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CAPITULO .I 

Intróducd6n·· 

En los Oltimos afios ha habido un importante desarrollo en 
.. 

la industria alimentaria debiciotanto al avance en el conoci-
miento básico relacionado' cori Ía'.s º~aracterísticas bioquímicas 
de los alimentos, así como en l~s técnicas relacionadas para 

su procesamiento, transformaci6n y pr~servaci6n. En ~ste sen­
tido la tecnología enzimática ha jugado un papel fundamental 
al contribuir en diferentes .sentido~: prese'rvaci6n del valor 
alimenticio, textura y color, produc¿ilin de sust~ncias especi­
ficas que no se pueden obtener por ío's ~Úodos tradicionales. 
de química orgánica, etc. 

Las enzimas end6genas pueden contribuir favor~blemente a 
las características y propiedades de los alimentos, o en for­
ma negativa inducir reacciones que reducen la calidad final de 
los productos, por esta raz6n se han desarrollado numerosos es­

tudios tendientes tanto a aprovechar en forma adecuada su pre­
sencia en distintos alimentos, o por el contrario, eliminar las 
enzimas que afectan negativamente la calidad, mediante diferen­

tes tratamientos térmicos que tienen como efecto su desnatura­
lizaci6n (8). 

La industria utiliza cl,gerentes., enzimas comerciales para 
la manufactura o procesamiento de un gran nfimero de alimentos 

y la tendencia actual en. la producci6n, tanto de, alimentos co­
mo de materia prima para su el~·boraci.6n, es la.de emplearlas en 
forma continua. Las ventajas que presentan úis'.. enzimas en la 
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industria alimentaria son variadas destacando el que son muy es­
pecíficas en su forma de acción, por lo que efectiían reacciori"es 
sin generar subproductos; funcionan en condiciones moderadas de 

temperatura y pH, por lo que no se requieren condiciones drásti­
cas que puedan alterar la naturaleza del alimento, ni equipo muy 
costoso; actGan a bajas concentraciones y su velocidad de reac­
ción puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la 
concentración de la enzima y son facilmente inactivadas despu6s 
de haber alcanzado el cambio deseado. Las limitaciones para u­
sarlas dependen de la enzima y son con frecuencia su alto costo 
y su disponibilidad a nivel industrial (8). Con el uso de enzi­
mas inmovilizadas, muchas reacciones específicas se han conver­

tido en econ6micas, siendo antes poco atractivas por el alto 
costo y baja eficiencia en la recuperación de la· enzima. 

La invertasa es una enzima presente en plantas, microganis­
mos y en la mucosa intestinal de animales superiores. Cataliza 
la reacción de hidrólisis de la sacarosa para dar glucosa y fruc­
tosa y tiene gran importancia en la industria de alimentos. La 
hidrólisis de soluciones concentradas de sacarosa dan como resul­
tado jarabes con un poder edulcorante mayor. El punto de ebulli­

ción del jarabe invertido es mayor y el punto de congelaci6n es 
más bajo que el de la soluci6n de sacarosa debido al incremento 

en la presión osmótica causada por la inversi6n. Los monosacá­
ridos producidos por la acci6n de la invertasa son más solubles 
que la sacarosa, y consecuentemente, los jarabes concentrados no 

cristalizan facilmente (41). 

La obtenci6n de aziícar invertido es de ·suma importancia ya 
que se utili.za en la preparación de licores y kelados en los que 

se debe evitar la cristalización, asi como para la elaboraci6n 
de productos de panadería. Un fuente natural de az_Cié:ar úivertidQ 
es la miel producida por las. abejas. -
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La tecnología de elaboración confitera se basa en el manejo 

del azacar, con vistas sobre todo en la abtenci6n de efectos es­
peciales de textura. Pequeñas cantidades de invertasa son adi­
cionadas a dulces de centro cremoso durante el almacenamiento. 
Durante este proceso se. reduce el contenido de humedad debido a 
que una molécula de agua s•uja por cada molécula de sacarosa 
que se convierte. EJ. 'C:oñ.tcihid!'.> .de sólidos también aumenta hasta 
el punto en el que eÍ ·g·~n'fi6 hb se seca y el contenido de hume-

,,.:, ··'- '', ,. ' c.:-,::·,· . ·, 

dad es suficiente¡neJ1t'eE.bafo·''para prevenir el crecimiento de le­
vaduras. Las prople:<laci~i'~Íl~e·C:t~ntes de la fructosa aseguran que 

el producto secon~~~~ai-á huínedo (40.). 

Otro uso de la invertasa es la inversi6n de m.elar;as usadas para 
la preparaci6n de medios de cultivo, con el fín de mejorar el 
crecimiento de los microrganismos. Para la obtención de carbo­
hidratos sencillos a partir de carbohidratos más complejos, así 
como para la identificaci6n de sacarosa y oligosacáridos, deter­

minación de sacarosa en cereales y algunos usos terapeuticos (55). 

Un uso potencial de la invertasa en México sería la obten­
ción de azdcar invertido a partir de la caña de azacar, debido 
a que la sacarosa es comercializada en forma cristalin~, siendo 
la mayoría de sus aplicaciones en forma soluble, de tal manera 
que se podría comercializar en forma de azúcar invertido tenien­

do como ventaja un ahorro en el proceso de cristalizaci6n que es 
el paso más costoso dado el alto consumo de energía. 

Las ventajas de comercializar la sacarosa en forma"~i'~''j~r~­
bes concentrados de azacar invertido serr án las siguientes: 

a. Disminución en los costos de producción debido a la·.eli­
minación de la etapa .de<cri~talizáci6n en el proC:&sode 

obtención de la sacarosa~ 
~;~· ,~~·;;_ :.;10<L:;.~·.,-.:.:;:.~·'' :-. 

b. Eliminaci6n d.eÍ >J;'~·~·¡;·J:'.'ciriia;de·C:aries dental provocad.o por 
la sacarosa sobre la ~icroflora salival (Streptococus mu-
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tans, S. salivarius, etc.) 

e.El azocar invertido tiene mayor podere~ülcprante que 
la sacarosa. '. ,.,,; · ; .. '< 

d. Se comercializar fa· en. forma c!~<fatabé~'- ~(fa~e'hte 
'.::.::: '>~··._~,~-, ·' ;,-'.,(:'·~~~-~.¿ 

trados. ','.,; 

La invertasa no • es pxo~Ücida> e_d··klé~~~G/ 
distribuida por 

'a'un}iéeio 

muy elevado. En 198 2 ,li~;.{Jllpoifaclbzl'.és dé invertasa en nÚesfro 

país ascendieron a 3:3 t'cirt~ladas'. • · 
o'~-c :_,,._., :: -•oo- ~--=---. -- . 

Este trabajo tiene co.mo objetivo el aprovechamiento de.la 
• • • - • 1 

levadura de cervecería. (Saccharomyces cereviciae). En efecto 1 

multiples procesos industriales, principalmente enra·rairiá de be­

bidas alcoholicas, gell~ran levadura como un sub~rodtic.to:'.·.~s evi­
dente que los niv~les.de producción de la enzima ~ó:nffi'.enci;es\éri 

.. ,. '• .;··· . ,·, 

procesos anaero,bfos ,que· en presencia de oxígeno¡>~"c)r•lo ,q'4·~·r1C> es 

de esperarse un rendimiento similar. Sin emba_r~() y da.dala.rela­

tiva facilidad conque laenzima puede obtene~~·e>se,p;~tejlde di­

señar el proceso para se recuperación' de tal forin{qÜe adem1is de 

obtener el producto objetivo de este trab.aJo, 1J1eya5lura; residual 
pueda seguir siendo empÚada en sus usos tradicionales en la ali­

mentación animal. 



CAPITULO II 

Generalidades 

2 .1. Transformaci6n enziiñl§tic~? 

La enzima¡3-fructof~ranosidasa, _llamada también invertasa 
o sacarasa, hidroliza la molécula Áe sacarosa para dar una molé­
cula de glucosa y una molécula de fructosa de acuerdo a la si­
guiente reacci6n: 

sacarosa +agua --.u(+)glucosa + D(-)fructosa 

Las propiedades de ~stos azdcares se muestran en la tabla 1 

Punto de fusi6fi)L;l 179~186ºC 

Solubilidad (ag:;_;;ij 179 % muy soluble 
.% 
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La sacarosa (azacar de caña, azúcar de remolacha), es un 
carbohidrato de f6rmula general c12H22o11; es un disacárido 
que consiste en dos compuestos monosacáridos: D(+)glucosa y 

D(-)fructosa. Los compuestos monos•cáridos se condensan me­
diante un enlace glicosídico. Estos dos grupos que en los mo­
nosacáridos libres muestran un equilibrio de configuraci6n °' 
y (.!J, se fijan en la molécula de sacarosa en una configuraci6n 
o< del componente de la fructosa. Mientras que el componente 

de la glucosa esta ligado en su forma piranosídica normal, los 
componentes de la fructosa muestran en la molécula de sacarosa 

una forma furanosídica que no se observa en la fructosa libre-; 
- (7···:. 

De acuerdo con éstas circunstancias el nombre qúírnlcoexac­
to de la sacarosa es. o(-D-glucopiranosil-;e ~D~fructofur~n6~i­
do. 

En las plantas los carbohidraios (azúcaie¡, airnid~n,-celu­
losa) se forman por un proceso fotos~ntetico de asirnUáci6n: 

6COz + 6H 2o + 67 5 kcal ---? + 602 

Esta formaci6n ocurre en las partes verdes de la planta, 
pero la sacarosa se encuentra también en tallos, en las raíces 
y en los frutos. La sacarosa es, con mucho, es más extendido 
y frecuentemente el más abundante de los azúcares presentes en 

la savia de las plantas. En la savia de la caña de azúcar 
(Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. sinense, etc.) se en­
cuentra más de 17% de sacarosa, lo mismo que en la savia de la 

remolacha (Beta vulgaris). En otras diversas plantas se encuen­
tran pequeñas concentraciones de sacarosa. 

Los azúcares reductores se caracterizan por su habilidad 
para reducir los iones metálicos. Todos los monosacáridos per­
tenecen a éste grupo. 
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La glucosa existe en abundancia en la naturaleza como azú­
car libre, así como en formas combinadas. Estas últimas inclu­

yen productos de policondenzaci6n como el glícogeno, el almidón 

y la celulosa; disacáridos como la maltosa, la lactosa y la sa­

carosa. La fiuctosa que esta presente como azúcar libre en mu­

chas frutas, se encuentra también en la naturaleza con combina­
ciones químicas. Ejemplos de estas combinaciones son la. sacaro­

sa, la polifructosana presente en muchas plantas,·. la inÚlina 
-~ . . 

del agave, los levanos sintetiz.ados por la enzima l.evan sacara-
sa, etc. (23). ).'::/ 

-. ____ ._ •• - --~--· ____ o_:__• ___ ,_~;~. :.-,,-.- .•.~:,:~/-~--·;-::o,-;_~-.·:'.~:~-~~~¡~·:r.- ·,-_,.;_:_;_.,·: 

El nombre de· la invertasa :derlva. del cambio eil la rotaci6n 

óptica que ocurre cuando. la sacar6sa"'~'fhrd.~'()'l.i·Úc1'~}f i~ inezcla 
·-· - -· ~-~ ~:~-~- ··-· . ' . - -;- ----;·-:-'-'i-;~;'.'.. 

de monosacáridos: ,, \~. :c,o~ ~~::;:)d':~;,,J'' ·~ ;/~:':¿·:.;;)~ 
.--:',·' /" -:'·;_.;::_:;. ,_:; _,:::::.:-~_';::: .-

. '':!~?~:'1~~~t~¡1~;,'·"·~r!i~1¿:· 
·-··' ., ,,,, 

,!'~:·~,kti:~~~~:?T~::.~i,·· · · 

sacarosa + agua·· 

La reacci6n de hidr6lisis de la i~ca~~s~ esc~~alizada por 

dos enzimas diferentes: la o<-glucosida~~;::::qu~·id~ntifica a la 

glucosa e hidroliza el enlace entre C(l)-oxígeno y la./3·fructo­

furanosidasa que identifica a la fructosa e hid~oliza la uni6n 

entre C(2)-oxígeno. Por lo tanto, los sustratos sobre los que la 

/3 · fructofuranos idas a puede actuar deben tener un residuo ;:J­
fructofuranosil terminal. Ademas de la sacarosa, la /.1'-fructo­

furanosidasa puede hidrolizar o(~D:galactosilsacarosas (oligosa­

cáridos de la serie de la refin9.~.~).Y,:,,\?J~g()?¡J;C:árid(),s .. est:rl-!c:tur,,a.1-
mente similares. La rafinosa (gafactosa·glucosa-frúctosa) puede 

ser hidrolizada por la ./8-fructofuranosidasa a. melobiosa (gaiac­

tosa- o<-6-glucosa) y fructosa .. ·Las, gl~µ~o~idasas, poi ~tro lado, 
no hidrolizan la· rafinosa, pero sí Únielezitoza .(glucosa~fructo­
sa-glucosa) a glucosa y. furanosa, dé;.t~l.'.'ma'n~ra que la rafino-
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sa y la melesitosa son sustratos usados para la identificación 

entre la ¡3-fru(:to~ur~p~~idasa · c(-glucos.idasa ·(~1.). 
·----

-· -·~'..\·,' '· · .. , <~,},J;:·-· -· . 

2. 2. c1asifi~aci~ll·n. . ; •.. 

Todas 

de acuerdo 

oxidoreductasa~, transferasas, hidroiasa~·, l{asa~·~;<i:~.()rn~tasas y 
ligasas. "i'i <> :~·· .· · 

'\!;-;}~~> :- :-:>-:::_· 

Las reacciones hidrolíticas son· aqueúid'.~n d~s; qti~~·ios en­

laces qufmicos son rotos con adici6n de uria moHkula de agua (el 

hidr6geno en uno de los fragmentos y el grupo OH ~~ e{ otro). 

· .. _ :· 

Las hidro lasas a su vez se clasifican de. acue:rdo af"tipo de 
enlace que hidrolizan. Estos enlaces pueden ser:, .enlaces:·6ster, 

enlaces glicosídicos, enlaces 6ter, ·.enlaces ;~eptfd.i~ó·si~··'.·~~Íace~ 
carbón-nitrógeno. diferentes a ~nlaces 'peptídic~~·.r.:~Jil~~~-¡'!icidos 
anhídridos, enlaces carb6n-carbón; e!l1a¿e~ hai:Jifd.:f¿b·§~\.>-~\{i'aces 

.'· ... '._·,;·.··, 

fosforo-ni trogeno. /~!} c. _ '.L.:_i~- ·-~--"' 
Las enzimas que hidrolizan enlaces &nc.osíd.i.cOs .son clasifi­

cadas a su vez en tres grupos: 18.s q~é hÍdrotti~ñ :;ell~aces oxíge­

no - gl icos ídicos, las que hidrolizafü~olllptie~to.s.;Rll6.}>ti,en.en;enlaces 

:: : r:: :•::: ~~ :: '~: :~~:.; 1 ;::, ~~ ¡~~Ji,J1~[t.1~f ~1~Jd~~~Í •ari ~ompue• -
•)¡''. ;,;;:.;-:~; -~' '.:';_'·,,;~:;~:,)-"''.~: :·· '"J'"·'- ·i· :• 

La ./5-fruc tofuranos idas a est~·,,~-~~~~ii11:f'~ij~' pof' el J1ci;nero 

EC. 3. 2 .1. 26. El prime~· dígi to·in'4i_c·a~:eb.,,·gr'u~o· al:~que pertenece, 

en ~ste caso a las hidro lasa~. ·~i~"~~~tl~~~ ~~;~espond~ a. la sub-

clase de enzima, que en el caso de."las·~hidrolasas, se refiere al 

tipo de enlace hidroliza_~oque ~·{~~A.~/ifa~e glicosídico. El ter­

cer nGmero es la segunda subdiviil4~:i·~frece m!is información 
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con respecto al tipo de sustrato que utiliza la enzima, en el ca­
so de la ¡G-fructofuranosidasa indica que el. enlace es. un. éster 
carboxílico. Finalmente, el cuarto número indic'~·::~spe~ifi~amen­
te el sustrato de la enzima, en €ste tas~ se traÚ~cie l~ sa~aro­
sa. 

De éste momento en .adelante nos.referiremos.a la /3-fructo­
furanosidasa con el nombre de invertasaya quelas enzimas comer­

ciales conocidas como. "invertasas" sori fd-fnictofuranosidasa de 
levadura. 

- . .· 

2.3.Fuentes de obtenci6n~ 

La invertasa se encuentra presente en las plantas superio­
res como la remolacha y la cebada, en algunos animales superiores 

en la mucosa intestinal, pero principalmente se obtiene de mi~ror­
ganismos entre los que se encuentran levaduras como Saccharomyces 
cerevisiae, S. carlbergensis, S. pastoraniums, Candida utilis y 
C. monilia. Algunos hongos también la producen como son Asper­
gillus niger, A. wentii, A. orizae, Mucor, Penicillum glaucum y 

Fusarum oxisporum (46, SS). 

Industrialmente la invertasa •s producida a partir de leva-
duras de g€nero Saccharomyces, especialmente S. y ª-.:._ 

c;:arlbergensis. 
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2.4.Localizaci6n: 

Los principales componentes de la pared celular de Saccharo­
myces cereviciae son glucanos y mananos. Northcote y Horne (38) 

encontraron que el contenido de la pared celular de la levadura 
de panadería era 29% de glucanos, 31% de mananos y 13% de proteí­
na. Falcone reporta 34%, 34% y 6% para los mismos componentes 
(18). 

Se sabe que la invertasa de levadura de panificaci6~ esta 
unida a los constituyentes insolubles de la célula. La enzima 

puede estar probablemente unida en la célula a carbohidratos o 
proteínas insolubles, o la enzima puede contener parte .dé carbo­

hidratos, que a su vez pueden estar unidos a otro~ ~arbohidratos 
insolubles (38). 

Debido a que la invertasa se libera de. la parte insoluble de 

la célula por medio de enzimas, puede ser posibl~,~~n ci~rto gra­
do, saber la naturaleza del enlace que une a la enzima con los 
otros componentes del complejo insoluble. 

Willstatter (53) consider6 que la inv.ertasa es uria enzima 
intracelular unida no muy firmemente a las estructuras celulares, 
pero la membrana celular le impide salir de la célula. La libe­

raci6n de la enzima se logra mediante la destrucci6n de la membra­
na celular efectuada no solo por enzimas sino también por medios 
macánicos. 

Otra hipótesis plantea que la enzima eXiste en f()rma soluble 

en la parte exterior de losprotoplast6s, pero de aiguria manera 
esta retenida por la pared' celúl'itf; es''"élé'd.:i:·~·"ia '.ffiaydr:'.par'te de 

la invertasa. dondequiera que. se sintetice. s.e· acomoda entre la 
membrana protoplásmica y la pared. c.elular (13,. 48)~ 
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Fisher y Kohtes (20) demostraron que la invertasa se encuen­
tra unida a la pared celular ya que aislados de esta, presenta­
ban actividad, aunque ~st:osaislados soro tenfan un pequeño por­

centaje de la actividad tof~i dela/c~fula. 
'-' ._o <·:_:'./~· 

Aislados de pared celular·d~ ley:adura de panificaci6n fue­
r6n estudiados y se encont,t6 1~: presencia de dos polisacáridos, 
una envoltura externa, glucarios.iy:.u~; Compomente externo de mana­
nos. Asociado con lo anterior ~e·eri¿uentra el material nitroge­
nado (1, 38). Falcone y Nick~r~CÍ~ Ü~) reportar~n a partir de 
pared celular de levadura de panÜica~.i6n una entidad estructu­
ral homogenea que consiste en una prÓteína y mananos en la re.la­
ci6n 1:12 (en peso). Se ob•erv6 que los mananos y la prote~na 
están unidos fuertemente ya que los polisacáridos no se pudle_r6n 
precipitar. Estos investigadores indican la presencia de-cofu­
plej os carbohidrato-proteína en la pared celular de la levadur.a. 
Kessler y Nickerson (25), además de demostrar la presenÚa,d~Y 
los complejos proteína-polisacárido, explican que el enlace,)s 
con los grupos carboxHico de la proteína que se esterÚiéa'~'~on 
los grupos hidroxilo de los polisacáridos. 

La pared celular de la levadura de panificaci~n (Si:lccharomy­
ces cereviciae), se sabe que tiene unidas por lo menos-cÍ()s enii­

mas, la ¡S-fructofuranosidasa y la fosfatasa ácida. Una conse­
cuencia importante de su localizaci6n es su accesibilidad a sus­
tratos que las hacen medibles en la c€lula intacta. Algunos es­
tudios se han hecho para saber la manera en la que la estructura 
de la pared celular prohibe la difusi6n de la ¡.1-fructofuranosi­
dasa al medio. Debido a que la enzima se libera desintegrando 
la c€lula, se puede asumir que la enzima no está covalentemente 
unida a los constituyentes de la pared celular, pero se cree que 

esta atrapada entre las laminaciones de la pared celular (S). 
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2.5.Propagaci6n industrial de la levaduras: 

La producci~n.de.levadura ~e pariificaci6n es muy interesan­
te en mucho~ aspe~tos ci~sde el punto de vis ta bioquímico. Duran­
te el proce'sC> d~.producci6n la masa de levadura viva se incremen­
ta, las propiedades panaderas· de la lev~dura, es decir, la capa­
cidad para fermenter azdcares· y prciducir bi6xido de carbono y 
alcohol, deben mantenerse y la resistencia a la aut6lisii debe 
ser controlada. 

El proceso de producci6n de. la levadura ~de. panificaoi6n ha 
sido cambiado desde el siglo pasado. Anteriormentf!, la levadura 
y el alcohol eran producidos simultáneamente y el rendimiento de 
levadura era s6lo 10% de la materia prima. Actualmente la situa­

ci6n ha cambiado completamente. La formaci6n de alcohol durante 
la producci6n de la levadura comercial es completamente elimina­

do, mientras que la producci6n de l~ levadura, peso a peso, es 
casi el 100% del rendimiento te6rico de las melazas usadas como 

materia prima. 

Los principales factores responsables de este cambio son una 
vigorosa aereaci6n al medio de cultivo, que incrementa la utili­
zaci6n de carbohidratos y la adisi6n continua de azdcar durante 

la propagaci6n para evitar el fenómeno de Crabtree. Actualmente, 
las melazas son la fuente de carbohidratos mas comdn. Estas son 
llevadas a la fábrica en tanques donde son clarificadas y esteri­
lizadas. La propagaci6n comercial de levadura se lleva a cabo 
en tanques de fermentación grandes de acero inoxidable. El aire 

es bombeado por medio de compresores por la parte baja del tan­
que. El crecimiento de la levadura de panificaci6n tiene una du­

raci6n de alrededor de 15 horas, después del cual la suspensi6n 
de levadura se concentra y se separa. La levadura es lavada y 
por dltimo es filtrada a vacío obteniéndose una pasta que contie­
ne 25% de materia seca. Esta masa se comprime para formar ba-
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rras, se seca, se corta y se empaca. 

Si se añade. mayor can,fada~_'d;~.:!l~,tr6g~IlP, al medio aumenta el 
contenido de nitr~.¡:{e~o dé iá.s ,f.~Íular, pero el contenid'o; ele le-
vadura disminuye. 

El estudio dela actividad enzimática durante la propaga­
ción de la levad~ra ha llevaclo a resultados muy interesantes. 

Se sabe que la levadura de panificaci6n tiene un exeso de inver­
tasa. La hidr6lisis de la sacarosa es 300 veces m§s r~pida que 
el grado de utilización de glucosa en la fermentación. La acti­
vidad invertasa de la levadura aumenta al doble cuando se u.san · 
melazas como fuente de carbono con respecto a glucosa (4l). Es­
ta contituye, por lo tanto, la ruta de producci6n comdn de la 
invertasa. 

La levadura de cervecería se obtiene como un subproducto de 
la elaboración de la cerveza. El proceso de elaboraci6n de la 

cerveza es muy variable. En algunos casos se llevan a cabo dos 
fermentaciones, la primera con Saccharornyces cereviciae y la se­
gunda con S. carlsbergensis. La fermentación en lotes se lleva 
a cabo en grandes fermentadores, a temperaturas de 8 a lOºC du­

rante un periodo de 8 a 10 días. La masa de levadura, que se 
forma como sedimento después de la fermentación, es removida y la 
cerveza es pasada a otro tanque donde se efectda la segurida fer­
mentación. Este segundo periodo dura varias semanas a .una tempe­

ratura de -3 a -lºC (40). Es importante hacer notar que.en este 
proceso la finalidad no es la producción de levadura si:Ilo de al­
cohol. 
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2.6.Propiedades catal~ticas: 

2.6.1.Sitio ~ctivo: 

Para que la in\l'erta~a se pueda unir al sustrato este debe 
contener un residuo 4..:fructofuranosil no sustituido. Se cree 
que la enzima ~e combina primeramente con esta molécula a traves 
del oxígeno glicosídico y los grupos OH en los carbonos 6 y 3 de 
la fructosa. Debe haber una interacci6n específica con el grupo 

OH del carbono .dos ae la glucosa debido a que la sacarosa es el 
mejor sustrato. La·ruptura del enlace glicosídico es del lado 
de la fructosadeloxfge!1oglicosídico (7). 

La uni6n con el sustrato es con grupos c;on un pK cercano a 
3, la posibilidad más atractiva es un grupo cárboxílico. 

Se cree que los 

la acci6n catalítica 
nas preparaciones es 

2.6.2.Inhibidores: 

grupos sulfhidrilic~s'>ta~bién part:i.cipan en 
de la invertasa. ya q~e ja activid~d: de 8.lgu­
aumentada con cisfefria (10; U). · .· 

La invertasa es fuertemente inhibida por iones de me·tales 
pesados, particularmente por Ag+. Una inhibici6n completa se lle­
va a cabo de 7 a 8 iones de plata por molécula de invertasa (33). 
Los iones metálicos se combinan con la histidina presente en las 
cadenas de la enzima, y no con los grupos tiol. La inhibici6n 
de la invertasa con Zn+ 2 es reversible y no competitiva y depen­
de fuertemente del pH (34). Con bajas concentraciones de urea se 

inactiva reversiblemente sin alterar sus propi~dades físicas (14). 
En concentraciones altas de urea (8 M a pH 5), o con valores de 
pH arriba de 6 se presenta una inhibici6n irreversiblie, acompa­

ñada de cambios en la estructura secundaria y terciaria (41). 
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2.6.3.Cinética: 

El pH 6ptilno";para·ia invel'tasa de levadura esta en el rango 

entre 4 y s:f'(4i:J. ia=.clll'va ,de pH actividad se encuentra entre 

pH 3.5 y 5.5;i'ifisteesJ~~bf'~llel rango de pH en el cual la en­
zima presenta'.siimayOr estábiúdad. 

La temperatura 6ptima para la invertasa comercial es de 

55° C para soluciones di1l1fclai cie .. sacarosa. · La cori(:e11tración de 

az.6car en 1 a que la enzima sé'· prtieba tiene un, efecto considera­

ble en la estabilidad. · Lai1:~fuJ>e:r~ttlra ·c~rfié~ affÚj~ de la cual 
la enzima se inactiva es· d~>59º. e (41). ' .. 

El efecto de la concentraci~n de sustrato, en la actividad 
de la invertasa es muy interesante, debiclo a-que la sacarosa es 

muy soluble y con frecuencia. se prefiere hiclrolizar soluciones 
concentradas de sacarosa. El 6ptilit~·gr~do 4'e :conversi6n se ob­

tiene al rededor de 5 a 8% de sacarosa~ EÚas ~ruebas fueron 

realizadas a un pH de 4. 5. En la :fi~ura l se puede observar el 

efecto de inhibici6n por excesb d~ sustrato. 

FIGURA 1 

001 

~o &o 10 
,. , s..;cr.OM. ,conc1nuCl11on1 qroma Pfl l~Ó lnf · 

Fuente: Nelson & Shubert (35) 
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La Km reportada para la sacarosa en preparaciones de pared 

celular fué más baja (33mM) que la encontrada para la enzima so­

luble (44mM) (10). Arnold (·7) reparta v.alores de Km para la sa­

carosa y rafinosa alrededor de 26' y 150 mM. respectivamente, y la 

Vmax para rafinosa es 50% del de la sacarosa. 

2. 6. 4. Actividad trah.si'J.\lcosic:l~~i':.~ ···· ·· 
. ~k('. , .. ~;:;.>~~:·,¡·}:;;-;· ·~·:'.S ... ;.-(' - ... 

-- <~~/~::\~'- _;~~~\::._;' ~:· ,1:: .'~(:~';''{);'.~;~.~~~:;-:~::'.~~~;'_:~)~- =: • -

::n~:~:~~::;;f ~~~~f f 1~~~f~~~~~!~l~lii~~~1~"!Ifüifüfü !~.:!~:: 
sis de sacarosa (41). · :~e;····.::: ;•J; ; •.. • e'.: .·.· 

. ;> / > . · ....... ·.· 
La invertasa cataliza la trari.sfer~rfcia de'..Jj~f~Ücb:isil de. la 

sacarosa a grupos aldehído de la D-glu~osa.libt~ p~odlici~ndose 
tres disacáridos, también varios alcoh~l.es prim'arios pu~den ser­

vir como aceptores. La formaci6n de oligosac~ddos por. la inver­

tasa de levadura es influenciada fuertemente por la conien~raci6n 
de sustrato; a concentraciones altas de sacarosa 'se f~vorece la 

:, i--.=-·' ~~-;-:;:-'--::,_;_·, __ ~_:..--~ -'-
forma c i 6 n de oligosacáridos (1): 

EH . + GOF "'" . EF .. + · 

EF .+ HOH ~ EH .¡. FOH 

,:.EE ...... + . XOH ... :C::: ... EH ... :+ ... ~xÓk"'""" ,,,.;, ..... ···" 
•. •-~"•fi.' -~w• •--_: "•, --;~~. ·.:·:!:~• 

en donde EH es la enzima, GOF es ·la sacarosa·, GOHy.FOH·la gluco­

sa y la fructosa respectivamente .y Xo'F t.úatq'ufer:a~11Úr'·~ .. ~septor. 
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2.6.5.Estructura~ 

El peso molecular de la enzima intracelular es d~ 135 000 y 
se encuentra libre de carbohidratos, en cambio, la ,enzima ex.ter­

na tiene un peso molecular de 270 000 y contiene_SQ' d~ ~~rbohi-
.. - ~- . .-

d ratos 021. 4¡). ··.t .. :!;/.):.-»'.:.:·· . ,: 

La tabla 2 presenta la composici6n d.e aminb.dd{~8s de :'l.'i.d.~n­
vertasa interna y externa, la diferencia prinC:I~i[;r;es';is¡;e;:T¡¡T­
mente en los niveles de glicina, histidiJ;!l• cti:ró~'~n~~.§/\~~~~-~~ª' 

"·:~::_ 1 

-- -- -· 

AMINOACIDO· 

Glicina 

Alanina 

Serina 

Treonina 

Prolina 

Valina 
• v·, • · ';-"f;·~;~<~·;'_,',_\;'.;;.'·;,.}. }.'r /.,.-. <'.,\,' "' \. '•,• .. ,,, "- \'' . '. ' ~- ·, "';'.",:(;;~_1;·/·· º'- ... -. ·. 

,#.~--{~.~1-~-~~2i2~~~~~~~~~~~~~t-~;4~11~~.t§,2~~1;~~;~~l:~~;~if~~~~~~:-~-~,~;-~~~,-., .... ' 
Isoleucina 

Leucina .. · 
--:: _-_ '-'· :,_ :._·:_~-~'.,_.,- ~~-~º-- .::;-~~..,_~'>-{i.=io:_·:':::--:-:..~-2,~:-.~_;?;·¿~c-~i~":.-~'--;.O..;;:··.(:· -· - ,., -"--;, 

·. As< ::; :! >;~li~i~;!_'; !,,'·~.: .. ~.:,,~z,:;;i,: ; ... : ·v';:;~.::;!,';i,"i~i,s ~ª9 ·· 
.,,-, 1-. : ~>: !:"•( . 

--::.o~r-. :;-:--··1: 

Fenilalani~a.·····.··· ··· '. s'; s9 
e' ',.: ,·, ,'; ¡ • ·: '° i ·~·' .:. ) i • • 
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{continuación) 

Tirosina 

Triptofano 

Cisteina 

Metionina 

Acido aspártico 

Acido glutámico 

Arginina 

Histidina 

Lisina 

Glucosamina ·.••·.·· 

Fuente: 

2.7.Procesos de extracci6n de la invertasa: 

De los métodos propuestos para la extracción de 1a inverta­

sa hay algunos que se llevan a cabo durante el crecimiento de la 
levadura en el medio de cultivo o que de alguna manera inducen 
mayor producción de la enzima. Otros métodos propuestos son lle­
vados a cabo una vez que la levadura fu( ya producida. 

Islam y .Lampen (24), ~reponen que a partir d~ los protoplas­
tos de Saccharomyces cerevicia~ por la acci6n de enziinasde cara­

col, que se encuentran libres de in~ertasa externa· y que ya no 
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fermentan sacarosa, pero la siguen utilizando. Si son agregadas 

pequefias cantidades de glucosa y fructosa junto con sacarosa, la 
fermentaci6n de sacarosa empieza después de la fase log. Dentro 
de estos límites, el periodo log se reduce mientras que la con­

centraci6n de glucosa se aumenta. Lavando lc;>s protoplastos la 
actividad fermentador~ de sacarosa se elimina y ~os protoplastos 
lavados vuelven a fermentar sacarosa solo déspUés d.e. la fase log, 

grandes cantid.ades cik invertasa son entorice~.:'se~retadas al medio 
bajo condiciones de adaptaci6n apa;ente.'. L~Tp~oducci6n de co 2 a 
partir de sacarosa es preGedida por la síntesis y secreci6n de 
invertasa y la acumulaci6n de hexosas. La fer.mentaci6n de saca­
rosa por los protoplastos no parece ser resultado del incremento 
de permeabilidad a la sacarosa, pero trae como resultado la se­
creci6n de la invertasa y la fermentaci6n de hexosas extracelu­
larmente. Es decir, que la presencia de sacarosa y glucosa pro­
voca que las células en fase lag sintetizan grandes cantidades 
de invertasa y la mayoría de la enzima queda unida a la célula. 
Con la eliminaci6n de gran parte de la pared celular por medio de 
enzimas de caracol, una fracci6n de la invertasa sintetizada es 

secretada al medio. 

Davies y Elvin (16), también liberaron a la invertasa con­
virtiendo las células de levadura a protoplastos, que se cree es 

donde la invertasa es sintetizada. La levadura utilizada fué 
Saccharomyces fragilis, la cual se incub6 c~n enzimas de caracol 

que eliminaron la pared celular y con /3 -mercaptoetanol convir­
tier6n las células de levadura a protoplastos en una hora a pH 

7.5 y 37ºC. La formaci6n de protoplastos es acompañada de la li­
beraci6n de la invertasa (75 a 100%) unida a la célula hacia el 
medio y los protoplastos, intactos o lisados, quedan sin activi­
dad (53). 

Se cree que la· 1iberad6n de· h invertasa eón j.3.~niercaptoe­
tanol es debida a ia rédu2c:iÓn de i6s 0 pue~t~s·: .:g:~s~ en 'el comple­

jo manano-proteína (37). 
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M~Murrough y Rose (30), encontraron que la actividad de la 

invertasa de S. cereviciae que crece con limitaci6n de glucosa, 
produce mayor cantidad de enzima pero el crecimiento es menor, 

aunque el decremento es pequefio. Los efectos de bajos grados de 
crecimientos se deben probablemente a la represi6n de la sínte­
sis de la enzima por la glucosa residual en el filtrado del cul­

tivo. La actividad invertasa de la levadura que crece'con lími­
taci6n de NH 4 + fuer6n mucho más bajos que los del crecimiento de 
levadura bajo condiciories de lirnitaci6n de glucosa. 

La plasm6lisis .de c~lulas por medio de etil acetato, tolue­
no, cloroformo, etc., dá corno resultado un jugo, que contiene so­
lo una parte de la invertasa de la levadura. Así mismo, la ex­
tracci6n de invertasa a partir de levadura de panificación seca 
o con agua d!i un rendimiento pobre de invertasa soluble. La au­
tólisis prolongada de células plasmolizadas o de levadura seca 
en presencia de tolueno provoca que la enzima se solubilice len­

tamente, el proceso es una división del complejo enzimático inso­
luble (42). 

Burger (12), encontró que después de tratar las células de 

levadura con etil acetato, una fracción de la invertasa queda in­
soluble. Después de un lavado con agua, gran parte de la inver­
tasa de los residuos de células originales en el sedimento centri­
fugado quedan también insolubles, sin embargo, si los sedimentos 
se prensan, gran parte de la invertasa no se sedimenta durante 
la centrifugaci6n debido a que se solubiliza como resultado del 

daño mecánico. 

Kidby y .Davies (26), liberaron la invertasa de s. fragilis 
por medio de tioles que modifican la estructura de la pared celu­

lar, pero no obtuvier~n res.ultado con S. cereviciae, debido a que 
los tioles no produjeron ninguri cambio en la estructura de la pa­
red celular de esta levadura. 
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Neumann y Lampen ~6) tratan la levadura calentandpla a 50ºC 

a pH 5 con alcohol et~lico al 50% y luego prec;ipltan'la.'enzlma 
con sulfato de amonio obteniendo splo .22% de. iá' :a~t.Í.yidad eniilllli-

tica inicial. '.VY· z;·} ,·· · 

Se sabe que la in"l(ertasa sé eri¿J~~~/a ~~:fcl:~ .ai.lna:t'eiiat in­

soluble de la célula ypuede s:r fÚ;e~ada por íilé~i6<cie,;enzi~11s 
que ataquen es.te material.in;oluble. ;Ü~ ;ejemplo de~~stasfon'hmas 
es la oc-amilasa de la éeba,<lA;'.;dt~~s· cereales, ·1a ~ip~~-n~- r: •· 
otras enzimas proteolíti~a~.; (34 }.' 

' ,·:·,::-~ •'<-,;;'=--~·:~:~~:_,-:'-~- º' -~ ~-:i_~.~·~ ~ : ''. 
Willstatter y Racke ~(54)( trátarón la l'evadur1:l de cervece;. 

ría con etil acetato al 37%, inacUvando las enzimas de la leva­
dura capaces de liberar la invertasa<ltirante la aut6lisis. Los 
autores encontraron que los residuos de células pueden ser trata­
dos con pepsina y tripsina sin que la invertasa sea alterada, pe­
ro sí es liberada por medio de un extracto de malta y una prepa­
ración de amilasa de mohos, así como por la acci6n de la carbohi­

drasa. 

Willstatter y Grassmann (53), investigaron la acción de la 

papaína, encontrando que el licido hidrocíanico aumenta la capa­
cidad de la papaína para liberar a la invertasa. Se encontr6 
que las proteínas de levadura purificadas tienen acción similar 
a 1 a papaína. 

las 

vas. 

Grassmann y Peters (22), llegaron a la conclusi6n de que 
amilasas de malta libres de proteinasas son también efecti­

Confirmaron la acción de la papaína y demostra!.'?11 .. 9.lle la 
tripsina no es efectiva, 

- ' ' . ' ,,,,,,,. ·~·-:-« 

' -- - .:- ... ~~- ... -.:~~--~·:-~,."o•--i : 
Arnold (5), reporta que por medios níeclinicos lainvertasa 

es liberada. Para que ocurra la libera¿ión"út e~V'Jj\'Q~~::~~lu.;. 
lar debe ser rota en uri pequefio ~amero de lugar~g~ 
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Tanino y Steyn-Parv,é (49), usaron un bombardeo:dealtá 'fre­
cuencia con camas de polvo de vidrio liberá;do ·¿¡ {a ih~~rtasa 
totalmente. i~ ''>e;.;: 

:~-y:·.-/:. ~\::~'.: ~-· , . . :' ·;~:<:.1. :. (·;; ·'.-.»·.~:·.· 
<':: ~ '".: i~;~.'~!~~:-~ ' ''.'- ::~)·-~- ~:/.~-.:-,-:'.' >-

Willstatter y Racke (54), encontral'óñ.'.:qúe H~i'inV.er'tB.sk pue­
de ser liberada moliendo la leva.dura córi a.r.ena;~<ié··".téuai-·zc5•;·e11 un 
mortero previamente e~friado para rninimizá~:;'~i·;;;prb·¿~;~'iiütolítico 

,.,, --~~~·;.;);(.~~~;-~· -~:;: - ;.,_ ¡·•.,_ '>. -

de la levadura. , _,/'.?''- ·· _},''· ;».:·r · •r r·· ··· 
J;T:-~-.'---.------.- :.,:~,---.. :·>~-.~ ':,.1·:>, . 

. , «;\:. :~;- -:~;:L::'/ :~-.- >·i:~~:~-;,,: ... ·'-'. -, -<~·<~ _:-·:. .-

sis te E~n m~:0::t:~~s~:m~: ~:r~e;:d:~1e;ct:rie~~Í~~·E~~Vtrit;:~¡0::1 
filtrado del autolizado por precipitaci6n o con¿entraci6n. Las 
condiciones en las que el autolizado sé lleva a ~abo varían. Se 
reporta para la levadura de cervecería una temperatura de 30°C 
por 4 horas a un pH de 5.8 (43). Malinovskii y Fedorov (29), ob­
tuvieron la invertasa a partir de levadura de panificaci6n auto­
lizandola a 30ºC durante 60 horas con ácido sulfdrico (500-600 
mg/1 de autolizado). Sotskaya y Smirnov (45), autolizaron la 
levadura con tolueno, (NH 4) 2HP0 4 y agua a 30ºC por mas de 72 ho­
ras. 



CAPITUr.o··ÍH' 

métodos 

3 .1. Equipo utilizado:.' 
··.,: ·' '·, 

1. Microferlll Fermento~.>~ . N~w Bru~~'~ick Scieritffic, Co .. 
2. Estufa' eléctrica.· :·' .. . -:;_;.- --·---

3. Balanza analítica. SATÓRIUS.~·.\ 

4. Espectrofot6metro. Perkin~Elm~ft· 

5. Agitador ci;cular para tubos de •ens·aye. Thermiline maxi mix. 

6. Potenci6metro. Sargent-Welch. Scientif~c Co. Model LSX. 
7. Agitador magnético. Thermiline Type 1000 •. Stir Plate •.... · 

8. Balanza de humedad. Ohaus. 

9. Balanza de dos platos. Ohaus. 
10.Balanza granataria. Ohaus. 

11.Centrifuga. IEC HN-SII. Damon/IEC division. 

12.Secador por aspersi6n. 

13.Material de vidrio. 

3.2. Reactivos.utilizados: 
'· 

1. Invertasa para uso· industrial~ Enm.ex S.A'; d~Od..v. 
2. - Albtimina de suero bovino crestalizada'Y:::i'i6ii~ii'z-ada para uso 

de laboratorio.. Sigma Chemical co:::?,;:·:·::·~~C.":"fi~~~J;"::";.";:~·'·;:''.'.'" 
3. Acido ·3,5-dinitrosalicilico. Merck~ 

4. Sacarosa reactivo analítico. Produetos 'qu,~IRI'g~~ ·?4<>nterrey. 

5. Sacarosa comercial r~finada para uso doméstf¿~. 
6. Sacarosa comercial estandard para uso doméstic~. 
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7. Reactivo de Folin-Ciolcalteu. Merck, 

8. Glucosa reactivo de labora torio. J ·T .. Backer S, A. de C.V. 

9. Fructosa reactivo para laboratorio.. Merck .. 

10.Tartrato de ~o~io y potasio. Merck. 

11. Hidr6xido de sodio. Merck 

12 .Acetato de sodio.·. Merck. 

13.Acido acético . MerH'.. 

14 . e ar bon ato ele ;s~dl() . : Mere!<~ 
15.Sulfato de cob~~;· M~~ck. 
16. Ioduro de pptagi!J._;: 'f.terck; 

- ' :::·:·_<_'.__ i : _ _,,::-.o 
·-. i.-~_:;,~ :·~. ::-~ ~'~~~ -~-:-:'e. ~·::· ~~'"'-~( :·:· ,_::;-' 

··' --~· :, 

3. 3. Determinaci6~ .·~~· :~;t't{~j_J~a: 
' ' <:.·:: ~:_: ' -' -~.' 

·~ _:~: ':;-~'·:~~ ·{ =_::;' ~?~:>/ _: --- ·-
,:· _ ;_-- '" .... :-,,_ ... "·'" . ·- -,. :-

~::.~~;;~~:~:~ii1Í~il1iil~l~i1!i~iiiii~tI~~~;::· ::·t::: .. 
::.~::::::::::;::::~~~~j!~tf t~~~íf ~f trli!J:~~:;:~~;::;·:i~:: 

,.:'<_·:·/.::: ~\~:.~ ;:';'' /_':~}:··:·_~_~\ ::;., ~ -
' :;·. " -'.' . ,; '.-. ··: '_:., · .. ; ~ ·: ; •'.'", ' .. ,_ - ·--. -. -,' -- -

La ac ti vidacf .fl1éi~'et~rmin¿{d~·:po.i:,m{iin€td~o. ;calorimétrico, 

:~~~:~::::: i ~~~¡fo~~f &~~!~~~~~~~if !c~~,f lfX ~~\~49 d~l ácido 3, 
·:.,·¡.;.,'-:J~ .,.::.,',;/,,:;; ; 

ci6n 

y se tomaron 

ron 
les de sacarosa/mg' de enÚina !l<{~ mln~to''<l~ i~- ~iguiente manera: 
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f mg G~ ]x•f~42:~ts .. ]. x[.·~·"·mmol·;·.SJ·· ~···fio 3·~>'mo···/?s .. lx.· >Í.1m11. 
lml mm b60.J11g.GF: 3~2.mg.cS ~·mmol"S·J ••Lmg E 

·- ·,- :·:·: •.. ' ... ::·.·.'/;\ . . ::: .. ~'\-..._;:··.:'-· · .. : .<:··-·,_· ~,,:(>:-.-_·_· __ '.c_·:x::_--::·::Ó·º- :-· · , 
;; ''t'.¡;_~~~~ ,-'-·:'· -- -

obténiedose. ~~t ·l~~WJ~id~~·~J"di~~~rA~tff8i;~i;{ 
.· ~ .:·:· :··:.::; /.-:,:L<:~·:·:- i:-~::''·· . ~ \;-~~;~-., --J~;~-

3. 4 . De termin• á iOn ~~¡ ~;~¡. i~f \'.ir • 
Lo' ••todo•· .. u ti;;~:~; ~,j¡Jt •• taiei~rm iO a O.ion 

y Lowry (39), Biure.t (3·J:'}',)ÍS:t~roKj~ld¡hl, (3).~ ·· · . 
::· :º,, ~~-~.;~--:.'_'.º~:._::~;~ ;, .. , .. -.·::_'~:-:.· - :.:·o:~_;-\_-·•; -.- ·'; . - :·-.-~ 

·.:,;··:,::-~,::::-~~: 

3.4.1.Folin y Lowry: 

Se realiz6 primero una curva pai~6~ con una s.oluci6n de al­

bCimina de bovino (0-0.2 mg/ml). Déspués·se hicieron dilucione~ 

con los problemas y se determinaron los mg de proterila/nil. 

3.4.2.Biuret: 

Se realiz6 una curva estandard de 0-10 mg/mlde suero de 

al bCimina de bovino, después se procedi6 a determina1 lÓ.S ml/m1 
de protefoa en ¿ada ·problema. 

3.4.3.Macro-Kjeldahl: 
:' ' , 

Este mHodo se utiliz6 ó.nicamente para determih~r la canti­

dad de proteina en la enzima secada. 

3. S. Determinaci6~, ele hum~dad ~ 

Esta determinaci,Ón~ se. ~ealiz6 cofr· ~{ .-flil'de -saber el conte­

nido de humedad>~~~~¡ 'levadura trafda ele la ,~ ~~vecerfa, así co -
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mo en la enzima después de ser extraíd~ y .secada en eL secador 

por aspersión. 

~ _,·,--=-- --

A la lev.adura traída· de .una ceneceria del ~.F;i.s~. le ajus­

t6 primeramente el pH a. 5. 8 y se co1oc~ e~ el :fe'.fm~nti<ló; a una 
temperatura de 30ºC y una agitación de 500 rpm. Se tomaron 
muestras cada 2 horas y cada 4 horas al final. 

Simultáneamente de la misma muestra con un pH de 5.8 se de­

jó una parte de la levadura a temperatura ambiente sin agitación 
y otra a temperatura de refrigeración y se tomaron muestras ca­

da 12 horas. Se puso también una muestra testigo a la cual no 
se le ajust6 el pH, a temperatura ambiente sin agitación. En 

esta última las muestras se tomaron cada 24 horas. 

Todas las muestras tornadas se centrifugaron por 30 minutos, 
se eliminó la levadura y al sobrenadant~ se le determinó acti­
vidad por el rn~todo del DNS y proteínas por el método de Folin 

y Lowry. 

3. 7.Secado de la enzima; .. 

Se centrifugó toda la muestra que se tenía en el fermenta­

dor con el fin de separar la levadura. El sobrenadante que con­
tenfa toda la enzima extraída se secó eri uri secador por asper­

sión a una temperatura de SSºC sin purificar y sin concentrar. 



29 

3.8.Cinética: 

3.8.l.pH6ptimo: 

Se deter~in¿ la actividad de la enzima en soluciones al 10% 

de sacarosa, -~iuria temperatura de 55ºC variando el pH de 3.5 a 

5. 5. 

3.8.2.Temper~ftirá ~ptima: 

Se determinó. la actiJidad de la eni'.ima en soluciones al 10% 

de sacarosa con µn pH de~~4:;5 variando l!J. temperatura desde 40°C 
7

·'. -:/:':-L··_r,;:~~ .'- _"-___ . 
hasta 70°C. \;:• .. 

3. 8. 3. Determin~cidÜ. Ae'Í<Jri·:.:~tvm~~: 

Se determinó. la velocidad inicial a diferentes concentracio­

nes de sustrato (1-20 gr de sacarosa/l) y diferen¡és concentra­

ciones de producto(l-10 mg deproducto/ml) a un pH ;de 4,5 y una tem­
peratura de 55ºC. Los valores de Km y Vmax. se .. ob.tuvieron por 

la representación de Michaelis-Menten hecha por Lineweaver~Bruk. 

3.8.4.Determinación de actividad especifica: 

Con los valores obtenidos anteriormente de Vmax; y las dife­

rentes concentl"á'c:i.ories de enzima se procedió al cUculo de la ac­

tividad espectfh:a. 

3.9.Pruebas de estabilidad de la enzima: 

Se determinó la actividad.de la enzima secada.almacenada a 

temperatura ambiente a difef~ilt-es'::tte~b'.6~·:~ 'f~~b{6~"."~~"·~e~Úzó 
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una prueba de estabilidad acelerada someti1irn:do a la enzima a 

una temperatura de {sº~ y ~e{~ ~ete~TrliJ16.1aactivÍdad cada 2 
horas. 



CAPITULO IV 

o.iscusi6n >' Resi.íÍt.ados 
':.,<-
'• 

-"',o.: . - _:'-.'·,-. ~ -~'" ' __ ;_• "" " . ~; .,, ._: ":··~ .· 

Primerament~cse pr~cédió a '~~áÍu~r:i iiL a~¿vidad de di ver~ 
sas levaduras.'á<le¡~'irid~d de. pla~t~S'~cir\Tece~~s;<a las cuales .se 

les determinó· 1a ·abtiv.idéici. 

Una de la's muestra adquiridas se encontraba en forma sóli­
da y la otra en forma soluble. Con la determinaci6n de activi­

dad se encontró que la muestra de levadura s6lida no_ preserit6· 

actividad, probablemente debido a que la temperatura a la cual 

se efectu6 el secado fu€ elevada y desnaturaliz6 a la enzima 

provocando que esta perdiera toda su actividad. La levadura l,!.­
quida present6 una actividad inicial de 432.6 U/ml de las cuales 

solo 10.4 U/ml se encontraban libres en el sob~enadante. 

Posteriormente y tomando en cuenta las alternativas dis­

puestas para la extracción de la invertasa se decidió explorar 

la factibilidad del efecto del proceso de autólisis inducido en 

el laboratorio. Para esto se caracteriz6 inicialmente a la le­

vadura. Los resultados de la caracterizaci6n se muestran en la 

tabla I. 
. - - .· 

Es importante .hacer nC>tar que eLpWinlciái ·en Ta .. Soluci6n 

de levadura se:~licue~tra ~J_~~,ª~9 .~e1:1;1f~~~o):!§~?e:é.h~;J:fe~.1:uar la 
autolisis.. ·,:·:.··· ···'•'·"'···.··· ·····~-:"''<'<:'·,· ··- ·· 

., :;.~- :~-~~-~f.:,l :;;:-.;:~;~: :· ¡,. · ·. ·:: · .·<'.;-,;·~i;~ &:·:·~:~? º' i ·:;· ~--:~.'".<;: ,._'- ·:'.,--)::j¡:;:~;:\ ; x~ -~;-~:~·.,.'.':~;,.: :·.·~:"::"~~-: .. ~:::.:~~\;:.\~:;·: :~ ; .. ': -, -¿ : · ;;·· · 

cons i de~~~~~t4~~~--t~~,;~ti~~~'.il~~-rk:]~{~,l~i~:t~~~:l~~~'.~.~i~~-t.ro.s 
mas· importan:tes7~-e~n"'.'(lrjii§'c:es9,:deiaut6 lisis ':'•se: efectiiar6n los si -

guientes expetirnenfos: 
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I) Temperatura 30ºC, pH de 5. 9 con agitaci6n (SOOrpm) 

I I) Tempera tura 24°C, pH de 5. 9 sin agitaci6n~ 

II !)Tempera tura 24ºC, pH de 3.9 SIÍln agitaci6n. 

IV) Temperatura de refrigeraci6n, pH de 5.9.sin agitación. 

Durante estos experimentos se siguió .la evolución de proce­
so de aut61isis determinando la actividad y la cantidad de pro­
teínas presentes en el sobrenadante. Estos resultados se mues­
tran en las fi~uras.1 y 2 y en las tablas II, I~I, IV y V. En 
la tabla V se muestra un resumen de los resúltados de estos ex­
perimentos. 

TABIA I 

Condiciones inldáI.e.s de. la levadura 

pH 3.9 

Peso seco de l~ levadtira 194 .1 s mi~Cie -fevadul'a/ml 

Humedad 79.7 % 

Actividad en el sobrenadante 10.4 U/ml . :\-~'.·l· .. :;;.:::···> 
·,, 

Proteínas en el sobrenadante 40.03 mg/m:f· 
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TABLA II 

Proceso de a.u~~-~Jsis par~ la, liberaci.6n de la in­
vertasa en cox'iciicion~~ de ten1perá'tura de 30ºC, 
pH de 5 ,g y agit~ci6n de 500 rpm ( volumen total 

2 1 equivalente a ~88,j g de levadura) 

Tiempo 
(hrs) 

o 

Act1v1 a 
(U/ml) 
10.40 

17.00 

Prote nas 
(m /ml) 
40.03 
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- (continuación tabla II) 

197 .14 

351.17 

360.83 

378.00 

382.67 

377.00 

445.33 

422.33 

367.33 
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TABLA III 

Proceso de aut6lisis para la liberaci6n de 
la invertasa en condiciones de temperatura 
de 24°C, pH de 5.8 sin agitaci6n.(volumen 
total 0.5 1 equivalente a 97.02 g de lev.) 

Tiempo 
(hrs) 

o 

8 

21 

Actividad 
(U/ml) 

Proteínas 
. (mg/ml) 

40. 03 

83.01 

90.43 

108.92 

. - --- ·---~--.__ -
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TABLA IV 

Proceso de aut6lisis para la iiberaci6n de 

la invertasa en condiciones de .temperatura 

de 24ºC, sin ajuste de pH y sin_agitaci6n. 

(volum~n total 0.25 1 equivale a 4~ .g de lev) 
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TABLA V 
. - . ',-~ . -· - ·. ' -.~- - ' ' . -

Proceso de aut61f5i,s ~:ar_á'1a liberaci6n de 
la invertasa eh 'condiciones de tempera tura · 

de ref;fg~ráció'n; 
0

pH :de S. 8. sin agi taci6~. 
cvolll~er; frif~1 f E~e¡ti'ivai'ente ª 194. . . iev) 

·'?:l(f;~·=::::;: 



Temp . .,,· 

pH = 
Temp 

pH = 3.9 
Temp 

pH = 5.9 
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TABLA VI 

Resumen del pro~~;s~:;cl~ au1:6Usis 

taci6n durante el proceso 

debido a que los resultados que ia muestra 
,' : -

no se mantuvo en agitaci6n, se present6 liberaci6n de 

la enzima eq comparaci6n con la muestra que estuvo ~n el fermen­

tador con agitaci6n (tabla II). 

La temperatura'en la cu~lse:efectaa: lá.aút'61isfs de la le­

vadura es un factor ·importa~ter'':deb:id<:f'.~a~·q~e:":'er~'~roc"é'S'o· 'de aut6-
. - - ' .. -... _:,-,.:>· _.:.}~<~.:;~-'~·(;·::\:,·:~'- ;· .. '.' .... ,_.-. '!:·~::· ··-:-·~·"'. _:·: '·· ... -·:-, ··<::·''.'.~- • :_:._· . _. '-> 

lisis es llevado a cab,o,ppr' las, Jllism.ª.5 .enzimas ~e .la levadura y 

las enzimas a temperatürasv~ba·jas"'di!;minu)'e5TS°lÍ\refocidad .de ac-

~~6:~ ~~rl~;s:~ªi·~e;~·ft~~F~tf~'.~~~~:s~~;.Efo~~id~:·:~ii:~~:e~:::m:n:ª:e 
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observa claramente en los resultados de la tabla V, en donde la 
muestra fu€ mantenida a temperatura de refrigeraci6n y la canti­
dad de enzima liberada fufi mínima. Por otr~ parte, la tempeiatu­
ra a la cual s~ extrajo mayor cantidad de enzima fu€ con las 
muestras mantenidas a temperatura ambiente (24°C). 

Comparando los resultados de las tablas II y VII en las que 
se extrajo la enzima en el fermentador, teniendo como dnica di­
ferencia la temperatura,·.se observa que hay mayor liberación de 
la enzima en la muestra qt.'if! se marituvo .a 24°C. en comparación con 
la que se manttivo'a_3Ó_ºÓ';fEsto es probablemente debido 'a l.a des­
activación de la érizima•pof~·ias enzimás proteoUticas que. acttian 
en la autólisis", ya qliétei dificil 'pensar, ·dada la estabilidad 
t€rmica de la invertasa; ~ue la enzima se desnaturalice. 

La cantidad de enzima extraída en el fermentador a una tem­
peratura de 24°C (ver resultados posteriores en la tabla VII), 

en comparaci6n con la mantenida a la misma temperanura pero sin 
agitaci6n (tabla III) es muy similar y extraída en aproximada­
mente el mismo tiempo, con lo que se vuelve a comprobar que la 
agitación no es un factor importante. 

El ajuste de .PH es importante ya que la enzima se liberó en 
menor tiempo en las muestras a las que inicialmente se les ajus­
to el pH a 5.8 (tablas II y III), en comparación con la que se 
dej6 con el pH inicial de 3.9 (tabla IV). 

De acuerdo a estos resultados podemos definir las condicio­
nes en las cuales se obtiene la mayor liberaci6n de la invertasa, 
las cuales son: ajuste inicial del pH a 5.8, una temperatura de 
24ºC y mantener la levadura bajo estas condiciones durante un 
tiempo de 165 a 175 horas. 
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FIGURA 1 

Proceso de aut61isis para la liberaci6n de la linvertasa 

DETERMINACIDN DE ACTIVIDAD 

Temp.'30°C, pH 5.9, con agitaci6n 
Temp. 24ºC, pH 5.9, sin agitaci6n 
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FIGURA 2 

Proceso de aut6lisis para la liberaci6n d~ la invertasa 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

(l)remp; agitaci6n> 
. (z)T~mp. 24ºC, sin agitaci6n 
L.:H)'r~nÍp·. · .24~C, pH·3~9,' sin:~gitacÚn 
•.x(4.)T~ínp. 2~4ºc, pH s.9, sin agitaci6ri 

120 
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En la tabla VII y figuras 3 y 4 se muestran los resultados 
~btenidos en las condiciones selecciona~~~ ~ara efectuar el pro­
ceso de aut6lisis. Este experimento se re~llz6 con el ffn de 

confirmar los resultados anteriores así como para preparar un 
lote·de enzima para los experimentos subsecuentes de caracteri­
zación, tanto de la estapas de recuperación así como las carac­
terísticas cinéticas de la enzima. 

La Gltima prueba se realiz6 con la levadura una vez autoli­
zada, con el fíri de verificar que toda la enzima hubiese sido 
liberada. La caracterizaci6n global dei proceso se muestra en 
la tabla VIII, en donde pued~ observarse que en t~rminos de li­
beraci6n de la enzima la eficacia es del 78.9%; 

Una vez extraída la enzima, se procedi6 a procesar el sobre­
nadante, decidiendose efectuar un proceso de secado por asperci6n 
del mismo; la temperatura de secado se estableci6 con base a las 
características térmicas de la enzima, siendo esta de SSºC. Se 
alimentó al secador a raz6n de 1 l/hr, obteniendose un producto 
con las características que se muestran en la tabla IX. 
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TABLA VII 

Proces~de aut6lisis para la liberaci6n de 
la invertasa en éondiciones de temperatura 
de 24°C, ~H S.8 y con agitaci6n (volumen 
total 1 1 equivalehte a 194.lS g de lev.) 

Tiempo 
(hrs) 

o.o 
8.0 

24. 5 

32.0 

.4 7.S :'•. 

SS.o.> 

70;5 

79.S 

98.0 

17S.ÓO 

183.0 

207.0 

233.0 

2S6.0 

36S.O 

Ac.tividad 

(U/ml) 

44 ~69 

Sl.33 

107.00 

124.33 

166,33 

317.00 

389.00 

423.00 

SOS.33 

567.00 

Proteínas 

(mg/ml) 

. Sl. 81 

67.89 

116.730 



FIGURA 3 

Proceso de aut1ilisis para la liberaci!Sn de la invertasa en condi­

ciones de temperatura de 24°C, pH 5.9, con agitaci6n. 
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·.FIGURA 4 · 

Proceso de aut61isis p~-ra la liberaci6n de la invertasa en condi­

ciones de temperatura de 24°c, pH de 5.9, con agitaci6n. 
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TABLA VIII 

Caracterizaci6n glÓbal<le1·· proceso 
de extracci6n de. la ·i~~~~tasa. 

Volumen total procesado 

Contenido de células 

Actividad invertasa de 

Actividad total en el fermentadtiri 

Actividad del autolizado 
gado 

Actividad total extraída 

Volumen 

Humedad 

Proteína 

Actividad 
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Caracterizaci6n de la enzima obtenida: 

Primeramente, se determinó ei ~fecto de la temperatura en 

la actividad di la enzima extraida,. e~tos resultados se mues­

tran en la tabla X 

·~· ,. . -· 
' . . ~\'::-~. ';~ ;·. 

'.~; l·:·">!. y.,:. :»-~\;·_ ·~· - ··,·:;;_;':;,. ·':'-":•:1"~~>-'·· --·· 

:: :: s~:~::::~:!:1;~:!!~~l;~~~;~.iii:~~~1f f i~.~~íi~~;t~~~:r~:~' 
El resultado difiere con el dato reportad . .o .•. ~n1a.·;.J.deratura (SSº), 
lo que ind.ica uná. mayor ·eúabilidad en-Ja¿~nzima. obtenida. Por 

otra parte, se observa cúramente qu~ a iernperatu_rat·[l~~·Úa de 

de 60ºC la enzima se empieza a desnatu;anzlir rápidamente y a 

una temperatura di 70°C la enzima ha peidido casi toda su acti-
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dad. La figura 5 muestra el. efecto de la temperatura sobre la 
enzima 

tabla XI. 

5.0 

5. 5 .. 

nida. 

Actividad 
(U/ml) 

706.22 

888.67 

930.67 

8 78. 7.3 

794;83• ....... 

Porcentajé relativo 



FIGURA S 

Caracterización en funcion de la temperatura 
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El estudio cin!tico de la enzima obtenida se llevó a cabo 

en las condiciones óptimas de pH y temperatura, se muestran los 

resultados en la tabla XII en donde se determinar6n las velocida­

des iniciales en un rango de concentración de sacarosa y para 4 

concentraci6nes de enzima;. 

p (mg/ml) 

So(mmol/l) 

7.31 

14,62 

21. 93 

29.24 

43.86 

58.48 

TABLA XII 

Velocidades iniciales 
(mmol/ml min) .. 

---- ._-_ 

10 s.o 

. 
4. 71X10 

-j 
2. 33Xl0-j 

9. 36Xl0- 3 4.39Xl0- 3 

13.21Xl0-j 5,62Xl0- 3 

13. 97Xl0- 3 6.07Xl0- 3 

16.48Xl0-~ 8.25Xl0- 3 

19.20Xl0- 3 9.29Xl0- 3 

.. 
2.5 1.0 . , .. _, 

' .. 
. ·. 

1. llXl0- 3 o.soxio~ 3 

2.35Xl0- 3 1.18Xl0- 3 

3.18Xl0- 3 l. 32Xl0- 3 

2. 71Xl0- 3 1. 85X_l0- 3 

4. oox10- 3· l. 70Xl0- 3 

S. 24Xl0- 3: 2.29Xl0- 3 
.. · 

Del análisis de regresi6n lineal .de los dl!\'ó~i·presentados 
en la tabla XII (figuras 7 y 8) , se ericontr6·.tin:;af'~h'de Km de 

56. 76 milimoles (desviaci6n estandarcl;.cl~·•l2·,·H1i;·~·":~·;.·1···•· · 
. , . . ' • :~ , .. ' ' " - • • .'.--.\_,·;-~;\:--.• -=e;; . ·-.·::-->::>-:-·\~· ~:\··~·;',·>:;·:··~>---. ,-- . 

Las velocidades m1iximas.obtenidas se grafican cóntra la 

concentraci6n de producto ( [~]·). colllo muestra la figura 9, encon­
trandose una relad6n. Ül'lea1:·.ccoefidente de corrrelaci.6n de 

0.9911) y por lo tanto una .. actividad específica de 3;97Xl0- 3 U/mg 

de producto ~e¿~. 
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FIGURA 8 

Determinación de Km y V max. 
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fa1 las tablas XIII y XIV se muestran los resultados obtenidos en las 
pruebas de estabilidad del producto obtenido. Se puede observar 
que la enzima que se mantuvo a temperatura ambiente (24ºC), en un 
tiempo de 60 días pierde el 22.63% de su actividad inicial. En la 
prieba de estabilidad acelerada pierde un 32.S% de su actividad ini­
cial en 8 horas a SOºC. En los dos casos se observa que al princi­
pio tiene una p€rdida mas rápida de actividad y conforme pasa el 

tiempo la actividad se pierde más lentamente. Con los datos obte­
nidos en estas pruebas se calcul6 el tiempo de vida media del pro­

ducto siendo ~ste de 308 dfas l'ara temperatura ambiente (24°C). 

Conforme a los resultados obtenldos se denota la importancia 
de estudiar la manera de conservar :ra actividad, conservando la en­
zima a temperatura de réfriger~ci6n ya sea en forma de polvo o en 
una soluci6n amortiguadora con el fín de poder mantener la activi­
dad por mayor tiempo. 

30. 

45 

60 ' 
,.,·,·:-·- -

-1'-'.•ec 

Estábilidad~e l• ~nzima a 
temper~tura ~~bi~nie>(24°C} ... 

' .-. -. · .. - '-_,_,_ ----=-_: __ --,-;:-;-;· •• ----
-. '-==;-=· --o--'--;----,;· 

22.63 
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TABLA XIV 

Las figuras 1a y 11muestran la p~rdid~·~~'~ctiviiad: de la 
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FIGURA 11 

Estabilidad de la enzima 
a una temperatura de SOºC 
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CAPITULO V 

. . 

Coriclt.isfones 
~ .\ 

Las condiciones •en cta!t·c~i1éS L clebe J.le\Tar .a>cabo. la au­

t6lisis de la lev~dúr_a ~-~º~8;\¿it~:;~~ ia'nfayo:r cantidacl de enzima 

:~:~c~~:P;:: t¿~a;i1;~~~4~~'YttI~tgj~!eh~Haa~;in~:~::~··. s·~ B,' sin a-
"-C-_. - _,";;~::;_.::'\~/'· - _,:.._.··_:__·_..;~.· ., 

Sería ·imp·();tárite'j ¿~·rigih~ri~"eFsóbrenaclant~ 'que contiene a 

la invertasa e11 ~oiu¿~6nY~~ºll el fín ele tene; mayor eficiencia 
en el secado, .a.sí. como_ estudiar diferentes métodos de purifica­

ci6n de este sob~enadm1te 'p~ra obtener al final un polvo que 
contenga mayoi c'a'I1tid~d.~¿'..i.nvertása que consecuentemente pre-

- • • : '• • •r· -.!. • • -·~ .-'"l '.',.~";"--.,.·e; -··>< ,: • • ' - •• - ; ' ' ' ~ ·, • 

sentará una mayor .~cf.iv.~~~~}; .. ;··. · 
,- ;-::-.... ,~:-2·.,T .:: . 

Es importante lle;Ik,~~~:;~ab? 'estudios con. la enzima obteni­

da para determinar las cori'd:i.C::iollés',eri las .que .. la enzima conser­
ve su actividad, esto ~s,,;fu~todorcre conservaci6n .y almacena­

miento 6ptimos con l~~Ü~~.!,~'.c!~d.:;<i,~;~~e~no.,se.,presente una des -
natura1izaci6nde ia.Tell.zi.maf:Y consecuentemente una pérdida rá-

• • 1 -

pida de su actividad. · :•y;'•···· .•• · · ·· · 
. ¡ · )· :: - . . - ,. ' - ,. :.::> . ~~ -~:' , . ,.:; ··:' ;. 

::~: ::~: p ::::::,::~rJi~llll~f~~~f~i~:i~:::~:~:::::~!:::~:::~ 
demás de que las··oper'acl?'ife~\5,é,n 'el',proceso de extracci6n de la 
enzima son relafiva~erit:e:~1~:~~ci1'tas:,;·~" ··· ·· ·· 

. ' - _; '• ,. ·; ' -, .. ::-:.;~:;;·;;.-.. -- .. ,-
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Cor. los resultados obtenidos en este estudio se puede pro­
poner es diagrama de flujo para la obtenci6n de la invertasa. 

1 LEVADURA' 
J. 

1 AUTOLISIS 1 

J. r 1 CENTRIFUGACION 1 

1 LEVADURA( 
.!, 

lsECADol 
J, 

AL DIENTO PARA 
GANADO 

pH "'. S. 8 . 
Temperatura 24°C 

l 
1 SOBRENADANTE 1 

J, 
1 CONCENTRACIONl 

J, 
IPURIFICACION 1 

J, 
lsECAnol Temp. 

i 
!ENZIMA 1 

SSºC 
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