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Introduccion. Los bioprocesos desempefian un papel
clave en la producciéon de moléculas con propiedades
funcionales o terapéuticas de alto valor comercial, como
son, enzimas, proteinas, antibidticos y vitaminas entre
otros. Para optimizar su produccion es necesario
controlar las variables mas importantes del bioproceso,
como son biomasa, sustrato y el producto (1). Por lo que
es fundamental encontrar alguna variable facilmente
medible en linea que se pueda asociar con la produccién
del bioproducto de interés. Por otra parte, los
fructooligosacaridos (FOS) son los prebidticos mas
estudiados y utilizados (2). La sintesis de FOS es
catalizada por la accidon de enzimas fructosiltransferasas
(FT) a partir de sacarosa como sustrato (2).

El objetivo de este trabajo fue asociar la produccion de
enzimas FT en biorreactor con la evolucion dinamica de
los sélidos solubles totales (°Brix) monitoreados en linea
durante la fermentacion, ademas caracterizar molecular y
cinéticamente la FT.

Metodologia. Se monitored la produccion de la FT por
fermentacion sumergida en biorreactor. Se utilizo la cepa
Aspergillus aculeatus Lizuka ATCC 36411. La
fermentacion se corrid a 30°C, 200 rpm y 2.5 L/min de
aire, en un biorreactor con volumen de trabajo de 2.5 L
con medio de cultivo enriquecido con 20% de sacarosa.
El biorreactor se conect6é a una computadora personal
por un sistema de adquisicion de datos basado en
Simulink (MathWorks). Se monitoreo en linea el pH,
potencial REDOX (ORP), torque, biomasa viable y °Brix.
A la par se midi6 fuera de linea la actividad FT,
cuantificando la glucosa (por el método del DNS) que se
libera durante la formacion de FOS. La FT se purificé por
ultrafiltracién tangencial, seguida por intercambio i6nico
(DEAE) v filtracién en gel (S-200). Se estimd su peso
molecular en condiciones desnaturalizantes y nativas.
Finalmente, se determinaron los parametros cinéticos de
la FT purificada.

Resultados. En la Fig. 1, se muestra el comportamiento
de los °Brix medidos en linea durante la fermentacion, y
su relacion con la actividad FT. El fendmeno de alta
expresion de la actividad FT coincide con el decaimiento
de los °Brix, el cual es de tipo sigmoideo. Como se
muestra en la Fig. 2A, la FT se purific6 a homogeneidad
y presentd un peso molecular cercano a 64 kDa (carril 3)
en condiciones desnaturalizantes y de 140 kDa (Fig. 2B)
estimado en zimograma, lo que sugiera que la FT esta
ensamblada en su forma nativa como un homodimero.
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Fig. 1. Monitoreo en linea de los °Brix durante la fermentacion de A.
aculeatus, y la actividad FT medida fuera de linea.
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Fig. 2. (A) Perfil electroforético resultante de los procedimientos de
purificacion, 1: extracto crudo diafiltrado, 2: intercambio i6nico y, 3:
filtracién en gel. (B) Zimograma de actividad FT, 3: FT purificada corrida
bajo condiciones desnaturalizantes y reductoras, MW: marcador de
peso molecular y, 4: FT nativa.

El pH y la temperatura 6ptima de la FT fueron 6.0 y 65°C,
respectivamente. Bajo estas condiciones, la FT mostro
un comportamiento cinético tipo Michaelis-Menten con
una Km Yy Vmax de 340 mM y 777 (umol/min)/mg proteina,
respectivamente.

Conclusiones. Se utiliz6 el monitoreo en linea de los
°Brix para asociarlos con la produccion de la enzima FT
por A. aculeatus en biorreactor. Se purificé y caracterizo
bioguimicamente la FT.
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