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Abstract

Los microorganismos son una fuente potencial de enzimas
capaces de degradar polisacaridos complejos de mas de 10
unidades en azlcares sencillos como la fructosa y la gluco-
sa, ademas tienen la capacidad de producir oligosacaridos o
polimeros a partir de mondmeros. Particularmente, algunos
microorganismos producen fructooligosacaridos (FOS), oli-
gosacaridos de fructosa que van de las 3 a las 12 unidades, los
cuales son el alimento de las bifidobacterias y los lactobacilos,
bacterias benéficas que habitan en el colon. Los FOS se utili-
zan en la industria farmacéutica y alimentaria como aditivos
en alimentos funcionales. Existen levaduras que poseen acti-
vidad enzimatica inulinasa (hidrolizan polimeros y producen
FOS) o bien actividad fructosiltransferasa (producen FOS a
partir de la sacarosa). K. marxianus es una levadura con po-
tencial para producir FOS mediante la seleccion de cepas, la
preparacion de un medio de cultivo adecuado, las condiciones
optimas de fermentacion y la recoleccion de enzimas. Al se-
guir esta practica es posible la obtencion de dichas enzimas
de manera efectiva y sostenible, contribuyendo a la creacion
de productos mas saludables y a la optimizacion de procesos
industriales.

Palabras clave: Enzimas, fructosiltransferasas, hidrolisis,
inulinasas, K. marxianus.

Aplicaciones biotecnologicas
de las levaduras

Las levaduras son organismos unicelulares esenciales
en la fabricacion de alimentos y bebidas, tienen diver-
sas aplicaciones biotecnologicas, su velocidad de repro-
duccidn suele ser mayor a otros microorganismos y son
capaces de adaptarse con facilidad a cambios de tem-
peratura y crecer utilizando diversos sustratos. Particu-

Microorganisms are a potential source of enzymes capable
of degrading complex sugars of more than 10 monomer units
into simple sugars such as fructose and glucose, and they also
have the capacity to produce oligosaccharides or polymers
from monomers. In particular, some microorganisms produce
fructooligosaccharides (FOS), which are fructose oligosac-
charides ranging from 3 to 12 units. These are the foods of
bifidobacteria and lactobacilli, which are beneficial bacteria
that inhabit the colon. FOS are used in the pharmaceutical
and food industries as additives in functional foods. There
are yeasts that have inulinase enzymatic activity (hydrolyze
polymers and produce FOS) or fructosyltransferase activity
(produce FOS from sucrose). K. marxianus is a yeast with the
potential to produce FOS through strain selection, preparation
of an appropriate culture medium, optimal fermentation con-
ditions and enzyme harvesting. By following this practice, it
is possible to obtain these enzymes in an effective and sustain-
able manner, contributing to the creation of healthier products
and the optimization of industrial processes.

Keywords: Enzymes, fructosyltransferases, hydrolysis,
inulinases, K. marxianus.

larmente, K. marxianus, es una levadura que se obtiene
de frutas o bebidas fermentadas, la cual destaca por su
capacidad para producir inulinasas, [-galactosidasas
y B-glucosidasas. A diferencia de Saccharomyces,
K. marxianus no solo fermenta y oxida azucares, sino
que también hidroliza enlaces de manera eficiente (Men-
doza-Gardeazabal, 2013; Fonseca et al., 2008). Aunque
los estudios sobre K. marxianus suelen centrarse en sus
aplicaciones potenciales, tales como el procesamiento
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del suero de leche, la fermentacion de azlicares y la pro-
duccioén de alcohol, atin se desconocen muchos aspectos
sobre su bioquimica y metabolismo (Mendoza-Gardea-
zabal, 2013). Las principales aplicaciones industriales
de esta levadura se ilustran en la Figura 1.

K. marxianus se cultiva en sustratos y condiciones es-
pecificas, dependiendo del bioproducto que se desee ob-
tener. Una aplicacion potencial es la produccion de FOS,
en levaduras se ha reportado el uso de dos sustratos prin-
cipales, la sacarosa (disacarido de glucosa y fructosa) y
la inulina. La inulina es un azucar no digerible por los
humanos, que se encuentra en las raices y los tubérculos
como la alcachofa de Jerusalén y la achicoria, la cual es
una fuente valiosa de edulcorantes bajos en calorias de-
bido a su alto contenido de fructosa (Kalil et al., 2001).
La inulina es un polimero de fructosas con una unidad de
glucosa terminal, debido a su estructura al incorporarse
en un producto alimenticio, este se considera un alimen-
to funcional. Ademas, la inulina tiene aplicaciones en la
industria alimentaria por sus propiedades organolépti-
cas y su capacidad para mejorar la conservacion de los
alimentos (Olvera et al., 2007; Madrigal y Sangronis,
2007).

La produccién de FOS mediante levaduras se realiza
por inulinasas, enzimas con actividad fructosiltransferasa
(FTasas), particularmente las pB-fructofuranosidasas
(FFasas) (Belmonte-Izquierdo et al., 2023). Los FOS

K. marxianus
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Figura 1. K. marxianus y sus aplicaciones biotecnologicas. La ima-
gen ilustra la versatilidad de esta levadura en la fermentacion de
diversos sustratos. Se destaca su capacidad de crecer a altas tem-
peraturas y su uso en la industria lactea, la produccion de bebidas
alcohdlicas, la obtencién de azticares y bioproductos. Ademas, se
muestran algunas fuentes naturales de obtencion de esta levadura,
tales como las frutas y la leche.
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no se absorben por el sistema digestivo humano, por lo
cual actiian como prebidticos en el colon, alimentando
a bifidobacterias y lactobacilos. Este efecto promueve
la salud intestinal al estimular el sistema inmunoloégico,
contribuyendo en la prevencion de infecciones y en la
absorcion de minerales, ademas de reducir el riesgo de
cancer colon-rectal (Olvera et al., 2007). Los beneficios
del consumo de FOS y su impacto en la salud digestiva
se muestran en la Figura 2.

K. marxianus es una levadura conocida por su alta
capacidad para producir inulinasas, sin embargo, su
capacidad para producir FFasas atin no ha sido explorada.
La Figura 3 ilustra la produccion de FOS mediante las
inulinasas producidas por K. marxianus. Primeramente,
las inulinasas escinden la inulina como sustrato formando
FOS, podria darse el caso de produccion de FFasas al
utilizar un medio rico en sacarosa (Rodriguez-Vazquez,
2018).

Las inulinasas contribuyen en la produccion de diver-
s0os compuestos como etanol, acetona, butanol y sorbi-
tol, los cuales tienen una gran aplicacion en la industria
alimenticia (Singh y Singh, 2010). Por su parte, las en-
zimas con actividad FTasa son utilizadas para producir
alimentos como prebidticos, edulcorantes y alimentos
bajos en calorias (Rodriguez-Vazquez, 2018). En la
Figura 4 se muestran los productos que se producen a
partir de estas enzimas.

K. marxianus

K. marxianus es una levadura filogenéticamente rela-
cionada con Saccharomyces cerevisiae, la cual posee un
alto potencial para producir inulinasas (Castillo-Calde-
ron y Chamy-Maggi, 2010). Las aplicaciones biotecno-
logicas de K. marxianus destacan debido a su capacidad
de crecer en diversos sustratos y a altas temperaturas
(superiores a 52 °C), mayores tasas de crecimiento espe-
cificas y una menor tendencia a producir etanol cuando
se expone a exceso de azucares (Fonseca et al., 2008).
K. marxianus es capaz de sintetizar una gran variedad de
azucares como la lactosa, la inulina y la sacarosa, con-
virtiéndose en la levadura lider para la mejora de pro-
ductos y procesos actuales (Rodriguez-Vazquez, 2018;
Castillo-Calderén y Chamy-Maggi, 2010).

Enzimas inulinasas

Las inulinasas hidrolizan la inulina en unidades mo-
noméricas. La longitud de la cadena de inulina varia se-
gun factores especificos de la planta de origen, como su
procedencia, condiciones de crecimiento, edad y méto-
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Figura 2. Beneficios del consumo de FOS. La imagen ilustra los efectos positivos de los fructooligosacaridos (FOS) en la salud. A) Estimulan
el sistema inmunitario (representado por un escudo protector). B) Modifican la microbiota intestinal, favoreciendo el crecimiento de bacterias
benéficas. C) Contribuyen a la prevencion de enfermedades cardiovasculares al reducir el riesgo de obstrucciones arteriales.

A) Inulinasas de K. marxianus

B) Fructofuranosidasas de K. marxianus

+
+

—
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Figura 3. Representacion simplificada de la produccion de fructooligosacaridos (FOS) mediante: A) Inulinasas de K. marxianus que actian
sobre la inulina, produciendo FOS. B) Area de oportunidad para evaluar las FFasas de K. marxianus en un medio rico en sacarosa en la

produccion de FOS.

do de almacenamiento. Estas enzimas se han producido
mediante fermentaciones utilizando diversos sustratos y
microorganismos. La accion hidrolitica de las inulinasas
sobre la inulina produce fructosa y FOS como produc-
tos principales (Singh y Singh, 2017). Ademas, es im-
portante resaltar que existen dos tipos de inulinasas, las
endoinulinasas y las exoinulinasas. La Figura 5 ilustra
la estructura tridimensional de la endoinulinasa INU1 de
K. marxianus DMKU3-1042.
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Produccion de inulinasas
mediante K. marxianus

K. marxianus produce una gran concentracion de inu-
linasa. La inulina es degradada por dos tipos de inu-
linasas: las endoinulinasas y las exoinulinasas. Las
exoinulinasas liberan la unidad terminal de fructosa de
la molécula de inulina, mientras que las endoinulinasas
actian de manera aleatoria en el interior de la molécula,
rompiendo los enlaces glucosidicos y produciendo FOS
(Singh y Singh, 2017; Figura 6).



La produccion de enzimas se ve influenciada por fac-
tores como pH del medio, aireacion y temperatura de
la fermentacion. Las enzimas inulinasas provenientes de
levaduras de acuerdo con algunos estudios tienen una
temperatura optima de crecimiento de 45 °C, y un creci-
miento estable a 50 °C, pH entre 4.4 y 6.5 para exoinuli-
nasas y endoinulinasas, respectivamente (Singh y Singh,
2010). Algunos sustratos y condiciones utilizadas para
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Figura 4. Productos obtenidos por enzimas inulinasas y FTasas, y
sus aplicaciones en la industria. La imagen muestra como las inulina-
sas permiten la produccion de sorbitol, bioetanol, acetona y alcohol
etilico, con aplicaciones en los sectores alimentario, quimico y ener-
gético. Por otro lado, las FTasas se asocian con la generacion de pre-
bidticos y compuestos bajos en calorias, usados en alimentos funcio-
nales. En comparacion con las diversas cepas de hongos y bacterias,
las levaduras cuentan con una gran eficiencia para producir enzimas.
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la produccion de enzimas inulinasas se presentan en la
Tabla 1.
En la produccion de inulinasas el aumento en la can-

Figura 5. Estructura tridimensional de la endoinulinasa INUI de
K. marxianus DMKU3-1042 (codigo PDB 6J0T). Su estructura ha
sido determinada mediante cristalografia de rayos X. El sitio activo de
la enzima se localiza en una cavidad accesible, rodeada por residuos
de aminoacidos clave que facilitan la catalisis. Entre estos, destacan
residuos de acido glutamico y acido aspartico. Esta configuracion
estructural permite a INU1 reconocer y degradar eficientemente la
inulina en moléculas de menor tamafio (PDB, 2019).

FOS
H,0 CH,OH CHzOH i
Endoi li O, CH?%H cl)-io /0 HDCH;’OH
ndoinulinasa on S /o A hw
Ol o H,C OH
OH OH
Nistosa (GF3)
Fructofuranosil Nistosa (GF,)
1-Cestosa (GF;)
...(GFn)
H,0 CH0H CH,OH
Endoinulinasa 0 O
OH + HO
OH OH CH,OH
OH OH
Glucosa Fructosa

Figura 6. Mecanismo de accion de las inulinasas al utilizar inulina como sustrato. (A) La endoinulinasa reconoce la estructura de la inulina
y se une al sustrato a través del sitio activo, se produce una hidrolisis, rompiendo la cadena y liberando FOS, este proceso continua hasta que
la inulina se fragmenta en multiples unidades de FOS. (B) Por su parte, la exoinulinasa hidroliza la inulina desde sus extremos no reductores,
liberando moléculas de fructosa secuencialmente, el proceso se repite hasta que toda la inulina se ha convertido en fructosa, lo que es ideal para

la produccion de jarabes ricos en fructosa.
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Tabla 1. Condiciones fermentativas para la produccion de inulinasas por K. marxianus y para la sintesis de FOS (Tomado y modificado de:
Castillo y Chamy, 2010; Hernandez-Colomé, 2019; Ledn-Lira, 2021).

Enzima Condiciones de cultivo Producto "
<
o8 8 =
Levadura o = . L
g g Componentes Condiciones L.g
Z = ~
(]
g w3 Agitacién = 200 rpm
E| 170 £ = | Inulina 20 mlI/L | T=30°C n.d n.d
. E il t=72h -
K. marxianus var. P
bulgaricus A
Hgarieu g o8 pH=3.5 5
El| 41 | E 2. | Extracto de yacon 30 T =20-40°C n.d nd | 8
E 2|3 t=16h O
>
i
Agitacion = 1200 rpm =
< |72
& 2|38 : . pH=6.5 &
K. marxianus YS-1 | .E | 502 | £ g dEzg:C:,l(r)rzuiV(e;)/zag: i(rjle lri?ll;) 1.54 T =30°C n.d n.d “
E =13 PArrago (%7 de mu t=60h
aireacion: 0.75 vvm
Fructanos de agave tequilana 20 o
S
[\l
Nitrato de amonio (NH,NO,) 3.6 Agitacion = 240 rpm \g
g ol s L . pH=5.5 S
K. marxianus E 23 ;5 g fNoga)t(;{(li)lgaswo de amonio 0.073 | T=30°C n.d n.d (3
E o e i i t=45h &
. . ks
Fosfato dipotésico (K,HPO,) 7.4 | @ireacion: 0.3 vvm é
Q
Extracto de levadura 15 s
Kestosa
— ° Agitacion = 500 rpm D¥fructosa
s S H=>5 Nistosa
g n.d 2 2 | Sacarosa 10 l_; — 50°C Trifructosa, ne | —
= 3 Fructosilnistosa =
g t=24h S
‘ .é Tetrafructosa s
K. marxianus AZ8 5 Pentafructosa JT
P =
2] RS
,§ ° Agitacion = 500 rpm Kf:stosa 9
= o | 3 H=6 Difructosa
E13983 | E 2. | Sacarosa 45 p ~— no Nistosa n.e
518 T =60°C .
= . Trifructosa,
t =30 min o
Fructosilnistosa

n.e: no especificado; n.d: no determinado

tidad de sustrato y el pH reduce la actividad enzimatica,
mientras que un incremento en el extracto de levadu-
ra, peptona y fosfato dipotasico (K,HPO,) la promueve
(Cazetta et al., 2005). Para las levaduras, el pH 6ptimo
oscila entre 4.4 y 6.5, aunque algunos estudios con ex-
tractos de yacon indican actividad enzimatica desde pH
entre 3.5 y 4.0, estable hasta pH de 6.5 y nula a pH de
10.5 (Kalil ez al., 2001; Castillo-Calderon y Chamy-Ma-
ggi, 2010). K. marxianus es especialmente valorado por
su alta produccion de inulinasa, crucial para la conver-
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sion de inulina en fructosa, logrando hasta un 95% de
fructosa en la hidrélisis completa (Fonseca et al., 2008;
Kalil et al., 2001). La actividad enzimatica depende del
pH y la temperatura, variando con el tipo de sustrato y
la enzima utilizada (Rouwenhorst et al.,1998). Para ob-
tener cantidades considerables de inulinasas a gran es-
cala, se debe considerar el rendimiento de los microor-
ganismos seleccionados, la disponibilidad de la materia
prima y el costo de produccion (Castillo-Calderon y
Chamy-Maggi, 2010).



Figura 7. Estructura cristalina de la enzima invertasa o FFasa de S.
cerevisiae S288C (PDB: 4EQV). La imagen muestra la organizacion
cuaternaria de la proteina en su forma oligomérica, con cada
subunidad representada en diferentes colores mediante un modelo
de cintas (ribbon model). La invertasa cataliza la hidrélisis de la
sacarosa en glucosa y fructosa, desempefiando un papel esencial en
el metabolismo de los carbohidratos en S. cerevisiae (PDB, 2013).
En la Figura 8 se muestra la reaccion de las enzimas FFasas entre
moléculas de sacarosa para la produccién de FOS.
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Enzimas con actividad
fructosiltransferasa:
B-fructofuranosidasa o invertasa (FFasa)

La sintesis de FOS mediante enzimas con actividad fruc-
tosiltransferasas (FTasas) consiste en una transfructosi-
lacién, es decir la transferencia de residuos terminales
fructosilo hacia una molécula de sacarosa. Diversos
estudios han demostrado la existencia de dos enzimas
con actividad fructosiltransferasa: fructosiltransferasas
(FTasas) y B-fructofuranosidasas (FFasas) que son ca-
paces de producir FOS. En las levaduras se ha repor-
tado que las enzimas FFasas utilizan la sacarosa como
sustrato para producir FOS, hidrolizando los enlaces de
su estructura para transferir el residuo fructosil a otra
molécula de sacarosa (Figura 8). Las FFasas se cono-
cen también como invertasas y a altas concentraciones
de sacarosa estas enzimas muestran actividad transfruc-
tosilante (Belmonte-Izquierdo, et al. 2023). Las FFasas
son enzimas extracelulares, se considera que las de ori-
gen microbiano son de mayor tamafio en comparacion
con las de origen vegetal, y que presentan actividad en
pH cercanos a 5y 6.5, asi como una temperatura optima
cercana a 45°C (Chacén-Villalobos, 2006). Para obtener
una actividad optima de fructosilacion es necesario con-
siderar las variables de tiempo, temperatura, y el sustrato
(Pefia-Suasnabar y Zavaleta, 2020). Ademas, las FFasas
requieren la presencia de iones como Ca, Mg, Co y Li,
sin embargo, su actividad se ve inhibida en presencia de
minerales como Pb, Hg, Al y Ag, asi como por elevadas
concentraciones de glucosa (Chacon-Villalobos, 2006).

CH,OH

| o}
HO
CH,0H
OH

Fructosa

A

CH,OH
CH,OH o

o}

o CHoOH
0] FFasas
+ OH HO ﬁ o CHZ%H "
OH o CH,OH ‘el )i HOA P cron (B)
OH © Ht  OH
OH OH H on

FOS (1-Kestosa)

Figura 8. Mecanismo de transfructosilacion catalizado por la enzima FFasa o también conocida como invertasa con accion fructosiltransferasa
(FTasa), mostrando tres etapas en la conversion de sacarosa en fructooligosacaridos (FOS). (A) Hidrdlisis de la sacarosa: la FFasa rompe la
sacarosa, liberando glucosa y un residuo de fructosa activado. (B) Transferencia de fructosa: el residuo de fructosa se transfiere a otra molécula

de sacarosa, formando FOS como 1-kestosa.
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Actualmente, en la revision realizada no se encontraron
estudios de FFasas de K. marxianus en la produccion de
FOS. Asi mismo no se dispone de una estructura cris-
talina especifica de una FFasa de K. marxianus en el
Protein Data Bank (PDB). Sin embargo, la estructura
cristalina de una FFasa de S. cerevisiae S288C puede
observarse en la Figura 7.

Conclusiones

En este trabajo se ha recopilado y analizado informa-
cion relevante sobre la capacidad que posee la levadu-
ra K. marxianus para producir enzimas inulinasas y el
area de oportunidad para investigar sobre la actividad
transfructosilante de sus enzimas FFasas, con miras a la
obtencion de fructooligosacaridos (FOS). Diversas in-
vestigaciones han sefialado que los FOS son prebio6ticos,
gran alternativa para combatir el problema de salud pu-
blica actual, reforzando el sistema inmune y previniendo
enfermedades del sistema colon-rectal, lo que contribu-
ye a tener una vida saludable. Lo anterior debido a que
los prebioticos viajan por el tracto digestivo, pero no son
absorbidos a través del intestino delgado, lo cual permite
potencializar el crecimiento de algunas de las colonias
de bifidobacterias y lactobacilos, los cuales habitan en
el intestino grueso y hasta el recto. Para una caracteri-
zacion mas precisa de las condiciones optimas de creci-
miento de K. marxianus, asi como su impacto en la pro-
duccion de FOS se requiere de estudios experimentales
que evaltien variables como temperatura, pH, agitacion
y nutrientes. La informacion recopilada en este trabajo
destaca el valor de los microorganismos en la obtencion
de bioproductos de interés biotecnologico.
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