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Identificación de enzimas 
β–fructosidasas en Lactobacillus casei
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Unidad Académica de Ciencias Biológicas
Universidad Autónoma de Zacatecas
Juan Alberto Osuna–Castro
Facultad de Ciencias Biológicas y Agropecuarias
Universidad de Colima
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Resumen

Los fructanos, polímeros de fructosa, comprenden una excelente fuente para la obtención de fructooli-
gosacáridos (FOS), donde la hidrólisis enzimática parcial resulta ser un proceso ventajoso. El aislamien-
to de cepas con capacidad para sintetizar enzimas β–fructosidasas para la adquisición de FOS ofrece 
aportaciones para investigaciones futuras en el contexto de los prebióticos y probióticos. En este estudio 
a partir de la savia de Agave sp. denominada aguamiel, se aisló Lactobacillus casei con actividad de 
β–fructosidasa. La síntesis de enzimas β–fructosidasas de L. casei se indujo en medio con fructanos de 
agave como única fuente de carbono. El extracto proteínico extracelular mostró un halo de actividad 
enzimática en zimogramas co–polimerizado con inulina; se determinaron por electroforesis desnatu-
ralizante dos proteínas con un peso molecular estimado de 105 y 116 kDa.

Palabras clave: agave, aguamiel, electroforesis SDS–PAGE, fructanos.
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Introducción

Los fructanos son polímeros de fructosa sintetiza-
dos a partir de una molécula de sacarosa (Chal-
mers, 2005), a la cual las unidades de fructosa se 
unen adyacentemente mediante enlaces β–fruc-
tosil–fructosa. En el reino vegetal se encuentran 
en el 15% de las angiospermas. En agaves, los 
fructanos constituyen el 60% del peso seco (Man-
cilla–Margalli y López, 2006); se emplean para la 
elaboración de bebidas (tequila, mezcal, bacano-
ra y pulque). 

Los FOS son fructanos considerados como 
prebióticos con propiedades benéficas para el 
humano. Son sintetizados a partir de sacarosa a 
través de enzimas fructosiltransferasas y/o por la 
hidrólisis enzimática parcial de fructanos. Las 
enzimas que hidrolizan los enlaces β–fructosil–
fructosa son las β–fructosidasas.

El aislamiento de Lactobacillus se ha repor-
tado en gramíneas (Müller y Lier, 1994) y en 
fermentos de Agave salmiana (Escalante–Mi-
nakata, 2008). La presencia de Lactobacillus en 
gramíneas y bebidas ricas en fructanos indica 
que las bacterias asimilan fructanos mediante la 
producción de enzimas que degradan los polisa-
cáridos a sus monosacáridos constituyentes. La 
búsqueda de Lactobacillus spp. en aguamiel de 
Agave sp. con actividad hidrolítica sobre fructa-
nos fue el propósito de este estudio. 

Metodología

Una alícuota de aguamiel se diluyó en caldo MRS 
(Difco–USA) y se incubó a 45ºC (Jaramillo, 2010). 
Enseguida se realizaron diluciones en caldo MRS 
y se resembraron en placas con MRS– agar. Las 
placas se incubaron a 37ºC en condiciones aeró-
bicas y anaeróbicas durante 24–72 h. Fueron se-
leccionadas las colonias con morfología colonial 
correspondiente a Lactobacillus spp.

Determinación fenotípica y bioquímica 

Las cepas fueron determinadas según los crite-
rios de MacFaddin (2003) y el Manual Bergey 
(Garrity et al., 2005) para establecer bacterias 
ácido lácticas, especialmente del género Lacto-
bacillus.

Determinación de actividad 

β–fructosidasa. Las cepas seleccionadas se eva-
luaron con base en su capacidad de fermentar 
fructanos, siguiendo la metodología de oxida-
ción o fermentación de la glucosa de McFaddin 
(2003). Se clasificaron cuatro grupos de acuerdo 
con el carbohidrato empleado: grupo G (gluco-
sa), FA (fructanos de agave), I (inulina de achico-
ria) y C (control).

Determinación molecular mediante 
amplificación y secuenciación 
del gen 16S DNAr

El DNA genómico de las cepas con capacidad 
de β–fructosidasa fue aislado con el método de 
Petrick et al. (1988). La región 16S DNAr se am-
plificó utilizando primers universales reportados 
por Liu et al. (2012), el amplicon se envió a se-
cuenciar al Laboratorio de Servicios Genómi-
cos Langebio del CINVESTAV Unidad Irapuato, 
Guanajuato. Se precisó la especie al comparar la 
secuencia del 16S DNAr obtenida con las secuen-
cias disponibles en el GenBank.

Identificación de la actividad 
de β–fructosidasa 

La cepa seleccionada se inoculó en medio de 
cultivo líquido (medio MRS sin la adición de glu-
cosa) con fructanos de agave y/o inulina al 2% 
(p/v) e incubado a 37ºC durante 18 h. Las proteí-
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nas secretadas al medio se recuperaron por cen-
trifugación, se concentraron con la metodología 
diálisis–congelación–centrifugación de Virgen 
et al. (2012). 

La actividad de β–fructosidasa se identificó 
mediante SDS–PAGE al 10% (Laemmli, 1970) y en 
geles de poliacrilamida al 8% co–polimerizado 
con inulina de achicoria al 2% (p/v). Los extrac-
tos se disolvieron en buffer de muestra en condi-
ciones no reductoras, y se sometieron a electro-
foresis a 60 V. 

El SDS–PAGE fue teñido con azul de Coomas-
sie, mientras que el gel co–polimerizado con 
inulina fue teñido con el sistema ácido periódi-
co–Schiff (PAS– Sigma Aldrich). Como control 
positivo se usó inulinasa comercial Fructozyme 
L (Sigma) de Aspergillus niger.

Resultados y discusión

Aislamiento, selección y determinación 
fenotípica y bioquímica

Se formó un banco total de 6 cepas aisladas sobre 
medio MRS, a partir de aguamiel en condiciones 
aerobias como anaerobias. Las cepas tuvieron 
características del género Lactobacillus según su 
morfología celular en forma bacilar, su tinción 
Gram positiva, su capacidad de crecer en ausen-
cia de O2, y carencia de endosporas. 

Determinación de la actividad 
de β–fructosidasa

La fermentación de los carbohidratos ensayados 
produjo la formación de productos ácidos, reve-
lado por el vire de color violeta a amarillo del 
indicador de pH contenido en el medio. De las 
seis cepas, la cepa Am3 fermentó glucosa (como 
se esperaba), fructanos de agave y fructanos de 
inulina. Este perfil fermentativo Am3 coincide 

con los resultados de Makras et al. (2005), donde 
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei fermentó 
FOS e inulina a ácido láctico y otros metabolitos.

 La cepa Am3 al fermentar dichos carbohi-
dratos generó un cambio de color visible en el 
medio, lo que sugiere que la cepa Am3 asimila 
fructanos de agave e inulina a través de la pro-
ducción de enzimas con actividad β–fructosida-
sa. Determinación molecular. El alineamiento de 
la secuencia obtenida correspondiente al gen 16S 
del DNAr, demostró que la cepa Am3 presentó un 
100% de identidad con la secuencia del gen 16S 
del DNAr de Lactobacillus casei.

Figura 1. Fermentación de glucosa (G), inulina (I) y 
fructanos de agave (FA) de la cepa Am3. Control (C).

Identificación de la 
actividad β–fructosidasa

El extracto de proteínas extracelular inducido 
con fructanos de agave generó un halo de diges-
tión (figura 2B, carril 2). No obstante, los extrac-
tos extracelulares inducidos por glucosa o inuli-
na no exhibieron actividad enzimática sobre el 
gel co–polimerizado con inulina (figura 2B).

El patrón electroforético del extracto de pro-
teínas extracelular inducido con fructanos de 
agave (figura 2A, carril 2) mostró dos bandas di-
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ferenciales (indicadas con f lechas), observadas 
en el SDS–PAGE, que corresponden justo donde 
se percibe el halo de actividad de β–fructosidasa 
(f lecha en la figura. 2B, carril 2). Las bandas co-
rresponden a un peso estimado de 105 y 116 kDa. 
Por lo anterior puede establecer que halla dos o 
más bandas de proteína o isoformas con actividad 
β–fructosidasa.

Aunque L. casei fue capaz de crecer en medio 
con inulina, el extracto enzimático extracelular 
no mostró actividad enzimática. Contrario a ese 
resultado, Kuzuwa et al. (2012) encontraron que 
el extracto de proteínas extracelulares de L. casei 
IAM1045 degradan inulina cuando se creció en 
presencia de ésta. 

En otro estudio se obtuvo una β–fructofura-
nosidasa intracelular en L. plantarum cuando se 
creció en FOS de cadena corta (Saulnier, 2007), 
lo que señala que las propiedades de las enzimas 
dependen del sustrato que se usa para inducirlas. 
Esto sugiere la posibilidad de que la inulina in-
duzca en L. casei una enzima fructanhidrolasa 
de pared celular o citoplasmática.

Por su parte, no se notó actividad β–fructosida-
sa cuando L. casei creció en presencia de glucosa. 
Goh et al. (2007) encontraron que L. casei 1195 
cuando se creció en FOS en presencia limitada de 
glucosa, la síntesis de β–fructosidasa para la uti-
lización de FOS está sujeta a represión catabólica 
por glucosa.

Figura 2. Perfil electroforético de las proteínas 
extracelulares de L. casei en SDS–PAGE (A) y gel de 
poliacrilamida 10% co–polimerizado con inulina 2%, (p/v) 
(B). Carril 1, marcador de peso molecular Broad Range. 
Extracto de proteínas extracelular inducido con: fructanos 
de agave (carril 2), inulina (carril 3), glucosa (carril 4). 
Inulinasa de Aspergillus niger (carril 5).

Conclusiones

A partir de aguamiel se logró aislar Lactobacillus 
casei con actividad enzimática de β–fructosidasa. 
El extracto de proteínas extracelular de L. casei 
inducido con fructanos de agave reveló actividad 
enzimática sobre inulina contenida en geles de 
poliacrilamida. 
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Resumen

Los hongos comestibles del género Pleurotus, han mostrado adaptabilidad a sustratos con alto conteni-
do lignocelulósico, por lo que los bagazos de Agave salmiana y Agave weberi generados como subpro-
ductos de la industria del mezcal en Zacatecas, pueden ser una alternativa viable como sustrato para la 
producción de hongos. Pleurotus ostreatus creció en ambos bagazos de Agave, demostrando que pue-
den emplearse como sustrato en cultivos de hongos comestibles. Posteriormente se realizó un análisis 
bromatológico a diversos tratamientos utilizados como sustratos para un segundo cultivo del hongo P. 
ostreatus para establecer las condiciones optimas de cultivo.

Palabras clave: Análisis bromatológico, bagazo de Agave y hongos comestibles.
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Introducción

En la actualidad, la biomasa lignocelulósica y en 
especial los subproductos agroindustriales han de-
jado de ser productos de desecho–problema, para 
convertirse en materia prima potencial para diver-
sos procesos tanto de tipo agrícola como industrial 
(Hui–Bao, 2012). Gran variedad de subproductos 
agrícolas han sido utilizados como sustratos para 
el cultivo de P. ostreatus. La bioconversión de los 
residuos lignocelulósicos a través del cultivo de 
especies de Pleurotus ofrece la oportunidad de 
utilizar los recursos renovables en la producción 
de alimentos ricos en proteínas (Sánchez–Riano, 
2010) sin métodos de procesamiento y materiales 
de enriquecimiento costosos. Una amplia gama 
de desechos agrícolas como paja de arroz, de tri-
go, de soya, maíz, bagazos, residuos de algodón, 
tallos y hojas de plátano, aserrín, entre otros, son 
ricos en lignina y celulosa pueden ser utilizados 
para la producción de Pleurotus (Sánchez–Riano, 
2010; Akyuz M., y Kirbag S., 2009; Chang S.T., 
Miles P.G.,2004). Algunas especies de Pleurotus 
producen altos rendimientos, en cuestión de 
unas pocas semanas, ya que estos hongos pueden 
convertir 100 gramos de desechos agrícolas en se-
tas frescas (de 50 a 70 gramos) (Akyuz y Kirbag, 
2009). Los residuos agroindustriales proveen las 
fuentes de carbono, nitrógeno, azufre y fósforo 
necesarias para el desarrollo adecuado de la bio-
masa fúngica. 

En general P. ostreatus contienen 90% de agua 
y 10% de materia seca. Tienen una composición 
química que los hace atractivos desde un punto 
de vista nutricional, altos en proteínas, minera-
les (calcio, fósforo y hierro), carbohidratos y bajos 
contenidos de lípidos, además de fibra, lo que los 
hace muy digeribles (Sánchez, 2010; Sánchez–
Riano, 2010; Chang & Miles, 2004; Sakoda &, 
Suzuki, 2001). Además contienen vitaminas (tia-
mina, riboflavina y niacina) y una abundante 

cantidad de aminoácidos esenciales. Su conteni-
do energético se encuentra entre 250 y 350 cal/kg 
de hongo fresco (Akyuz M., y Kirbag S., 2009). 

Zacatecas cuenta con denominación de ori-
gen para la producción de mezcal siendo el se-
gundo productor a nivel nacional de esta bebida 
destilada y cuenta con dos regiones, una que 
utiliza como materia prima el A. salmiana y otra 
el A. weberi. En ambas regiones se genera como 
subproducto de la molienda, el bagazo de Agave, 
el cual se acumula en el ambiente y se degrada 
muy lentamente, pero sobre todo no se le da un 
uso que genere beneficios; por ello se propone 
utilizarlo como sustrato para el cultivo del hongo 
comestible P. ostreatus.

Metodología

La primera etapa fue cultivar el hongo. P. ostrea-
tus. La cepa se inoculó en medio sólido conte-
niendo extracto de malta–agar (EMA) e incubadas 
a 28 ºC para su crecimiento micelial. Para su cul-
tivo se utilizó como sustrato bagazos de A. sal-
miana y A. weberi; fueron primero pasteurizados, 
luego se dejaron enfriar por 3 h a temperatura 
ambiente y después se inóculo a P. ostreatus en 
300 gramos de bagazo. Se colocaron en bolsas de 
polipapel y posteriormente se incubaron a 27 ºC 
por 60 días en obscuridad y con una humedad 
relativa del 80 al 90%.

Una vez que se observó crecimiento del hon-
go en el bagazo, se diseñaron 12 tratamientos 
para utilizarlos como sustrato para un nuevo cul-
tivo de P. ostreatus (tabla 1). Así mismo se les rea-
lizó un análisis bromatológico que consiste en 
la determinación de humedad, extracto etéreo, 
proteína cruda, cenizas y fibra cruda, de acuer-
do a las metodologías establecidas por la AOAC 
(Association of official analytical chemists). Por 
otra parte se determinó el porciento de azucares 
reductores totales (ART) a los 12 sustratos, em-
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pleando el método de ácido 3,5–dinitrosalicílico 
(DNS) (Miller G.L., 1959).

Resultados y discusión

En cuanto a la producción P. ostreatus, se 
observó que creció sobre ambos bagazos (A. sal-
miana y A. weberi) empleados como sustrato, a 
los 60 días de incubación. P. ostreatus no solo fue 
eficiente para la degradación de lignina y celulo-
sa, sino que también dio una buena cantidad de 
cuerpos fructíferos.

Tabla 1
Diseño de tratamientos de sustratos 

para cultivo de P. ostreatus

Tratamiento

Combinación de las mezclas 
para sustrato

Bagazo 
Agave

Salvado 
de Trigo

Viruta/ 
Paja

SALM
Salmiana

100%

SALM–SAL
Salmiana

85%
15%

S A L M – P –
SAL

Salmiana
65%

5%
Pino
30%

S A L M – C –
SAL

Salmiana
65%

5%
Cedro

30%

S A L M – N –
SAL

Salmiana
65%

5%
Nogal

30%

S A L M – A –
SAL

Salmiana
65%

5%
Avena

30%

WEB
Weberi
100%

WEB–SAL
Weberi

85%
15%

WEB–P–SAL
Weberi

65%
5%

Pino
30%

WEB–C–SAL
Weberi

65%
5%

Cedro
30%

WEB–N–SAL
Weberi

65%
5%

Nogal
30%

WEB–A–SAL
Weberi

65%
5%

Avena
30%

En la siguiente etapa se realizó un análisis bro-
matológico (tabla 2) a las diversas mezclas utiliza-
das como sustrato para el cultivo de la segunda 
siembra del hongo, para establecer la fuente de 
nutrientes que se le proporcionó a este basidiomy-
cete para su crecimiento.

Según los resultados obtenidos en el análisis 
bromatológico y particularmente en proteínas se 
espera que los tratamientos SALM–SAL y WEB–SAL 
que contienen el bagazo de ambos agaves indivi-
dualmente mezclado con un 15% de salvado de 
trigo, se obtengan cuerpos fructíferos del hongo 
con mayores porcentajes de proteínas si asumi-
mos el principio de que la materia no se crea ni 
se destruye, sólo se transforma. Otro punto que es 
importante señalar es que todos los tratamientos 
contienen altos porcentajes de fibra; en su mayo-
ría superiores a 50%, esencial para su crecimiento 
ya que su sustrato en la naturaleza se da princi-
palmente de celulosa, hemicelulosa y lignina. 

Por su parte el porcentaje de cenizas presentes 
en los diversos tratamientos es elevado; suficiente 
para proporcionar al hongo los minerales nece-
sarios para sus requerimientos, ciertos minerales 
como azufre (necesario para ciertos aminoácidos 
como cisteína y metionina), asimismo el potasio 
y el magnesio (activa gran número de enzimas). 
Uno de los factores importantes que afectan el 
proceso de biodegradación es la presencia de me-
tales en el sustrato. Se ha encontrado que el co-
bre induce la lacasa por la expresión de los genes 
y también afecta positivamente en la actividad y 
estabilidad de la enzima en P. ostreatus. La pre-
sencia de metales en el medio juegan un rol im-
portante en la regulación de actividad enzimática 
extracelular, procesos que son de suma importan-
cia para la adquisición de carbono y de energía 
por el micelio de los hongos (Petr, 2005). 

Las fuentes de carbono proveen la estructura 
y requerimientos energéticos de la célula fúngica, 
las especies de hongos utilizan varios polisacári-
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dos, monosacáridos, entre otros (Akyuz y Kirbag, 
2009); por ello es necesario conocer las concen-
traciones de ART presentes en los sustratos, en su 
mayoría los sustratos que tienen como base A. sal-
miana presentan altos contenidos de ART, y ello 
es debido a que es poco eficiente la extracción de 
los azúcares en el proceso de la molienda de las 
industrias que utilizan este agave; mientras que 
para A. weberi el contenido de ART es mas bajo, 
ya que emplean molinos más tecnificados para la 
extracción eficiente de los jugos del agave. 

Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran que los resi-
duos sólidos generados en la industria mezcalera 
en el estado de Zacatecas: bagazos de A. salmiana 
y A. weberi pueden ser buen sustrato para el cul-
tivo del hongo P. ostreatus, ya que contienen mo-
léculas y elementos que el hongo necesita para 
que inicie y realice sus funciones de desarrollo y 
reproducción. Con las pequeñas diferencias que 

ambos bagazos tienen en cuanto a la composición 
química y estructural, se podrían emplear para 
producir hongos de P. ostreatus con característi-
cas nutrimentales que difieran entre sí, debido a 
que la composición del sustrato altera la calidad 
nutrimental. Con estos resultados se propone la 
degradación a nivel industrial de los bagazos de 
agave por medio del cultivo del hongo comestible 
P. ostreatus como una alternativa sustentable en 
términos ecológicos, sociales y comercialmente 
posibles.
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