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Introduccién. Las B-fructosidasas hidrolizan cadenas de
polifructanas en fructosa y fructooligosacaridos (FOS).
Las B-fructosidasas (invertasas e inulinasas) actlan
sobre las terminales no reductoras de las moléculas de
polifructanas (1). En los ultimos afios se ha observado un
incremento en el interés de las B-fructosidasas, debido a
la demanda de jarabes de fructosa, el proceso tradicional
de obtencion es a partir de almidén necesitando tres
pasos enzimaticos para obtener fructosa, en cambio la
obtencion de fructosa a partir de polifructanas se lleva a
cabo mediante una reaccidn enzimética simple con -
fructosidasas de la que se obtiene un 95% de fructosa
(2). Las B-fructosidasas son enzimas producidas por
levaduras, hongos y por bacterias, principalmente
especies de Aspergillus y Kluyveromyces, sin embargo
no se ha reportado la producciéon de B-fructosidasas por
cepas de Saccharomyces cerevisiae nativas (3).

El objetivo del trabajo fue evaluar las condiciones de
cultivo de una especie de S. cerevisiae aislada del mosto
de fermentacién de la raicilla para la produccion de B-
fructosidasas.

Metodologia . El medio de cultivo para la produccién de
inulinasas contenia: polifructanas de agave 1%, 0.23%
NH4;NO3, 0.37% (NH4),HPO,, 0.05% MgSOQ,, 0.1%
KH,PO,4, 0.15% extracto de levadura, y 1.5% de agar
(pH=5.0) se esteriliz6 a 110C por 30 minutos. La
determinacién de biomasa se llevé a cabo por peso seco.
Para la actividad de inulinasas se colocaron 0.4 ml de
sobrenadante (enzima) y 3.6 ml de polifructanas al 5% en
solucién amortiguadora de acetatos 0.1 M y pH 4.8
(sustrato), se incubaron a 50C por 20 minutos y se
cuantificaron azucares reductores por el método de acido
dinitrosalicilico (DNS) y HPLC.

El disefio experimental realizado fue del tipo multifactorial
3® con una réplica en el cual los factores controlados
fueron el pH (5, 6 y 7), la temperatura (30, 33y 37C) y la
fuente de carbono (glucosa, fructosa y fructanas de
agave), la actividad enzimatica de B-fructosidasas fue la
variable de respuesta.

Resultados . De los experimentos realizados, la maxima
concentracion de biomasa alcanzada fue 5 g/L
independientemente de las condiciones de cultivo, en
todos los casos el sustrato se consumié completamente

entre las 6 y 10 horas de fermentacion y el pH se
mantuvo aproximadamente constante.

El analisis estadistico de los datos mostr6 que los 3
factores estudiados para la produccion de B-fructosidasas
(pH, temperatura y fuente de carbono) y la interacciéon
entre la fuente de carbono y el pH inicial son
significativos como lo muestra la tabla 1 (Valor—P < 0.05),
ademas existen 2 grupos homogéneos para la fuente de
carbono (fructosa y glucosa), lo que significa que no
existe diferencia estadistica en el efecto de la glucosa y
la fructosa, de manera similar ocurre con el pH no se
encontré diferencia estadistica entre pH 5y 7. Para la
temperatura, los 3 niveles fueron estadisticamente
diferentes (30, 33 y 37<C). Del estudio se encontré que
con fructanas de agave como fuente de carbono, a 30C
y pH 6 se obtuvo la maxima actividad de B-fructosidasas
(40 U/ml) en 20 horas. Se mostré que las enzimas
obtenidas son capaces de hidrolizar fructanas de agave
tequilero a fructosa por andlisis por HPLC.

Tabla 1. Andlisis de Varianza para Actividad enzimatica — Statgraphics
centurién XV

Fuente SC Gl |CME F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:FC 289.398 |2 |144.699 [4.96 |0.0147
B:Temperatura 1023.37 |2 |511.684 |17.53 |0.0000
C:pH inicial 604.43 |2 |302.215 [10.36 |0.0005
INTERACCIONES

AB 159.695 (4 |39.9238 [1.37 |0.2711
AC 575.465 |4 |143.866 [4.93 |0.0041
BC 48.0366 |4 [12.0091 |0.41 [0.7987
ABC 167.162 (8 |20.8953 [0.72 |0.6756
RESIDUOS 787.92 [27]29.1822

TOTAL (CORREGIDO) 3655.48 |53

Conclusiones . La cepa S. cerevisiae es capaz de
producir B-fructosidasas con alta actividad, a partir de
fructanas de agave, 30C y pH 6. Las enzimas
obtenidas hidrolizan las fructanas de agave en fructosa
libre.
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