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RESUMEN  

Se purificó y caracterizó una β-fructofuranosidasa producida por la levadura Torulaspora 

delbrueckii aislada a partir de la fermentación del mezcal. Varios experimentos de 

inducción se llevaron a cabo para la producción de la fructanasa, siendo los fructanos de 

agave (ATF)  el mejor inductor, mientras que la sacarosa no indujo la actividad enzimática. 

La proteína activa se trata de un dímero glicosilado con un peso molecular estimado de 416 

kDa. Las especificidades de sustrato se determinaron sobre moléculas con diferente 

estructura (sacarosa, ATF, inulina y levano) y se compararon con dos invertasas 

comerciales y una fructanasa comercial. La β-fructofuranosidasa purificada reveló una alta 

actividad catalítica en sacarosa y propiedades bioquímicas similares a invertasas producidas 

por S. cerevisiae y fructanasas producidas por K. marxianus, presentando una menor 

estabilidad térmica. El efecto de iones reveló que Mn
2 + 

y Ca 
+
 activan la enzima, mientras 

que Zn
2 +

, Cu
2 +

 y Hg
2 +

 son inhibidores fuertes. La enzima tiene potencial de aplicación 

industrial en la hidrólisis de sacarosa y fructanos de agave. Este trabajo constituye el primer 

reporte de la purificación y caracterización de una fructanasa de Torulaspora delbrueckii. 

ABSTRACT 

A β-fructofuranosidase produced by Torulaspora delbrueckii isolated from mezcal 

fermentation was purified and characterized. Several induction experiments were carried 

out for fructanase production, Agave tequilana fructans (ATF) was the best inducer while 

sucrose did not induce β-fructofuranosidase activity. The active protein was a dimeric 

glycosylated enzyme with an estimated molecular weight of 416 kDa. The substrate 

specificities were determined on molecules with different structure (Sucrose, ATF, inulin 

and levan) and compared with two commercial invertases and one commercial fructanase. 

The purified fructanase revealed a high catalytic activity on sucrose and biochemical 

properties similar to S. cerevisiae invertases and K. marxianus fructanases, the exception 

was a lower thermal stability. Mn
2+

 and Ca
+
 activated the enzyme, while Zn

2+
, Cu

2+
 and 

Hg
2+

 were stronger inhibitors. The enzyme has potential industrial application in sucrose 

and ATF hydrolysis. This work constitutes the first report of purification and 

characterization of a fructanase from Torulaspora delbrueckii. 
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El término Fructooligosacáridos (FOS) es usado hoy en día para oligómeros de fructosa, 

que contienen una unidad de glucosa y de 2 a 4 unidades de fructosa unidas por un enlace 

glicosídico β-2,1 o β-2,6 (Silva et al., 2013). Estos FOS constituyen una importante clase de 

carbohidratos debido a la β-configuración del C2 anomérico en sus monómeros de fructosa, 

la inulina y la oligofructosa son resistentes a la hidrólisis por enzimas digestivas humanas, 

debido a esto, los fructooligosacáridos son clasificados como oligosacáridos no digestibles 

lo que los hace que actúen como prebióticos (Chen et al.; Roberfroid, 2000). De las 

principales características prebióticas que presentan es que no son cariogénicos, brindan 

resistencia a infecciones, son de bajo dulzor y brindan una baja energía calórica, mejoran la 

absorción de minerales en el tracto gastrointestinal, no son digeribles lo que ayuda a 

estimular el crecimiento y desarrollo de la microflora gastrointestinal también llamada 

probiótica (Moore et al., 2003). 

Los FOS de grado alimenticio comercialmente pueden ser obtenidos de diversas fuentes o 

procesos industriales (Swennen, Courtin, & Delcour, 2006): En primer caso tenemos que se 

encuentran naturalmente en distintos alimentos de consumo humano como pueden ser: 

Fructanos (inulina de achicoria) o fructanos de agave. Por otra parte, se pueden producir 

por la hidrólisis de cadenas largas o síntesis química, o enzimática a partir de sacarosa.  

La hidrólisis y síntesis enzimática de FOS es llevada a cabo por enzimas β-

fructofuranosidasas y fructosiltransferasas respectivamente, las β-fructofuranosidasas 

pueden desplazar el equilibrio hacia la síntesis a altas concentraciones de sacarosa. Como 

por ejemplo, las enzimas reportadas de hongos del género Aspergillus y Aureobasidium 

(Hernalsteens & Maugeri, 2008c; Yun, 1996). En bacterias incluyen estudios en Bacillus 

macerans, Zymomonas mobilis, Lactobacillus reuteri, a pesar del conocimiento que se tiene 

sobre la producción de invertasas, poco se puede encontrar de levaduras productoras de 

enzima capaces de producir FOS (Hernalsteens & Maugeri, 2010; Santos, 2003; Yun, 

1996). 

De las levaduras reportadas para la producción de enzimas capaces de sintetizar FOS son 

del género Schwanniomyces occidentalis, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces 

Marxianus, Rhodotorula dairenensis, Cryptococcus sp. Kluyveromyces, Rhodotorula sp, 

Candida, (Álvaro-Benito et al., 2007; Andjelković, Pićurić, & Vujčić, 2010; Arrizon, 
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Morel, Gschaedler, & Monsan, 2011; Gutiérrez-Alonso, Fernández-Arrojo, Plou, & 

Fernández-Lobato, 2009; Hernalsteens & Maugeri, 2008b; Nemukula, Mutanda, Wilhelmi, 

& Whiteley, 2009).  

Arrizon et al (2012) reportaron por primera vez que Candida apicola y Torulaspora 

delbrueckii son levaduras con potencial para la producción de enzimas capaces de sintetizar 

FOS.  

El mecanismo de acción de las fructosiltransferasas depende de la fuente, en el caso de las 

plantas se necesita de una serie de enzimas que actúan de manera secuencial, casi siempre 

una enzima realiza la síntesis del precursor mientras que otra realiza la elongación de la 

polimerización (van Arkel et al., 2012). En el caso de los microorganismos una sola enzima 

realiza esta reacción, esta actúa sobre la sacarosa en una reacción no-proporcional, en 

donde una molécula se sacarosa sirve como donador y otra como aceptor (Maiorano, 

Piccoli, da Silva, & de Andrade Rodrigues, 2008; Rodríguez, Sánchez, & Alméciga-Díaz, 

2010). 

Debido al creciente interés de la industria alimenticia por los fructooligosacáridos, se han 

buscado nuevas enzimas con capacidad catalítica de síntesis de FOS, así como la respectiva 

optimización de su aplicación en procesos enzimáticos constituye una ventaja tecnológica. 

Por lo que en este trabajo se presenta por primera vez, la purificación y caracterización 

bioquímica de una β-fructofuranosidasa purificada a homogeneidad de una levadura 

Torulaspora delbrueckii aislada del mezcal, incluyendo su evaluación en reacciones de 

transfructosilación a partir de sacarosa para la síntesis de fructooligosacáridos.    
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1.1 ALIMENTO FUNCIONAL  

 

Desde 1980 ha existido un gran interés sobre el estudio de la microflora gastro-intestinal, 

tanto para los seres humanos como para los animales (Hernalsteens & Maugeri, 2010). Por 

lo que el desarrollo de alimentos funcionales ha tenido gran desarrollo en los últimos años. 

Un Alimento funcional es aquel que actúa beneficiosamente sobre una o más funciones del 

cuerpo, mejorando la salud y el bienestar y/o reduciendo el riesgo de enfermedad (Olagnero 

et al., 2007). Un alimento funcional debe seguir siendo un alimento y debe además 

demostrar sus efectos en las cantidades en que normalmente se espere sea consumido en la 

dieta: no es una píldora o cápsula, sino que es parte del patrón alimentario habitual (Action, 

1999). Muchos de los alimentos funcionales que se comercializan hoy en día basan su 

composición en probióticos y prebióticos, entre otras moléculas bioactivas. 

 

1.2 PROBIOTICOS Y PREBIÓTICOS 

 

1.2.1 Probióticos  

 

El término "probiótico" se introdujo por primera vez en 1965 por Lilly y Stillwell; en 

contraste con los antibióticos, los probióticos se definieron como factores derivados de 

microbios que estimulan el crecimiento de otros organismos. En 1989, Roy Fuller hizo 

hincapié en el requisito de la viabilidad de los probióticos e introdujo la idea de que tienen 

un efecto beneficioso en el hospedero. Los probióticos son microorganismos vivos que se 

pueden formular en diferentes tipos de productos, incluyendo alimentos, medicamentos y 

suplementos dietéticos.  

Las especies de Lactobacillus y Bifidobacterium son los más utilizados como probióticos, 

pero especies de la levadura Saccharomyces cerevisiae y algunas de E. coli y Bacillus 

también se utilizan como probióticos. Bacterias del ácido láctico, incluyendo las especies 

de Lactobacillus, que se han utilizado para la conservación de los alimentos por 

fermentación durante miles de años, pueden realizar una doble función al actuar como 
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agentes para la fermentación de alimentos y, además, potencialmente impartir beneficios 

para la salud. En sentido estricto, sin embargo, el término "probiótico" debe reservarse para 

microorganismos vivos en los cuales se ha demostrado en estudios controlados en humanos 

que generan un beneficio para la salud (Guarner et al., 2008). 

 

1.1.2 Prebióticos 

 

Los prebióticos fueron definidos por Gibson y Roberfroid en 1995 como “ingredientes que 

no son hidrolizados por las enzimas intestinales y que ejercen un efecto positivo para la 

salud porque estimulan selectivamente el crecimiento de microorganismos benéficos, 

mientras que inhiben el crecimiento de potenciales especies perjudiciales”(Gibson, Probert, 

Van Loo, Rastall, & Roberfroid, 2004).  

A diferencia de los probióticos, la mayoría de los prebióticos se utilizan como ingredientes 

en alimentos como pueden ser: galletas, cereales, chocolate, y productos lácteos. Los 

Prebióticos comúnmente conocidos son: la oligofructosa, la inulina, galactooligosacáridos, 

la lactulosa y oligosacáridos de la leche materna.  

La lactulosa es un disacárido sintético que se usa como un medicamento para el tratamiento 

del estreñimiento y la encefalopatía hepática. La oligofructosa prebiótica se encuentra 

naturalmente en muchos alimentos, como el trigo, cebollas, plátanos, miel, ajo y puerros. 

La oligofructosa también se pueden aislar de la raíz de achicoria o sintetizarse 

enzimáticamente a partir de sacarosa. La fermentación de oligofructosa tiene un gran 

número de efectos fisiológicos, incluyendo: aumentar el número de bifidobacterias en el 

colon, al aumento de la absorción de calcio (Guarner, et al., 2008).  
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1.3 FRUCTANOS  

 

Las moléculas con propiedades prebióticas más estudiadas son la inulina y los 

fructooligosacáridos. Ambas sustancias, junto con el Lévano, se incluyen en un grupo de 

compuestos denominados fructanos. Los fructanos son moléculas de β-fructosil-fructosa 

producidos por una amplia gama de bacterias, levaduras u hongos y se producen también 

por fructosiltransferasas especializadas en plantas, pero no se encuentran en el reino animal 

(Almeciga-Diaz et al., 2011). Los fructanos presentan diferentes tipos de ramificaciones y 

grados de polimerización como se muestra en la Figura 1.  

En las plantas, después de almidón y sacarosa, los fructanos son los hidratos de carbono de 

almacenamiento más importantes, presentes en aproximadamente el 15% de plantas con 

flores. Los fructanos son importantes para la supervivencia de las plantas, especialmente 

bajo condiciones de sequía y bajas temperaturas. Además de ser una fuente de nutrición 

cuando la producción de alimentos se limita (Brocklebank & HendrỲ, 1989; Johnson et al., 

2013). En los organismos microbianos los fructanos ayudan a resistir el estrés ambiental y a 

la asimilación de nutrientes. También pueden proteger a las células microbianas de la 

fagocitosis y compuestos antibióticos (Arrizón et al., 2014). 

 

1.3.1 INULINA 

 

La inulina es un carbohidrato de reserva energética presente en más de 36 000 especies de 

plantas, aislada por primera vez en 1804, a partir de la especie Inula helenium, por un 

científico alemán de apellido Rose. En 1818, Thomson, un científico británico, le dio el 

nombre actual (Stephen & Phillips, 2006). La inulina está constituida por moléculas de 

fructosa unidas por enlaces β-(2→1) fructosil-fructosa (Madrigal & Sangronis, 2007).  
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Figura  1 Estructura principal de fructanos en la naturaleza producida por plantas y 

microorganismos, inulina (a), lévano (b), neo-inulina (c), neo-lévano (d) y fructanos 

ramificados (e). Imagen tomada de (Arrizón, et al., 2014). 
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Entre las especies de plantas que producen inulina se identifican las del grupo Liliaceae 

(ajo, cebolla espárrago, ajoporro) y Compositae (achicoria, pataca o tupinambo y yacon) 

(Tabla 1). Las especies con mayor contenido de inulina la almacenan en la parte 

subterránea de la planta, otras especies (por ejemplo en la familia Gramineae) presentan 

altos contenidos de fructanos en sus partes aéreas, pero con bajo rendimiento de extracción 

a nivel industrial, a comienzos de la presente década, la inulina se obtiene a partir de dos 

especies: la pataca (Helianthus tuberosus) y la achicoria (Cichorium intybus), siendo ésta 

última la fuente industrial más común (Flamm, Glinsmann, Kritchevsky, Prosky, & 

Roberfroid, 2001). 

 

Tabla 1 Contenido promedio de inulina en diferentes especies vegetales 

Especie vegetal Inulina Inulina 

(g/100g base 

seca) 

Pataca (Helianthus tuberosus) 89 

Achicoria (Cichorium intybus) 79 

Raíz de Dalia (Dahlia spp.) 59 

Cebolla (Allium cepa L.) 48 

Ajoporro (Allium porrum L.) 37 

Ajo (Allium sativum) 29 

Yacon (Smallanthus sonchifolius) 27 

Espárrago (Asparragus officinalis L.) 4 

Cambur (Musa cavendishii) 2 

Centeno (Secale cereale) 1 

Tabla tomada de (Madrigal & Sangronis, 2007) 

 

1.3.2 LEVANO 

 

Los levanos son polifructanos unidos por enlaces β (2-6) (Figura 2), de alto peso molecular 

solubles en agua con rotación óptica  negativa, formados por la acción de la enzima levano-

sacarasa que hidroliza la sacarosa y transfiere la D-fructosa a cadenas crecientes de 

fructanos para formar levanos producidos por microorganismos como Pseudomonas 

fluorecens, Corynebacterium beticola y especies de Bacillus sp. (Y. Han & Watson, 1992; 

Serrano Galvis, 2006). 
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Los levanos que son producidos a partir de sacarosa, presentan potencial en aplicaciones 

industriales, tales como revestimiento de superficie o estabilización de la emulsión, debido 

a su baja viscosidad y alta solubilidad en agua, los levanos pueden ser un potencial sustituto 

de la goma árabiga (Y. Han & Watson, 1992; Y. W. Han, 1990). 

 

 

Figura  2 Estructura de Lévano 

 

1.3.3 FRUCTOOLIGOSACÁRIDOS  

 

El término Fructooligosacáridos (FOS) es usado hoy en día para oligómeros de fructosa, 

que contienen una unidad de glucosa y de 2 a 4 unidades de fructosa unidas por un enlace 

glicosídico β-2,1 (Silva, et al., 2013). Estos FOS constituyen una importante clase de 

carbohidratos debido a la β-configuración del C2 anomérico en sus monómeros de fructosa, 

la inulina y la oligofructosa son resistentes a la hidrólisis por enzimas digestivas humanas, 

debido a esto, los fructooligosacáridos son clasificados como oligosacáridos no digestibles 

lo que los hace que actúen como prebióticos (Chen, et al.; Roberfroid, 2000). 

 

De las principales características prebióticas que presentan es que no son cariogénicos, 

brindan resistencia a infecciones, son de bajo dulzor y brindan una baja energía calórica, 

mejoran la absorción de minerales en el tracto gastrointestinal, no son digeribles lo que 

ayuda a estimular el crecimiento y desarrollo de la microflora gastrointestinal también 

llamada probiótica (Moore, et al., 2003). 
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Los FOS pueden presentar diferentes tipos de acuerdo a su estructura química (Figura 3). 

Los FOS tipo inulina consisten principalmente de unidades β-D-fructosil lineales unidos 

por enlaces β (2-1), de los cuales el más conocido es 1-kestosa. Los FOS tipo neo-inulina 

tienen una estructura consistente de unidades β-D-fructosil unidas al C-1 y C-6 de las 

unidades glucosil mediante enlaces β (2-1) o β (2-6), siendo la neo-kestosa la más 

conocida. Los FOS tipo lévano consisten principalmente en unidades β-D-fructosil  lineales 

unidos por enlaces β (2-6), siendo la 6-kestosa la mayoritaria de este tipo (Tian, Karboune, 

& Hill, 2014).  

 

 

Figura  3 Estructura química de diferentes tipos de FOS (1-kestosa, neo-kestosa y 6-

kestosa).   
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1.3.3.1 PROPIEDADES NUTRICIONALES DE FOS  

 

El consumo de FOS tiene beneficios potenciales, ya que los FOS son una fibra dietética 

soluble y es resistente a la digestión por enzimas endógenas, reduce el pH fecal, disminuye 

el tiempo de tránsito gastrointestinal (Hidaka, Eida, Takizawa, Tokunaga, & Tashiro, 

1986). Al igual que otras fibras solubles, se ha  demostrado que los FOS pueden mejorar el 

estreñimiento moderado, reducir el colesterol y para moderar la absorción de glucosa en 

adultos (Moore, et al., 2003).  

Otro de los beneficios que presenta la administración de prebióticos tipo FOS en la dieta es 

la mejora de la absorción de minerales tan importantes como el Ca y el Mg. El intestino 

delgado es la zona donde normalmente estos minerales se absorben pero gracias a los 

ácidos grasos de cadena corta generados como productos de la flora intestinal tras la ingesta 

de prebióticos, el colon también es capaz de absorberlos de manera eficiente (Lafraya 

Aguado, 2011).  

La dieta humana es conocida por influir en la composición de las especies y las 

características metabólicas de la microbiota intestinal, y por lo tanto en la conversión de 

procarcinógenos a agentes carcinógenos. Se ha reportado una relación entre el alto 

contenido de grasa y proteínas en la dieta de la sociedad occidental y mayores densidades 

de bacterias de putrefacción, elevada actividad de enzimas reductoras, y un aumento de la 

incidencia de cáncer colorrectal. Otra prueba es proporcionada por la relación inversa entre 

el riesgo de cáncer de colon y el consumo de fibra dietética (Arrizón, et al., 2014). La 

recomendación nutricional de FOS posee diferencias actualmente, en Estados Unidos el 

consumo diario recomendado es de 1 a 4 g por día mientras que en Europa se sugiere un 

consumo de 3 a 11 g por día (Olagnero, et al., 2007). 

De todos los polisacáridos y oligosacáridos no digeribles, los Fructooligosacáridos son los 

más conocidos y utilizados como prebióticos debido a que estos cumplen con todos los 

criterios de seguridad alimentaria.  
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1.3.3.2 PRODUCCIÓN INDUSTRIAL DE FOS  

 

La investigación sobre métodos de producción de oligosacáridos para alimentación 

comenzó en Japón en los años 1970-1975. Desde entonces el desarrollo de nuevos 

compuestos con propiedades funcionales ha continuado y el mercado también sigue 

expandiéndose gradualmente (Nakakuki, 2005). En el año 1990 se produjeron 4 000 

toneladas de FOS, mientras que en el 1995 fueron 12 000 (Lafraya Aguado, 2011). En la 

actualidad no se conoce a ciencia cierta qué cantidad de FOS se producen anualmente en el 

mundo, lo más reciente indica que sólo en Japón se generaron 3 500 toneladas de FOS  y    

6 500 de GOS, aun cuando la producción de FOS es menor a la de GOS, esta irá en  

aumento debido a que en Europa los FOS son el prebiótico más empleado, principalmente 

porque han sido los compuestos bifidogénicos mejor estudiados y caracterizados (Lafraya 

Aguado, 2011; Nakakuki, 2005). 

En la actualidad la producción de fructooligosacáridos (FOS) para la formulación de 

alimentos funcionales ha cobrado importancia económica, estos compuestos se obtienen 

actualmente con procesos enzimáticos patentados mediante la hidrólisis enzimática de 

fructanos largos, o mediante reacciones de transfructosilación a partir de sacarosa. 

 

1.3.3.3 HIDRÓLISIS Y SÍNTESIS ENZIMÁTICA 

 

Los Fructooligosacáridos de grado alimenticio comercialmente pueden ser obtenidos de 

diversas fuentes o procesos industriales: Naturalmente se encuentran en distintos alimentos 

de consumo humano como pueden ser: Fructanos (inulina), Oligosacáridos de la Soya 

como Rafinosa y estequiosa por  extracción directa del concentrado de Soya (Swennen, et 

al., 2006).  

Industrialmente, los fructooligosacáridos pueden ser obtenidos por dos procesos 

enzimáticos, el primer método es por la hidrólisis enzimática de fructanos largos, 

produciendo una gran cantidad de FOS pero sin glucosa en su estructura. En el segundo los 

FOS se producen a partir del disacárido sacarosa usando la actividad transfructosilación de 
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enzimas fructosiltransferasas, también conocidas como β-fructofuranosidasas debido a una 

actividad secundaria obtenida a altas concentraciones de sacarosa. Estas enzimas que 

presentan un alto grado de homología sobre la secuencia de sus aminoácidos, se clasifican 

en la familia 32 Y 68 de las glicosil-hidrolasas (GH, CE 3.2.1.x), de acuerdo al servidor 

Carbohydrate-Active enZYmes (http://www.cazy.org/) (Álvaro-Benito, et al., 2007). Se 

necesita una elevada concentración de sustrato inicial para una eficaz transfructosilación 

(Arrizón, et al., 2014; Rodríguez, et al., 2010). Los FOS que son sintetizados 

enzimáticamente contienen diferentes unidades de fructosa (dependiendo de la fuente 

enzimática) y una molécula de glucosa en su estructura (Figura 1).   

 

1.4 GLICOSIL-HIDROLASAS  

 

Las GH son un grupo amplio de enzimas que hidrolizan el enlace glicosídico entre dos o 

más carbohidratos, o entre un hidrato de carbono y un resto no-carbohidrato o que son 

capaces de sintetizar un enlace glicosídico (figura 5). La nomenclatura IUBMB Enzyme de 

las GH se basa en su especificidad de sustrato y ocasionalmente en su mecanismo 

molecular; tal clasificación no refleja las características estructurales de estas enzimas 

(Steve Withers, 2015). Otra clasificación de estas enzimas es dependiendo a la capacidad 

que tienen para hidrolizar un sustrato en el extremo (con mayor frecuencia, pero no siempre 

es el extremo reductor) o por la mitad de la cadena del sustrato. Exo si hidroliza en el 

extremo y Endo si hidroliza dentro de la cadena (Figura 4) (W. Lammens et al., 2009; Steve 

Withers, 2015).  

 

Figura  4 Clasificación como exo o endo dependiendo de su lugar de actuación.  

1.4.1 FAMILIA GH32 Y GH68  

http://www.cazy.org/
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Las familias GH32 y GH68 se agrupan en el clan GH-J. El Clan GH-J no solo alberga 

hidrolasas típicas, sino también transferasas tipo fructosiltransferasas, que participan en la 

síntesis de fructanos. La familia  GH32 comprende invertasas (provenientes de hongos y 

bacterias), endo- y exo-inulinasas, levanasas. La familia GH68 incluye levansacarasas 

bacterianas, inulosucrasas y algunas β-fructofuranosidasas (Lafraya Aguado, 2011; W. 

Lammens, et al., 2009).   

 

Las enzimas de la familia GH32 proceden de bacterias, hongos o plantas (Tabla 2) y la 

mayoría contienen, además del dominio β-propeller característico del clan GH-J, un 

dominio adicional C-terminal (Figura 5), que hasta el momento no se conoce la 

funcionalidad a ciencia cierta, pero se cree le confiere estabilidad a las enzimas (W. 

Lammens, et al., 2009).  

 

 

Tabla 2 Origen y tipo de actividad enzimática para GH 32 y GH 68. 

Familia  Origen  Tipo de actividad enzimática  

GH 32  Plantas  Invertasa  

Exo-fructanhidrolasa 

Fructosiltransferasa 

  

Levaduras y Hongos  Invertasa  

Exo-fructanhidrolasa 

Endo-fructanhidrolasa 

Fructosiltransferasa 

 

Bacteria  β-fructosidasa  

GH 68 Bacteria  Fructosiltransferasas 

 Inulosucrasas  

 Levansucrasa  

 Otras 

fructosiltransferasas  

Tabla adaptada de (Arrizón, et al., 2014) 
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Se han determinado tres residuos ácidos conservados, dos aspárticos (D) y un glutámico 

(E), conocidos como la tríada catalítica que son indispensables para la unión a sustrato y la 

catálisis (Tabla 3). Estos tres residuos se localizan en tres motivos conservados 

“WMNDPNG”, “EC” y “RDP” (W. Lammens, et al., 2009).  

 

El ácido aspártico del motivo “RDP” no parece estar directamente involucrado en el 

mecanismo catalítico, sino que probablemente esté implicado en la estabilización del estado 

de transición. Los primeros estudios sobre las invertasas de levadura extracelular 

identificaron al Asp23 del motivo WMNDPNG como el nucleófilo y Glu204 del motivo 

CE como el catalizador ácido / base (W. Lammens, et al., 2009; Reddy & Maley, 1996). 

Pero recientes estudios de estructura y función revelaron que dos aminoácidos esenciales 

(W y N) en este motivo son importantes para el desarrollo de la actividad de 

transfructosilación. El motivo CE también contiene, junto al catalizador ácido / base 

general, una cisteína conservada. Sin embargo, en la familia GH68 tiene una arginina en 

esa posición (Lafraya Aguado, 2011; W. Lammens, et al., 2009; Reddy & Maley, 1996).  

 

 

 Tabla 3 Motivos conservados en los sitios activos de las estructuras resueltas 

Familias 

Motivos 

Nucleófilo (Asp) 
Catalizador ácido / Base 

(Glu) 

Estabilizador de 

(Asp) 

GH68 

WMNDPNG EC RDP 

DVWDSWP IERAN RDP 

WVWDTWT TERPQ RDP 

GH32 

WMNDPNG WECPD RDP 

WMNDPNG IECPD RDP 

WMNDPNG WECPG RDP 

WMNDPNG WECPD RDP 
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Figura  5 Representación de dominios catalíticos familia GH32 y GH68. Figura adaptada 

de (W. Lammens, et al., 2009) 

 

 

1.4.2 MECANISMO DE REACCIÓN  

 

La formación de un nuevo enlace glicosídico que tiene lugar en una reacción de 

transfructosilación y la hidrólisis de ese mismo enlace, son reacciones con un mecanismo 

catalítico muy similar y por tanto son potencialmente catalizables por una misma enzima 

(Lafraya Aguado, 2011).  

El mecanismo catalítico implica una reacción de dos etapas en el cual un enlace covalente 

intermedio glicosil-enzima se forma y se hidroliza mediante un estado de transición del ion 

oxocarbenio (Figura 6). 
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 En el primer paso (glicosilación) un ataque nucleófilo es realizado en el carbono 

anomérico del sustrato de azúcar por el carboxilato del nucleófilo, formando un enlace 

covalente intermedio fructosa-enzima. El catalizador ácido / base actúa como un ácido 

general al donar un protón al grupo glicosil saliente. En el segundo paso (desglicosilación) 

el catalizador ácido / base actúa como una base general, eliminando un protón del aceptor 

fructosil entrante (agua o un azúcar apropiado como aceptor, dependiendo si es hidrólisis o 

síntesis), el cual hidroliza el enlace enzima fructosa (W. Lammens, et al., 2009). 

 

 

Figura  6 Mecanismo de reacción de una invertasa de la pared celular de A. thaliana 

(GH32). El nucleófilo y el catalizador ácido-base son D23 y E203, respectivamente. 

Sacarosa (sustrato donante) se hidroliza (agua como aceptor) en fructosa y glucosa (W. 

Lammens, et al., 2009). Figura adaptada de la Figura 2 en (Willem Lammens, Le Roy, Van 

Laere, Rabijns, & Van den Ende, 2008).  
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1.5 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE ENZIMAS CON ACTIVIDAD 

FRUCTOSILTRANSFERASA  

 

Debido al creciente interés de la industria alimenticia por los fructooligosacáridos, se han 

buscado nuevas enzimas con capacidad catalítica de síntesis de FOS, así como la respectiva 

optimización de su aplicación en procesos enzimáticos constituye una ventaja tecnológica 

Estas enzimas han sido buscadas y reportadas principalmente de hongos del genero 

Aspergillus y Aureobasidium, perteneciendo principalmente a la familia GH 32 (Arrizón, et 

al., 2014; Hernalsteens & Maugeri, 2008a). En bacterias las enzimas producidas son para la 

síntesis de fructanos como la inulina y lévanos largos, la mayoría de ellos pertenecen a la 

familia GH68 (Arrizón, et al., 2014). Los estudios en bacterias se encuentran reportes en 

Bacillus macerans, Zymomonas mobilis, Lactobacillus reuteri, a pesar del conocimiento 

que se tiene sobre la producción de invertasas, poco se puede encontrar de levaduras 

productoras de enzima capaces de producir FOS (Hernalsteens & Maugeri, 2010; Santos, 

2003). De las levaduras reportadas para la producción de enzimas capaces de sintetizar FOS 

(Tabla 4), han sido principalmente Schwanniomyces occidentalis, Saccharomyces 

cerevisiae, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula dairenensis, asi como otras de los 

géneros Cryptococcus sp., Kluyveromyces, Rhodotorula sp., Candida, (Álvaro-Benito, et 

al., 2007; Andjelković, et al., 2010; Arrizon, et al., 2011; Gutiérrez-Alonso, et al., 2009; 

Hernalsteens & Maugeri, 2008b; Nemukula, et al., 2009).  

Arrizon et al (2012) reportaron por primera vez que Candida apicola y Torulaspora 

delbrueckii son levaduras con potencial para la producción de enzimas capaces de sintetizar 

FOS. 
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Tabla 4 Comparación de las propiedades catalíticas de fructanasas en diferentes levaduras caracterizadas 

 

 

Levadura 

 

 

Peso 

Molecular 

(kDa) 

 

Parámetros 

Cinéticos 

 

Óptimo 

 

 

Efecto de iones 

 

Referencia 

Km 

(Mm) 

Kcat 

(s
-1

) 

 

pH T 

(   C) 

 

Activadores 

 

Inhibidores 

K. marxianus 250 29.1
S 

7.2
I 

0.33
S 

0.7
I 

5
S 

5
I 

55
S 

55
I 

Ca
2+ 

Hg
2+

 Cu
2+

 Zn
2+

 

Mn
2+

 

(Arrizon, et al., 2011) 

K. marxianus 72 11.9
S 

3.9
I 

- 4.4
I 

55
I 

Fe
2+ 

Mg
2+

 Cu
2+

 Zn
2+

 

Ca
2+

 Fe
3+ 

(Singh, Dhaliwal, & Puri, 2007) 

P. guillermondii 50 21.1
I
* - 6

I 
60

I 
Ca

2+
 K

+
 Na

+
 

Fe
2+

 Cu
2+ 

Mg
2+

 Hg
2+

 Ag
+ 

(Gong et al., 2008) 

Schw. occidentalis 85 4.9
S 

80.5
S 

5.5
S 

45-55
S - - 

(Álvaro-Benito, et al., 2007) 

Cry. aureus 60 20.0
I
* - 5

I 
50

I 
Ca

2+
 K

+
 Na

+
 

Fe
2+

 Cu
2+ 

Mg
2+

 Hg
2+

 Ag
+ 

(Sheng, Chi, Gong, & Li, 2008) 

Cry. sp. 90-130 64.0
S 

- 4.5
I 

60
S 

K
+
 Ca

2+
 Zn

2+ 
Cu

2+ 
(Hernalsteens & Maugeri, 

2008a) 

X. dendrorhous 33 62
S 

- 6.4
S 

45
S 

Al
3+

 Li
+
 Mn

2+
 

Ba
2+

 Ca
2+ 

K
+
 Mg

2+
 Zn

2+ 
(Chen, et al., 2011) 

X. dendrorhous 200 4.1
S 

422
S 

4.5-6
S 

65-85
S 

- - (Linde et al., 2012) 

C. utilis 

 

62 

300 

1.54
S 

2.8
S 

- 4.4
S 

4.4
S 

70
S 

70
S 

- - (Belcarz, Ginalska, 

Lobarzewski, & Penel, 2002) 

R. sp. 170 - - 4.5
S 

67
S 

Cu
2+

 Zn
2+

 Ca
2+

 Na
+
 Mn

2+ 
(Hernalsteens & Maugeri, 

2008c) 

R. dairensis 680 1.2
S 

108.3
S 

5
S 

55
S
 - - (Gutiérrez-Alonso, et al., 2009) 

S. cerevisiae 120 26.1
S 

9.4X10
3 S 

5.5
S 

- - - (Maley, 1996) 

S. cerevisiae 270 25.6
S 

- 3.5-5
S 

60
S 

- - (Andjelković, et al., 2010) 
S
: Sacarosa, 

I
: Inulina, * mg•ml

-1
, Schw: Schwanniomyces, Cry: Cryptococcus 
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1.5.1 Torulaspora delbrueckii  

 

Entre las levaduras aisladas del proceso de fermentación de mezcal, las especies 

Torulaspora delbrueckii (Figura 7) fueron reportados recientemente como nuevos 

productores β-fructofuranosidasa con fructanos de agave como un inductor más fuerte 

(Arrizon, et al., 2011). T. delbrueckii es un microorganismo GRAS y se asocia con varias 

actividades humanas, por ejemplo en alimentos y productos fermentados tales como aceites 

vegetales (Bautista-Gallego et al., 2011), vino (Warren Albertin et al., 2014), queso 

(Montel et al., 2014), la fermentación del café (Evangelista et al., 2014) y la fermentación 

de la carne (Mendoza, Padilla, Belloch, & Vignolo, 2014). Torulaspora delbrueckii 

presenta de igual manera interesantes propiedades biotecnológicas (W. Albertin et al., 

2014), tales como la tolerancia de congelación (Hernandez-Lopez, Prieto, & Randez-Gil, 

2003) y una alta osmotolerancia (Tofalo et al., 2009), que es útil para la fermentación de 

masa fermentada. En la actualidad, algunos artículos han sido publicado acerca de las 

enzimas purificadas del mezcal de levaduras no-Saccharomyces, pero no hay ninguna 

información sobre las propiedades bioquímicas de ß-fructofuranosidasas de T. delbrueckii 

(Arrizon, Morel, Gschaedler, & Monsan, 2012). 

 

 

Figura  7 Levadura Torulaspora delbrueckii vista a microscopio con objetivo 40x.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 

Debido al alto interés de la industria alimenticia por los fructooligosacáridos se han 

buscado nuevas enzimas con capacidad catalítica de síntesis de FOS, así como la respectiva 

optimización de su aplicación en procesos enzimáticos constituye una ventaja tecnológica, 

previo a la optimización de los procesos enzimáticos, es necesaria la purificación y la 

caracterización bioquímica de las enzimas. 

Arrizon y colaboradores en 2012, en el estudio realizado en 50 levaduras no-

Saccharomyces aisladas de mezcal observaron que T. delbrueckii, K. marxianus y C. 

apicola presentaron actividad fructosiltrasferasa. Santos y Maugeri en 2007 reportaron que 

K. marxianus es capaz de llevar a cabo reacciones de transfructosilación, pero para las 

cepas de T. delbrueckii y C. apicola fue la primera vez que se reportó que son productoras 

de enzimas con actividad fructosiltrasferasa, las cuales hasta la fecha no han sido 

purificadas ni caracterizadas bioquímicamente (Gomez, Tuohy, Gibson, Klinder, & 

Costabile, 2009; Maugeri & Hernalsteens, 2007).  

Por lo que en este trabajo se pretende purificar y caracterizar bioquímicamente una 

fructanasa producida por la levadura Torulaspora delbrueckii tanto en reacciones de 

hidrólisis de fructanos como de síntesis de FOS.  
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3. HIPÓTESIS  

 

La purificación y caracterización de una nueva β-fructofuranosidasa con actividad 

fructosiltransferasa producida por la levadura Torulaspora delbrueckii, permitirá obtener 

nuevos conocimientos sobre el desplazamiento del equilibrio de reacción de hidrólisis hacia 

la síntesis enzimática de fructooligosacáridos a altas concentraciones de sacarosa.  
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4. OBJETIVO GENERAL 

 

Purificar y caracterizar bioquímicamente una β-fructofuranosidasa con actividad 

fructosiltransferasa producida por la levadura Torulaspora delbrueckii, tanto en reacciones 

de hidrólisis de fructanos como de síntesis de fructooligosacáridos (FOS). 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

i. Realizar pruebas de afinidad de la β-fructofuranosidasa  producida 

por Torulaspora delbrueckii con diferentes resinas (aniónicas, 

catiónicas, hidrofóbicas) para la selección de la más adecuada como 

primera etapa de purificación. 

 

ii. Purificar la β-fructofuranosidasa de Torulaspora delbrueckii por 

técnicas cromatográficas con apoyo de un FPLC (Fast Protein Liquid 

Chromatography) y evaluar la banda responsable de la actividad 

mediante zimogramas, así como su pureza y masa molecular por 

electroforesis SDS-PAGE para enviar a secuenciar la banda de la 

enzima y conocer  su región N-terminal. 

 

iii. Determinar el pH óptimo y la temperatura óptima en la actividad de 

la β-fructofuranosidasa, evaluar su termoestabilidad y obtener los 

parámetros catalíticos (Vmax, Km, Kcat) tanto en reacciones de 

hidrólisis de fructanos, como de síntesis de fructooligosacáridos. 

 

iv. Optimizar la síntesis enzimática de fructooligosacáridos con la 

enzima purificada mediante un diseño superficie de respuesta. 
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5. METODOLOGÍA 

 

5.1 MATERIALES  

 

La levadura Torulaspora delbrueckii (DN1) pertenece a la colección de cultivos del Centro 

de Investigación y Asistencia en Tecnología del Estado de Jalisco (Guadalajara, México). 

Inulina y Sacarosa fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). Los Fructanos de 

Agave se compraron a CEASA, México. Todos los demás productos químicos fueron grado 

reactivo. 

 

5.2 CONDICIONES DE CRECIMIENTO Y PRODUCCIÓN DE EXTRACTO 

ENZIMÁTICO 

 

Para reactivar la cepa que se encuentra a -80 °C se tomó un vial y se inoculó en 100 ml de 

medio YPD (extracto de levadura 10 g•l
-1

, peptona 20 g•l
-1

, dextrosa 20 g•l
-1

), se incubó en 

matraces Erlenmeyer a 30 °C (250 rpm, 24 h). De este matraz se inocularon 2x10
6
 células• 

ml
-1

 en medio mineral (urea 8 g•l
-1

, K2PO4 2 g•l
-1

, MgSO4 • 7H2O 3 g•l
-1

, se esterilizó a 121 

°C durante 15 min) con una solución de Fructanos de Agave (50 g•l
-1

 se esterilizó a 105 °C 

durante 5 min), se incubaron a 30 ºC (250 rpm, 48 h). La biomasa se separó por 

centrifugación (6000 rpm, 4 ºC, 20 min) y el extracto enzimático (sobrenadante) se filtró a 

0.45 micras, para eliminar las partículas y residuos celulares. 

 

5.3 PURIFICACIÓN ENZIMÁTICA  

 

El extracto enzimático (1 L) se diafiltró a 4 °C en una membrana de nitrocelulosa de 10 

kDa (buffer Tris-HCl, 20 mM, pH 7,8) y se concentró por filtración forzada con nitrógeno. 

El extracto concentrado (40 ml) se aplicó a una columna de intercambio aniónico (QFF 

HiPrep 16/10), previamente equilibrada con el mismo buffer. La proteína se eluyó con 2 
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volúmenes de columna de un gradiente lineal de 0-1 M de NaCl con un flujo de 5 ml•min
-1

. 

Las fracciones activas en sacarosa se colectaron y se concentraron a 1 ml, para 

posteriormente inyectarse a una columna de filtración en gel (Superdex 200) para separar la 

fructanasa y estimar el peso molecular de la enzima purificada por cromatografía de 

exclusión de tamaño.  

La columna fue equilibrada con NaCl 150 mM en buffer Tris-HCl 20 mM, pH 7,5 a un 

flujo de 1 ml•min
-1

. La pureza de la enzima fue verificada por análisis de SDS-PAGE. La 

enzima purificada se almacenó a -20 °C. 

 

5.4 DETERMINACIÓN DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA  

 

Se utilizaron diferentes sustratos para determinar la actividad enzimática con sacarosa, 

fructanos de agave, inulina o levano a una concentración de 10 g•l
-1

 en una solución 

tampón de acetato a pH 5.0, y se siguió el protocolo reportado por (Arrizon, et al., 2012). 

 

5.5 DETERMINACIÓN DE ÓPTIMO PH, TEMPERATURA Y TERMO-

ESTABILIDAD  

 

El pH óptimo se determinó para diferentes sustratos (sacarosa, inulina y fructanos de agave) 

mediante la medición de actividad fructanasa a temperatura constante (50 °C) y diferentes 

pH: 3.5 a 6.0 (100 mM de buffer acetatos), 6.0-7.0 (100 mM buffer de citrato) y 7.0-9.0 

(20mM Tris-HCl). La temperatura óptima se determinó para cada sustrato mediante la 

medición de actividad fructanasa a diferentes temperaturas (30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 

70, 75 y 80 °C). En el caso de la estabilidad térmica, para cada sustrato la enzima se incubó 

a pH óptimo y diferentes temperaturas (30, 40, 45 y 50, 55 y 60 °C), se midió la actividad 

residual a través del tiempo. 
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5.6 DETERMINACIÓN DE PARÁMETROS CINÉTICOS  

 

Se prepararon diferentes soluciones al pH óptimo para cada sustrato (Sacarosa 0.25-16 % p 

/ v, inulina 0.2-2 % p / v, fructanos de agave 0.25-4 % p / v) y la actividad enzimática fue 

medida a temperatura óptima. Se graficó la concentración de sustrato contra la velocidad de 

reacción para obtener el grafico de Michaelis-Menten, el cual fue linealizado mediante la 

ecuación de Lineweaver-Burk para determinar la Km (mM) y Vmax (U•ml
-1

). La constante 

catalítica Kcat (s
-1

) fue calculada considerando la concentración de enzima y un peso 

molecular teórico de 416 kDa el cual fue calculado por cromatografía de exclusión de 

tamaño. 

5.7  EFECTO DE LOS IONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA 

 

El efecto de los iones sobre la actividad enzimática fue determinada sobre sacarosa (10 g•l
-

1
), a esta solución de sacarosa se le adicionaron iones a 20 mM (Ca

2+
, Mn

2+
, Mg

2+
, Fe

2+
, 

Zn
2+

,Ag
2+

, Cu
2+

, Fe
3+

, Hg
2+

, Ba
2+

, Co
2+

) y la actividad fue determinada a temperatura 

óptima con y sin iones. 

 

5.8 COMPARACIÓN DE HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE LA ENZIMA 

PURIFICADA CONTRA ENZIMAS COMERCIALES  

 

Una solución de 50 g•l
-1 

de diferentes sustratos (sacarosa, inulina y fructanos de agave) 

fueron preparadas en el pH óptimo de cada sustrato para la enzima purificada de T. 

delbrueckii, el cual es similar al rango de pH de las enzimas comerciales (4.5-5.5). Después 

9.5 ml de la solución de sustrato fue mezclada con 0.5 ml de una dilución adecuada para 

llegar a una velocidad inicial de 0.05 U•ml
-1

 para cada sustrato.  

 

Tres enzimas comerciales se utilizaron para la comparación: Fructozyme (Novozymes), 

Invertasa 1 (invertasa S, EC 3.2.1.26, ENMEX,) e Invertasa 2 (invertasa EC 3.2.1.26, 
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SIGMA). La hidrólisis enzimática se llevó a cabo a 40 °C durante 48 h. Se tomaron 

muestras a 0, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 horas para seguir la liberación de azúcares reductores, que 

se determinó mediante DNS. 

 

5.9  SÍNTESIS ENZIMÁTICA DE FOS USANDO UNA METODOLOGÍA DE 

SUPERFICIE DE RESPUESTA  

 

Se realizó un diseño de superficie de respuesta con dos puntos al centro, para estudiar el 

efecto del pH (5.5-7.5) y la relación sustrato enzima (0.6-1.8) sobre la síntesis de FOS a 

temperatura constante (45 °C), la serie de experimentos desarrollados se muestran en la 

Tabla 5. Los experimentos fueron realizados en un incubador rotatorio  Envirogenie y a una 

concentración de sacarosa inicial de 700 g•l
-1

 en un volumen de 5 ml. Las reacciones fueron 

analizadas en un HPLC Agilent 1220 con un detector de índice de refracción (IR) Agilent 

1260, empleando la columna Aminex (HPX-87C, 250 x 4 mm, BioRad). El diseño fue 

analizado utilizando Statgraphics Centurion XVI. 

 

Tabla 5 Condiciones de pH y relación Sustrato/Enzima (S/E) para cada experimento del 

diseño superficie de respuesta 

 

Experimento pH S/E 

1 5.50 0.60 

2 7.50 0.60 

3 5.50 1.80 

4 7.50 1.80 

5 5.09 1.20 

6 7.91 1.20 

7 6.50 0.35 

8 6.50 2.05 

9 6.50 1.20 

10 6.50 1.20 
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6. RESULTADOS  

 

6.1 PURIFICACIÓN DE LA β-FRUCTOFURANOSIDASA DE T. delbrueckii 

 

La enzima fue purificada con un factor de purificación de 8.9 y un rendimiento de 8.5 % 

(Tabla 6), el peso molecular observado de la proteína nativa fue de 416 kDa, el cual fue 

determinado mediante cromatografía de exclusión de tamaño (Figura 9), este peso 

molecular es mayor al de la mayoría de enzimas similares reportadas (Tabla 4). La 

purificación fue seguida mediante SDS-PAGE en donde se logró obtener una banda de un 

peso aproximado de 200 kDa que presentó un barrido el cual es característico de proteínas 

hiperglicosiladas. A la enzima pura se le aplicó un tratamiento para deglicosilar y se obtuvo 

una banda de 70 kDa (Figura 8), por lo que podemos decir que la enzima purificada se trata 

de un dímero con un porcentaje de glicosilación aproximadamente de 65 %. El papel que 

juega la glicosilación dentro de la actividad enzimática ha sido reportado en una β-

fructofuranosidasa aisladas de Aureobasidium sp. (Hayashi et al 1992; Hayashi et al 1994), 

pero en este caso se necesitan realizar más estudios para entender el papel de la 

glicosilación en esta enzima.  

Tabla 6 Tabla de purificación enzimática de la β-fructofuranosidasa de T. delbrueckii 

Paso Actividad 

Total  (U) 

Proteína 

Total (mg) 

Actividad 

Especifica 

(U•mg
-1

) 

Rendimiento 

(%) 

Factor de 

Purificación 

1 44428.12 101.61 437.24 100.00 1.00 

2 40762.50 20.41 1997.18 91.75 4.57 

3 6342.63 2.60 2437.43 14.28 5.57 

4 3786.35 0.98 3880.50 8.52 8.88 

1: Extracto crudo. 2: Extracto concentrado. 3: Columna anionica Q FF. 4: Superdex 200 
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Figura  8 Gel SDS-PAGE de la purificación parcial (I) y de la enzima pura (II). M 

(Marcador de peso molecular), EE (Extracto enzimático), PPE (Purificación parcial), PE 

(Enzima Pura), DE (Enzima Deglicosilada). Tinción con azul de Coomassie. 

 

Figura  9 Cromatografía de exclusión Superdex G-200. A280 nm  (ᴑ), Actividad fructanasa  

(●). 
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6.2 CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE LA β-FRUCTOFURANOSIDASA 

PURIFICADA APARTIR DE T. delbrueckii 

 

6.2.1 TERMO-ESTABILIDAD, PH Y TEMPERATURA ÓPTIMOS  

 

La enzima purificada de T. delbrueckii mostró actividad máxima pH 5 y a una temperatura 

de 45 °C para inulina (Figura 10-13), para FA pH 4.5 y temperatura de 45 °C  (Figura 11-

14), para sacarosa pH 5.5 y temperatura de 40°C (figura 11-15). Estos parámetros se 

resumen en la Tabla 7, así como su respectiva termo-estabilidad. El pH óptimo para 

enzimas reportadas son similares, una exo-inulinasa de Kluyveromyces marxianus pH 

óptimo de 4.5-5.5 (Arrizon, et al., 2011), una inulinasa de Streptomyces sp. pH óptimo 5.5 

(Dey & Agarwal, 1999), una inulinasa de Rhizopus sp. pH óptimo 5.5 (Ohta, Suetsugu, & 

Nakamura, 2002). La temperatura óptima se encontró a 45 ºC tanto para la inulina y 

Fructanos de Agave, mientras que para sacarosa la temperatura óptima fue de 40 °C. 

Enzimas similares han sido reportadas que tienen temperaturas óptimas en un amplio rango 

de temperatura (45 - 75 °C), (Álvaro-Benito, et al., 2007; Andjelković, et al., 2010; Chen, 

et al., 2011; Hernalsteens & Maugeri, 2008a). 

Tabla 7 Temperatura y pH óptimos para la fructanasa purificada de T. delbrueckii. 

Sustrato 

 

pH óptimo T (ºC) óptima Termo-estabilidad 

(ºC) 

Inulina 5 (56.61)* 45 (92.84)* 30 (44)** 

Fructanos 4.5 (783.39)* 45 (203.80)* 30 (46.3)** 

Sacarosa 5.5 (4208.24)* 40 (3990.18)* 30 (56.4)** 

*Máxima actividad específica (U/mg). ** Porcentaje de actividad residual (%) a 9 horas de reacción. 

 

Para los tres sustratos la actividad residual después de 9 horas de incubación a 30 °C fue 

similar como se muestra en la Tabla 7. La más alta actividad residual fue de 56%, cuando 

se utilizó sacarosa como sustrato. La actividad enzimática se perdió completamente a 45 °C 

después de 3 horas de incubación y toda la actividad se perdió en una hora a 50 °C. Se 

necesita realizar más investigación para entender el papel de la glicosilación en esta 
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fructanasa ya que podría ser necesario para que la enzima sea activa, pero no ofrece buenas 

propiedades de estabilidad térmica. 

 

Figura  10 Efecto de pH sobre la actividad enzimática utilizando inulina como sustrato, de 

la enzima purificada a partir de T. delbrueckii. 

  

Figura  11 Efecto de pH sobre la actividad enzimática utilizando fructanos de agave como 

sustrato, de la enzima purificada a partir de T. delbrueckii 
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Figura  12 Efecto de pH sobre la actividad enzimática utilizando sacarosa como sustrato, 

de la enzima purificada a partir de T. delbrueckii  

 

  

Figura  13 Efecto de temperatura a pH 5.0 sobre la actividad enzimática utilizando inulina 

como sustrato, de la enzima purificada a partir de  T. delbrueckii 

Actividad 50 °C Sacarosa  

pH

3 4 5 6 7 8

U
*m

l-1

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Actividad pH 5.0 Inulina

Temperatura °C

20 30 40 50 60 70 80 90

U
*m

l-1

0

2

4

6

8

10



47  

 

  

Figura  14 Efecto de temperatura a pH 4.5 sobre la actividad enzimática utilizando 

fructanos de agave como sustrato, de la enzima purificada a partir de  T. delbrueckii  

 

  

Figura  15 Efecto de temperatura a pH 5.5 sobre la actividad enzimática utilizando 

sacarosa como sustrato, de la enzima purificada a partir de T. delbrueckii 
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6.2.2 PARÁMETROS CINÉTICOS 

 

Para todos los sustratos, la fructanasa producida por T. delbrueckii siguió la cinética de 

Michaelis-Menten y los datos experimentales se ajustaron al modelo de Lineweaver-Burk y 

los parámetros cinéticos se calcularon con coeficientes de regresión cerca de 1 (Tabla 8). Si 

se tomara como referencia a Km para elegir el sustrato de mayor afinidad, los fructanos de 

agave son aquellos por el cual la enzima tiene mayor afinidad, sin embargo, esto no es 

correcto porque la eficiencia catalítica (kcat / Km) fue mayor para la sacarosa (1289,99 s
-1

 

mM
-1

), lo cual puede explicarse por una mayor afinidad por sacarosa como sustrato para la 

hidrólisis (Álvaro-Benito, et al., 2007).  

 

Tabla 8 Parámetros cinéticos de la fructanasa extracelular purificada a partir de T. 

delbrueckii 

Sustrato Peso 

molecular 

(kDa) 

Vmax 

(U•ml
-1

) 

Km 

(mM) 

Kcat (s
-1

) Kcat/Km 

(s
-1

 mM 
-1

) 

R
2v 

 

Inulina 5000
1 

13.81 3.65 1211.59 331.77 0.98 

Fructanos 2690
1 

34.01 3.63 2983.64 821.34 0.99 

Sacarosa 342
1 

454.55 30.91 39872.41 1289.99 0.99 

1
Peso Molecular promedio. 

v
 Coeficiente de regresión de la ecuación de Lineweaver–Burk. 

 

El hecho de que esta fructanasa tenga una actividad hidrolítica superior sobre sacarosa y los 

oligosacáridos de cadena corta, indica que la fructanasa producida por T. delbrueckii puede 

ser una exo-hidrolasa y por lo tanto presenta una baja actividad en fructanos de cadena 

larga.  

Una alta constante catalítica sobre sacarosa no es común en fructanasas, pero puede ser 

comparado con otras enzimas, como una invertasa de Saccharomyces cerevisiae (kcat = 
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9.43x10
3
 s

-1
) (Reddy & Maley, 1996) y una β-fructofuranosidasa de Rhodotorula 

dairenensis (kcat = 6.5x10
3
 s

-1
) (Gutiérrez-Alonso, et al., 2009).  

 

6.2.3 EFECTO DE LOS IONES SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA β-

FRUCTOFURANOSIDASA DE T. delbrueckii EMPLEANDO SACAROSA  

 

Midiendo actividad enzimática sobre sacarosa con diferentes iones, algunos activaron a la 

enzima y otros la reprimieron (Figura 16). Zn
+2

, Mg
+2

 y Fe+
2
 tuvieron un efecto negativo 

disminuyendo la hidrólisis de sacarosa, Ca
+2

 y Mn
+2

 tuvieron un efecto positivo al aumentar 

la actividad hidrolítica, lo que corresponde con los resultados reportados con una 

fructosiltrasferasa de Aspergillus aculeatus que se vio afectada negativamente por Zn
+2

 y 

positivamente por Ca
+2

 y Mn
+2

 (Ghazi et al., 2007). Una fructofuranosidasa producida por 

Xanthophylomyces dendrorhous se vio afectada negativamente por Zn
+2

 reduciendo su 

actividad enzimática a 86%, pero a diferencia de la fructanasa estudiada en este trabajo, la 

actividad no se pierde por completo (Chen, et al., 2011). 
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Figura  16 Efecto de los iones sobre la hidrólisis de sacarosa por la fructanasa 

extracelular de T. delbrueckii. 
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6.2.4 COMPARACIÓN DE HIDRÓLISIS ENZIMÁTICA DE LA β-

FRUCTOFURANOSIDASA PURIFICADA CONTRA ENZIMAS 

COMERCIALES  

 

De acuerdo con la inducción de la enzima y la caracterización bioquímica de la fructanasa 

producida por T. delbrueckii, está comparte algunas propiedades catalíticas con fructanasas 

e invertasas, por tanto, una comparación con los dos tipos de enzimas se llevó a cabo en 

sustratos adecuados, la inulina y ATF para fructanasas y sacarosa para invertasas. Para 

todas las enzimas se aplicó la misma velocidad de hidrólisis inicial sobre cada sustrato 

(0,05 U / ml). La comparación se muestra en la Figura 17. En las condiciones ensayadas 

Fructozyme no fue eficaz para la hidrólisis de sacarosa mientras que Inv 1 mostró la tasa de 

hidrólisis más alta seguido por Inv 2, y la de T. delbrueckii tuvo la velocidad de hidrólisis 

más baja con un patrón similar al Inv 1 (Figura 17).  

 

 

Figura  17 Comparación de hidrólisis enzimática sobre Sacarosa, seguidos por DNS con 

T. delbrueckii (▼), Invertasa 1(●), Invertasa 2 (○), y Fructozyme (∆). 
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En el caso de la inulina y ATF se observó el comportamiento opuesto (Figura 18 y 19 

respectivamente); Fructozyme fue la enzima más eficaz, mientras que la fructanasa 

purificada mostró un patrón de hidrólisis similar a las enzimas Inv 1 y 2 en ambos sustratos 

con un ligero aumento en la velocidad de hidrólisis. Las tres enzimas mostraron la más alta 

tasa de hidrólisis en las primeras 5-10 horas.  

 

 

  

Figura  18 Comparación de hidrólisis enzimática sobre inulina, seguidos por DNS con T. 

delbrueckii (▼), Invertasa 1(●), Invertasa 2 (○), y Fructozyme (∆). 
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Figura  19 Comparación de hidrólisis enzimática sobre Fructanos de agave, seguidos por 

DNS con T. delbrueckii (▼), Invertasa 1(●), Invertasa 2 (○), y Fructozyme (∆). 

 

En el caso de la fructanasa purificada, este comportamiento es normal ya que su 

temperatura óptima es de 40-45 °C y pierde 44 a 56.4% de la actividad en las  primeras 9 

horas a 30 °C. Como se puede observar, la enzima purificada de T. delbrueckii es una 

fructanasa no inducida por la sacarosa, pero bioquímicamente comparten características 

comunes con invertasas. 

 

De acuerdo con los proveedores, las invertasas comerciales fueron producidas por S. 

cerevisiae. Por lo tanto, la estructura de la fructanasa de T. delbrueckii podría ser similar a 

una invertasa de S. cerevisiae. Esto podría ser posible porque hay una proximidad 

filogenética de S. cerevisiae con T. delbrueckii (Kurtzman, Fell, & Boekhout, 2011). 
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6.3 SÍNTESIS ENZIMÁTICA DE FOS USANDO UNA METODOLOGÍA DE 

SUPERFICIE DE RESPUESTA  

 

A pesar de que en estudios previos se encontró que la enzima purificada de Torulaspora 

delbrueckii tiene una alta actividad hidrolítica sobre sacarosa con una kcat = 3.9 x 10
4
 s

-1
 

(Trujillo, Ordaz, Rodriguez, Amaya-Delgado, & Arrizon, 2014), la enzima fue capaz de 

realizar reacciones de transfructosilación a alta concentración de sacarosa. De manera 

preliminar se encontró que esta enzima presenta mayor actividad de transfructosilación a 45 

°C y una concentración de sacarosa inicial de 700 g/l, por lo que estos factores se 

mantuvieron constantes. Los dos factores variados fueron pH (5.5-7.5) y relación S/E (0.6-

1.8). El modelo estadístico de superficie de respuesta (p<0.05, R
2
 0.95), nos predijo un pH 

de 5.97 y una relación S/E de 0.95 (figura 20).  

 

 

Figura  20 Superficie de respuesta estimada en área de pico cromatográfico de FOS en 

función de pH y relación S/E, después de 84 horas de reacción. 

(FOS = -3.38663E6 + 1.22171E6*pH + 224812.*S/E - 101672.*pH^2 - 7312.5*pH*S/E - 

94990.9*S/E^2)  
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El diagrama de Pareto que se muestra en la Figura 21, indica que ambos factores son 

significativos en la síntesis de FOS, el pH mostró un mayor efecto significativo, a pH 

mayor a 7.0 la enzima ya no fue activa. Mientras que, en el rango de pH de 5.5. a 6.5 se 

observó el máximo de actividad. Estas condiciones son similares a las encontradas por otros 

autores en la síntesis de FOS, donde las temperaturas de reacción van desde 40-60 °C, el 

rango de pH de 5.5 a 6.5, la concentración inicial de sacarosa de 400-600 g/l tal como lo 

reportan en diferentes trabajos realizados con distintas levaduras (Schwanniomyces 

occidentalis, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces Marxianus, Rhodotorula 

dairenensis, Cryptococcus sp.) (Álvaro-Benito, et al., 2007; Andjelković, et al., 2010; 

Arrizon, et al., 2011; Gutiérrez-Alonso, et al., 2009; Hernalsteens & Maugeri, 2008b; 

Nemukula, et al., 2009).  

Con anterioridad se determinó la temperatura óptima y pH óptimos de hidrólisis de 

sacarosa para la enzima purificada (40 °C y pH 5.5), por lo que se puede observar que la 

transfructosilación requiere un pH más cercano a la neutralidad y un incremento de 

temperatura para desplazar el equilibrio hacia la síntesis. 

 

 

Figura  21 Diagrama de Pareto para el efecto estandarizado  
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7. CONCLUSIONES 

 

La β-fructofuranosidasa extracelular producida por T. delbrueckii en este trabajo purificada, 

presenta algunas propiedades catalíticas similares a exo-fructanhidrolasas producidas por K. 

marxianus así como similares características bioquímicas de invertasas producidas por S. 

cerevisiae, que podrían ser debido a la proximidad filogenética entre estas levaduras. Como 

K. marxianus y T. delbrueckii se han aislado del mismo proceso de fermentación antigua 

del mezcal, el origen de levaduras podría tener también una influencia sobre las 

propiedades de las enzimas purificadas. Por otro lado, fue posible desplazar el equilibrio de 

la reacción enzimática de hidrólisis hacia la transfructosilación de una β-fructofuranosidasa 

aislada de Torulaspora delbrueckii variando la proporción substrato/ enzima y el pH. Las 

mejores condiciones de producción de FOS se alcanzaron con pH de 5.9 y la relación S/E 

de 0.95 (g sacarosa / U•ml
-1

) con una concentración máxima de FOS de 30 g•L
-1 

de FOS. 

Por lo tanto el producto resultante puede ser utilizado industrialmente como un edulcorante 

enriquecido con FOS. Para su utilización como edulcorante funcional, se requiere probar su 

actividad prebiótica in vitro o en simulador del tracto digestivo humano. 

 

8. RECOMENDACIONES  

 

Debido a que en este trabajo se purificó una enzima hiperglicosilada y no se conoce el 

papel que juega esta característica sobre la actividad enzimática, podría ser interesante 

encontrar el gen de codificación, luego compararlo con la secuencia de ADN, la secuencia 

del péptido y el patrón de glicosilación de estas enzimas ya que la enzima purificada de T. 

delbrueckii presenta cerca del 65 % en peso molecular de glicosilación y sería interesante 

estudiar el rol que juega la glicosilación en esta enzima.  

Debido a que se trata de la primera vez que se purifica una enzima de T. delbrueckii sería 

muy importante llegar a publicar los resultados de esta investigación.  
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9. ANEXOS 

 

9.1 ANEXO A. DETERMINACION DE PESO MOLECULAR UTILIZANDO 

COLUMNA SUPERDEX G 200 

 

El peso molecular de una proteína desconocida puede determinarse mediante la curva de 

calibración (Kav frente al logaritmo de peso molecular) una vez que su valor Kav se calcule 

a partir de su volumen de elución con la siguiente formula:  

    
     

     
 

Donde: 

Vo (Volumen vacío columna)=  45 ml,  

Vt (volumen total de columna) = 120  ml 

Ve (volumen de elución)= 55ml 

    
           

            
         

Tabla 9 Datos para curva de calibración de la columna Superdex g-200 16/60 

Proteína Masa molecular 

(Da) 

Volumen de elución 

(ml) 

Kav 

Blue dextran 2000 2000000 45  0.00 

Ferritin 440000 55  0.13 

Aldolase 158000 65 0.27 

Conalbumin 75000 75  0.40 

Ovoalbumin 44000 80  0.47 

Carbonic anhydrase 29000 90  0.60 

Ribonuclease A 13700 95  0.67 

Datos tomado del kit de calibración para la columna Superdex g-200 16/60 

 

A partir de la tabla anterior se obtiene el siguiente gráfico: 
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Figura  22 Curva de calibración Kav Vs LOG10PM  

 

Despejando el LOG10PM 

         
         

      
 

Por lo tanto: 

         
           

      
          

 

               

Por lo tanto tenemos: 

                

 

De acuerdo a estos cálculos la proteína purificada a partir de Torulaspora delbrueckii tiene 

un peso molecular de 416.57 KDa 
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9.2 ANEXO B. CUANTIFICACIÓN DE AZÚCARES REDUCTORES POR EL 

MÉTODO DEL ÁCIDO DINITROSALICÍLICO (DNS) (Miller G.L. 1959). 

 

Este es un método preciso y rápido, útil en la determinación de azúcares reductores en 

solución. Sin embargo, la presencia de polifenoles ocasiona la reducción del reactivo. 

Se basa en la reducción del ácido 3,5 dinitrosalicílico (de color amarillo) por los azúcares 

reductores presentes en el medio formando un compuesto nitroaminado, el cual a medida 

que se oxida se vuelve de color rojo ladrillo (Figura 22), cuya intensidad es proporcional a 

la concentración de los azúcares reductores y se mide espectrofotométricamente por lectura 

de la Absorbancia en la zona de 540-570 nm (Miller, 1959). 

 

 

Figura  23 Fundamento método Ácido Dinitrosalicílico (DNS) (Miller G.L. 1959) 

 

El reactivo se preparó adicionando cada uno de los componentes mencionados en la Tabla 9 

con las concentraciones marcadas. La adición de los reactivos se realizó con agitación 

continua y a una temperatura moderada utilizando una plancha con agitador magnético.  

Una vez preparado el reactivo se almacenó en un frasco ambar y en refrigeración debido a 

que es sensible a la degradación por la luz.  

Con los datos de absorbancia obtenidos se realizó la curva de calibración graficando en el 

eje de las Y la absorbancia obtenida y en el eje de las X los puntos de la concentración de 
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azucares medidos (Figura 23-29). Se obtuvo la ecuación lineal de la gráfica con la cual se 

pudieron cuantificar los azúcares presentes en las muestras de los experimentos realizados. 

 

Tabla 10 Composición de reactivo DNS  

COMPUESTO CONCENTRACION 

g•L
-1 

Hidroxido de sodio 10 

Ácido 3,5 dinitrosalicilico 10 

Tartrato de sodio y potasio 200 

Metasulfito de sodio 0.5 

Fenol 2.0 

 

La actividad enzimática se determinó de la siguiente manera: 50 de solución de enzima se 

añadió a 50 μl de diferentes sustratos (sacarosa, inulina, levano o ATF al 1% p / v en 100 

mM de tampón ideal para el pH requerido, se incubó durante 15 min a temperatura 

requerida, la reacción se detuvo mediante la adición de 100 μl de ácido dinitrosalicílico 

(DNS) y se llevó a ebullición durante 5 min a 100 ° C, a continuación, la mezcla se colocó 

en hielo. El blanco se obtuvo de la siguiente manera 50 μl de sustrato (1% p / v) se 

incubaron por 15 minutos a la temperatura requerida, a continuación se añadieron 100 μl de 

ácido dinitrosalicílico (DNS) y después 50 μl de enzima. La absorbancia se midió con un 

lector de microplacas a 540 nm (Arrizon, et al., 2012). Una unidad de actividad fructanase 

se definió como la cantidad de enzima que libera un solo mol de azúcares reductores por 

minuto.  
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Figura  24 Curva estándar de DNS pH 4.0 

  

Figura  25 Curva estándar de DNS pH 4.5 

  

Figura  26 Curva estándar de DNS pH 5.0 
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Figura  27 Curva estándar de DNS pH 5.5 

 

  

Figura  28 Curva estándar de DNS pH 6.0 

  

Figura  29 Curva estándar de DNS pH 6.5 
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Figura  30 Curva estándar de DNS pH 7.0 

 

 

9.3 ANEXO C. DETERMINACIÓN DE PROTEÍNA POR EL METODO DE 

BRADFORD 

 

La cuantificación de proteínas se realizó utilizando el método propuesto por Bradford y col. 

(1976). El fundamento de este método consiste en la absorción del colorante azul de 

Coomassie G250 que se une a las proteínas. En medio ácido, este colorante se adsorbe 

sobre las proteínas y la formación de este complejo origina un cambio de color, de rojo, 

para el colorante libre, a azul, para el colorante acoplado a la proteína. Es un método muy 

sensible (2-5 μg de proteínas) y rápido (aproximadamente 2 min). El complejo proteína-

colorante permanece disperso en la solución por un tiempo relativamente largo 

(aproximadamente 2 h). Los detergentes como el Tritón y el dodecil-sulfato de sodio 

(SDS), y las bases muy fuertes causan interferencia con este método (Bradford, 1976). 
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μL de la solución de Bradford. Se agitaron las muestras cuidando no generar burbujas, 

después de transcurridos 5 min, se leyó la absorbancia a 595 nm. 

La Albúmina Bovina (BSA) de SIGMA se empleó como proteína estándar para una curva 
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a cada uno de ellos se les agregó 100 μL de la solución de Bradford. Se agitaron las 

muestras cuidando no generar burbujas, después de transcurridos 5 min, se leyó la 

absorbancia a 595 nm obteniéndose una curva estándar que relacionó la absorbancia con la 

concentración de proteína (figura 30). 

 

  

Figura  31 Curva estándar de BSA (mg•ml
-1

), cuantificado por el método de Bradford 

(1976). 
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9.4  ANEXO D. RESULTADOS ACADEMICOS  

 

Presentación como poster en el congreso biocat2014 que se celebró en Hamburg, 

Alemania del 31 de Agosto al 4 de Septiembre. 

“Purification and biochemical characterization of a fructanase isolated from Torulaspora 

delbrueckii” 
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Colaboración en poster en el congreso biocat2014 que se celebró en Hamburg, 

Alemania del 31 de Agosto al 4 de Septiembre. 

“Fructooligosaccharides synthesis by a purified fructanase from Torulaspora delbrueckii” 
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Participación en el congreso BIOTECNOLOGÍA HABANA 2014 que se celebró en La 

Habana el 1 de diciembre 2014. 

“Comparison of the β-fructofuranosidase induction from Candida apicola in submerged 

and solid state fermentation” 
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Participación en XXXVI Encuentro Nacional de la AMIDIQ, Llevado a cabo del 5 al 8 

de mayo de 2015 en Cancún, Quintana Roo, México 
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Memoria en extenso “EFECTO DEL pH Y DE LA RELACIÓN SUSTRATO 

ENZIMA SOBRE LA SÍNTESIS DE FRUCTOOLIGOSACÁRIDOS CON UNA β-

FRUCTOFURANOSIDASA PURIFICADA DE Torulaspora delbrueckii” 

 

XXXVI Encuentro Nacional de la AMIDIQ, Llevado a cabo del 5 al 8 de mayo de 2015 en 

Cancún, Quintana Roo, México 
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