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Resumen

Las hojas de agave desechadas durante la produccion de bebidas tradicionales mexicanas contienen una alta cantidad de
fructanos que se pueden aprovechar, para ello, se necesitan de enzimas capaces de hidrolizarlos y convertirlos a azicares
simples. En este trabajo se aislaron levaduras de una muestra de aguamiel de agave, identificadas molecularmente como
especies de Rhodotorula y Hanseniaspora. Las levaduras fueron empleadas para producir inulinasas mediante
fermentacién sumergida con jugo extraido de las hojas de Agave salmiana (A. salmiana) como fuente de carbono y
nutrientes. La levadura identificada como Hanseniaspora uvarum (H. uvarum) present6d la mayor actividad enzimatica,
alcanzando una actividad de 180.5 U/mL a condiciones de trabajo de 40°C y pH de 5.
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Abstract

Discarded agave leaves from the production of traditional Mexican beverages contain a high amount of fructans that can
be utilized. To achieve this, enzymes capable of hydrolyzing them into simple sugars are required. In this study, the yeast
strains were isolated from a sample of agave sap, molecularly identified as species of Rhodotorula and Hanseniaspora.
The yeasts were used to produce inulinases through submerged fermentation using juice extracted from the leaves of
Agave salmiana (A. salmiana) as the source of carbon and nutrients. The yeast identified as Hanseniaspora uvarum (H.
uvarum) exhibited the highest enzymatic activity, reaching an activity of 180.5 U/mL under working conditions of 40°C
and a pH of 5.
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bioetanol y biodiesel [6 - 8].
1. Introduccion toctanoly blodiese [ ]

CHEMISTRY SCIENCES

QUIMICA HOY

Las inulinas; también conocidas como fructanos, son
un tipo de polisacaridos lineales constituidos por
moléculas de fructosa unidas por enlaces f-1,2 que al
hidrolizarse generan fructooligosacaridos (2 a 60
unidades de fructosa) o monomeros de fructosa [1, 2].
Los fructooligosacaridos son considerados como
prebioticos y carbohidratos dulces no cariogénicos, por lo
que se emplean en las industrias farmacéuticas,
biotecnologicas y alimentarias [3, 4]. La fructosa por otro
lado puede ser empleada como edulcorante en alimentos
y medicamentos, ya que no provoca una respuesta de
insulina evitando la via metabdlica de la glucosa [5].
Ademas, la fructosa es un azicar simple que puede ser
fermentada por varios microorganismos y se puede
aprovechar para la produccion de biocombustibles como

La inulina se encuentra presente en bulbos, tubérculos
y raices tuberosas de muchas plantas como alcachofa,
achicoria, esparragos, dalia, agaves, entre otras [9 — 11].
Las especies de agave contienen un tipo de inulina
conocida comunmente como agavina, la cual es esencial
para la produccion del tequila y otras bebidas alcoholicas
[12]. La agavina se encuentra presente tanto en la pifia
como en las hojas de los agaves, sin embargo, solo la
pifia es aprovechada para la elaboracién de bebidas
alcohdlicas y otros productos; como la miel de agave,
mientras que las hojas son descartadas [13].

Para la obtencion de fructooligosacaridos y fructosa a
partir de la inulina, ésta suele hidrolizarse quimicamente
con acidos fuertes, sin embargo, se producen moléculas
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que pueden inhibir a los microorganismos fermentadores,
esto se puede evitar empleando enzimas hidroliticas, las
cuales no generan estas moléculas inhibidoras [14]. La
hidrdlisis enzimatica de la inulina puede llevarse a cabo
por el empleo de inulinasas, un grupo de enzimas que
hidrolizan los enlaces f-1,2. De acuerdo con su
selectividad y modo de accion, las enzimas pueden
dividirse en endoinulinasas (E.C. 3.2.1.7) que rompen los
enlaces internos de la inulina liberando
fructooligosacaridos, y exoinulinasas (E.C. 3.2.1.80) que
escinden la fructosa del extremo no reductor liberando
los mondémeros [2, 10].

Las inulinasas son producidas por animales, plantas y
microorganismos, siendo las microbianas producidas
industrialmente gracias a sus ventajas de facil manejo y
alta productividad [15]. Algunos hongos y levaduras
producen inulinasas tanto por fermentacion sumergida
como por fermentacion en estado solido [10, 16 — 19].
Dentro de los principales géneros productores se
encuentran Aspergillus, Penicillium, Kluyveromyces y
Rhodotorula [17, 20]. Sin embargo, no se descarta su
presencia en otras especies, por lo que es necesario seguir
buscando nuevos microorganismos productores de estas
enzimas que puedan resultan con una mayor actividad
inulinitica.

Como se menciond anteriormente, las hojas de agave
son un residuo generado durando la elaboracion de
bebidas alcohdlicas [13]. En ocasiones suelen asarse para
la elaboracion de platillos mexicanos, como la barbacoa
de pozo, sin embargo, debido a que son ricas en
polisacaridos (fructanos) éstos podrian aprovecharse,
mediante un proceso enzimatico, para la obtencion de
productos de alto valor, como los azucares fermentables
[21].

El objetivo de este trabajo fue aislar microorganismos
inuliniticos a partir del aguamiel de agave, una bebida
artesanal rica en fructanos, con una alta actividad
enzimatica, capaces de hidrolizar a fructosa los fructanos
presentes en las hojas de Agave salmiana.

2. Parte experimental
2.1 Reactivos y materiales

Los reactivos con los que se trabajo se adquirieron a
través de Desarrollo de Especialidades Quimicas (DEQ)
y fueron grado analitico. Los medios de cultivo fueron de
la marca BD Bioxon y la inulina comercial se adquirié en
Agaviotica.

2.2 Aislamiento de microorganismos
Las levaduras fueron aisladas a partir de una muestra
de aguamiel artesanal mediante la técnica de dilucion y

siembra en placa empleando agar patata dextrosa (APD) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 2
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2.3 Obtencion del jugo de las hojas de agave.

Las hojas de A. salmiana se cortaron desde la base del
tallo, se lavaron y posteriormente se les removio la
corteza. Para facilitar la extraccion del jugo, las hojas
fueron sujetas a un proceso de congelacion-
descongelacion previo a ser exprimidas manualmente.
Finalmente, el jugo se filtr6 (Whatman #5, tamafio de
poro 2.5 pum.) para eliminar restos de fibras de agave y
otras particulas.

2.4 Preparacion de inoculos

Las levaduras se inocularon en tubos con 5 mL de APD
y se incubaron por un dia a 28 °C. Posteriormente, se
empled solucion salina estéril (NaCl al 0.85% p/v) para
recuperar las células y ajustarlas a una concentracion de
1 x 107 células mL"' mediante el conteo de levaduras en
una camara de Neubauer.

2.5 Identificacion de levaduras productoras de inulinasas.

Se evalué la capacidad de las levaduras aisladas de
utilizar el jugo de agave como fuente de carbono y de
producir inulinasas. Las fermentaciones se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 30 mL de
medio estéril preparado con inulina comercial (50 g/L),
peptona (10 g/L) y extracto de levadura (10 g/L). Los
medios de cultivo se inocularon con 1 mL de las
suspensiones celulares preparadas en la seccion 2.4,
posteriormente se incubaron a 30°C, 150 rpm por 4 dias.
El contenido de cada matraz se transfirio a tubos conicos
de 50 mL los cuales se centrifugaron a 4,000 rpm por 20
minutos. El sobrenadante fue considerado como el
extracto enzimatico crudo y usado para la evaluacion de
la actividad enzimatica, para ello se prepararon tubos
Eppendorf de 2 mL con 500 pL del extracto enzimatico,
500 pL buffer de acetatos (200 mM) pH 5 y 10 mg de
inulina comercial. Las condiciones de la hidrélisis
enzimatica fueron por 20 minutos, 150 rpm, a 37°C. Los
azucares reductores liberados durante la hidrolisis fueron
medidos por el método de Miller [22].

2.6 Identificacion molecular de las levaduras aisladas
Para la identificacion molecular se analizé la secuencia
de la region del espaciador transcrito interno (ITS) del
DNAr 5.8S. El DNAg de la levadura se extrajo mediante
el método fenol-cloroformo. Para la amplificacion se
utilizaron ~ los  primers  ITS1 5 > 3
TCCGTAGGTGAACCTGCGG e ITS4 5° > ¥
TCCTCCGCTTATTGATATGC vy el kit de MyTaqTM
DNA Polymerase de BioLine®. Las condiciones de la
reaccion de la PCR fueron conforme al protocolo
recomendado por el fabricante. Los fragmentos
amplificados fueron secuenciados por Psomagen
(http://macrogenusa.com). Para analizar las secuencias se
utilizé la Herramienta Basica de Busqueda de Alineacion
Local (BLAST) del National Center for Biotechnology
Information (NCBI])
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Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de jugo de agave
estéril suplementado con las siguientes sales: KH2PO4
(1.4 g/L), (NH4)2S04 (1.0 g/L), MgSO4.7H20 (0.3 g/L) y
CaCl2 (0.3 g/L), el pH se ajusté a 5 con HCI 0.1 N. Los
matraces se inocularon con 500 pL de una suspension
celular ajustada a una Densidad optica (DO) de 0.5
medida a una longitud de onda 630 nm. Las condiciones
de incubacion fueron de 28 °C a 150 rpm. El extracto
enzimatico crudo se recupero6 cada dia como se describio
en la seccion 2.5

2.8 Determinacion de la actividad enzimatica

Se determiné la actividad enzimatica de los extractos
recolectados recuperados de las fermentaciones a
diferentes tiempos (1 — 4 dias). Las reacciones de
hidrdlisis se realizaron en tubos Eppendorf de 2 mL los
cuales contenian 300 pL del extracto enzimatico, 13 mg
de inulina comercial y 1 mL de buffer de acetatos (200
mM) de pH 5. Las condiciones de hidrdlisis fueron de 40
°C por 10 minutos, sin agitacion. Los aztcares reductores
liberados fueron determinados por el método de Miller.
Se evalud la influencia de la temperatura y el pH sobre la
actividad inulinasa. Para evaluar el efecto de la
temperatura, los experimentos se realizaron en un rango
de 30 a 90 °C, con aumentos de 5°. Para el pH se
utilizaron 4 buffers distintos, preparados a 200 mM
variando el rango de pH de 3 a 10 (Tabla 1). Una Unidad
de Actividad (UA) se define como la cantidad de extracto
enzimatico que libera un pmol de fructosa por minuto por
cada mililitro de medio. Todos los experimentos se
llevaron a cabo por triplicado.

Tabla 1. Buffers preparados para evaluar la influencia del pH en
la actividad enzimatica de las inulinasas.

Buffer pH
Glicina (C,HsNO,- NaCl-HCI) 3y4
Acetatos (C,H;Na0,.3H,0-HCI) S5y6
Fosfatos (KH,PO4-K,HPO4) 7y8
Boratos (H;BO;-KCI-NaOH) 9y 10

3. Resultados y discusion

3.1 Aislamiento de microorganismos

El aguamiel es una bebida artesanal elaborada en
Meéxico desde hace siglos a partir de agaves como A.
salmiana 'y Agave furcroydes (A. furcroydes) [23]. El
aguamiel contiene fructosanos, minerales y proteinas, lo
que propicia un medio ideal para el crecimiento de
microorganismos como bacterias y levaduras [24, 25].
De la muestra (Figura 1a) se lograron aislar 5 levaduras,
las cuales se observaron al microscopio con una tinciéon
simple con cristal violeta y se observaron dos tipos de
morfologias. La levadura L1 presentd forma esférica
(Fig. 1b), mientras que las demas levaduras (L2 — L5)
presentaron formas apiculadas (Fig. 1c), lo que
concuerda con las formas tipicas de levaduras.

Figura 1. A) Bebida de aguamiel de agave ¢ imagenes de
microscopia optica (100X) de levaduras aisladas, con
morfologias esféricas (b) y apiculadas (c).

3.2. Evaluacién de los microorganismos.

Las levaduras fueron crecidas en medio que contenia
inulina como fuente de carbono. Todas las levaduras
fueron capaces de crecer en el medio (Figura 2). Cuando
se evalud la actividad enzimatica del sobrenadante se
corrobor6 que todas las levaduras presentaron actividad
inulinasa, sin embargo, la levadura L1 presentd menor
capacidad de hidrolisis, mientras que las levaduras L2 y
L3 presentaron mayor actividad (Tabla 2).

Figura 2. Crecimiento de las distintas levaduras aisladas por

fermentacion sumergida empleando el jugo de A. salmiana
como fuente de carbono [el Control (-) es medio de cultivo sin
inocular].

Tabla 2. Azucares liberados mediante hidrdlisis enzimatica de
inulina comercial

Levadura mg/mL de azucares
liberados
Ll 0.51+0.03
L2 1.00 +0.05
L3 0.98 +0.02
L4 0.90 + 0.03
L5 0.88 = 0.04

Con el analisis BLAST se determind que las cinco
levaduras pertenecen a dos especies diferentes:
Rhodotorula  mucilaginosa  (R.  mucilaginosa) 'y
Hanseniaspora uvarum (Tabla 3). Estas levaduras son
comunmente encontradas en los magueyes, ademas,
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coinciden con las morfologias observadas en el
microscopio [23, 24]. Al igual que en la actividad
enzimatica (Tabla 2), las levaduras L2 y L3 presentaron
un % de identidad similar, mayor al 99.50%,
coincidiendo con una levadura ya reportada (Numero de
acceso: MK267742.1, Tabla 3), por lo que pueden
considerarse como la misma levadura, con lo cual, se
decidio trabajar con ésta para la produccion de las
enzimas.

Tabla 3. Resultados del analisis BLAST indicando
alineamientos significativos en relacion con las levaduras

aisladas
Levadura Levadura % de Numero de
identificada identidad acceso
L1 Rhodotorula 99.82 MN170556.1
mucilaginosa
L2 Hanseniaspora 99.52 MK267742.1
uvarum
L3 Hanseniaspora 99.56 MK267742.1
uvarum
L4 Hanseniaspora 99.80 KF728823.1
uvarum
L5 Hanseniaspora 96.47 KF728823.1
uvarum

3.3 Determinacion de la actividad inulinasa

La produccion de las enzimas se llevo a cabo durante
cuatro dias. La mayor actividad enzimatica se alcanzd en
el primer dia, disminuyendo conforme transcurrian los
dias, por tanto, se considera que no es necesario extender
el tiempo de fermentacion ya que la actividad empieza a
disminuir (Figura 3). El extracto crudo del primer dia fue
empleado para evaluar el efecto del pH y la temperatura,
donde se observoé mayor actividad a 40 °C y pH de 5,
disminuyendo rapidamente la actividad al variar estos
factores (Figuras 3b y 3c). Para determinar la mayor
actividad inulinasa, se midio la actividad enzimatica a las
condiciones Optimas de temperatura y pH encontradas,
resultando en una actividad de 180.5 U/mL.
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Figura 3. Porcentaje de actividad relativa de inulinasas para
determinar pardmetros de: (a) tiempo, (b) efecto de la
temperatura y (c¢) pH.

Se han evaluado diversas especies del género
Hanseniaspora por su gran capacidad de producir etanol
y generar aromas en la produccion de vinos [26, 27]. Sin
embargo, no se encontr6 evidencia de su empleo en la
produccion de inulinasas, sin embargo, se observo que su
actividad enzimatica es alta comparada con la reportada
para otros microorganismos (Tabla 4). Ademas, en los
reportes mostrados en la Tabla 4 se realizaron disefios de
experimentos para optimizar las condiciones de cultivo y
aumentar la actividad enzimatica. En este trabajo no se
evaluaron diferentes condiciones de crecimiento para la
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levadura, por lo que se va a considerar la realizacion de
un disefio de experimentos en un futuro trabajo para
aumentar el rendimiento y la actividad enzimatica
reportadas en el presente estudio.

Tabla 4. Actividad inulinasa (UA/mL) producidas por diferentes

microorganismos
. . Actividad .
Microorganismo (Ij://rlni) Referencia
Aspergillus 15.08 de Oliveira et al.
terreus URM4658 : 202210
Rhizopus oryzae 348.36 Yazici et al. 2021°
Rhodotorula 354 de Araujo Riveiro
mucilaginosa > etal 20217
Aspergillus niger 185 Gou et al. 2015"
Kluyveromyces
marxianus MTCC 56 Jain et al. 2012"
399s.

Tamang et al. 2016 reportaron la presencia de especies
de Hanseniaspora como parte de los principales géneros
de levaduras iniciadoras en la elaboracion de alimentos
fermentados y bebidas alcohdlicas [28]. Esto explicaria la
elevada actividad enzimatica, ya que al ser una de las
levaduras iniciadoras del proceso de fermentacion,
participaria en la liberacion de azucares fermentables
derivados de la inulina, los cuales son luego utilizados
por otros microorganismos en los siguientes pasos de la
produccion de alimentos y bebidas fermentadas.

4. Conclusiones

En este trabajo se aislaron varias levaduras del
aguamiel de agave, una bebida prehispanica consumida
en todo México. Por medio de un analisis BLAST se
encontrd que las levaduras pertenecen a los géneros
Hanseniaspora 'y Rhodotorula, especies comunmente
presentes en las plantas de agave y que participan
activamente en las primeras etapas de la fermentacion
durante la elaboracion de bebidas alcoholicas y alimentos
fermentados  artesanalmente,  impartiendo  olores
agradables, facilitando la hidrdlisis de los fructanos y
generando pequeias cantidades de etanol.

Este trabajo es el primer reporte sobre la actividad
enzimatica del tipo inulinasa de la levadura
Hanseniaspora uvarum, la cual presentd una actividad de
180.5 U/mL a condiciones de 40 °C y pH 5 (buffer de
acetatos) demostrando mayor actividad que la reportada
para otras especies de levaduras como Rhodotorula y
Kluyveromyces. H. wuvarum resultd una levadura
prometedora para la produccion de inulinasas, por lo que
en un futuro trabajo se realizara una caracterizacion mas
profunda, asi como también la evaluacion de las
condiciones de cultivo que favorezcan una mayor
produccion de enzimas, asi como su factibilidad para
producir etanol y poder emplearse en la produccion de
biocombustibles.
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