron 2 mL de enzima por
cada 100 g de solucién azucarada. La mezcla bien agitada se incubé a 502C en un bafio a 30 rpm.
Ademas, se realiz6é una comparacién de la produccién de scFOS mediante la enzima (A) y la enzima
(D), para una solucién azucarada de 609Brix (con pH 5.5, ajustado mediante acido citrico 0.1N),
con una concentracion enzimatica de 1 mL/100 g de solucién azucarada, también bajo unas
condiciones de incubacidn de 50 °C y 30 rpm. Las muestras tomadas en distintos tiempos de
reaccion se sometieron a una inactivacién térmica mediante un calentamiento en bafio con agua
a 100 2C. Todos los ensayos se realizan por triplicado.

2.3. Determinacién de azdcares simples y scFOS mediante cromatografia liquida

Para la determinacién de azucares simples y scFOS se ha utilizado un UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography) con detector de indice de refraccion, con las siguientes
caracteristicas: Cromatoégrafo Shimadzu UPLC LC- 30AD system; con columna Asahipak NH2P-50
4E Shodex (Waters); con fase movil de acetonitrilo-agua (68:32), flujo 1 mL/min, 30 2C 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 Produccidn de scFOS a partir de la Enzima (A)

La enzima (A) se comercializa por su actividad pectinasa, pero también tiene actividad
FTasa, como se puede observar en la Figura 1 A, donde la enzima muestra un rendimiento de
produccién de FOS maximo del 70% entre las 6,5 y 8,5 horas de incubacidn, para la concentracion
azucarada de 60 2Brix, esto nos indica que la solucién de sacarosa mas concentrada favorece la
actividad FTasa. La mayor velocidad de sintesis de FOS se observa para la soluciéon azucarada
menos concentrada, 40 2Brix, al inicio de la reaccién (Figura 1 B), mientras que las otras dos
concentraciones mantienen la velocidad mas constante. En el caso del estudio realizado por Vega-
Paulino y Zuniga-Hansen [10], donde también se comprueba la actividad FTasa de la enzima (A),
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para una concentracion de 536 g/L de sacarosa, se obtieneun rendimiento maximo del 61,1 % en
12 horas de fermentacidon enzimatica.

3.2. Produccién de scFOS a partir de la Enzima (B) y (C)

La enzima (B) tiene como actividad principal degradar la lactosa en glucosa y galactosa.
Segun se puede observar en la Figura 2, la enzima (B) no tiene una buena actividad FTasa, con
producciones de scFOS inferiores al 4 % y con grandes desviaciones. La enzima (C) tiene como
actividad principal degradar la sacarosa en glucosa y fructosa, es una invertasa, y no se presentan
resultados de produccion de FOS porque tras 10 horas de ensayo no se detectaron scFOS en la
composicidon del medio de reaccion. Sin embargo, Vega-Paulino y Ziniga-Hansen [10] con esta
enzima (C) obtuvieron 10,5 g FOS/100 g de sacarosa, partiendo de 536 g/L de sacarosa.

3.3. Comparacidn de la produccién de scFOS mediante (A) v (D)

En la comparacion de las enzimas (D) y (A) ambas producen altas concentraciones de FOS,
alcanzando un 65-70 % (g FOS /g solucion de sacarosa inicial) sin diferencias significativa (Figura
3 A), pero en la Figura 3 B podemos observar que la velocidad de generacién de glucosa es mucho
mayor en las primeras horas de reaccién con la enzima (A). La enzima (D), segin Vega-Paulino y
Zuniga-Hansen [10] da lugar a una produccién de 58,8 g FOS/ 100 g sacarosa inicial en 12 horas
de reaccién, pero nosotros alcanzamos con esa enzima una produccién de 70 g FOS/100 g
sacarosa en 48 horas de reaccién enzimatica.

4. CONCLUSIONES

De las preparaciones enzimaticas comerciales estudiadas so6lo la (A) y la (D) poseen una
alta actividad FTasa, con un rendimiento de transformacién de la sacarosa en FOS similar
comprendido entre el 60-70 %. El resto de las preparaciones enzimaticas estudiadas no son
adecuadas para la sintesis de FOS a partir de la sacarosa.
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Figura 1. Rendimiento de produccién de FOS (g FOS/g sacarosa *100) para 40, 50 y 60 2Brix
mediante la enzima A a 50 2C y 30 rpm (izquierda); Glucosa (umoles) generada por minuto y mL
de enzima para 40, 50 y 60 2Brix a 50 2C y 30 rpm (derecha).
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Figura 2. Rendimiento de produccion de FOS (g FOS/g sacarosa *100) para 40, 50 y 60 °Brix
mediante la enzima (B) a 50 2C y 30 rpm.
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Figura 3. Rendimiento de produccién de FOS (g FOS/g sacarosa*100) para las enzimas (A) y (D)
(1 mL /100 g) en 60 2Brix, 50 2Cy 30 rpm (izquierda); Glucosa (umoles) generada por minuto y
mL de enzima en 60 2Brix a 50 2Cy 30 rpm (derecha).
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