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CAPITULO I

En los Gltimosafios ha hab
la industria alimenfdi

mportante desarrollo en
Lal avance ‘en el conoci-
ibaracteristlcas bloquimlcas
de los alimentos, asf como. én"lds*técniCaS'félacionadas para

su procesamiento, transformac16n Y preservac16n. "BEn &ste sen-
tido la tecnologia en21mét1ca ha Jugado un papel fundamental

al contribuir en diferentes’ sentldd r
alimenticio, textura y color, producc16n

miento bidsico relacibné,

ervacién del valor
e_suStanc1as especi-
ficas que no se pueden obtener: por los métodos trad1c1ona1es
de quimica orginica, etc. : ’

Las enzimas end6genas pueden contr1bu1r favorablemente a
las caracteristicas y propiedades de los allmentos, o en for-
ma negativa inducir reacciones que reducen la calidad ‘final de
los productos, por esta razén 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-
lizacién (8). ‘ '

La industria utlllza dlferentes ..enzimas comerciales para
la manufactura o procesamlento de un gran nﬁmero de alimentos
y la tendencia actual en la producc16n, tantone;allmentos co-
mo de materia prima para su elaboracldn ,es 1 e

emplearlas en

forma continua. Las ventajas que presentan las enzimas en la



industria alimentaria son variadas destacando el que son muy es-
pecificas en su forma de accibn, por lo que efectdan reacciones
sin generar subproductos; funcionan en condiciones moderadas de
temperatura y pH, por lo que no se requieren condiciones drésti-
cas que puedan alterar la naturaleza del alimento, ni equipo muy
costoso; actfian a bajas concentraciones y su velocidad de reac-
ci6én puede ser controlada al ajustar el pH, la temperatura y la
concentraci6n de la enzima y son facilmente inactivadas después
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 especificas se han conver-
tido en econémicas, siendo antes poco atractivas por el alto
costo y baja eficiencia en la recuperaci6n de la enzima.

La invertasa es una enzima presente en plantas, microganis-
mos y en la mucosa intestinal de animales superiores. Cataliza
1a reaccifn de hidr6lisis de la sacarosa para dar gluccsa y fruc-
tosa y tiene gran importancia en la industria de alimentos. La
hidr6lisis de soluciones concentradas de sacarosa dan como resul-
tado jarabes con un poder edulcorante mayor. El punto de ebulli-
cién del jarabe invertido es mayor y el punto de congelacifn es
m4ds bajo que el de la solucién de sacarosa debido al incremento
en la presi6n osmbética causada por la inversi6n. Los monosac§-
ridos producidos por la accibn de la invertasa son més solubles
que la sacarosa, y consecuentemente, los jarabes concentrados no
cristalizan facilmente (41).

La obtencibn de azGcar invertido es defsuma”impprtanciafya
que se utiliza en la préparaciﬁn de 1icores'yfhe1ados en los que
se debe evitar la cristalizaci6n, asi como- para la: elaborac16n
de productos de panaderia Un fuente natural de azﬁcar' ert
es la miel producida por las. abeJas.,f




La tecnologia de elaboracibn confitera se basa en el manejo
del azGcar, con v1stas sobre. todo en . la abtencién de efectos es-
peciales de textura., Pequenas cantidades de invertasa son adi-
cionadas: 2 dulces de centro ~cremoso durante el almacenamiento.
Durante este proceso se. reduce el contenido de humedad debido a
que una molécula de ag' 'u'a por cada molécula de sacarosa
que se convierte. ‘1dovde s6lidos también aumenta hasta
‘ o”sevseca y el contenido de hume-
_‘revenlr el crecimiento de le-

el punto en eiiqﬁ
dad es suf1c1entem
vaduras. Las p tantes de la fructosa aseguran que
el producto’ se conser rﬁ humedo (40)

Otro uso.de la invertasa es la inversién de melazas usadas para
la preparacién de medios de cultivo, con el finkde mejorar el
crecimiento de los microrganismos. Para la obtencibn de carbo-
hidratos sencillos a partir de carbohidratos mis complejos, asi
como para la identificaci6n de sacarosa y oligosacdridos, deter-

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

Un uso potencial de la invertasa en México seria la obten-
ci6n de azficar invertido a partir de la cafia de azficar, debido
a que la sacarosa es comercializada en forma cristalina, siendo
la mayoria de sus apllcac1ones en forma soluble, de tal manera
que se podria comercializar en forma de azfcar invertido tenien-
do como ventaja un ahorro en el proceso de cristalizaci§nlque es
el paso més costoso dado el alto consumo de energia.

Las ventajas de comercializar la sacarosa en. forma. de Jara-

bes concentrados de azﬁcar 1nvert1do serIan las . 51gu1entesw,_

a.Disminucién en los costos -de produccién debldo a-la ell?
minacién de. la etapa de“crlstallzac16n en el proceso de

obtencibn de la sacarosa RN '

; ar1es dental provocado por
la sacarosa sobre la m1croflora sallval (Streptococus mu-

b. Ellmlnac16n 7




tans, S. salivarius, etc.).

c.El azficar invertido tlene mayo‘
la sacarosa.
d.Se comerc1a112aria

trados, ="

de Miles y Gist Broca
muy elevado. En 1982:

: Saccharomyces cerev1c1ae)
multlples procesosl1ndustr1a1es, prlnC1pa1mente e

dente que los nlveie
procesos anaeroblo 5
de esperarse un rendlmiento 51m11ar.7 Sln embarg rel
tiva facilidad con que la‘en21ma puede obteners e retendéidi-
sefiar el proceso para se retuperac16n de tal form que. ademés de
obtener el producto obJetlvo de este trabaJo, 1a levadura re51dua1
pueda seguir 51endo empleada en sus usos trad1c1onéles en"la ali-
mentacifén animal. Lol ; e
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Z.1.Transformaci6ﬁ;enz;m tica

La en21ma/3 fructofur n051dasa ,llamada tamblén invertasa

o sacarasa, hidroliza la molécula de sacarosa para dar una molé-
cula de glucosa y una molécula de fructosa de acuerdo a la si-
guiente reaccién:

CHy~OH He O - 0 Cliy*OH
P 0> BN s K_}'
Q m HO m"“ on M

sacarosa + agua —=» D[+)glucosa + D(-)fructosa

Las propiedades de &stos azlcares se muestran en la tabla 1

Peso moi¢¢ﬁ1

Punto deffuéién

Solubilidéaffég‘fj},r7f 7 B muy soluble

| omsas




La sacarosa (azlcar de cafia, az(icar de remolacha), es un
carbohidrato de férmula general ClZH22011’ es un disaéérido
que consiste en dos compuestos monosacfridos:. D(+)g1ucosa y
D(-)fructosa. Los compuestos monosaciridos se~condensan me-
diante un enlace glicosfdico. Eétos dos grupbé’queren los mo-"
nosac4ridos libres muestran un equilibrio de configuracién o
y /3, se fijan en la molécula de sacarosa en dna‘configuracidn
K del componente de la fructosa: Mientras que el componente;
de la glucosa esta ligado-en su forma plranosidlca normal slos:
componentes de 1la fructosa muestran en la molécula de sa

una forma furanosfdica que no se observa'en la f’””' 5i

arosa -

De acuerdo con éstas c1rcunstanc1as el nombre qui
to de la sacarosa es <K-D glucoplran051l ,4?—D fruct f"
do. e o e w

En las plantas los. carbohldratos (azﬁcares,,a1m1d6n, celu-
losa) se forman por un proceso fotosintetlco de a51m11ac16n'

6C0; *+ 6H,0 }'36"7"5' keal — Cgly,06 *+ 60;

Esta formaciQn ocurre en las partes verdes de 1la planta,
pero la sacarosa se encuentra también en tallos, en las raices
y en los frutos. La sacarosa es, con mucho, es més extendido
y frecuentemente el m&s abundante de los azlicares presentes en
la savia de las plantas. En la savia de la cafa de azlcar
(Saccharum officinarum, S. spontaneum, S. sinense, etc.) se en-
cuentra mis de 17% de sacarosa, lo mismo que en la savia de la

remolacha (Beta wvulgaris). En otras diversas plantas se encuen-
tran pequefias concentraciones de sacarosa.

Los azGcares reductores se caracterizan por su habilidad
para reducir los iones metallcos Todos 'los:-monosacdridos per-
tenecen a éste grupo.' . '



La glucosa existe en abundancia en la naturaleza como az(-
car libre, asi como en formas comblnadas. Estas Gltimas inclu-
yen productos de pol1condenzac16n como el glicogeno, e1 almidén
y la celulosa; disacdridos como la maltosa, la lactosa y-la sa-
carosa. La ffuctosa,que esta presente como azGcar librg en.mu-
chas frutas, se encuentra también-en 1d naturaleza cdn éombina-
ciones quimicas. . EJemplos de estas comb1nac1ones son la sacaro-
sa, la pollfructdsana presente en muchas plantas

del agave, los levanos 51ntetlzados por“la e
sa, etc. (?3) Teene

El nombre'de a 1nvertasa derlv

6ptica que ocurre cuando‘1

de monosacérldos.w

sacarosa f:négﬁ
[odp=+66.5°

La reaccidén de hidr6lisis dé'la’sacar 5 5'cataiizadé por

dos enzimas diferentes: la <X- gluc051das,, ‘que 1dent1f1ca a’la
glucosa e hidroliza el enlace entre C(l) oxigeno y- la /3 fructo-
furanosidasa que identifica a la fructosa e hldnollza la unién
entre C(2)-oxigeno. Por lo tanto, los sustratos sobre los- que la
/3 -fructofuranosidasa puede actuar deben ‘tener un residuo /§4 
fructofuranosil terminal. Ademas de 1a sacarosa, la /6 fructo-
furanosidasa puede hidrolizar ‘( D galact051lsacarosas (ollgosa-
cdridos de la serie de la raf1

mente similares. - La raflnosa (galactosa glucosa fructosarg'm
ser hidrolizada por la /5 fructofuranos'dasa a meloblos
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sa y la me1e51tosa son sustratos usados para la 1dent1f1cac16n

entre la /3 fructofu"n051dasa y: 1a‘=¥kg1uco"

2.2.Clasifica

Todds las enzimas conoc1das sevhan clas
de acuerdo algtipo”d4

reacc16n que catall

oxldoreductasas,

}transferasas, h1drolasa
ligasas. ' ! ‘

Las reacciones h1drolit1cas son” aquell

Las hidrolasas a su vez se Clasifichn d : ?: r ipo de
enlace que hidrolizan. Estos enlaces pued n
enlaces gllCOSidlCOS, enlaces éter," '

fosforo-nitrogeno,

Las enzimas que hidrolizén'éﬂ ]
cadas a su vez en tres grupos:’ié§
no-glicosidicos, las que hidroliié
nitr6geno-glicosidicos y pOr‘ﬁitih
tos con enlaces azufre-glicqéi& ‘

La /5—fructo£uranosidaéd’est
EC. 3.2.1.26.  El primer- diglt ;
en &ste caso a las hldrolasas.
clase de enz1ma, ‘que: en el caso

2 que pertenece,
,corresponde a_ la sub-
1drolasas, ‘se refiere al
es :un enlace'gllcosidlco. E1 ter-

cer nlimero es la segunda subd1v1516n ofrece més 1nformac16n
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con respecto al tipo de sustrato que utlllza la. en21ma,'en,e1 ca-
so de la /- fructofuran051dasa 1nd1ca que el""

carboxilico. -Finalmente, el cuarto nﬁmero indic
te el sustrato de ‘laenzima, enVésteicaso S

sa.

De éste momento en adelante nos referlremosna 1a AS fructo-
furan051dasa con el nombre de 1nvert s

a que las ‘enzimas comer-

ciales conoc1das como "1nvertasas

o /6 fructofuran051dasa de
levadura. = T

2.3.Fuente$'&e_obfénﬁién{‘r

La invertasa se encuentra presente en las plantas supefib-
res como la remolacha y la cebada, en algunos animales superiores
en la mucosa intestinal, pero principalmente se obtiene de micror-
ganismos entre los que se encuentran levaduras como Saccharomyces

cerevisiae, S. carlbergensis, S. pastoraniums, Candida utilis y
C. monilia. Algunos hongos también la producen comc son Asper-

gillus niger, A. wentii, A. orizae, Mucor, Penicillum glaucum y

Fusarum oxisporum (46, 55),

Industrialmente la invertasa es: produc1da a

dftir de leva-
duras de género Saccharomyces, espe61a1mente S.

cereviciae y S.
carlbergensis. S
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2.4.Localizacifn:_

Los principales compoﬁentes de ‘1a pared celular de Saccharo-
myces cereviciae son»glutahos y mananos. Northcote y Horne (38)
encontraron que el contenido de la pared celular de la levadura
de panaderia era 29% de glucanos, 31% de mananos y 13% de protef-
na. Falcone reporté 34%, 34% y 6% para los mismos componentes

(18).

Se sabe que la invertasa de levadura de panificacién esta
unida a los constituyentes insolubles de la célula. La énzima
puede estar probablemente unida en la célula a carbohldratos o
protefnas insolubles, o la enzima puede contener parte de carbo-

hidratos, que a su vez pueden estar unidos a otros carbohldratos
insolubles (38). b

insoluble de
n cierto gra-

Debido a que la invertasa se libera de la parte

la célula por medio de enzimas, puede ser posible
do, saber la naturaleza del enlace que une a‘la
otros componentes del complejo insoluble;

Willstatter (53) considerf que la 1nvertasa es: una enz1ma
intracelular unida no muy firmemente a .las. estructuras celulares,
pero la membrana celular le impide salir de la célula. La libe-
raci6bn de la enzima se logra mediante la destrucc16n de la membra-
na celular efectuada no solo por enzimas sino tamblén por medios
macdnicos. : o

Otra hip6tesis plantea que la en21ma ex1ste en forma soluble

en la parte exterior de 105 protoplastos, pero de alguna manera
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Fisher y Kohtes (203} demostraron que la invertasa se encuen-
tra unida a 1la pared celular yavque alslados de esta, presenta-
ban act1v1dad, aunque éstos ’

'1slado§'5610 tenian un pequeno ‘por-

rén estudiados y se encontrdf‘ "éfde‘d63~pdlisac$ridos,
' un cdmpbmente externo de mana-
nos. Asociado6 con'lo: anteflor se encuentra el mater1a1 nltroge-
nado (1, 38). Falcone'y Nlcke son_ (1

pared celular de levadura de pan1f1c

una envoltura externa,. gluca

rreportarén a partlr de

_6n una entidad- estructu-

ral homogenea que consiste en una proteina y mananos en’ 1a rela-

cién 1:12 (en peso). Se observé que los mananos y la proteina -
estdin unidos fuertemente ya que 1os polisacdridos no se. pud1er6n,
precipitar. Estos investigadores indican la presenc1a,de,cqu ,'
plejos carbohidrato-protefna en la pared celular de*la‘lev 11
Kessler y Nickerson (25), ademés de demostrar la presenc1 .
los complejos proteina- pollsacérldo, explican que el enléce es .

los grupos hidroxilo de los polisacédridos.

La pared celular de la levadura de panificaéidhf(
ces cereviciae), se sabe que tiene unidas por lo méhosfd
mas, la /G-fructofuranosidasa y la fosfatasa dcida. Uné conée-
cuencia importante de su localizacifn es su accesibilidad a sus-
tratos que las hacen medibles en la célula 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 /Q-fructofuranosi—
dasa al medio. Debido a que la enzima se libera desintegrando
la c€lula, se puede asumir que la gnzima no estd covalentemente
unida a los constituyentes de lé pared celular, pero se cree que

esta atrapada entre las laminaciones de la pared celular (3).
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2.5.Propagaci6n1industrial-de la 1evaduras:

€ levadura de pan1f1cac16n es. muy 1nteresan-

te en muchoé, spectos de“de e1 punto de‘v1sta bloquimlco. Duran-

te el proceso de producc16n 1a masa de levadura viva se incremen-
ta, las propledades panaderas ‘de la levadura,,es deC1r, la: capa-

cidad para fermenter azﬁcares y produc1r b16x1do de carbono y
alcohol, deben mantenerse y la re51stenc1a a la. aut611515 debe
ser controlada. : <

El proceso de producci6n de la levadura deipan1f1cac16n ha

sido cambiado desde el siglo pasado. Anterlormente, la: 1evadura
y el alcohol eran producidos simultineamente y_el rendimlento de
levadura era s6lo 10% de 1la materia‘pfima. 'Actualmente'la situa-
cifn ha cambiado completamente. La formaci6n de alcohol durante
la produccifn de la levadura comercial es cémpletamente elimina-
do, mientras que la produccién de la levadura, peso a peso, es
casi el 100% del rendimiento tefrico de las melazas usadas como
materia prima.

Los principales factores responsables de este cambio son una
vigorosa aereacién al medio de cultivo, que incrementa la utili-
zacién de carbohidratos y la adision continua de azlcar durante
la propagaci6bn para evitar el fen6meno de Crabtree. Actualmente,
las melazas son la fuente de carbohidratos mas comin. Estas son
llevadas a la fibrica en tanques donde son clarificadas y esteri-
lizadas. La prdpagacidn comercial de levadura se lleva a cabo
en tanques de fermentaéi6n 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, despu€s del cual la suspensibn
de levadura se concentra y se separa. La 1evadupa es lavada y
por Gltimo es filtrada a vacfio 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.

cién de la 1evadura havllevado a resultados muy 1nteresantes.:

Se sabe que la 1evadura de panificacién tiene un exeso de inver-
tasa. La hldr011515 de la sacarosa es. 300 veces més rép;da_que
el grado de utilizaci6n de glucosa en la fermentaci6n. “La*acti-_
vidad invertasa de la levadura aumenta al doble cuando se-usan.
melazas como fuente de carbono con respecto a glucosa (41).,‘ s~
ta contituye, por lo tanto, la ruta de producci6n comﬁn d§f1g7 :
invertasa. RN

La levadura de cerveceria se obtiene como un subproducto de
la elaboracién de la cerveza. El proceso de elaboracién de la
cerveza es muy variable., En algunos casos se llevan a cabo dos
fermentaciones, la primera con Saccharomyces cereviciae y la se-
gunda con S. carlsbergensis. La fermentaci6fn en lotes se lleva
a cabo en grandes fermentadores, a temperaturas de 8 a 10°C du-

rante un periodoc de 8 a 10 dfas. La masa de levadura, que se
forma como sedimento después de la fermentacién, es removi&a y la
cerveza es pasada a otro tanque donde se efectla la segunda fer-
mentacibén. Este segundo perfodo dura varias semanas a. una tempe-k”

ratura de -3 a -1°C (40). Es importante hacer notar que en“éste

proceso la flnalldad no es la producc16n de levadura sin
cohol. CEm
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2.6.Propiedadesicataliticas:

2.6.1.8itio 14‘:;’;’1;}0 :

Para que la 1nvertasarse ‘pueda unir al sustrato este debe
contener un r ‘1duo Zg fructofuran0511 no sustltuido. Se cree
que la en21ma sé comblna primeramente con esta molécula a traves
del oxigeno gllcosidlco y los grupos OH en los carbonos 6 y 3 de
la fructosa. Debe haber ‘una interaccién especifica con el grupo
OH del carbono, dos de la glucosa debido a que la sacarosa es el
mejor sustrato. La'ru tura del enlace g11cosid1co es del lado
de 1la fructosa;d 1. noxgllcosidlco (7).

La un16n con el sustrato es con grupos,con un. pK cercano a
3, 1la p031b111dad més atractiva es. un grupoqcarboxillco.

Se cree que los grupos sl én participan en
la accibn catalitlca de 1la 1nvertasa £ivi By

nas preparac1ones es aumentada con c“ste

2.6.2.Inhibiddfesff

La invertasa es fuertemente inhibida por iones de metales
pesados, particularmente por Ag+. Una.inhibicién completa se lle-
va a cabo de 7 a 8 iones de plata por molécula de invertasa (33).
Los iones metdlicos se combinan con la histidina presente en las
cadenas de la enzima, y no con los grupos tiol. La inhibicién
de la invertasa con Zn ° es reversible y no competitiva y deéen—
de fuertemente del pH {34). Con bajas concentraciones de urea se
inactiva reversiblemente sin alterar sus propiedades fisicas (14).
En concentraciones altas de urea (8 M a pH 5), o con vélores de
pH arriba de 6 se presenta una inhibici6n irreversiblie, acompa-

fiada de cambios en la estructura secundaria'Yitertiafiavf41).
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2.6.3.Cinéti;a:

rtasa de levadura esta en el rango

n la actividad
que la -sacarosa es
muy soluble y con frecuenc1a se prefler' hldrollzar soluciones

El efecto de’ la concentrac16n de sustrat
de la invertasa es: muy 1nteresante, deb1d ,

> El 6pt1mo gradoide conver516n se ob-
tiene al rededor de 5 a 8% de sacarosa

realizadas a un pH de 4 S En la: flgura lfse puede observar el
efecto de inhibicidn por exceso de sustrato

EStas pruebas fueron

QBI"G__URA, 1
eze-
0%
i‘o.o’a
oo
ogalf”

e 0,!,

,!Ccmu_‘:cmmnb'!m. oroma pee 100

Fuente:kNelson?ééﬁhﬁbﬁrthSS)«
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La Km reportada para la sacarosa en preparaciones de pared
celular fué mis baJa (SSmM) que la encontrada .para la enzima so-
luble (44mM) (10). Arnold (7) reporta Valores de Km para la sa-
carosa y rafinosa alrededor de 26 y:150 mM respectlvamente, y-la
Vmax para raflnosa es 504 del de '

sacarosa a grupos aldehido de lﬁfD,glugpg
tres disaciridos, también varids'éic0hbie

vir como aceptores. La formacién. de ollgosa

nvertaSafes el

.OHfla-gluco-
zicar Teseptor.




2.6.5.Estructura:

El peso molecular de la enzima 1ntrace1u1ar es de 135 000 y
se encuentra libre de carbohldratos, en camblo, la en21maiexter-

vertasa interna y externay la d1ferenc1a
h15t1d1n

mente en los niveles de glicina,

Composici6n de aminodcidos de-la invertasa interna

Glicina

Alanina

Serina

Treonina

Prolina

Valina

Isoleucina

Leucina

Fenilalanin
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(cohtinuacién)'

Tirosina

Triptofano

Cisteina

Metionina

Acido aspértico ;:

Acido glutémico;tv

Arginina

Histidina

Lisina

Glucosamina

(manésﬁj

Fuente: Gascon

2.7 .Procesos de extracciSn:de la invertasa:

De los métodos propuéstds péra la extraccifn de la 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 produccibn de la enzima. Otros métodos propuestos son lile-
vados a cabo una vez que 1a lévadura fué ya producida..

Islam y Lampen (24), proponen que a partir de los protoplas-
tos de Saccharomyces cerev101ae por 1a acc16n de’ en21mas de cara-
col, que se encuentran llbres de 1nvertasa externa y que ya no
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fermentan sacarosa, pero la siguen utilizando., §i son agregadas
pequefias cantldades de glucosa y fructosa junto con. sacarosa la
fermentaci6n de sacarosa empleza después de la. fase log Dentro
de estos limltes el perlodo log se reduce m1entras que la con-

centracién de glucosa se aumenta, Lavando los protoplastos la

actividad: fermentadora de- sacarosé se elimi a: y los protoplastos
lavados vuelven; *fermentar sacarosa solo”d ués de la fase log,

grandes cantldade retadas al medio

"o§u9§16n de CO, a
partir de sacarosa es precedida por la sintesis y secrecién de
invertasa y la acumulaci6n de hexosaé;riLa;férﬁentaciGn de saca-
rosa por los protoplastos no parece ser resulfado del incremento
de permeabilidad a la sacarosa, pero trae como resultado la se-

crecibén de la invertasa y la fermentaci6én de hexosas extracelu-

; nvertasa son enton
bajo condiciones:de adaptac16n aparente

larmente. Es decir, que la presencia de sacarosa y glucosa pro-
voca que las células en fase log sintetizan grandes cantidades

de invertasa y la mayoria de la enzima queda unida a la cé&lula.
Con la eliminacibn de gran parte de la pared celular por medio de
enzimas de caracol, una fraccién de la invertasa sintetizada es
secretada al medio.

Davies y Elvin (16), también liberaron aflafinvérfasa con-
virtiendo las cé&lulas de levadura a pfotbplas;os,‘que se cree es
donde la invertasa es sintetizada. La levadura utilizada fué
Saccharomyces fragilis, 1a cual se incub6 con enzimas de caracol
que eliminaron la pared celular y con /3 -mercaptoetanol convir-
tierén las células de levadura a protoplastos en una hora a pH
7.5 y 37°C. La formaci6én de protoplastos es acompafiada de la 1i-
beraci6én de la invertasa (75 a 100%) unida a la célula hacia el
medio y los protoplastos, intactes o lisados, quedan sin activi-
dad (53).

Se cree que 1a 11beracu6n d“
tanol es debida a “la: reducc16“1

jo manano-proteina (37).



MgMurrough y Rose (30), encontraron que la actividad de la
invertasa de S. cereviciae que crece-con limitacién de glucosa,
produce mayor cantidad de enzima perc el crecimiento es menor,
aunque el decremento es pequefic. Los efectos de bajos grados de
crecimientos se deben probablemente a la represién de la sinte-
sis de la enzima por la glucosa residual en el filtrado del cul-
tivo. La actividad invertasa de la levadura que crece‘con:1imi-
taci6n de NH4 fuerﬁn mucho mis bajos que los del crec1m1ento de
levadura bajo: cond1c1ones de limitaci6n de glucosa.'? S

La plasmdljsis,de'células por medio de etil écéfété; tolue-
no, cloroformo, éth; dé‘como resultado un jugo, que contiene so-
lo una parte de la invertasa de la levadura. Asf mismo, la ex-
traccién de invertasa a partir de levadura de panificacifn seca
o con agua d4 un rendimiento pobre de invertasa soluble. La au-
t6lisis proléngada de células plasmolizadas o de levadura seca
en presencia de tolueno provoca que la enzima se solubilice len-
tamente, el proceso es una divisi6én del complejo enzimitico inso-
luble (42).

Burger (12), encontré que después de tratar las c€lulas de
levadura con etil acetato, una fraccifn de la invertasa queda in-
soluble. Después de un lavado con agﬁa, 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 centrifugacién debido a que se solubiliza como resultado del
dafio mecénico.

Kidby y Davies (26), liberaron la invertasé de S. fragiiis
por medio de tioles que modifican la estructura de la pared celu-
lar, pero no obtuvieron resultado con S. cereﬁiciag, debido a que
los tioles no produjeron ningun cambio en la estructura de la pa-
red celular de esta levadura.



que ataquen este mate”
es la ot-amilasa: de.L
otras enzimas protepli

Wlllstﬁtter y Racke (45 3 radus :
ria con etil acetato al 37%,71nact1véndo las ‘enzimas de la leva-
dura capaces de 11berar 1a invertasa: durante la- autdllsls. Los
autores encontraron que los re51duos de células pueden ser trata-

dos con pepsina y tripsina sin que la 1nvertasa sea alterada, pe-
ro si es liberada por medio de un extracto de malta y una prepa-
raci6n de amilasa de mohos, asi como por la acci6n de la carbohi -
drasa. ' '

Willstdtter y Grassmann (53), investigaron la acci6n de la
papaina, encontrando que el dcido hidrocianico aumenta la capa-
cidad de la papaina para liberar a la invertasa. Se encontrg
que las proteinas de levadura purlflcadas tienen accibn similar
a la papaina.

Grassmann y Peters (22}, llegaron a la conc1u516n de que
las amilasas de malta libres de protelnasas son tamblén efecti-

vas. Confirmaron la accifn de la papaina y demostraron que‘la
tripsina no es efectiva, "~ :

Arnold (5), reporta que por medlos mecarlc 1 “Eééé
es liberada. Para que ocurra la 11berac16n la el '

lar debe ser rota en un pequeno nﬁmero de lugares
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Tonlno y Steyn-Parvé (49), usaron un bombarde : 'élté fre-

mortero prev1amente enfrlado pa
de la levadura.

El método mas comﬁn para 17 bt
siste en la autélisis de la 1evadura y 1a enzi -upera
filtrado del autolizado por prec1p1tac16n o concentrac16n }ﬁaé
condiciones en las que el autolizado-sé lleva a’ “cabo varian. ‘Se
reporta para la levadura de cerveceria una tempetﬁtura'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 panificacién auto-
lizandola a 30°C durante 60 horas con dcido sulfdrico (500-600
mg/1 de autolizado). Sotskaya y Smirnov (45), autolizaron la

levadura con tolueno, (NH4)2HPO4 y agua a 30°C por mas de 72 ho-
ras. '
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3.2, Reacti?oé}uﬁilizadbs
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. Estqfafel§ctf{té,
; Balanza’énéiiticé
. Espectrofotdmetro.

. Potencibmetro. Sargent Welch Scxentlflc Co,“ Model LSX

. Balanza de humedad. Ohaus.
. Balanza de dos platos. Ohaus.

. Acido 3, S-dlnlttoséiicilico Merck
. Sacarosa reactivo analitico. Producto{
. Sacarosa comercial reflnada para uso domést1co

~ CAPITUEO"TIT = -

Co.. o

Perkln El

Agitader circular para tubos de,ensaye Thermlllne max1 m1x.

Agitador magnético. Thermlllne Type 1000'*5

.Balanza granataria. Ohaus. o o S
.Centrffuga. IEC HN-SII. Damon/IEC division.
.Secador por aspersién. o U
.Material de vidrio.

Invertasa para uso’ 1ndustr1a1., EﬁmékiS”A d

-~ Albdmina de suero. bov1no crestallzad~ iofi a para uso

de laboratorlo.,.SlgmaVChemxcal Co

. Sacarosa comercial estandard para uso domést;cqﬁ,Qﬁ;L;



7. Reactivo de Folin Ciolcalteu. Merck
8. Glucosa’ reactlvo de 1aborator10.: J'T Backer’s
Merck

.A de C V

9. Fructosa: reactlvo para laboratorlo{‘
10. Tartrato de SOle y pota51o.3 Merck

11. H1dr6x1do de sodlogvaerck

Una unidad equiva
formaci6n de -una mi

En el caso,de

mo los mlcromoles ‘de ‘sax 05 ' por mint 1pqt;mili{
gramo de proteina A

La activid,
determinando lo € 3 él 5c1do 3,
5- d1n1trosa11c111

Se realiié‘w
molecular de: glu‘
actividad de la,l
ci6n al 10% de sac

Y S¢ tomaron m

ron los mg de‘
les de Sacarosa/m ’de,~ad,
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[’“g GF ] [3424"mg‘s 1 mmo1's

ml min L360

obténiedQSé;g

3.4.Detéfm;

3.4.1.Folin'y;qufy;;

Se’ reallzd prlmero una curva patrén. con'una soluc16n de al-.

btimina de bovino (0-0. 2 mg/ml) Después se h1c1eron d11uc1ones
con los problemas y se determlnaron 1os mg de proteina/ml

3,.4,2.Biuret:

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

albGmina de bOV1no . despuss se procedis a determlnalrff”f;;"f"’
de proteina: en: cada problema ' e

3.4.3.Macro-KjéI&éh1§ ; 7

Este método se ut111z6 ﬁnlcamente para determinar 1a cantl-
dad de proteina en la en21ma secada

3.5.Determinaci6n de humedad:

de saber el conte-

e la cervecerfa, asi co-
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mo en la enzima después de ser extraida Y secada en el secador

por asper516n.

Los métodos utilizados. p a det i6n fueron ié;
balanza de humedad, stu. § 1acién: de'p eco.

Ala 1evadura trafd: ﬁ“” Va cerve: f"f B . e ajus-

té primeramente ‘el pH a 5.8y se: coloc6 en'e ,fermentador a’una
temperatura de 30°C y una agitaci6én de 500 rpm. Seftomardn

muestras cada 2 horas y cada 4 horas al fimal. = =

Simultdneamente de la misma muestra con un pH de 5.8 se de-
j6 una parte de la levadura a temperatura ambiente sin agitacién
y otra a temperatura de refrigeraciémn 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 agitaci6n. En
esta Gltima las muestras se tomaron cada 24 horas.

Todas las muestras tomadas se centrifugaron poer 30 minutos,
se elimind la levadura y al sobrenadante se le determinqracti-
vidad por el m&todo del DNS y protefinas por el método de Folin
y Lowry.

3.7.Secado de la enzima:.

Se centrifugé toda la muestra que se tenfia en el fermenta-
dor con el fin de separar 1a‘1e&adura.:,El-ébbrehadante que con-
tenia toda la enzima extraida se secf en un:sédador;por asper-
si6n a una temperatura de 559 -sin purificar y;sin concentrar.
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3.8.Cinética:r - -

3.8.1.pH“§ptim

Se determ1n6 1a act1v1dad de la enzima en soluciones al 10%

de sacaros§{ una”temperatura de: SS c varlando el pH de 3.5 a

1 de 1a enz1ma en soluc1ones al 10%
de sacarosa’ con n H 1ando la temperatura desde 40 c

hasta 70°C.

3.8.3.Determir

Se determiné'la velocidad inicial a diferente éﬁtfééio-
nes de sustrato (1 20 gr. de sacarosa/l) y dlfergnt s concentra-
ciones de producto (1- 10 mg de producte/ml1) a un pH de 4.° y uha tem-
peratura de 55°C. Los valores de Km y Vmax. se: obtuv1eron por:

la representacién de Michaelis-Menten hecha por Llneweayer;Bruk.
3.8.4.Determinacibn de actividad especifica:
es obtenidos anteriormente de Vmax. y las:dife-

rentes concentr ciones de enzima se proced16 al cﬁlculo de la ac-
tividad especif ca. ‘

3.9.Pruebés de eStabilidad5de la enzima:

Se determ1n6 1a actlvv

temperatura ambiente a dlfere e

t
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una prueba de es
una temperatura
horas. i



-~ CAPITULO IV -

Discusibn

_ mheStra adqu1r1das se encontraba en forma 5611-
da y la otra en forma soluble. Con la’ determ1nac16n de act1v1-
dad se encontré que la muestra de levadura 5611da no_ present6
actividad, probablemente debido a que la temperatura a: la cual
se efectud el secado fué elevada 'y desnatura1126 a’ 1a’ en21ma '
provocando que esta perdlera toda su actividad. ‘La levadura 11-
quida presentd una act1V1dad inicial .de 432.6 U/ml de’ 1as cuales

solo 10.4 U/ml se encontraban 11bres en: el sobrenadante.

Posteriormente y tomando en cuenta las alternatlvas dls-'
puestas para la’ extracc16n ‘de 1a invertasa se decidi6 explorar
la factibilidad del efecto del proceso de aut6lisis 1nduc1do en
el laboratorio. Para esto se‘caracteriZG inicialmente-a la le-

vadura. Los resultados de la caracterizaci6n-se muestran en la
tabla I. : - o e

- mas important
guientes ‘exp
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I)Temperatura 30°C, pH de 5.9 con ag1tac16n (500rpm)
II)Temperatura 24° C pH de S 9 sin ag1tac16n '
III)Temperatura 24 C, pH de 3 9 smn ag1tac16n

IV)Temperatura de refr1gerac16n, pH de 5 9 51n ag1tac16n

Durante estos experlmentos ‘se 51gu1o 1a, voluc16n de proce-
so de autﬁllsls determlnando la act1V1dad y 1a cantldad de pro-
teinas presentes en el sobrenadante Estos resultados se mues-
tran en las flguras l.y2yen 1as tablas II III ‘IV.y V. En
la tabla V'se muestra un resumen de 1os resultados de estos ex-

perimentos.-
e
Condiéiéhe
pH R e ) _
Peso'séCO”dek1a71évadea””f” 194, 15 mg de 1evadura/m1
Humedad ' 79.7°%
Actividad en el sobrenadante 10.4‘U/m1>

Proteinas en el sobrenadante 40.03;mg/m1
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~ TABLA I

Proceso; de aut6 sis para.l erac16n‘de 1a in-
vertas f

N ] ‘per’tura dé 30 C,
pH de’ S;Q'y agltac e~5003rpm‘( volumen total

21 equlvalente a 388 3 g de 1evadura)

Tiempo- ﬂ_'T ' “ >;gActiviHad Protefinas
(hrs)‘ CUE s (UmL) : (mg/m1)

0 el 10.40 40.03.

17,00
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“(continuaci6n tab la 11)

3BT

360,83

378.00

L 3?2157';“ff;f%

377,000

S 445.‘33

422,33

367,33

e ‘_369.00_7’ R
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TABLA TII

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

Tiempo ] Actividad By Pfqtéinas

(hes) b o/m) {0 (mg/m1)
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i TABLA o

Proceso de autéllsls para la 11berac16n de‘l'

la invertasa en cond1c1ones de temperaturafm—ﬁ
de 24 C,,51n aJuste de pH y: 51n ag1tac15n

;(volumen total 0 25 1 equ1va1eva 48'g'de lev)
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: ibégracvié“)fn: déf
etcmperatura
8 sin agitaci6n
17194, g de. lev
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 TABLA VI

e autélisis -

on [Actividad | Protinas,

De acuerdo a 1os
taci6n durante el proceso-
debido a que los resultados de 1~:,

lisis es 1levado a c
las enzimas: a‘tem'erat
cién, por lo [ : levada a ca-

bo en un'iépsoéﬂehplemp ‘mucho mas prolongado Este?fenoméno se
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observa claramente en los resultados de ‘la tabla V, en‘dondé la
nuestra fué mantenida a temperatura de refr1gerac16n Y 1a cantl-
dad de enzima liberada fué minima. Por otra. parte,la temperatu-
ra a la cual se extrajo mayor cantidad de enzima fué con las
muestras mantenidas a temperatura ambiente (24 C)

Comparando los resultados de las tablas II y VII en las que
se extrago la enzima en ‘el fermentador, tenlendo como ﬁnlca d1-
ferencia 1a. temper tu‘ \ g

bserva que hay mayor 11berac15n de
la enzima en 1 ' '
la que se mantu
activacio6n de

en la autﬁllsls, ,d1f1c11 pensaf dada la establlldad

térmica de la 1nvertasa que la’ en21ma se desnaturallce

La cantidad de enzima extraida en el fermentador a una tem-
peratura de 24°C (ver resultados posteriores en la tabla VII),
en comparacién con la mantenida a la misma temperatura pero sin
agitaci6n (tabla III) es muy similar y extraida en aproximada-
mente el mismo tiempo, con lo que se vuelve a comprobar que la
agitacién no es un factor importante.

El ajuste de pH es importante ya que la.enzima se 11ber6 en
menor tiempo en las muestras a las que inicialmente se les aJus-
to el pH a 5.8 (tablas II y III), en comparacidn. con la que se
dej6 con el pH inicial de 3.9 (tabla 1V).

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



FIGURA 1

Proceso de autflisis para la liberacitn de la linvertasa.

DETERMINACION DE ACTIVIDAD
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FIGURA 2

Proceso de aut6lisis para la liberacién de la invertasa
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En la tabla VII y figuras 3 y 4 se muestran los resultados
gbtenidos en las condiciones seleccionad:s para efectuar el pro-
ceso de aut6lisis. Este experimento se realizé con el fin de
confirmar los resultados anteriores asf como para preparar un
lote de enzima para los experimentos subsecuentes de caracteri-
zaci6n, tanto de la estapas de recuperacibn asf como las carac-
teristicas cinéticas de la enzima. '

La Gltima, prueba se: reallzﬁ con la levadura una vez autoll-
zada, con el fin de verlflcar que toda la en21ma hublese 51do
liberada. La’ caracter1zac16n global del proceso se muestra ‘en
la tabla VIII, en: donde puede observarse que en térmlnos de 11-
beraci6n de 1la en21ma la. eflcaC1a es del 78 9% :

Una vez extrafda la enz1ma, se proced16 a procesar el sobre-
nadante, decidiendose efectuar un proceso. de secado por asperc16n
del mismo; la temperatura de secado se establecié con base a las
caracteristicas térmicas de la.eniima, siendo eéta de 55°C. Se
alimenté al secador a razén de 1 1/hr, obteniendose. un producto
con las caracteristicas que se muestran en la tabla IX.
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' TABLA VII

Proceso de autéllsls para la 11berac16n de

la 1nvertasa en cond1c1ones de temperatura
de- 24 c, pH 5.8 y con agitaci6n (volumen -
total 1 1 equwalente a 194.15 g de lev.)

“ActiVidad '¥ﬂ_ ’
Qmy

~.Protefnas -

~(mg/m1)

4y

69

.51.81

sl

33

. 67.89

7

00

116.73.

124.

33

11055

166,

33

317,

00

389,

00

423.

00

505.

33

567.

00

479,

00

486,

67

452

67

326.

478,




ACTIVIDAD (U/ml)

60 -
S25 -
459
TS
300
225
150 -

73 ﬂ g

FIGURA 3

Proceso de autflisis para 1a‘1iberac16nuﬂé,la‘iﬁvertaéa en condi-

ciones de temperatura de 249C; pH,SLQ;'con;égit?¢ian'

147

i = 2
@ B @

TIEMPO (horas)



PROTEINAS (mg/ml)

Proceso de autdllsls"para;ia;llberac16n de la 1nverta5a en condl-
ciones de temperatura de 24°C, pH de 5. 9, con agitacién.
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 TABLA VIIT

Caracterizacibn ‘globa
de extraccién de la

Volumen total procesado

Contenido de células

Actividad invertasa de las éél seca

Actividad total en el fermentador

Actividad del autolizgdb ceﬂtrifu
gado e s e

Actividad tqta;_éxtfaidan;  o

Rendimiento de la extraccin:

Volumén‘tiita¢

Humedad

Actividad

Proteiné

Actividad‘espdaiﬁlb
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Caracterizacibn de la enzima‘obtenida;

"ﬂ sewdet rmlné'el efecto de 1a temperatura en

tran en la tabla X

Temperat aJe relatlvo

mo
El
lo
otra parte, se observa claramente ﬁue

que indica una: mayor establlldad : Por
i arrgﬁafde“
de 60°C la enzima se’ empleza a desnatura iz rfrépldamente y a
una temperatura de 70°C la enzima ha perdldo ‘casi toda su acti-
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dad. La flgura S muestra el efecto de‘l ;empega;ura'szteila’w

enzima obtenlda

Postefio
terminé el ef’
tabla XI.

Actividad

PorcentaJe relatlvo
-~ (U/m1) o

706.22

888.67

930.67

Las med1c1o
enzima en" cuanto,a
pH 6ptimo en el que la
de 4.5. Estas’?"“
ffer de acetatos. 

La flgura 6 muestra el sobre la‘enzima: obte-

nida.



W/mL)~

. 200 1

FIGURA §

Caracterizacibn en funcion de la temperatura

1000 r

‘sgo-

T T + T ¥ T T T I. v T L ‘., B | T
10 50 60 7@ 80
- TEMPERATURA- ( C) -

6V
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FIGURA 6

Caracterizaci6n en funcién del pH
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Bl estudio cinético de la enzima obtenida se llevé a cabo
en las condiciones Gptimas de pH y temperatura, se muestran los
resultados en la tabla XII en donde se determinarfn las velocida-
des iniciales en un rango de concentracién de sacarosa_y?para‘4
concentraci6nes de enzima: . e

TABLA X1i ‘

Veloc1dades 1n1c1a1es ':i;ifﬁ;"'~'
(mmol/ml m1n)””: i

P (mg/ml) | 10 | Tsoo

So(mmol/1) f - e A4
730 | aomxao® | z.3sxa0”? | 1.aaxie’” | ooisoxioT”
14,62° | 9.36x107° | 4.30x107° | 2.35x10°3 | 1.18x107°
21.93 13.21X10°° | 5.62x10°° | 3.18X10°° 1.32x1073
29.24 | 13.97107% | 6.07x107° | 2.71x107° | 1.85x107%
43.86 | 16.48x107° | 8.25x107° | 4.00x10°3 | 1.70%107°
58.48 . | 19.20107° | 9.29%107° | 5.24X107% ‘| 2.29x10°*

Del anfdlisis de regre516n 11nea1 de 10

en la tabla XII (figuras 7y 8), se encont
56.76 milimoles (desy;ag;@p‘eqyan@ar

sentados

/ 1encon-
@ 1(Coef1c1ente de corrrelac16n de'
0.9911) vy por 10 tanto una activ1dad especiflca de 3; 97X10 U/mg
de producto seco. '

trandose una relac15n



(mmol/ml min)

-3

Velocidad inicial X 10

FIGURA 7

" velocidades iniciales

(2)

bt sreantBHI B

- .
B T
' Ly

3g 37 4555 6bg
b "D
so. (mmol/1)

{(2) P = 5 mg/ml (3) P = 2.5 mg/ml (4) P = 1 mg/ml

Zs



:&i;(mlfmin/@mGL)w;‘,;

FIGURAS

Determinacién de Km y V . max,

0.05 L0
1/80 (1/mmol}

£s



{mmol/ml min)

1072

X

Velocidad midxima
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En las tablas XIII y XIV se muestran los resultados obtenidos en las
pruebas de estabilidad del producto obtenldo Se puede observar
que la enzima que se mantuvo a temperatura ambiente (24°C), en un
tiempo de 60 dias pierde el 22.63% de su actividad inicial. En la
prieba de estabilidad acelerada pierde un 32.5% de su actividad ini-
cial en 8 horas a 50°C. En los dos casas se observa que al princi-
pio tiene uné pérdida mas répida de actividad y conforme pasa el
tiempo la act1v1dad se. plerde més 1entamente Con los datos obte-
nidos en estasjpruebas se calculd el tlempo de vida media del pro-
ducto siendo’ 7

Vste de 308 dias para temperatura amblente (24 c).

Conforme a los resultados ob nerS'Se denota la 1mportanc1a
de estudiar la ‘manera. de conservar 1 ct1v1dad, conservando la en-
zima a temperatura de refr1gerac16nwya‘sea en forma de polvo o0 en
una soluci6n amortlguadora con"”l fin: de poder mantener 1a act1v1-

dad por mayor tlempo

TABL‘A-"X—I 1
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Las figufééuid;y 11ﬁuestr§hii Vpéfdfd&

invertasa ob;gpida:enflas;prueﬁésldé{QSEAb lidad.



ACTIVIDAD (U/mg de proteina)
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FIGURA 10

Estabilidad de la enzima a

temperatura ambien;¢7(24°c).

6@ 7 _ 1; 22_5393?_545 Sa

TIEMPO (Dias)

=

6o

LS



ACTIVIDAD (U/mg de proteina)

?.53[].

6&.75

6.a8 ]

= R
4.5 -
3.TT -
F - a4
22T
1L.398
B.735 -

FIGURA 11

Estabilidad de.la?én?ima
v :  de 50°C -

N

mIFMPO (hrs)

w
[~}



- CAPITULO V
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Cor los resultados obtenidos en este estudio se puede pro-
poner es diagrama de flujo para la obtencifn de la invertasa.

LEVADURAI

\

Temperatura = 24°C

LCENTRIFUGACIQ_J“‘““”il
A\ g

LEVADURA | SOBRENADANTE |

Vv J’
[SECADO] . | CONCENTRACION]

! | J
ALIMENTO PARA : [PURTFICACION]

GANADO d

Temp. = 55°C

l
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