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RESUMEN 
 

El curado de la vainilla es un proceso durante el cual se generan compuestos de interés 

comercial como la vainillina, utilizada en la industria alimentaria principalmente como 

saborizante. La vainillina se genera debido a la hidrólisis de la molécula de glucovainillina  

por acción catalítica de la β-glucosidasa, enzima presente en las vainas. 

Durante el proceso de curado las condiciones físicas y químicas de las vainas de vainilla van 

cambiando, tal es el caso del pH, la temperatura y la proporción de agua en el medio de 

reacción. Con el cambio de estas condiciones se  modificara  la actividad enzimática de la          

β-glucosidasa.  

En este trabajo se evaluó la actividad de la enzima β-glucosidasa en las condiciones 

existentes durante el proceso de curado. Se utilizó 4-nitrofenil-β-D-glucopiranosido como 

sustrato y β-glucosidasa proveniente de almendras. Se realizaron curvas cinéticas a 

diferentes condiciones de pH, temperatura y proporción de agua en el medio de reacción y se 

evaluó la inhibición por producto de reacción por glucosa y vainillina. Se obtuvieron las 

condiciones óptimas de reacción para la enzima utilizada y se evaluaron los efectos debidos 

a los factores estudiados, con los parámetros cinéticos Km y V máx.  mediante el Modelo 

matemático  de Michaelis-Menten. 

Se obtuvo una aproximación del  desempeño de la enzima durante el  proceso de curado de 

las vainas de vainilla debido a que, aunque es la misma enzima β-glucosidasa, proviene de  

diferente matriz, por lo que pueden existir variantes en la actividad enzimática.



 

 

 CAPÍTULO 1. ANTECEDENTES 
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1.1 β-glucosidasa en la Vainilla 

 
La  β-glucosidasa es una enzima que interviene en el proceso de obtención de vainillina, un 

compuesto de interés comercial; hidroliza el enlace β de la glucovainillina liberando glucosa y 

vainillina, sin embargo, la enzima no actúa en condiciones óptimas de temperatura y pH 

durante el proceso de curado, las vainas pierden humedad por la exposición al sol, por lo 

tanto la cantidad de agua en el medio es decreciente limitando la actividad enzimática y es 

posible que a cierta concentración de los productos de reacción (glucosa y vainillina),la 

enzima se inhiba.   

 

Generalmente las reacciones químicas siguen el modelo de Arrhenius, el cual postula que la 

velocidad es proporcional a la temperatura debido a que aumenta la energía cinética de las 

moléculas y por consiguiente las colisiones entre ellas, sin embargo, una enzima sigue el 

modelo hasta cierto punto, ya que es una proteína y un aumento considerable de 

temperatura cambia su disposición tridimensional, se desnaturaliza y pierde su funcionalidad. 

Las enzimas poseen grupos químicos ionizables en los aminoácidos que las conforman, 

dependiendo del pH, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva, negativa o neutra. 

Como la conformación de las proteínas depende, en parte, de sus cargas eléctricas, hay un 

pH en donde la conformación será la más adecuada para su actividad. 

En el presente trabajo se evaluaron los efectos sobre la actividad enzimática de la                 

β-glucosidasa en condiciones de curado de vainilla y se estudiaron las condiciones óptimas 

para la enzima con la finalidad de obtener una aproximación acerca del desempeño de la      

β-glucosidasa proveniente de la vainilla durante el proceso mencionado. 

1.2 La Vainilla 
Hoy en día, la vainilla es considerada el saborizante de mayor importancia a nivel mundial. 

Su uso se distribuye en diversas y variadas industrias, que van desde la alimentaria, pasando 

por la licorera, refresquera, farmacéutica, cosmética, tabacalera, hasta llegar incluso, a la 

industria artesanal. Originaria de México y Centroamérica -Costa Rica y Honduras 
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De acuerdo con los datos históricos, las primeras noticias que se tienen de la vainilla datan 

de los años 1427-1440, período en el que los aztecas conquistaron el imperio totonaca, 

recibiendo como tributo vainilla. 

En el estado de Veracruz las regiones productoras son: Papantla de Olarte, Martínez de la 

Torre, Gutiérrez Zamora, Tecolutla y Poza Rica de Hidalgo, mientras que en Puebla se 

ubican las zonas de Cuetzalan del Progreso, Xochitlan de Romero Rubio, Ixtepec, 

Caxhuacán y Huauchinango.  

La planta de vainilla es una orquídea, terrestre, trepadora, de tallo flexible, cilíndrico, simple o 

ramificado, de color verde brillante, con una longitud de 10 a 15 cm, de 1 a 2 cm de diámetro, 

con hojas alternas, dispuestas en zigzag y las guías pueden llegar a medir hasta 50 metros 

de longitud.  

La cosecha se realiza de ocho a nueve meses después de la polinización, al observar la 

iniciación de los cambios fisiológicos de las vainas. 

La cosecha de las vainas debe iniciarse cuando se aprecie al tacto el reblandecimiento del 

fruto y el cambio de color verde brillante a verde amarillento opaco. Este cambio de color se 

inicia por el extremo inferior de la vaina o fruto y ocurre entre los 8 y los 9 meses después de 

la polinización (Comisión Veracruzana de Comercialización Agropecuaria, Monografía de la 

Vainilla) 

 

1.3 Proceso de Curado de las Vainas  
El objetivo del curado es detener el proceso vegetativo natural y acelerar los cambios que 

llevarán a la forma de los constituyentes aromáticos del sabor (Murillo 2005). 

El proceso consta de 4 fases principales: 

Marchitado: Evita el desarrollo vegetativo posterior a la cosecha e inician las reacciones 

enzimáticas que facilitarán el desarrollo del aroma y sabor, esta fase es reconocida mediante 

la aparición de manchas cafés en las vainas. 

Sudado: Para el desarrollo de esta fase se promueven las reacciones enzimáticas mediante 

el incremento de temperatura de las vainas al ser envueltas en franelas de algodón y al ser 
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introducidas en un cuarto diseñado para este fin que debe ser lo suficientemente ventilado 

para evitar la formación de mohos, se promueve un secado inicial rápido para prevenir la 

fermentación dañina del producto. 

Secado: Se desarrolla con una exposición parcial al sol sobre patios acondicionados con 

materiales de la región de tal manera que se evite el contacto directo de las vainas con el 

suelo y se  tiene como objetivo alcanzar una tercera parte del peso inicial de las vainas. Al 

ser expuestas al sol se envuelven nuevamente para inducir el sudado nuevamente. 

Acondicionamiento: Fase posterior al secado en donde las vainas son almacenadas en rollos 

de aproximadamente 50 piezas envueltas en papel encerado dentro de cajas de madera con 

una duración aproximada de tres meses hasta alcanzar el aroma y sabor adecuado.  

 

1.4 Función de la β-glucosidasa en las plantas   
 

En las plantas las glucosidasas desempeñan un papel fundamental en procesos biológicos 

incluyendo la defensa contra patógenos y herbívoros, activación conjugada de fitohormonas 

y degradación de oligosacáridos de la pared celular durante la germinación ( Chen et. al 

2011). 

Durante el beneficio se lleva a cabo la hidrólisis de la glucovainillina a vainillina (compuesto 

principal de la vainilla) por acción de la enzima β-glucosidasa. Durante el beneficio la enzima 

actúa en condiciones muy diferentes a las óptimas (pH, temperatura, cantidad de agua). En 

este trabajó se evaluó la actividad de la β-glucosidasa en condiciones cercanas al proceso de 

curado de las vainas. La figura 1 muestra la reacción que cataliza la enzima β-glucosidasa. 

 
Figura1. Reacción enzimática 
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1.5 Morfología, anatomía, histología de las vainas de vainilla 
La morfología, anatomía e histología de vainas de vainilla maduras  han sido examinadas por 

un microscopio electrónico de transmisión. Las vainas tienen una forma triangular   con una 

cavidad central que contiene las semillas. Cada ángulo está cubierto por células tubulares 

(papillae),mientras que la cavidad de los lados presenta otras células (placental laminae) .El 

epicarpio y endocarpio están formados por una o dos capas de muy pequeñas células y las 

del mesocarpio son más grandes y alargadas, el citoplasma es restringido por una delgada 

capa de células que forman la pared (Odoux et al., 2003).En la figura 2 se muestra una vista 

general de la sección transversal de una Vaina verde madura de vainilla con cada una de las 

partes que la conforman. 

 

Existe una diferente localización de la enzima y el sustrato en las células de las vainas de 

vainilla. La β-glucosidasa está localizada en el citoplasma mientas la glucovainillina está 

localizada en las vacuolas, por eso la necesitad de la ruptura celular con los tratamientos 

térmicos y así generar la interacción enzima-sustrato (Odoux et al; 2003) 

 

 

 

Figura 2 .Vista general de la sección transversal de Vainas verdes 
maduras de vainilla. 
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En C y D, las zonas del 1 al 7 fueron analizadas en contenido de glucovainillina y                  

β-glucosidasa.La congelación en D condujo a la aparición de una zona blanquecina 

esmerilada, lechosa claramente separada de la parte externa del grano por un límite claro. 

La figura 5  muestra la distribución de glucovainillina y  actividad de la β-glucosidasa  en las 

zonas 1-5 (ver figura 4), la actividad de la enzima se realizó utilizando como sustrato                                                

p-nitrofenil-β-Dglucopiranosido, se observó que en la zona 4 hay una mayor concentración de 

glucovainillina,por lo que la actividad enzimática de la β-glucosidasa fue mayor en dicha zona 

,sin embargo, la misma reacción con p-nitrofenil-β-D-glucopiranosido como sustrato también 

manifestó una elevada y mayoritaria actividad es la zona 4,posiblemente a que al igual que la 

glucovainillina , la enzima presenta mayor concentración ahí (Odoux et al ., 2003). 

 

Figura 3.Micrografía de transmisión electrónica de células 
obtenidas de la sección placental laminae.c,Citoplasma; m, 
mitocondria; er, retículo endoplásmico; v, vacuolas; cw, pared 
celular; ml, laminilla intermedia . 
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1.6 Producción de Vainilla en México 
La vainilla natural mexicana sigue siendo considerada como la de mejor calidad, con un olor 

y sabor superiores a cualquier otra. En la figura 6 se encuentran los principales países 

productores de vainilla. 

Figura 4. 

C .Sección de una vaina madura verde de Vainilla 

D.Sección de una vaina madura verde congelada 

 Figura 5.Distribución de 
glucovainillina y actividad de 
β-glucosidasa en zonas 1-5  
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Figura 6. Países productores de vainilla 

Respecto a los consumidores son cinco las naciones que requieren de la vainilla, que la 

utilizan como insumo en la elaboración de diversos productos, lo significativo es que son las 

naciones más industrializadas, como Japón, Estados Unidos, Canadá, Alemania y Francia. 

Recientemente Holanda también ha comenzado a solicitar grandes cantidades de vainilla. 

Sin embargo, hace falta la aplicación de tecnologías, el apoyo a la comercialización y contar 

con una visión de grandes productores, pues tan sólo la situación geográfica de México es un 

factor clave para ganarse el mercado del norte de América. En México, el estado de Veracruz 

produce más de 90 por ciento de la vainilla nacional. También se cultiva en Puebla, Oaxaca, 

Tabasco y San Luis Potosí, aunque en menor medida. La tabla 1 muestra los estados 

productores de vainilla beneficiada en México 

 

 

Tabla 1. Estados productores de vainilla beneficiada en México 



Capítulo 1 
Antecedentes 

 

  Página 
16 

 
  

 

 

 

1.7 Las enzimas 
Una enzima es una proteína que se combina con uno o más compuestos de manera que 

reaccionan específicamente. Las enzimas al ser proteínas tienen una estructura primaria y se 

pliegan en una conformación particular de manera que sus grupos reactivos están dispuestos 

del modo apropiado para dar al conjunto actividad biológica (Arboledas, 2011). 

Los grupos reactivos de una enzima tienen dos funciones: Una es unir los compuestos 

particulares en proximidad al sitio donde tiene lugar la catálisis. La segunda función de los 

grupos reactivos es realizar el mecanismo catalítico. Esto lleva consigo un cambio en la 

conformación del complejo enzima-sustrato que debilita los enlaces del sustrato logrando 

configuraciones más reactivas. 
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Las enzimas están compuestas, al igual que todas las proteínas, por 20 aminoácidos y se 

distinguen cuatro niveles de organización. Una estructura primaria que hace referencia a la 

secuencia de aminoácidos en la cadena polipeptídica y en la que se incluyen todos los 

enlaces covalentes entre los diversos residuos: los enlaces pepitícos y los puentes disulfuro. 

Una estructura secundaria que se refiere, a las disposiciones regulares en el espacio de 

residuos adyacentes en la cadena polipeptídica, ciertas cadenas de aminoácidos favorecen 

las hélices α o las cadenas β,así como giros que conectan unas estructuras regulares con 

otras. 

Un nivel de estructuración superior a éstos es la estructura terciaria, o disposición espacial 

de todos y cada uno de los átomos que componen la molécula. La estructura terciaria 

constituye el último nivel de organización estructural de una proteína monomérica. Sin 

embargo, existen macromoléculas oligoméricas  formadas por la asociación no covalente de 

varias cadenas polipeptídicas. Este nivel de jerarquización superior se denomina estructura 

cuaternaria, por tanto, la disposición espacial de las diversas subunidades de una proteína 

oligomérica. 

 

1.8 Los aminoácidos   
Los aminoácidos son moléculas orgánicas que contienen un grupo amino (–NH2) y un grupo 

carboxilo (-COOH). Los aminoácidos proteicos son α-aminoácidos, es decir, que están 

formados por un carbono alfa unido a un grupo amino, otro carboxilo, a un hidrógeno y a una 

cadena lateral R con la que forma su cuarto enlace covalente. 
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Figura 7.Estructura de un α-aminoácido (A). Los diferentes radicales R  se unen al carbono 

α´ (B).Todos los aminoácidos que aparecen en las proteínas naturales se presentan como 

enantiómeros L, salvo para la glicina que es aquiral. 

1.9 Propiedades físicas y químicas de la β-glucosidasa 
Peso molecular 135kDa 

Es un homodímero que consta de 2 subunidades iguales de 65kDa cada una y es una 

glicoproteína. 

Su solubilidad en agua es de 1 mg/mL 

La enzima cataliza la siguiente reacción: 

β-D-Glucosido + H2O         -D-Glucosa + Alcohol 

Además de los β-D-glucósidos; los β-D-galactósidos y los β-D-frucósidos, también pueden 

ser hidrolizados por la enzima y no requiere un activador para su acción catalítica. 

La siguiente figura muestra el sitio donde actúa la enzima:  

 
Figura 8. Enlace sobre el que actúa la enzima 
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1.10 Modelo de Michaelis Menten   
Los estudios sistemáticos del efecto de la concentración inicial del sustrato sobre la actividad 

enzimática comenzaron a realizarse a finales del siglo XIX. Ya en 1882 se introdujo el 

concepto del complejo enzima-sustrato como intermediario del proceso de catálisis 

enzimática.En 1913, Leonor Michaelis y Maud Menten desarrollaron esta teoría y propusieron 

una ecuación de velocidad que explica el comportamiento cinético de las enzimas. 

Para explicar la relación observada entre la velocidad inicial (v0) y la concentración inicial de 

sustrato([S]0), Michaelis y Menten propusieron que las reacciones catalizadas 

enzimáticamente ocurren en dos etapas: En la primera etapa se forma el complejo enzima-

sustrato y en la segunda, el complejo enzima-sustrato da lugar a la formación del producto, 

liberando la enzima. 

 

 

La representación gráfica de la ecuación de Michaelis-Menten (v0 frente a [S]0) es una 

hipérbola (Figura 9). La Vmax corresponde al valor máximo al que tiende la curva 

experimental, y la KM corresponde a la concentración de sustrato a la cual la velocidad de la 

reacción es la mitad de la Vmax. 

 

Figura 9.Gráfico representativo de una cinética enzimática 
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Para determinar gráficamente los valores de KM y Vmax es más sencillo utilizar 

la representación doble recíproca (1/v0 frente a 1/[S]0), ya que es una línea recta. Esta 

representación doble recíproca recibe el nombre de representación de Lineweaver-Burk 

(Figura 10). Es una recta en la cual: 

La pendiente es KM/Vmax 

La abscisa en el origen (1/v0 = 0) es -1/KM 

La ordenada en el origen (1/[S]0 = 0) es 1/Vmax 

De esta forma, a partir de los datos experimentales se puede calcular gráficamente, los 

valores de KM y Vmax de un enzima para diversos sustratos 

 

Figura 10. Gráfico Lineweaver-Burk 
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OBJETIVOS 
Generales 

Conocer el impacto de factores físicos y químicos (temperatura, pH, proporción de agua 

durante la reacción enzimática y posibles inhibidores) sobre la acción catalítica de la            

β-glucosidasa y establecer las condiciones óptimas de la enzima para comparar su actividad 

con respecto a las condiciones del curado de la vainilla. 

Particulares 

Conocer: 

Las condiciones óptimas de pH y temperatura  sobre la actividad enzimática de la                 

β-glucosidasa. 

La actividad enzimática con la disminución gradual de agua en el medio de reacción. 

Inhibición de la enzima por productos de reacción durante el proceso de curado de las vainas 

de vainilla (glucosa y vainillina). 

Las cinéticas enzimáticas en condiciones óptimas y en condiciones de curado de las vainas 

de vainilla. 

 Los parámetros cinéticos Km y Vmax con el modelo matemático de Michaelis-Menten a 

partir de las cinéticas generadas.  
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2.1 Diagrama General del Estudio de la β-glucosidasa  

 

 

                   Diagrama 1. Diagrama general del estudio de la β-glucosidasa 

 

2.2 Materiales  
Se utilizó 4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido Sigma-Aldrich, β-glucosidasa de almendras; polvo 

liofilizado; 2.1U/mg sólido G0395-2.5KU Sigma Aldrich, NaOH 1N J.T Baker, KH2PO4; 

reactivo≥ 99.0% Sigma Aldrich, Na2HPO4*7H2O; reactivo≥98.0-102.0% Sigma Aldrich, NH4Cl 

J.T Baker; reactivo 99.98%, NH4OH 28-30% J.T Baker 

Espectrofotómetro Varian Cary UV-Vis, Baño de agua Lab-line, balanza analítica Ohaus 

modelo E12140, Potenciómetro Oakton pH 500 series modelo 00702-75.  
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2.3Disolución de enzima 
 

(U)=Unidades de enzima 

Se pesaron en la balanza analítica 5mg de enzima (β-glucosidasa) y se aforó a 10ml con 

agua destilada. 

 
2.1 U/mg sólido son las especificaciones de la enzima utilizada 

 

2.4 Selección de longitud de onda 
Se prepararon disoluciones de reactivo (4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido Sigma-Aldrich) de 

66.4μM y de p-Nitrofenol 143.8 μM en agua destilada, disolución buffer de fosfatos pH 4.0 y 

pH disolución buffer de amoniaco 10.0. Se obtuvieron los espectros en UV-VIS para cada 

disolución determinando los picos máximos y seleccionando la longitud de onda en la cual el 

producto (p-nitrofenol)  tuviera una mejor absorción. 

2.5 Soluciones amortiguadoras (Buffer) 
Se prepararon las soluciones amortiguadoras utilizando la Ecuación de Hendersson-

Hasselbach: 

   

Donde: 

pH= pH al que se desea amortiguar  

pka=valor del par ácido/base cercano al valor de pH que se desea amortiguar 

Posteriormente se obtuvieron las concentraciones de ácido y base tomando en cuenta que la 

concentración del buffer requerido fue de 0.1M es decir ІacidoІ+ІbaseІ=0.1M, una vez que se 

calcularon las concentraciones utilizando masa molecular, pureza y densidad en algunos 

casos,  se calcularon los gramos o mililitros requeridos en un determinado volumen y por 

medio del potenciómetro se hizo la lectura y el ajuste final.  
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2.6 Curva Patrón  de p-Nitrofenol 
La curva patrón se realizó con p-nitrofenol en un rango de concentraciones de 0.35 µM hasta 

1150.16 µM, a pH 10 y se realizaron lecturas de absorbancia en el espectrofotómetro a       

400 nm, finalmente se obtuvo la línea recta con la ecuación correspondiente. 

 2.7 Cuantificación de actividad enzimática de la β-glucosidasa 
 

Para el estudio se utilizo como sustrato 4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido Sigma Aldrich.En la 

figura 9 me muestra la estructura del sustrato empleado para el análisis. 

 
Figura 9.Estructura química del 4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido 

 

Al actuar la enzima sobre el sustrato se  libera p-Nitrofenol como producto de la reacción, 

este compuesto se cuantifica con una curva patrón ,utilizando un espectrofotómetro para 

medir absorbancia a 400nm como lo repotó  Márquez et.al. (2008)  

 

El p-Nitrofenol  es un compuesto con propiedades ácido base; se utiliza como Indicador y la 

zona de viraje se encuentra en la escala de pH entre 5.6 y 7.6.A pH ácido es incoloro y a pH 

alcalino manifiesta un color amarillo. En la siguiente figura se representa la estructura 

química del p-nitrofenol. 

  

 
 

Figura 11. Estructura química del p-Nitrofenol 
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2.8 Optimización de pH 
Para conocer el pH óptimo en el que se da la mayor actividad enzimática se preparó una 

disolución de (4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido Sigma-Aldrich) de 60.4 μM añadiendo 

posteriormente 0.250 U en matraces aforados de 10ml e incubando a 42.5 °C, por 25minutos 

a  pH de  3, 4, 6 y 8. Una vez transcurrido el tiempo de reacción se detuvo la actividad de la 

enzima en un baño de hielo con la finalidad de generar un choque térmico. Finalmente se 

tomaron 8.5 mL de cada disolución y se ajustó el pH a 10 con NaOH 0.1 N y buffer de 

amonio 0.1 M pH 10. Finalmente se leyeron las soluciones a 400 nm. 

2.9 Optimización de Temperatura 
Se llevó a cabo la reacción enzimática en matraces aforados de 10 mL a una  concentración 

de reactivo (4-Nitrofenill-β-D-glucopiranosido Sigma-Aldrich) de 66.4 µΜ, 0.250 U, pH 4, y 

temperaturas de 30° °C,40 °C,60 °C y 80 °C ,al terminar la reacción se realizó un choque 

térmico con hielo para detenerla y finalmente se hizo un ajuste final de pH a 10 con una 

disolución NaOH 1 M. 

 

2.10 Optimización de tiempo 
Se llevó a cabo la reacción enzimática en matraces aforados de 10 mL con concentración de 

reactivo (4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido Sigma-Aldrich) de 66.4 µM , 0.250 U, pH 4,  40°C a  

diferentes tiempos 5, 15, 25, 30, 60 minutos, posteriormente se sometieron al tratamiento de 

igual forma que en la sección 2.9 

 

2.11 Cinéticas enzimáticas  
Se realizaron curvas cinéticas de la enzima a pH 4.0 y al pH de las vainas de vainilla (6.2)  

incrementando gradualmente la concentración de sustrato (4-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido 

Sigma-Aldrich) manteniendo constante la cantidad de enzima (0.150 U), 40°C y 5 min de 

incubación en un volumen de 8.5 mL de buffer al pH estudiado, posteriormente se 

sometieron al tratamiento descrito en la sección 2.10  

Para la cuantificación del producto de reacción se realizó una curva patrón de p-nitrofenol a 

pH 10 con buffer de amonio. 
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2.12 Determinación de Parámetros cinéticos Km y V max con enzima  
Los parámetros cinéticos de la β-glucosidasa fueron calculados de acuerdo con el modelo de 

Michaelis-Menten con p-Nitrofenil-β-D-glucopiranosido como sustrato y p-Nitrofenol como 

producto de reacción enzimática (Márquez et al. 2008). 

2.13 Diseño de Experimentos 
Se realizó un diseño de experimentos 23  con 3 puntos centrales y se estudiaron los factores 

de temperatura (25 °C, 42.5 °C, 60 °C), pH (4, 6, 8) y U (0.25, 0.625,1)  

La concentración de sustrato se mantuvo constante para cada tratamiento (66.4 µM) y al final 

de las reacciones se les dio un choque térmico para detener la actividad enzimática, se  

ajustó el pH a 10 y me midieron las absorbancias correspondientes. Se utilizó el programa 

Statgraphics Plus para el tratamiento de datos. 

 

2.14 Actividad de la enzima con disminución gradual de agua 
Se llevó a cabo la reacción a una concentración constante de sustrato (99 µM), 0.150U.E, pH 

6.2 con una  proporción de H2O de 10, 20, 40, 60, 75, 80, 85, 95,100% en acetonitrilo, el 

tratamiento posterior a la reacción fue el mismo que se realizó en la cinética enzimática y se 

obtuvo la velocidad en µM transformada/min*U a partir de  la curva patrón de p-nitrofenol. 

2.15 Inhibición por producto 
Se llevó a cabo la reacción a concentración constante de sustrato (66 µM) incrementando 

gradualmente la concentración de producto (glucosa, vainillina y conjuntas) de 0.66 µM a  

664 µM, el tratamiento posterior a la reacción fue el mismo que en la sección 2.5 y se 

determinó la velocidad en µM transformada por minuto a partir de  la curva patrón de             

p-nitrofenol.
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CAPÍTULO 3.RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
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3.1 Selección de longitud de onda 
En las Figuras 1 y 2 se muestran los espectros de absorción del p-nitrofenol y del sustrato, 

Se seleccionó la λ=400 nm a pH 10, ya que es en que se observa el pico de máxima 

absorción  del p-nitrofenol debido a que por sus propiedades  ácido base manifiesta un color 

amarillo que se intensifica a pH alcalino, sin una interferencia del sustrato, el cual al mismo 

pH (10) absorbió en 343 nm; en el espectro 2 correspondiente a pH 6 muestra que la zona de 

absorción de reactivo y producto es similar; de esta manera fue como se decidió ajustar el    

pH 10 después de la reacción para contar con valores de absorbancia más confiables. 

 

Espectro 1 .Barrido de absorción del p-Nitrofenol  y 4-nitrofenil-β-D-glucopiranosido 

(4NPBDGLU) a pH 10 
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Espe

ctro 2 .Barrido de absorción del p-Nitrofenol  y 4-nitrofenil-β-D-glucopiranosido (4NPBDGLU) 

a pH 6  

 

3.2 Curva Patrón de p-Nitrofenol 
En la tabla 2 se muestran las absorbancias obtenidas para determinar la concentración de         

p-nitrofenol. 
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Concentración µM Nitrofenol Abs 

0.36 0.01 

0.72 0.03 

2.16 0.09 

3.59 0.14 

7.19 0.26 

21.57 0.77 

35.94 1.05 

71.89 1.60 

143.77 2.42 

287.54 2.93 

575.08 2.96 

862.63 2.97 

1150.16  2.98 

Tabla 2.Curva patrón p-Nitrofenol 

Para realizar la regresión  se tomaron en cuenta los puntos hasta donde la curva presentó un 

comportamiento lineal y se obtuvo la ecuación correspondiente a la recta para conocer los 

valores de pendiente y ordenada al origen, los cuales fueron requeridos para la cuantificación 

de p-nitrofenol generado por la β-glucosidasa en las diferentes condiciones estudiadas. 

En el Gráfico 1 se representan los puntos utilizados y la regresión con la ecuación 

correspondiente para la curva patrón de p-nitrofenol. 
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y = 0.0352x + 0.0063
R² = 0.9997
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Gráfico 1.Curva patrón p-Nitrofenol 

3.3 Optimización de pH 
En el gráfico 2 se visualiza que la señal más alta una vez ocurrida la reacción enzimática fue 

a pH 4,  sin embargo el pH óptimo reportado por Márquez (2008) de la β-glucosidasa 

proveniente de Vainilla fue de 6.5 y el pH de las vainas de Vainilla es 6.2, valor muy cercano   

al óptimo obtenido por Márquez. 

El pH óptimo reportado para la enzima proveniente de algunos microorganismos fue 

reportado en un intervalo de 5 a 6.5 (Wolosowska 2004)  

 

Gráfico 2. Absorbancias en diferentes valores de pH 
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3.4 Optimización de temperatura 
Se estudiaron 3 temperaturas diferentes en grados Celsius (°C)                                               

A 40 °C se obtuvo la mejor señal ya que en esa condición se obtuvo un valor de absorbancia  

mayor como se muestra en el Gráfico 3, por otro lado en  la gráfica se observa  también que 

no existe una diferencia tan grande respecto a las absorbancias entre los resultados 

obtenidos a 25 °C y  60 °C. 

Una temperatura óptima de la β-glucosidasa de Vainilla fue de 38 °C a pH 6.5  reportada por 

Márquez (2008), mientras el valor para una enzima purificada proveniente de igual manera 

de Vainilla fue de 40 °C  (Odoux et al., 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 3. Absorbancias a diferentes temperaturas (°C) 

3.5 Optimización de tiempo 
En la optimización del tiempo el criterio para determinar el necesario para la  reacción 

enzimática  fue  el tiempo  al cual  se obtuvieron señales lo suficientemente altas.   

En el gráfico 4 se observan los resultados obtenidos a los diferentes tiempos estudiados, 

claramente se observa que la relación entre el tiempo y la absorbancia es directamente 

proporcional debido a que a mayor tiempo se forma mayor cantidad de producto                   

(p-nitrofenol), sin embargo, el tiempo seleccionado fue de 5 minutos ya que  a tiempos 
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mayores con concentraciones más altas de sustrato la señal del producto formado no 

permitió un estudio cinético adecuado. 

 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 4. Absorbancias a tiempos diferentes  de reacción 

3.6  Diseño de Experimentos 
El Gráfico 5 muestra el comportamiento de las señales de absorbancia a diferentes valores 

de los factores en estudio, se observa que la señal de absorbancia  incrementó cuando la 

cantidad de enzima aumentó; respecto a la temperatura la absorbancia y el incremento de 

temperatura presentan una relación inversamente proporcional, a pH 4.0 se obtuvo la mayor 

señal y a pH 8 la más baja. 

 

 

 

 

 

 

Gráfico 5. Efecto de los factores (Enzima, Temperatura, pH) sobre las señales de 
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Los efectos sobre la reacción de la β-glucosidasa de temperatura y pH son importantes para 

nuestro estudio para mejorar protocolos de curado y generar mayores rendimientos en la 

extracción de Vainillina.En el Gráfico 6 de superficies se observan los efectos por la 

interacción de los factores mencionados (Temperatura y pH) sobre las señales de 

absorbancia. 

A valores de pH alto aunado a altas temperaturas las señales de absorbancia fueron bajas 

(baja actividad enzimática) debido a que la enzima se desnaturaliza  a temperaturas 

elevadas por la ruptura de enlaces débiles en su estructura terciaria como puentes de 

hidrógeno y a valores de  pH  muy ácidos o muy alcalinos por  la modificación de  las cargas 

de los grupos ionizables de la enzima. 
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Gráfico 6. Respuesta de Absorbancia en función de la temperatura y pH 
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En el gráfico 7 (superficie) se visualizan la interacción entre la cantidad de enzima y el pH y 

el efecto sobre la señal de absorbancia. 

A mayor cantidad de enzima y pH 4 se observa una mayor señal, indicativo de mayor 

producción de p-nitrofenol debido a que hubo mayor concentración de enzima                      

(β-glucosidasa) reaccionando, además es el pH óptimo de actividad de acuerdo con los 

resultados obtenidos en este estudio. 

La información acerca de la estabilidad térmica de la β-glucosidasa es de gran importancia 

para seleccionar el tratamiento térmico que se llevará a cabo durante el proceso de curado. 

Un mejor conocimiento de la estabilidad enzimática en estas condiciones puede ser de gran 

ayuda en la optimización del proceso de curado con el propósito de incrementar los 

rendimientos de vainillina extraída. 
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Gráfico 7. Respuesta en Absorbancia en función de la cantidad de enzima y pH.   
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3.7 Cinética Enzimática en condiciones óptimas de actividad de la β-glucosidasa 
pH de  reacción 4. 

Tiempo de reacción: 5 minutos. 

Cantidad de enzima: 0.150  U (Unidades de enzima). 

Se añadieron 150 µL de disolución de enzima preparada (1 unidad de enzima/ml) 

 *  

Ajuste de pH final  10 

    

En el gráfico 8 se observa la relación entre la velocidad y la concentración de sustrato, la 

parte en donde hay un cambio en la pendiente es debido a la saturación de la enzima, es 

decir aunque se incremente la concentración de sustrato no habrá mayor formación de 

producto. 
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Gráfico 8. Curva cinética en condiciones óptimas pH 4, 40 °C 

Con el modelo de Michaelis-Menten se linealiza la curva cinética sacando los inversos de la 

velocidad y la concentración de sustrato para obtener con la ecuación de la línea recta, los 

parámetros cinéticos Km y V max (Gráfico 9  Lineweaver Burk)  
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                                   Gráfico 9. Inverso de velocidad y concentración 

El inverso de la ordenada al origen representa la Vmax y con ese valor multiplicado por la 

pendiente de la recta se obtuvo la constante de Michaelis (Km) y los valores obtenidos fueron 

los siguientes: 

 

V max 16.92  µM/min 

Km 219.92 µM 

 

3.8 Cinética enzimática a pH 6.2 (pH vainas de vainilla) a diferentes temperaturas 
El pH de las vainas de vainilla es de 6.2 (Márquez et, al 2008), por lo que se evaluó  la 

actividad de la enzima en las condiciones de pH de las vainas a 40 °C (temperatura óptima) 

como referencia para conocer las variaciones en los parámetros cinéticos en condiciones del 

curado y de esta manera obtener información sobre  el impacto del proceso de curado sobre 

la actividad catalítica de la  β-glucosidasa. 

Durante el sudado las vainas de vainilla se encuentran en una temperatura cercana a los 

30°C,debido a esto se llevo a cabo la reacción a pH 6.2 y 30 °C para conocer el 

comportamiento de la enzima en estas condiciones. 

En el primer paso del curado de vainilla (etapa de marchitez ó killing) se sumergen las vainas 

durante 3 minutos en agua caliente a 60 °C (Mariezcurrena et al., 2008), por lo que se llevó a 
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cabo la reacción a esta temperatura para evaluar la influencia de ésta en la actividad de  la 

enzima. 

Un tratamiento equivalente en la etapa de marchitez es sumergir las vainas de vainilla en 

agua caliente a 80 °C por un tiempo de 10 segundos (Mariezcurrena et al., 2008), aunque es 

un tiempo corto, la temperatura es elevada considerablemente ya que se encuentra 40 °C 

por encima de la temperatura en la cual la β-glucosidasa manifiesta su actividad catalítica 

óptima 

En las lecturas de absorbancia se detectó un valor negativo en el primer punto de la curva, 

por esa razón en el gráfico de velocidad correspondiente a  las condiciones de 80 °C se 

obtiene un valor negativo, la temperatura elevada que generó una desnaturalización parcial 

de la enzima y aunado a eso la concentración baja de sustrato no dieron lugar a la reacción 

de manera cuantitativa y como consecuencia las lecturas en la absorbancia  dieron  

resultados negativos.  

 Durante el sudado de las vainas de vainilla, etapa posterior al marchitado en la cual las 

vainas son secadas en el sol durante las mañanas y a la sombra durante la tarde, 

únicamente el 40 % de la glucovainillina presente es hidrolizada a vainillina (Odoux et al 

2003). 

El incremento en el pH de 4.0 a 6.2 afectó la selectividad de la β-glucosidasa ya que la Km 

se incrementó de 219 µM a 284 µM, es decir, que requiere mayor cantidad de sustrato para 

alcanzar la mitad de su velocidad máxima, sin embargo la V max se mantuvo constante. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la optimización de pH, en el cual se 

concluyó que el pH óptimo de actividad de la enzima en estudio fue de 4. 

La información acerca de la estabilidad térmica de la β-glucosidasa es de gran importancia, 

aunado a un mejor conocimiento de la estabilidad de la enzima bajo las condiciones de 

curado puede ayudar en la optimización del proceso de curado para incrementar la hidrólisis 

de glucovainillina y como consecuencia mayores rendimientos durante la extracción de 

vainillina. 
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Algunos estudios muestran la pérdida de actividad de la β-glucosidasa durante el proceso 

comercial de curado de vainilla a pH 6, un valor muy cercano al de las vainas (pH 6.2).Estos 

métodos generan pérdidas significativas de la enzima. 

Después de una exposición a 60 °C durante 3 minutos hace que se pierda un 51 % de 

actividad, mientras que se pierde 60 % de actividad a 70 °C por 90 segundos y 48 % de 

pérdidas al exponerlas a 80 °C por 90 segundos y 80°C  (Márquez 2008).Estos resultados 

indican la pérdida significativa de la enzima durante el marchitado del proceso de curado. 

Debido a que la β-glucosidasa es la responsable de la hidrólisis de  glucovainillina, las 

técnicas de curado deben preservar la actividad enzimática tanto como sea posible (Márquez 

2008).  

Estos resultados justifican la necesidad de estudiar otras técnicas de marchitado de las 

vainas de vainilla durante el proceso de curado que permitan una correcta ruptura celular y 

que límite la pérdida de actividad de la β-glucosidasa. 

El mecanismo de hidrólisis de la glucovainillina en vainas de vainilla es regulado por la 

comparmentación y el nivel de actividad enzimática no es el factor limitante para la completa 

hidrólisis. Si una total des compartimentación es obtenida, una completa hidrólisis es 

observada incluso si se ha perdido una parte de actividad de la β-glucosidasa. El nivel de  

actividad de la enzima solamente tiene efecto sobre la cinética de la hidrólisis de la 

glucovainillina (Odoux et; al 2006).   

Probablemente un marchitado por medio de congelación sea más adecuado ya que al tercer 

día después de un tratamiento a -10 °C por un lapso de 24 horas la membrana celular se 

rompió generando espacios intercelulares que facilitan la interacción de la enzima con el 

sustrato (Mariezcurrena et; al 2008). 
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3.9 Inhibición por producto (Vainillina, Glucosa) 
Muchas sustancias alteran la actividad de una enzima al combinarse con el mismo en una 

forma que afecta la fijación del sustrato y/o su número de recambio. Las sustancias que 

reducen la actividad de una enzima de esta forma se denominan inhibidores (Voet, 2006) 

Los productos de reacción en el proceso de curado de la vainilla son: vainillina y glucosa 

principalmente (Márquez et; al 2008). 

La tabla 3 y el gráfico 10 muestran las velocidades de reacción en función del incremento 

gradual de concentración de producto de reacción, durante el beneficio de las vainas de 

vainilla. 

Tabla 3. Variaciones de velocidad por la presencia de inhibidores                               

(vainillina, glucosa y conjuntas) 

Muchos inhibidores son sustancias que se parecen estructuralmente al sustrato de la enzima 

pero que o bien no reaccionan o reaccionan muy lentamente en comparación con el sustrato 

(Voet, 2006). 

Muestra Concentración µM 
(Glucosa,vainillina) 

 
Velocidad en 
función  de 
[vainillina]* 

(µM/min) 

 
Velocidad en 
Función de 
[Glucosa]* 
(µM/min) 

Velocidad en 
Función de 

[Vainillina+ Glucosa]* 
(µM/min) 

1 0 0.056 0.056 0.056 

2 0.66 0.056 0.056 0.056 

3 6.64 0.056 0.056 0.056 

4 13.28 0.056 0.056 0.056 

5 33.2 0.056 0.056 0.056 

6 66.4 0.055 0.056 0.056 

7 132.8 0.055 0.055 0.055 

8 332 0.055 0.055 0.055 

9 664 0.055 0.055 0.055 

  [ ]* 
Concentración 
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V (vainillina), G (glucosa), V y G (vainillina + glucosa) 

Gráfico 10. Disminución de Velocidades de reacción con los 3 diferentes inhibidores 

estudiados 

3.10 Efecto de la vainillina sobre los parámetros cinéticos de la β-glucosidasa a pH 6,2, 
40 °C 
Debido a que se consideró que la vainillina presentó una mayor influencia en la actividad 

catalítica de la enzima en estudio, se realizó una curva cinética para conocer la influencia en 

los parámetros cinéticos. 

En el Gráfico 11 se presenta la relación velocidad-concentración de sustrato a pH 6.2 ,40 °C , 

664 µM Vainillina. 
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3.11 Efecto de la disminución de H2O en la actividad enzimática de la β-glucosidasa 
Para que una enzima desarrolle su funcionalidad debe estar soluble en agua al igual que el 

sustrato, de tal manera que entren en contacto, la interferencia de un disolvente orgánico 

miscible con el agua fue representativa ya que conforme se aumentó la proporción de 

acetonitrilo y se disminuyó la del agua, la actividad de la enzima decreció. 

En la Tabla 4 se observan los efectos debidos a los cambios en la proporción de agua en el 

medio de reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo 3 
Resultados y discusión 

 

  Página 
44 

 
  

*A/H2O Abs 400nm µΜ 
transformada 
de sustrato 

Velocidad 
µM 
transformadas/min 

µM/min U 

0/100 0.670 2.621 0.524 3.495 

5/95 0.530 2.070 0.414 2.760 

15/85 0.158 0.600 0.120 0.800 

20/80 0.145 0.550 0.110 0.733 

25/75 0.128 0.480 0.096 0.640 

40/60 0.109 0.408 0.081 0.544 

60/40 0.102 0.379 0.075 0.506 

80/20 0.099 0.369 0.073 0.492 

90/10 0.096 0.357 0.071 0.476 

*A(Acetonitrilo)     

Tabla 4. Resultados obtenidos de la actividad en mezcla Acetonitrilo y agua de la                  

β-glucosidasa. 

Una disminución en el contenido de agua fue proporcional a la actividad de la enzima. La 

enzima perdió 20% de su actividad cuando la proporción de agua es del 95 %, y una pérdida 

de actividad hasta del  90 % cuando está en un medio con solo 10 % agua. 

En el Gráfico 12 se representa la disminución en la actividad de la β-glucosidasa por la 

disminución en el contenido de agua. 
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Gráfico 12. Cambio en la velocidad de reacción enzimática en función de la cantidad de agua 

en el medio de reacción. 



Capítulo 3 
Resultados y discusión 

 

  Página 
45 

 
  

 

3.11.1  Cinética enzimática al 90 %H2O, pH 6,2, 40 °C 
En la fase inicial de secado de las vainas evidentemente comienzan a deshidratarse, esta 

disminución de agua tiene efecto sobre la eficiencia catalítica de la β-glucosidasa.Por éste 

motivo se realizó un estudio para conocer la Km y la Vmax cuando se tiene 90 % agua en el 

medio de reacción. 

 

Los resultados de los parámetros cinéticos obtenidos fueron los siguientes: 

V max 7.42 µM/min 

Km 305.62 µM 
  

3.12 Curvas cinéticas a diferentes pH, temperatura, inhibidores y agua 
En el gráfico 13 se integraron las velocidades obtenidas en cada una de las curvas cinéticas 

para visualizar de mejor manera los límites en las V max correspondientes a las diferentes 

condiciones de temperatura, pH, presencia de inhibidores y disminución de agua en el medio 

de reacción.   

 

Gráfico 13. Integración de las velocidades correspondientes a los diferentes tratamientos 
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A 40 °C como se observa en el Gráfico 13 la enzima presentó el valor más alto de V max 

debido a que trabajó en su temperatura óptima generando una alta concentración de             

p-nitrofenol/min.  

Temperaturas de 30 °C y 80 °C fueron los más influyentes en la velocidad de reacción, la 

enzima se saturó rápidamente en ambos casos debido a:  1) a que una temperatura de 30°C  

no es suficiente para que la reacción sea cuantitativa y en efecto la enzima generó menos   

p-nitrofenol, 2) 80°C es una temperatura considerablemente elevada y puesto que la enzima 

es una proteína se desnaturalizó parcialmente generando de igual manera menor cantidad 

de p-nitrofenol y por consiguiente tanto a 30 °C como a 80 °C los valores obtenidos de Vmax 

fueron los más pequeños. 

La segunda condición que más afecto a la enzima fue cuando se llevó a cabo la reacción con 

90 % H2O  y 10 % de Acetonitrilo como se aprecia en el gráfico 12, debido a que la presencia 

de un disolvente orgánico impidió que la enzima y el sustrato interaccionaran en el medio por 

lo tanto la formación de producto no fue favorable. 

Cuando la reacción se efectuó a 60 °C , a 40 °C y vainillina como inhibidor la V max decreció 

respecto a la reacción a 40 °C sin embargo estas dos condiciones fueron las que presentaron 

una menor influencia respecto a las descritas anteriormente.  

Los parámetros cinéticos que se han reportado  (Odoux et al 2003) fueron obtenidos a pH 6.5  

y 38 °C de la β-glucosidasa proveniente de vainilla (vanilla planifolia) usando como sustrato 

p-nitrofenil-β-D-glucopiranosido. Los valores obtenidos para Vmax y Km fueron 62.05 

unidades y 2.07 mM respectivamente. Un valor de  Km=1.1 mM para la enzima purificada fue 

reportada (Odoux et al., 2003).Km para β-glucosidasa de extracto  crudo  encontrado fue de 

0.38 mM (Odoux et al., 2003) .Dignum et al (2004) reporta un valor de Km de 5 mM para la 

enzima en extractos crudos. Este resultado es más elevado que los mencionados 

anteriormente, probablemente porque el ensayo se llevó a cabo en otras condiciones (pH 7 y 

30 °C). 

Km obtenida en nuestro estudio fue de 0.28 mM  a pH 6.2 y 40°C observando que se 

encuentra una unidad por abajo de 0.38 mM, estas diferencias pueden deberse a varios 

factores, por una parte la enzima con la que se trabajó en éste estudio es extraída de 

almendras y purificada, mientras que en el estudio de Odoux et al (2003) se realizaron las 
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cinéticas con β-glucosidasa proveniente de extracto de vainilla ,matriz en donde se encuentra 

mayor número de impurezas y otros componentes que influyen en la interacción enzima-

sustrato y por consiguiente en la reacción enzimática recordando que entre más pequeño 

sea el valor de Km la enzima presenta mayor selectividad y por otra parte las condiciones de 

pH y temperatura fueron similares en ambos estudios. 

En la Tabla 5 se resumen los resultados obtenidos de las cinéticas enzimáticas con el 

modelo de Michaelis-Menten. 

Condiciones  Km  (µM) V max   ( µM/minuto) 

pH 6.2 40 °C  664 mM 
vainillina 

248.36 

 

11.42 

pH 6.2  40°C ,90%H2O  305.62 7.42 

pH 6.2  30°C 210.76 2.88 

pH 6.2  40°C 284.69 16.07 

pH 6.2  60°C 356.51 12.46 

pH 6.2  80 °C 195.18 2.63 

Tabla 5. Resultados de los parámetros cinéticos estudiados Vmax y Km 

Una alta purificación arroja parámetros cinéticos más precisos debido a que se excluyen 

constituyentes de la vainilla que puedan llegar a tener interacciones con la enzima. En un  

extracto crudo de la vainilla puede contener impurezas que en combinación con la                              

β-glucosidasa produce cambios en la actividad enzimática.También la presencia de 

sustratos, cofactores y otros compuestos naturales presentes generan cambios en la 

actividad (Márquez et al 2008). 

La referencia con la que se realizaron las comparaciones entre las constantes de Michaelis  

fue a pH 6.2 y 40 °C, el valor de pH debido a que es el que poseen las vainas de vainilla y   

40 °C porque fue la temperatura óptima para la β-glucosidasa encontrada en el presente  

estudio. 

Cuando la enzima fue sometida a condiciones de 30 °C, 40 °C + 664 µM de vainillina y 80 °C 

la constante de Michaelis disminuyó respecto a pH 6.2 y 40 °C, recordando que la relación 
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entre Km y la afinidad de la enzima al sustrato es inversamente proporcional, dicha 

disminución en la Km indica que se incremento la afinidad de la enzima por el sustrato en las 

condiciones mencionadas. 

A 80 °C como se ha descrito anteriormente, la enzima se desnaturaliza parcialmente, es 

decir que el complejo enzima-sustrato formado es inferior al que ocurriría si la enzima se 

encontrara en su temperatura óptima, esto provoca una saturación más cercana de la enzima 

ocasionando una reacción de orden cero más rápidamente cuando son altas las 

concentraciones de sustrato, de este modo el cambio en la constante se debe a que  como la 

Vmax es pequeña y recordando que Km es la concentración de sustrato en la cual la 

velocidad de la reacción es la mitad de la máxima, evidentemente disminuyó su valor 

respecto al obtenido bajo una temperatura óptima. 

Una temperatura de 30 °C también provocó una disminución en la Km, esta temperatura está 

10°C debajo de la óptima para la enzima, obtenida en este estudio (40 °C), por consiguiente 

el complejo enzima-sustrato no fue cuantitativo por la baja actividad de la enzima, así que de 

igual manera, la reacción se vuelve independiente de la concentración de sustrato, la enzima 

activa se saturó alcanzando una Vmax pequeña y por consiguiente una Km disminuida.    

A 40 °C y una concentración de vainillina 664 µM, el complejo enzima-sustrato fue menor por 

la presencia de vainillina, la enzima sufrió una saturación rápida y la Km en consecuencia 

también disminuyó.  

A 60 °C la Km aumentó respecto a la obtenida a 40 °C, es una temperatura en donde la  

desnaturalización parcial que tiene la enzima es menor que a 80 °C por lo que el complejo  

enzima-sustrato formado fue mayor que a 80 °C pero menor que a 40 °C, sin embargo, la 

afinidad hacia el sustrato es menor a 60 °C que a 40 °C y por esa razón la Km aumentó, es 

decir se requiere mayor cantidad de sustrato para que la enzima alcance la mitad de su 

velocidad máxima a estas condiciones. 

 

La presencia de un disolvente orgánico (acetonitrilo) modifica el medio en el que se 

encuentra la enzima, ya que aunque es un disolvente miscible con el agua no es de la misma 

naturaleza química e interfiere en que la enzima presencie un ambiente químico adecuado 

para su función, la actividad disminuyó y se formó menor producto, de este modo la Km se 
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incrementó debido a que la afinidad hacia el sustrato se vio desfavorecida por la proporción 

de agua al 90 % y 10 % de acetonitrilo.Se adicionó una proporción de acetonitrilo para 

disminuir la cantidad de agua y demostrar que la enzima necesita estar en presencia de ésta 

para ejercer su función adecuadamente, durante el secado se va perdiendo agua y de esta 

forma es como también la enzima deja de generar vainillina.  

 

Algunos estudios han sugerido la congelación como una alternativa viable en lugar del 

tratamiento térmico  ya que el tamaño de los cristales tras una congelación lenta llega a 

romper la membrana celular favoreciendo la interacción  enzima-sustrato sin generar 

pérdidas importantes de actividad como los tratamientos térmicos, la inmersión en etanol 

remueve el agua de las células induciendo a la deshidratación, las células se colapsan y 

mueren (Mariezcurrena et al., 2008).         
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CONCLUSIONES 
El presente estudio de la β-glucosidasa reveló información importante sobre la enzima , sin 

embargo no se puede concluir que dichos resultados son absolutos, tal que se trata de una 

aproximación al comportamiento de la enzima en vainas de vainilla debido a que existen 

cambios en la actividad catalítica, al no tratarse de la misma matriz ; a nivel laboratorio se 

trabajó con una enzima purificada extraída de almendras mientras que en las vainas de 

vainilla existen otros componentes químicos que generan ligeros cambios en la actividad por 

la posible interacción entre estos con la enzima.  

La temperatura y la cantidad de agua en el medio de reacción fueron los factores más 

influyentes en la actividad de la β-glucosidasa, a pesar de que la enzima durante el beneficio 

de la vainilla no actúa en el pH óptimo (4.0), realiza un  buen desempeño al pH de las vainas 

(6.2). 

La vainillina disminuyó más la velocidad de reacción que la glucosa y la enzima perdió 

actividad  un 86 %, cuando actuó en un medio con sólo 10 % agua, lo cual resulta relevante 

puesto que una de las etapas del proceso de curado es la exposición al sol con la finalidad 

de propiciar la pérdida de agua. 

 

Las pérdidas de actividad enzimática son significativas durante los tratamientos térmicos 

comúnmente utilizados en el proceso de curado, por ésta razón es necesario buscar otras 

técnicas para la ruptura de la membrana celular que no afecten en gran medida a la enzima 

para obtener rendimientos mayores de vainillina. 
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