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RESUMEN
La invertasa llamada también como B-fructofuranosidasa de la Saccharomyces
cerevisiae es una enzima que cataliza la hidrélisis de sacarosa, el cual es
hidrolizado a fructosa y glucosa. Tanto microorganismos como animales y
vegetales poseen enzimas con actividad invertasa, que participan en el
catabolismo de los fructanos y mas aln en el azlcar, lo cual es de gran interés
industrial. El objetivo del presente trabajo, es la de estimar los parametros
cinéticos del extracto enzimatico Saccharomyces cerevisiae de la levadura de
panaderia, obteniendo el extracto mediante una extraccion liofilizada de levadura
seca en 200 mL de tampon acetato (tampoén de acetato a 0.1 M pH 5 a 0,5 M en
NaCl). Para la determinacién de las condiciones Optimas de la actividad
enzimatica se utilizé el reactivo DNS (acido 3,5 - dinitrosalicilico) conocido como
método de Miller G. A fin de determinar la hidrélisis de la sacarosa y los
parametros cinéticos. El extracto presentdé una temperatura optima 55 °C, pH
Optimo 5. Los resultados se calcularon mediante la ecuacion de Michaelis-Menten
Vinax=1.846 min, K,,, =26 mMy V,= 1.634 min, Lineweaver-Burk que V;,,, = 1.346
min, K,,= 12.886 mM, V,= 1.265 min, y R?= 0.93, Eddie Hosftee V},,,, = 1.857 min,
K,, = 18.945 mM, V, = 1.696 min, y R?= 0.91, Hanes Woofs V,,,,, = 2.335 min, K,,,=
32.269 mM y V, = 2.011 y R?= 0.97, y una velocidad inicial V,= 0.1422 min, Se
concluye indicando que la invertasa de levadura de panaderia tiene mayor
rendimiento a temperatura 6ptima 55°C y pH 6ptimo 5, con un mayor estabilidad,

rendimiento y eficacia.

Palabra clave: invertasa, pardmetros cinéticos, temperatura 6ptima, pH 6ptimo,

método Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk, Eddy Hofstee y Hanes Woolf.
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I. INTRODUCCION

La harina de trigo estd compuesta por un aproximado de 1 % de fructanos. En la
masa, los fructanos estan en una concentracion similar al de los azlcares agredos.
Se sabe muy poco el papel de los fructanos en la coccion del pan. La levadura de
invertasa es una B-fructofuranosidasa, por lo cual es capaz de hidrolizar los enlaces
de los fructanos, no se sabe hasta qué punto, pero en la ausencia de la glucosa y la
fructosa serd fermentado la masa por la levadura.! Los fructanos son muy
importantes, como fuente de azucares fermentables durante la produccion del pan.
Struyf, Demostré que la hidrdlisis de los fructanos del grano de trigo representa una
produccién de diéxido de carbono durante las primeras etapas de produccién del pan
en el proceso de fermentacion de la masa.? Lo cual es producido por la hidrélisis del
fructano en el mezclado y fermentacion de la masa, la cual esta influenciada por
invertasa de la levadura.®

Los primeros microorganismos utilizados como principal fuente de proteinas fueron
las llamadas levaduras, las Saccharomyces cerevisiae, que es considerado hoy en
dia uno de las mas importantes fuentes de proteinas unicelulares.* Las enzimas
obtenidas de microorganismos han sido muchas veces estudiadas, como la levadura
de fructofuranosidasa mas conocido como invertasa, que cataliza la hidrélisis de
sacarosa produciendo una mezcla equimolar de glucosa y de fructosa llamado como
azlcar invertido, cominmente utilizada en la industria alimentaria y farmacéutica.®
También la invertasa es utilizado para la produccion de confiterias, por presentar un
producto de reaccion incoloro, a diferencia del hidrolisis acida, este tipo de hidrdlisis

usualmente se realiza en la industria alimentaria, lo cual proporciona una mayor



ventaja, como son la selectividad y los condiciones de una reaccion moderada de la
temperatura y el pH, lo cual ocurre en un rango de temperatura de 40 °Cy 60 °C, y
pH de 4 y 8. Por tanto siendo la B-D-fructofuranosidasa utilizada en la inversién de
sacarosa, presentando una caracteristica inocua y seguro para el ambiente,® muy
beneficiosos como catalizadores puesto que aumenta la velocidad de reaccién
gquimica, muchas mas que otros catalizadores artificiales, los cuales son especificos
puesto que ellos induce a la transformacion de sustancias y no de otras sustancias
que se puedan encontrar en la reaccion.’

Las enzimas suelen inactivarse por el exceso de calor, esto sucede ya que son
proteinas, y pueden desnaturalizarse a temperaturas altas, por lo cual las enzimas
poseen una temperatura 6ptima, es decir, a ciertas temperaturas las enzimas realizan
una actividad catalizadora, alcanzando su mayor velocidad de reaccién catalizadora.®
En las enzimas la velocidad de la catalisis o la velocidad de la reaccién son diferentes,
debido a las concentraciones molares de su sustrato. Cuando baja la concentracion
de sustrato, la velocidad es linealmente y proporcional a la concentracién, y cuando
la concentracién de sustrato es alta, la velocidad es independiente de la concentraciéon
de sustrato.®

La levadura es muy importante en diversos procesos industriales como por ejemplo
en la elaboracién de proteinas de origen celular para el consumo de los personas y
animales, muy importante en los procesos de la fermentacion para la elaboracién de
bebidas con alcohol. También en la elaboracién de proteinas recombinantes. La
Saccharomyces cerevisiae es uno de los microorganismos mas estudiados y
distribuido comercialmente, se utiliza generalmente como sistema libre en
fermentacion sumergida. En lo que respecta a la elaboracion de bebidas de
fermentacion, las invertasas, como la Saccharomyces cerevisiae juegan un papel muy
indispensable en los productos finales,'* como por ejemplo en la preparacién de los
jarabes de azucar invertido son utilizados como aditivo, muy utilizado en la industria
de alimentos y farmacéutica, sus propiedades nos indican que es mas dulce que la
sacarosa y se incorpora en la preparacion de alimentos por su caracteristicas, porque
no tiene los problemas de cristalizacion de su precursor en soluciones altamente
concentradas. Los métodos enzimaticos para obtener los jarabes de glucosa y

fructosa, se utiliza la hidrdlisis acida debido a su mayor especificidad de la enzima,



productos claros, mayores rendimientos y mayor grado de pureza.'* Frente a estas

premisas el presenta trabajo plantea los siguientes objetivos:

Objetivo general

Estimar los parametros cinéticos del extracto enzimatico de Saccharomyces

cerevisiae de la levadura de panaderia.

Objetivos especificos

e Determinacion de la velocidad inicial (V;), Vipax Y K del extracto enzimatico de
Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.

e Determinar la temperatura Optima del extracto enzimatico de Saccharomyces
cerevisiae de la levadura de panaderia.

e Determinar el pH 6ptimo del extracto enzimético de Saccharomyces cerevisiae

de la levadura de panaderia.



. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Las investigaciones relacionadas con la enzima Saccharomyces cerevisiae en la
actualidad se limitan mayormente a aspectos bioquimicos tal como refieren Shi et al*
y Bayramoglu et al®, asi como estudios biolégicos y quimicos.
Respecto a los parametros cinéticos se han investigado muchos autores entre ellos
tenemos investigaciones realizadas en el Instituto Politécnico Nacional Martinez et
at,*! inform6 sobre los parametros cinéticos de la invertasa principalmente de
temperatura y pH, de la actividad del enzima. Asi mismo Truijillo!®, determiné la
temperatura y el pH 6ptimo en donde la enzima invertasa demuestra su actividad
maxima.
Las referencias consignadas se tratan de la B-fructofuranosidasa, también conocida
como la enzima invertasa, es una especie de enzima hidrolasas que reportan
numerosas investigaciones, las cuales orientaron la presente investigacion.
En el afio 2014, Placencia et al*®. Llevaron a cabo una investigacion titulada, efecto
de la desglicosilacién sobre las propiedades de la invertasa termdfila purificada de la
levadura candida guilliermondii Mplla, con el objetivo de purificar y caracterizar
bioquimicamente las propiedades de la invertasa. Para realizar el estudio se
determind la concentracion de sacarosa al 200M, lo cual se obtuvo una especifica de
82,027 U/mg de proteina. Los cual mostr6 una actividad 6ptima a pH 50 y a
temperatura de 64°C. los valores de K,,, Y V.4 para INV3a-n fueron de 0,104 Mm y
10,9 umol/min/mg de proteina. La investigacion concluye que la enzima retuvo el 50

% y el 20 % su actividad maxima después de 168 h y 30 dias a 55 °C, y la actividad



de la enzima bajo lentamente a mayor concentracion del sustrato. Lo cual se concluye
también que la enzima es activa a concentraciones de sacarosa, puede preferir un
candidato ideal para muchas aplicaciones industriales que involucran a sustratos con
alto contenido de azucar o para mejorar la elaboracion de etanol a partir de melaza
de cana.

En el afio 2015, Trujillo!®, realiz6 una investigaciéon sobre la purificacién y
caracterizacion bioquimica de una B-fructofuranosidasa con fructosiltransferasa
producida por la levadura Torulaspora delbrueckii, con el objetivo de purificar y
caracterizar bioquimicamente de una enzima B-fructofuranosidasa con la actividad
fructosiltransferasa, para realizar el estudio se utilizaron los sustratos de sacarosa,
fructanos de agave, inulina, y levano, también se determin6 el pH 6ptimo de 5y la
temperatura a (30, 40, 45, 50, 55 y 60°C para cada sustrato), y los parametros
cinéticos K,, Y Vmax- LO cual se obtuvo que la B-fructofuranosidasa purificada
demostro una alta reaccién catalitica en la sacarosa y las propiedades bioquimicas
semejantes a la invertasa producido por Sacharomyces cerevisiae y las fructanasas
elaboradas por K. marxianus y la B-fructofuranosidasa extracelular elaboradas por T.
delbrueckii, presentaron propiedades semejantes al exo-fructanhidrolasas producido
por la k. maximus, también presentd caracteristicas semejantes de invertasa
producido por Saccharomyces cerevisiae, la investigacion concluye que tal vez
pudiera ser caudado por la aproximacion filogenética entre estas levadura.

En el afio 2027, Vera et al*’, Llevaron a cabo una investigacién llamado extracto
optimizado y purificada y purificacion parcial de invertasa aislada de S. cerevisiae en
puré de durazno, con el objetivo de extraer por medio de un proceso de autolisis, se
determind los efectos de la liofilizacién y purificacion en la actividad de la invertasa,
usando el método colorimétrico del &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a 490 nm. Dando
como resultado una linealidad cuadréatica del modelo, de manera polindbmica de la
reaccion de segundo orden, se explayo el fenbmeno de extraccion de la enzima
invertasa, con una erre cuadrada de R? de 0,80 y con una actividad significativa
dependiente de ambas incognitas. La investigacion concluye que la maxima
extraccion se presenta en el punto alto de la experimentacion con una actividad de
14,7 U.mg~1. Dado estas caracteristicas, la éptima condicion para la obtencion de la
invertasa de Saccharomyces cerevisiae aislado de puré del durazno, concluye que el

etanol es més Util que la acetona para la obtencion la actividad especifica.



En el afio 2019, Romero et al*®, Llevaron a cabo una investigacion llamada, hidrélisis
de sacarosa por invertasa de Saccharomyces cerevisiae inmovilizado sobre
nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto, con el objetivo de desarrollar un
disefio alternativo para realizar la hidrélisis de sacarosa por medio de [B-D-
fructofuranosidasa de Saccharomyces cerevisiae, inmovilizada sobre los
nanoparticulas magnéticas del ferrita de cobalto, lo cual se determiné por el analisis
espectrofotométrico para la determinacion de proteinas de Bradford, se estudio el
comportamiento catalitico del enzima de acuerdo al pH y temperatura. Se obtuvo que
el pH 6ptimo fue 0,5 més para la enzima inmovilizada a comparacion de la enzima
libre. Y la temperatura 6ptima de 55°C, la enzima libre e inmovilizada. la inmovilizacion
el V,qx bajaenun 2,96 % vy el K,,, sube a un factor de 1,7. La investugacion concluye
que las bio-nanoparticulas retuvieron un 95,89y 91,79 % de su actividad inicial, en el
segundo y tercer ciclo de uso.

En el 2020, Oliver et al*®, Realizaron estudios llamado estudio cinético/termodinamico
de B-fructofuranosidasa inmovilizada de Aspergillus tamarii URM4634 en perlas de
quitosano y aplicacion en la produccion de azlcar invertido en reactor de lecho
empacado, con el objetivo de inmovilizar covalentemente a la B-fructofuranosidasa
(FFase) de Aspergillus tamarii URM4634 en perlas de quitosano, se estudid en
términos de parametros cinéticos y termodinamicos, lo cual se aplicé la conversién de
azucar para la produccién de invertasa en un reactor de lecho empacado (PBR), se
obtuvo que el pH de 5,0 y a temperatura 60°C (FFase) era termoestable a 50 — 55°C.
a 50°C esto indica que la FFasa inmovilizada era estable a la temperatura
comunmente utilizada en la produccién de azucar invertido, los altos valores de E*d,
AH*d y AG*d confirmaron la termoestabilidad de FFasa. La investigacion concluye en
una buena indicacién que la FFasa inmovilizada en perlas de quitosano en PBR es
eficiente para invertir la produccién de azlcar para la industria alimentaria.

En el afio 2021 Micheo?®, realiz6 un estudio titulado, determinacién de las
condiciones 6ptimas experimentales de un proceso de hidrdlisis catalizada por la
enzima invertasa en la produccién de mieles invertidas de cafia de azucar a fin de
obtener miel de alta pureza a nivel laboratorio, con el objetivo de evaluar las
circunstancias optimas para la actividad de la B-fructofuranosidasa, con la finalidad

de conseguir la mayor hidrélisis del azlcar, para adecuar el desarrollo de elaboracion



de la miel de B-fructofuranosidasa. Lo cual se determind las reacciones enzimaticas
de inversion del azucar en la mezcla de meladura, donde se observo la cantidad de
azucar invertida, abocandose al parametro analitico como fase de observacién, de
quince minutos de inversién y la finalizacién después de ocho horas, dio como
resultado que la alta inversion de la azucar se consiguio al emplear una concentracion
de 0,066 g/0.5 L, nos mostré un pH 5,5 y temperatura 50°C en siete horas de
inversion. Lo cual se concluye que el Brix (concentracion de solidos disueltos en la
solucién) no influye en la recuperacion de los azlcares reductores.

En el afio 2021, Federico?:, realizo una investigacion llamada estudio de la actividad
en mieles en el departamento de Cruz del eje (Cérdoba) tratamiento térmico y posible
adulteracion, para obtener mieles de alta fluidez y méas tentadora para el consumo,
fue determinada por el método modificador Siegenthaler y los resultados fueron
empleadas en el método de Michaelis-Menten dentro del rango de 30°C a 60°C y
temperatura éptima para la enzima purificada de S. cerevisiae es de 40 °C y la
constante de michaelis es de (K,, = 0.22 mM a 0.02 mM, y la V,,,, = 1.81 a 0.04
umol/min/mg) lo cual dio como resultado la disminucién de NI por debajo de 10
minutos recomendado internacionalmente , la reduccion de la a- glucosidasa es de
33% para la miel con el tratamiento a 60 °C por 20 minutos y de 37% para la miel que
recibieron un tratamiento a 70 °C durante 15 minutos y 20 minutos, y sin pre
calentamiento a 50 °C durante 30 minutos, llegando a la conclusion que la a-
glucosidasa que si se puede diferenciar la alteracion de la miel a partir de 20% P/P
del jarabe.

2.2. Redaccion del marco teorico

2.2.1. Saccharomyces cerevisiae

2.2.1.1. Historiade laenzima

Durante muchos afios, las enzimas fueron utilizados en procesos de fermentacion,
como; para la elaboracion de vino, queso, cerveza y pan. En el afio de 1860, L.
Pasteur informo que los fermentos estaban profundamente ligados con el esqueleto
viral de las levaduras. En 1876 William Kuhne les planteé denominarlo como enzima,
una palabra que tiene origen griego que EN significa (en) y zyme que significa
(levadura). En el afio de 1897, Eduard Buchner demostré que algunas enzimas

podrian extraerse de las levaduras y usarse.?? Se empezaron a extraer diferentes



enzimas para diferentes usos. Se distribuy6 a distintos sectores de la industria como,
por ejemplo; fabricacion de azlcares, aceites, destileria, detergentes, grasas y
almidones. En 1982, una industria finlandesa comenz6é a desarrollar enzimas
alimenticias.

2.2.1.2. Enzimas

Son proteinas, polimeros formados por aminoacidos covalentemente unidos entre
ellos, que tienden a catalizar en los organismos una gran variedad de reacciones
guimicas, su actividad catalitica de las enzimas, depende de que mantenga la unién
entre la proteina y el sustrato que se convierte en producto, al finalizar la
transformacion del sustrato, el sustrato al liberarse del producto del sitio activo, la
enzima regresa a su estado original, se puede volver a unir a otro sustrato y volver a
realizar el ciclo nuevamente, el ciclo de catdlisis.?*

2.2.1.3. Invertasa

La invertasa (EC 3.2.1.26) denominada también como B-D-fructofuranosidasa de la
Saccharomyces Cerevisiae, es utilizada principalmente en las industrias alimenticias
y farmacéuticas, permite la obtencion de azucares invertidos, a través de la hidrolisis
de la sacarosa para formar fructosa y glucosa. Estos azlcares invertidos son usados
por su caracteristica humectante y a baja inclinacion a cristalizarse, menor
higroscopicidad y baja actividad cariogénica, a diferencia del azGcar normal.?®
2.2.1.4. Caracteristicas de la levadura Saccharomyces cerevisiae

Su nombre deriva del vocablo Saccharo (azucar), myces (hongo) y cerevisiae
(cerveza). La levadura que forma parte de la agrupacién de microorganismos mas
profundamente afiliado al desarrollo y satisfacciéon a la humanidad.? Es una levadura
heterotrofa, que recibe la fuerza a partir de la glucosa y tiene una alta cualidad de
fermentacion,?’ por lo cual se puede aislarse con mucha facilidad en la tierra y en las
plantas, asi también en el tracto gastrointestinal y genital de las personas, es un
producto del proceso de producciéon de alcohol, constituye una gran fuente de
proteinas y vitaminas para la alimentacién animal.?® Esta levadura es una especie de
microorganismo llamada GRAS, lo cual fue aprobado como agregado alimentario.?®3°
A lo cual se afirma que la crema de Saccharomyces cerevisiae concentrada, tiene
valores de sustancia arido 18-20% y proteina bruta (PB) 32-36% de base arido.%!
Muchos investigadores afirman y sustentan que la formacion promedio de proteinas

40,20 %.3%2 Mientras que otro autor registraron valores algo bajos en torno a 39 %.3



Tabla 1 composicion de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

Otero Garcia Otero Yamada
COMPONENTES (%) M.A.Cuba J.2000 M.A.2012 E.A. 2009
1989
Polisacérido 29,71 34,1 36 31,40
Trehalosas NR 5 NR NR
Acido nucleico y 10,65* 10,8 7,41* 9,00*
nucleotido
Fosfolipido 1,18 4,5 2,63 0,5
Triglicérido NR 2,5 NR NR
Esteroide NR 1 NR NR
ceniza 8,32 31 7,34 4,60
Proteina 40,20 39 447 42,67

Fuente: (Otero M.A. 1989, Garcia J. 200, Otero M.A. 2012, Yamada E.A. 2009), NR (No

referido), * (manifestado en ARN).

Con respeto a la formaciéon de la levadura de destileria, afirma que la variacién
dependia mucho de su potencial propios de elaboracion de alcohol y de su normativa
de ejecucion.?

2.2.1.5. Mecanismo de accién de la enzima

la enzima se enlaza en las particulas de sustrato, especificamente en sitio activo para
la enzima mediante interacciones débiles, como los enlaces puentes de hidrégeno y
unién especifica. En cuanto la enzima acepte al sustrato y se acople a ella, se
transforma a un complejo llamado complejo E-S. El rompimiento y la creacion de las
uniones se realizan por medio de las interacciones entre las secuencias de los lados
de la enzima y las uniones al interior del sustrato, debido a que se han transformado
en productos obtenidos llamado complejo enzima—producto, finalmente los productos
se separaran de la enzima recuperandose esta para reaccionar nuevamente con otros
sustratos, quiere decir que al pasar el tiempo la reaccién de la enzima no cambia.®
2.2.1.6. Cinética de la enzima invertasa

La relacion entre sustrato, enzima y velocidad de reaccion se describe:

Enzima + sustrato «» complejo < enzima + producto

la union de enzima sustrato correcto en el lugar activo, el complejo sufre un cambio

quimico para cambiar a productos. Esta ecuacién esti gobernada por la ley de accion

10



de masas, por lo cual, donde las ecuaciones de sustrato son altas, el equilibrio se
desplaza hacia la derecha, favoreciendo la generacién de productos. Cuando el
sustrato esta en baja concentraciones, su disponibilidad limita la velocidad, mientras
que cuando el sustrato supera la capacidad de la enzima, la velocidad enzimatica es
el factor limitante.®®

2.2.1.7. Sitio activo

El sitio activo es el lugar donde se lleva a cabo la unién o transformacion quimica, el
sitio activo de la mayoria de las enzimas se encuentra en el interior de las mismas.
Podemos afirmar que también el sitio activo en general esta localizado en una cavidad
a lo cual se accede por tuneles o canales. El tamafia de la cavidad depende del
tamanfa del sustrato, lo cual la cavidad es pequefia considerando el volumen de la
proteina. Dentro de estas cavidades se encuentran aminoacidos que llevan a cabo la
reaccion quimica (aminoacidos cataliticos) y que participan en la unién del sustrato
(aminoécido de unién o de binding).*

2.2.1.8. Mecanismo de la hidroélisis de sacarosa por la enzima invertasa

Esta enzima que hidroliza a la sacarosa se llama comunmente como invertasa o 3 —
D — fructofuranosidasa (EC 3.2.1.26) las cuales catalizan la liberacion de 3 — fructosa
a partir del extremo no reductor de sustrato del tipo f — D — fructofuranosidos en el
enlace O — glicosidico. La reaccién inicia por un mecanismo de desplazamiento del
doble en el cual se forma un intermediario covalente glicisil — enzima. Esta enzima
produce azucares invertidos no cristalizados en una mezcla equimolar de 1:1 de D —
glucosa (destrorotatorio) y D — fructosa (levorotatorio).*64”

2.2.1.9. Cinética de las reacciones

La rapidez de la reaccion quimica tiene que ver mucho de una serie de causas tales
como las concentraciones de moléculas que acttan, la presion, temperatura, la
ausencia o presencia de catalizadores, asi también como el pH del medio. La
velocidad de reaccion se puede medir determinando la cantidad de sustancia que
reacciona, desaparece o se produce, en la unidad de tiempo. Para que la medida asi
efectuada sea valida es preciso que el intervalo de tiempo puede ser corto, y la medida
se haga a la primera fase de la reaccion, pues de otra manera se introduce un error
considerable, sobre todo en los casos en que la enzima puede envenenarse por algin

producto de la reaccién. Generalmente la velocidad de reaccién es funcién de la
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concentracion de una o mas sustancias presentes. Esto se expresa de una manera
conveniente por medio del orden de reaccion.?’

2.2.2.0. pHy concentracion

La actividad enzimatica se encuentra en relacion con el estado i6nico de la molécula,
principalmente en su parte proteica, las series polipeptidicas tienen grupos que
puedan ionizar como los grupos de carboxilos y grupos de los aminoacidos,
dependiente del pH. El pH puede variar ampliamente, el pH éptimo se encuentra entre
4 y 8. La enzima que son expuestos a pH altos, se alteran o descomponen.® Una
gran parte de las enzimas poseen un rasgo distintivo del pH, lo cual se debe por la
titulacion de grupos cargados que interactian en la reaccion de catalisis, de las
secuencias de los lados, intervienen en la reaccion de catdlisis generalmente son
secuencias de los lados polares, por lo cual estan relacionados los grupos de amino
y de carboxilo finales de las enzimas. La mayor parte de enzimas tienen pH
caracteristicos donde presentara su mejor actividad, por alto o debajo de este pH su
eficiencia declina. La accion del pH sobre la velocidad de las reacciones enzimaticas
se aplica teniendo en cuenta que las enzimas son polielectrolitos que responden a
cualquier cambio de pH. Como otras proteinas, el pH determina las especies idnicas
del sustrato que predomina en la solucién. El pH influye en una reaccién catalizada
enzimaticamente. Los lugares activos de las enzimas se constituyen un grupo
ionizable, con el objetivo de sostener la configuracién del lugar activo, para catalizar
la reaccién. Un andlisis completo de los efectos del pH puede ser muy complejo,
especialmente si consideramos que muchos compuestos biol6gicos poseen mltiples
grupos ionizables y que el sitio activo de una enzima puede poseer dos 0 mas grupos
ionizable y que el sitio activo de una enzima pueden también poseer dos o mas
conjuntos ionizables que deben de estar en forma iénica correcta para que se dé la
union o la catalisis del sustrato.®’

2.2.2.1. Temperatura

Las temperaturas se encuentran dentro de 30 y 40 °C, cuando aumenta la
temperatura, aumenta la velocidad de reaccion. Un aumento del 10 °C puede duplicar
o hasta triplicar la velocidad de reaccién. Este incremento de grados puede desactivar
a la enzima por el aumento de calor. Casi todas las enzimas son sensibles al calor,
por lo tanto, es preferible administrar 40 °C a 80 °C por un tiempo de 2 a 5 min. Con

la finalidad de destruir su actividad,® generalmente el aumento de la temperatura
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aumenta también la velocidad de reaccién quimica. El aumento de la temperatura
termina al llegar alos 45 °C 0 50 °C, si excede llevara al enzima a la desnaturalizacion
de las proteinas, a causa del calor. Un incremento del calor puede causar un
incremento en la velocidad de reaccion enzimatica de muchas maneras. Al analizar y
experimentar los resultados, se hallan la temperatura 6ptima. Pocos organismos o
procesos bioquimicos pueden resistir temperaturas por encima de 50 °C por largo
tiempo, esto resulta de cambios irreversibles estructurales que alteran los
mecanismos o disminuyen los organismos. Procesos como la coagulacion de la
albumina de huevo que sucede durante el cocimiento, es aln mas rapida a altas
temperaturas, sin embargo, si una proteina se desnaturaliza primero cuidadosamente
ella se puede renaturalizar mas rapidamente a bajas temperaturas, que altas
temperaturas.®’
2.2.2.2. Michaelis-Menten
La ecuacion de Michaelis-Menten es lo mas conocido por los bioguimicos, se puede
encontrar el método de Michaelis-Menten, que es el eje principal lo que da inicio al
estudio de la cinética enzimatica, lo cual describe perfectamente a la velocidad de
reaccion. La ecuacion de Michaelis-Menten.*°
V — Vmax ' [S]

K + 5]
Desde esa reunion en 1912 de los investigadores, Leonor Michaelis y Maud Menten
colaboraron para investigar, por lo cual brotd la ecuacién denominada ecuacién de
Michaelis - Menten un término matematico tan sencillo y practico en el estudio de la
bioquimica, logrando asi un reconocimiento mundial. Esta ecuacién es capaz de
detallar la alteracién causado por la reaccion catalitica, al cambiar la concentracion
de un sustrato. La reaccion que se establece entre E/S, esta va acompafiada de la
creacion de un complejo. Leonor Michaelis nombre como constante de Michaelis (K,;,)
gue establece la proximidad de la enzima y el sustrato. mostro la rapidez de reaccion
y predijo la cantidad de sustrato que interactian entre si. por un tiempo, donde llega
a su velocidad maxima (V;,q,)-40
2.2.2.3. Lineweaver-Burk
El método de Lineweaver Burk que se utiliza como método para graficar con la cual

se puede calcular los parametros cinéticos. Muy sencillo de aplicar y facil de
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representar. ElI diagrama muestra datos de interés para la investigacion de la

bioguimica. Ecuacioén de Lineweaver-Burk.*
1 Ky 1

En la

grafica de Lineweaver Burk, se puede reconocer la constante de Michaelis K,,, y la
velocidad maxima V},,,, se da el inicio en el eje de las ordenadas lo cual es el valor -
1/K,,, ya que este método tiene inconveniencias, al requerir de dobles inversos,
muestran errores experimentales que puedan llevar a altos errores. Estos
acontecimientos erran a mayores concentraciones, la grafica logra dar sitio para
calcular de error. Si los ensayos se proyectan metodoldgico los resultados son
absolutamente confiables.*°

2.2.2.4. Velocidad inicial (V)

Es la modificacion en la concentracion del producto en el primer segundo de una
reaccion lo cual se determinara por la pendiente de la recta, descubierto al tiempo 0,
no obstante, cuando la velocidad cambia seguidamente a medida que la reaccién se
acergue a su estabilidad, cuando el equilibrio es cero, la velocidad inicial se determina
experimentalmente con la concentracion de los reactivos. La rapidez inicial de una
reaccion catalizadora, va a depender de la cantidad de sustrato presentes y la
concentracion de una enzima (S/E), podemos concluir que la velocidad de una
reaccion depende de la concentracién de sustrato como de la enzima.*®

2.2.2.5. Velocidad méaxima (14,,)

Es la velocidad obtenida en condiciones de saturacion entre la enzima y el sustrato
en condiciones Optimas de temperatura, pH y fuerzas idnica, la rdpides maxima es
constante para una concentracién definida de una enzima.*® La rapidez de una
reaccion es la cifra de moléculas de sustrato que se convierten en producto. La
rapidez de una reaccion catalizada por enzimas aumenta con la concentracion de
sustrato hasta que se alcanza una velocidad maxima.**

2.2.2.6. Constante de Michaelis- Menten (K,,)

La particularidad de una enzima y el sustrato particularmente se manifiesta su
atraccion de ES. La K,,, es igual a la concentracion del sustrato o es la mitad de la

rapidez méaxima, no varia con la concentraciébn de enzima. Cuando la K,, es
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disminuida (baja) se manifiesta una gran afinidad de la enzima por su sustrato debido
a que se requiere una baja concentracion de su sustrato para llenar la mitad del
enzima, para alcanzar una rapidez que sea la mitad de la velocidad méaxima y cuando
la K,,, es alta manifiesta una baja atraccion de la enzima por su sustrato, debido a que
una alta concentracion del sustrato es necesario para llenar la mitad de la enzima. el
significado K,,, pudiera creerse que el concepto de constante de Michaelis-Menten
carece de importancia fisiologica o clinica nada mas alejado de la realidad. Todos los
ensayos enzimaticos validos que se llevan a cabo en los laboratorios clinicos se
basan en el conocimiento del valor de K,,, para cada sustrato. En el control fisiologico
del metabolismo de la glucosa y del fosfato intervienen dos hexoquinasas, una
elevada K,,, para la glucosay otra de baja de K,,,. Ambas contribuyen al mantenimiento
de los niveles de estacionarios de glucosa y fosfato de la sangre, en general los
valores de K, son cercanos a las concentraciones de sustrato que se dan en las
células porque las enzimas se han desarrollado centros de union de sustrato con una
afinidad comparable a los niveles presentes in vivo.*?

2.3. Variable del estudio

a) Variable 1.

Parametros cinéticos del extracto enzimatico “Saccharomyces cerevisiae” de la

levadura de panaderia.

Indicador:

. Vinax

. K

o Temperatura optima
o pH optimo
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacién
El estudio se ejecut6 en los laboratorios de Bioquimica y Farmacoquimica “"Juan de
Dios Guevara™ M.B. José A. Yarleque Muijica, De la facultad de Ciencias de la Salud
de la Universidad Nacional San Cristobal de Huamanga.
3.2. Definicién de poblaciéon y muestra
3.2.1. Poblacion
Levadura de panaderia
3.2.2. Muestra
Entre 100 + 250 gramos de levadura de panaderia.
3.2.3. unidad experimental
+ 2100 mL del extracto enzimatico que seran comprados en tiendas especializados
en reposteria.
3.3. Métodos instrumentales para la recoleccion de datos
3.4. procedimiento para larecoleccion de datos
3.4.1. Recoleccion de muestra
Las muestras fueron adquiridas en tiendas especializados en reposteria (productos
de panaderia) en la regién de Ayacucho — Huamanga.
3.4.2. Aislamiento del enzima (Saccharomyces cerevisiae)
La extraccion se realiz6 mediante el método de disolucion para ello, se utilizé 1
gramos de levadura seca liofilizada combinada con 200 mL de tampdn acetato

(tampon acetato al 0,1 M; de pH 5,0 al 0,5 M en NaCl), agitar constante por 15
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minutos, se centrifugo y se tomé el sobrenadante como el extracto de levadura, lo

cual se guardado en un frasco oscuro con tapa rosca a temperatura ambiente.

3.4.3. Ensayo 1, determinacion de velocidad inicial

Se prepar6 6 secuencia de tubos: tendremos 1 blanco 5 problemas, para cada
secuencia para la incubacién del preparado indicado (Anexo 18) lo cual seran
sometidas a 55 °C durante 0, 5; 10; 15; 20 y 30 minutos. transcurrido el periodo de
incubacién se tomaron 0,2 mL de cada secuencia de tubos y se le afiadié 2 mL del
reactivo DNS, luego se volvio a incubar a 100 °C durante 10 minutos. finalmente se
enfrié y se leyé a 570 nm.

3.4.4. Ensayo 2, determinacién de la temperatura 6ptima

Se prepar6 7 secuencia de tubos: 1 blanco y 6 problemas. En cada tubo se utilizaron
las mezclas preparadas (Anexo 19), lo cual se incubaron a 0, 25, 35, 45, 45, 55,65y
75°C durante unos 15 min. Luego del tiempo transcurrido se tomaron 0.2 mL de la
secuencia de tubo y se le afladira 2,0 mL de DNS, luego se incubara a 100 °C por 10
minutos. Finalmente se enfrié y se leyé a 570 nm.

3.4.5. Ensayo 3, determinar el pH 6ptimo

se prepar6 5 secuencia de tubos: 1 blanco y 4 problemas para los valores de pH. se
prepar6 de acuerdo a lo indicado (Anexo 20), se prepar6 los tampones a 4,0; 4,5; 5,0;
5,5y 7,0 pH, para cada secuencia de tubos, luego se incubo a 55 °C por 15 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacién se tomaron 0,2 mL de la secuencia de tubo y se
le afiadié 2,0 mL de DNS, finalmente se incubo a 100 °C por 10 min. Se enfrié y se
ley6é a 570 nm.

3.4.6. Ensayo 4, determinacion de velocidad maximay constante de Michaelis-
Menten, mediante diagramas o graficos de Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk,
Eadie-Hofstee y Hanes-woolf

se prepard 7 secuencia de tubos: 1 blanco y 6 problemas, en cada tubo se afiadio
azUcar a concentraciones diferentes de 2 — 100mM. Se realiz6 de acuerdo a la tabla
(Anexo 21), se incubo a 55 °C por 15 minutos. Luego del tiempo transcurrido se
tomaron 0,2 mL de la secuencia de tubos y se afiadié 2,0 mL de DNS. Luego se
incubd a 100 °C por 10 minutos. Se enfrid y se leyd a 570 nm.

3.5. Alcance de la investigacion

El alcance de la investigacion es experimental
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3.6. Disefio experimental

Disefio de investigacion experimental, para la determinacién cinética de la enzima
“Saccharomyces cerevisiae” de la levadura de panaderia.

3.7. Andlisis de datos

Los datos obtenidos fueron presentaran en forma de figuras de dispersion, usando el

programa Excel version 2019. Se determiné las medias y desviacion estandar.
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IV. RESULTADOS
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Velocidad Inicial
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15 R? = 0.8575
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Nota: curva de calibracion del extracto enzimatico Saccharomyces cerevisiae
(y=0.1422x + 1.446)
Figura 1. Efecto de la velocidad inicial con respecto al programa Excel 2019, del

extracto enzimético de la levadura de Saccharomyces cerevisiae.
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Temperatura 6ptima

3.0
2.5
2.0

1.5

Velocidad min

1.0

0.5

0.0

0 10 20 30 40 50 60 70
Temperatura (°C)

Figura 2. Temperatura Optima de acuerdo al Excel 2019, del extracto enzimético

Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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pH dptimo
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Figura 3. Efecto del pH sobre la actividad enzimética Saccharomyces cerevisiae de

la levadura de panaderia.
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Método de Michaelis - Menten

1.8
1.6
14

1.2

0.8

Velocidad mM/min.
[

0.6
0.4

0.2

0 20 40 60 80 100 120
Concentracién de sustrato[S] mM

Nota: prueba de la concentracion (2,5; 5; 10; 20; 50; 100 mM) de sustrato del extracto

enzimético Saccharomyces cerevisiae de la levadura seca de panaderia.

Figura 4. Representacion grafica del método de Michaelis-Menten del extracto

enzimatica de Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Método de Lineweaver- Burk
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Nota: prueba de la concentracion (2,5; 5; 10; 20; 50; 100 mM) de sustrato del extracto

enzimatico Saccharomyces cerevisiae de la levadura seca de panaderia.

Figura 5. Representacion grafica del método de Lineweaver-Burk del extracto

enzimatico Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Método de Eddie-Hofstee
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Figura 6. representacion grafica de Eddie-Hofstee Absorbancia/Concentracion de
sustrato [S] vs Absorbancia, del extracto enzimatico de Saccharomyces Cerevisiae
de la levadura de panaderia.
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Método de Hanes - Woolf
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Figura 7. representacion gréafica de Hanes-Woolf Concentracion de Sustrato [S] vs
Concentracion de Sustrato [S]/Absorbancia, del extracto enzimatico de

Saccharomyces Cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Tabla 2 Resultados de los gréficos de los métodos de obtencién

y RZ VO Vmax Km
(mM/min)  (mM/min) (mM)
Velocidad inicial  0.1422x + 1.446 0.8575 0.1422
Temperatura 55°C
(°C)
pH 5
Michaelis 1.634 1.846 26
Menten
Lineweaver 9.5742x + 0.743 0.9299 1.265 1.346 12.886
Burk
Eddie Hofstee -18.945x+1.8572 0.9059 1.696 1.8572 18.945
Hanes Woolf 0.4283x + 13.821 0.9644 2.011 2.335 32.269
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V. DISCUSION

La Saccharomyces cerevisiae es uno de los microrganismos mas estudiados y
distribuido comercialmente.!® Por ello la investigacién tuvo como objetivo estimar los
pardmetros cinéticos del extracto liofilizado de la enzima “Saccharomyces cerevisiae”
de la levadura de panaderia, los cuales fueron adquiridos en tiendas de reposteria y
tiendas especializados en pasteleria y panaderia en ciudad de Huamanga -
Ayacucho. El reconocimiento de la enzima se ha realizado en la levadura seca de
Saccharomyces cerevisiae. Se obtuvo el extracto enzimatico empleando como
solvente el tampo6n acetato a temperatura ambiente, por lo cual se evalud algunos
parametros cinéticos, como la temperatura optima, pH 6ptimo, velocidad inicial (V;),
velocidad méaxima ( V., ) Y constante de Michaelis (K,,), se evalu6 mediante el
método colorimétrica también conocido como método DNS (Miller G. 1959).

En la figura 1, se presenta en el gréfico de tiempo vs absorbancia del extracto
enzimatico de Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia, para
determinar la velocidad inicial (V;,), se utilizo el programa Microsoft Excel 2019, el
resultado obtenido es similar con lo reportado por vera.’

La rapidez de una reaccién necesita de una secuencia de factores tales como las
concentraciones de moléculas, a presencia o ausencia de catalizadores. La velocidad
de reaccion se puede determinar, mediante la cantidad de sustancia que va a
reaccionar y se va a producir en una unidad de tiempo. Lo cual puede ser muy corta,
puesto de otra manera se produce un error considerable, sobre todo en los casos que
la enzima pueda degradarse por algun producto de la reaccion. Basicamente la

velocidad de reaccion es funcion de la concentracidon de una o mas sustancias
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presentes. Esta representado por una orden de reacciéon,® estos son algunos
ejemplos de velocidad de reaccion quimica. Hay muchos enzimas que poseen
excelentes propiedades de reaccion quimica a temperatura y pH Optimo que
favorecen su actividad enzimatica.

Del ensayo realizado de velocidad inicial, del extracto liofilizado de la levadura
Saccharomyces cerevisiae de panaderia presentd un valor de V,= 0.1422 Mm/min y
un R? de 0,86 del extracto (Figura 1) calculando la curva de calibracion de la levadura
(Y =0.4283X +13.821) (Anexo 13). La velocidad inicial esta por encima a lo reportado
por Diesa J. quien dio resultados de velocidad inicial de 1,05x10% + 4,59x10° un
resultado distinto.

La velocidad inicial fue determinada por el método de DNS (Miller G. 1959) es una
técnica colorimétrica, y evaludndola a la concentracion de 200 mM a longitud de onda
de 570 nm.

En la figura 2, se presenta en el grafico de temperatura vs velocidad del extracto
enzimatico de Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia, para la
determinacion de la temperatura 6ptima, también se utilizé programa Microsoft Excel
2019, los resultados obtenidos son coherentes con lo reportado por Romero?8, Oliver®®
y Micheo?.

Las reacciones quimicas se caracterizan por tener una temperatura Optima, la cual
podrian encontrarse comprendidas entre los 30 °C hasta 40 °C, se sabe que cuando
el calor aumenta, la rapidez de reaccion también, sin embargo, es propia de algunas
enzimas. Un aumento de 10 °C puede duplicar o triplicar la rapidez de la reaccién de
una enzima. También es necesario tener en cuenta, que un aumento de calor puede
acelerar la inactividad de la enzima por desnaturalizacion térmica. Muchas de las
enzimas son susceptibles al calor por lo tanto es preferible usarlas en un rango de 40
°C hasta 80 °C por 2 hasta 5 min, con la finalidad de acabar con su funcién,® también
la temperatura elevada afectaria en la unién de E-S, ocasionando desdoblamiento del
complejo. Pocos organismos 0 procesos bioquimicos pueden resistir temperaturas
por encima de 50 °C por largo tiempo, esto resulta de cambios irreversibles
estructurales que alteran los mecanismos o disminuyen los organismos. Procesos
como la coagulacién de la proteina de albumina de huevo que sucede durante el
cocimiento, es aln mas rapida a altas temperaturas, sin embargo, si una proteina se

desnaturaliza primero cuidadosamente ella se puede renaturalizar rapidamente a
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bajas temperaturas,®” este parametro cinético es muy importante de conocer debido
a que cada enzima posee diferentes propiedades, los cuales permiten que alcancen
su maxima velocidad de reaccién y mejor actividad enzimatica.

Del ensayo realizado sobre el extracto liofilizado de la enzima de Saccharomyces
cerevisiae de la levadura de panaderia presentd una temperatura 6ptima de 55 °C del
extracto liofilizado (Figura 2) calculado a partir del grafico tiempo vs absorbancia en
el programa Microsoft Excel 2019 y en el papel milimétrico (Anexo 14). El contenido
de la temperatura 6ptima es muy semejante a lo reportado por Romero?8, quien
registro un valor de temperatura 6ptima de 55 °C y Oliver'®, quien reporto un valor
aproximado de temperatura éptima termo estable de 55 °C y Micheo?, quien reporto
un valor cercano a lo obtenido de temperatura de 50 °C

En la figura 3, se representa el gréfico de pH vs velocidad del extracto enzimatico de
Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia, para la determinar el pH
Optimo de la enzima invertasa, nos dio como resultado un pH de 5 lo cual concuerda
con Placencia® y Oliver?®,

La actividad enzimética se encuentra en una relacion con su i6n molecular,
principalmente en la parte proteina, las series de polipeptidicas poseen cadenas que
puedan ionizar como las cadenas de carboxilos y de aminos, dependiente del pH. El
pH puede variar ampliamente, teniendo condiciones 6ptimas entre valores de 4 y 8.
Las enzimas que se suministre a pHs extremos se desnaturalizara.®

Mayormente las enzimas tienen un pH caracteristicos en la cual son mas activos.
Algunos de los 20 aminoacidos de las series laterales participan en la catalisis. La
mayor parte del enzima tienen pH caracteristicos donde llegan a su méaxima funcién
por alto o bajo de su pH su actividad decae. Por efecto del pH sobre la velocidad de
reacciones enzimaticas se aplica teniendo en cuenta que las enzimas son
polielectrolitos que responden a cualquier cambio de pH. Como otras proteinas, el pH
determina las especies ionicas del sustrato que predomina en los lugares activos del
enzima, forman grupos ionizables que deben hallase en forma iénica adecuada, con
la finalidad de sostener la conformidad del lugar activo, es unir a los E-S. Un analisis
completo de los efectos del pH puede ser muy compleja, especialmente si
consideramos que muchos compuestos biolégicos poseen mudltiples grupos
ionizables y que el sitio activo de una enzima puede poseer dos 0 mas grupos

ionizables y que el sitio activo es una enzima que pueden poseer dos 0 mas, para que
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se dé la unién o la catalisis del sustrato.?’ este parametro cinético especifico es muy
importante de conocer debido a que este pardmetro puede desnaturalizar o afectar
los enlaces quimicos adentro del lugar activo del enzima.

Del ensayo realizado del extracto liofilizado de la enzima Saccharomyces cerevisiae
de la levadura de panaderia presento un pH 6ptimo de 5 del extracto liofilizado (Figura
3) calculado a partir del grafico pH vs velocidad en Excel 2019 y en el papel milimétrico
(Anexo 15). El resultado del pH 6ptimo es muy semejante a lo reportado por
Placencia’®, quien report6 un valor de pH 6ptimo de 5, como también los estudios
presentados por Oliver®®, y Truijillo*®.

En la figura 4 y figura 5 se representa en el gréfico de concentracion vs velocidad del
extracto enzimatico de Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia, lo
cual se realizé por el método de Michaelis-Menten, Lineweaver-Burk, Eddie Hofsteen
y Hanes Woolf obteniendo como resultado ;,,, (1.846, 1.346, 1.857, 2.335 mM/min)
y K., (26, 12.886, 18.945, 32.269 mM). podemos deducir que el V., 1.3 £ 2.335
mM/miny el K, oscilan entre 12.8 + 32.3 mM y un V,, esta entre 0.14 £ 2.011 mM/min
Los cuales son aproximados en la V.., pero muy diferentes en las K, con
Placencia®®, Federico?! y Ara*.

Las ecuaciones mas recordadas utilizadas en bioquimica se encuentran en el método
de Leonor Michaelis y Maud Leonora Menten, que da origen la cinética enzimatica y
muchas reacciones. Una formulacion matematica tan sencilla y practica en la
bioguimica que les dio a ellos un agradecimiento mundial. La ecuaciéon menciona que
la variacidon sufrida es por la rapidez de la reaccidn catalitica, al cambiar la
concentracion de sustrato. La unién entre el enzima y el sustrato da origen a un
complejo. Leonor Michaelis nombre como constante de Michaelis (K,,) que hay una
relacion entre enzima y sustrato. Menciona a la rapidez de reaccion, quiere decir, que
el nimero de sustrato y la enzima que reaccionan por unidad del tiempo, donde se
alcanza la rapidez méaxima de la reaccion (V,,4,).*° Con lo que respecta con el método
de Lineweaver Burk que se utiliza como instrumento para calcular y graficar los
parametros cinéticos. Es facilmente representable y de dicho diagrama emana mucha
informacion de interés en la bioquimica. Como por ejemplo el diagrama de
Lineweaver-Burk permite identificar la K,, (constante de Michelis-Menten) vy

Vmax(velocidad maxima) el punto de corte con el eje de ordenadas es el valor -1/K,,
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asi de sencillo. La representacion de Lineweaver Burk tiene unas cuantas
contrariedades puesto que al necesita de dobles inversos, surgen diminutos fallos en
el ensayo, a mayores concentraciones el trazo se adherir al inicio del grafico, de ahi
se puede célculos los errores, si los ensayos si se proyectan correctos puntos los
resultados seran completamente verdaderas.*® Este son algunas de ejemplos de las
constantes de velocidades este tipo de parametros cinéticos es muy importante de
conocer la actividad de reaccion mas alto.

Del ensayo realizado del extracto liofilizado de la enzima Saccharomyces cerevisiae
de la levadura de panaderia (Figura 4 y 5) present6 una velocidad méaxima con
respecto al método de Michaelis-Menten V., = 1.846 mM/miny K,,, = 26 mM (Anexo
16) y con respecto al método de Lineweaver-Burk V;,,,, = 1.346 mM/miny K,,,= 12.886
mM y R? = 0.9299(y = 9.5742X + 0.743), Eddie Hofstee V},,,,, = 1.857 mM/miny K,,, =
18.945 (y = -18.945X + 1.8572), Hanes Woolf V;,,,, = 2.335 mM/min y K,,= 32.269
(Anexo 17). Los resultados obtenidos de los investigadores son un aproximados a lo
reportado por Vera'’, R? = 0,80, Federico?, (K,, = 20 a 25 mM, V., = 1,81 a 0,04

umol/min/mg). Y Ara Itzel reporto un K,,= 38 mM.
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VI. CONCLUSINES
La extraccion de la levadura de panaderia Saccharomyces cerevisiae presentd
una velocidad inicial V, = 0.0674 + 0.997 mM/min.
El extracto liofilizado de la levadura de panaderia Saccharomyces cerevisiae
alcanz6 una temperatura optima de 55 °C a una concentracion de sustrato de
2000 mM respectivamente.
El extracto liofilizado de la levadura de panaderia Saccharomyces cerevisiae
presentd6 un pH de 5,0 a una concentracion de sustrato de 68.4 g/L
respectivamente.
El resultado por el método de Michaelis-Menten V;,,,,= 1.846 mM/min, K,,, = 26
mM y Vy= 1.634 mM/min, Lineweaver-Burk que V4 = 1.346 mM/ min, K,,=
12.886 mM, V,= 1.265 mM/min, y R?= 0.93, Eddie Hosftee V,,,, = 1.857
mM/min, K,,, = 18.945 mM, V, = 1.696 mM/min, y R?= 0.91, Hanes Woofs V,,,,
= 2.335 mM/min, K,,= 32.269 mM y V, = 2.011 mM/min y R?= 0.97, y una
velocidad inicial V,= 0.1422 mM/min, Se concluye indicando que la invertasa de
levadura de panaderia tiene mayor rendimiento a temperatura éptima 55°C y

pH 6ptimo 5, con un mayor estabilidad, rendimiento y eficacia.
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VIl. RECOMENDACIONES
Optimizar el método de las reacciones enzimaticas, de tal forma que no se vea
influenciada por la complejidad de la técnica, debido al uso de tiempos de
reaccion exactos y diversas temperaturas de trabajo, los cuales pueden varias
los resultados si no se cumplen adecuadamente.
Evaluar los resultados con diferentes métodos de obtencién de V., Y K-
Graficar los resultados obtenidos de la evaluacion de los parametros cinéticos
utilizando papel milimétrico.
Continuar realizando mas estudios sobre cinética enzimatica, el cual es un
campo de investigacion que se esta dejando de lado en nuestra casa de

estudios.
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Anexo 1

Equipo espectrofotometro evolution 201 (Thermo scientific) del laboratorio de

Bioguimica y Farmoquimica “"Juan de Dios Guevara” M.B. José A. Yarleque Muijica.

48



Anexo 2

Resultados de las Pruebas para determinar la velocidad inicial del extracto enzimatico

Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Anexo 3

Resultados para determinar la temperatura Optima del extracto enzimatico

Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Anexo 4

Resultados para determinar la pH éptimo del extracto enzimatico Saccharomyces

cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Anexo 5

Pruebas sometidas a bafio Maria (BM) del extracto enzimatico Saccharomyces

cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Anexo 6

Pruebas sometidas a bafio Maria (BM) a 100°C por medio de una cocinilla eléctrica
de las pruebas realizadas del extracto enzimatico Saccharomyces cerevisiae de la

levadura de panaderia.
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Anexo 7

Calibrando el pHmetro con sus buffers respectivos para realizar las pruebas
realizadas del extracto enzimatico Saccharomyces cerevisiae de la levadura de

panaderia.
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Anexo 8

Diluciones consecutivas de la concentracion de sustrato del extracto enzimatico

Saccharomyces cerevisiae de la levadura de panaderia.
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Anexo 9

Lectura de los resultados de la concentracion de sustrato en el espectrofotdbmetro
evolution 201 (Thermo scientific) del laboratorio de Bioquimica y Farmoquimica "Juan
de Dios Guevara” M.B. José A. Yarleque Muijica, De la facultad de Ciencias de la

Salud.

Datos de Patrén 5 /
Ne | Concentracion T T VAT LA 1
sctrofotémetro | imony | Ordenadas [a) ] Error [A] [ Emplead [
sgracién 1 R R Ty i L
1 7 e = 0.100 0039 0.004 P , ——
v e 0.200 doed si | =
- Parametros avanzados 3 0.300 0.003 SE
_._l . 0134 d S
" 0400 0.003 5 |
‘ ?J 0468 0.007 |
L5 0.500 0224 Py s

Opciones avanzadas B _l 0.006 §
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Anexo 10

Lectura de los resultados de la temperatura 6ptimo en el espectrofotometro evolution
201 (Thermo scientific) del laboratorio de Bioguimica y Farmoquimica “"Juan de Dios

Guevara” M.B. José A. Yarleque Muijica.
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Anexo 11

Lectura de los resultados de la pH 6ptimo en el espectrofotometro evolution 201
(Thermo scientific) del laboratorio de Bioquimica y Farmoquimica "Juan de Dios

Guevara” M.B. José A. Yarleque Muijica.

Anexo 12
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Lectura de los resultados de la velocidad inicial en el espectrofotémetro evolutién 201
(Thermo scientific) del laboratorio de Bioquimica y Farmoquimica "Juan de Dios
Guevara” M.B. José A. Yarleque Muijica, De la facultad de Ciencias de la Salud de la

Universidad Nacional San Cristébal de Huamanga.
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Anexo 13

Grafica elaborado en papel milimétrico de la velocidad inicial.
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Anexo 14

Grafica elaborado en papel milimétrico de la temperatura 6ptima.
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Anexo 15

Grafica elaborado en papel milimétrico del pH 6ptimo.
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Anexo 16

Grafica elaborado en papel milimétrico del método de Michaelis — Menten.
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Anexo 17

Grafica elaborado en papel milimétrico del método de Lineweaver — Burk.
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Anexo 18

Grafica elaborado en papel milimétrico de la Eddie Hosftee
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Anexo 19

Grafica elaborado en papel milimétrico de la Hanes Woolf
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Anexo 20

Ensayo 1, determinacion de la velocidad inicial

Componentes Blanco Prob.1 Prob.2 Prob.3 Prob.4 Prob.5
Sacarosa 0,2 M 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)
Tampén acetato 0,1 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
M pH 5,0 (mL)
Agua destilada (mL) 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Extracto enzimético 200 200 200 200 200 200
(uL)
Incubar
a 55°C
Tiempos a incubar o’ 5 10 15 20 307
Mezclar (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNS (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Incubar a 100°C y 10
enfriar
ABS. a 570 nm
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Anexo 21

Ensayo 2, determinacién de la temperatura 6ptima

Componentes Blanco Prob.1 Prob.2 Prob.3 Prob.4 Prob.5 Prob.6
Sacarosa 0,2 M 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)
Tampon 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
acetato 0,1 M
(mL)
Agua destilada 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)
Extracto 200 200 200 200 200 200 200
enziméatico (uL)
Incubar a
diferentes 0 25 35 45 55 65 75
temperaturas
Mezclar (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNS (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Incubar a 10
100°C y enfriar
ABS. a 570 nm
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Anexo 22

Ensayo 3, determinar el pH 6ptimo

Componentes Blanco Prob. 1 Prob. 2 Prob. 3 Prob. 4
Sacarosa 0.2 M 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)
Tampon acetato 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
0.1M(mL) a
diferentes pHs pH 4,0 pH 4,5 pH 5,0 pH 5,5 pH 7,0
Agua destilada 2,0 1,0 1,0 1,0 1,0
(mL)
Extracto 200 200 200 200 200
enzimatico (uL)
Incubar a 55°C 15
Mezclar (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNS (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Incubar a 100°C y 10
enfriar
ABS. a 570 nm
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Anexo 23

Ensayo 4, determinacion de la velocidad inicial, velocidad maxima y constante de

Michaelis

Componentes blanco prob. prob. prob. prob. prob. prob.

1 2 3 4 5 6
Sacarosa a
diferentes 0,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 2,0
concentraciones
(mL)
Tampoén acetato 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 1,0
0.1 M (mL)
Agua destilada 1,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
(mL)
Extracto 200 200 200 200 200 200 200
enzimatico (uL)
Incubar a 55°C 15
Mezclar (mL) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DNS (mL) 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Incubar a 100°C 10
y enfriar
ABS. a 570 nm
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Anexo 24

Valores de absorbancia y desviacion estandar de los parametros cinéticos del
extracto enzimatico “Saccharomyces cerevisiae” de la levadura de panaderia.

VELOCIDAD INICIAL

Tiempos Ensao Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Promedio DS
1 2 3 4 5 6
5 min 0,035 0,026 0,041 0,039 0,030 0,077 0,0413 0,0184
10 min 0,073 0,056 0,188 0,059 0,059 0,205 0,1067 0,0700
15 min 0,093 0,078 0,285 0,101 0,089 0,325 0,1616 0,1119
20 min 0,122 0,112 0,409 0,123 0,118 0,452 0,2127 0,1616
30 min 0,185 0,132 0,540 0,177 0,177 0,560 0,2952 0,1984
TEMPERATURA OPTIMA
temperaturas Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Promedio DS
2 3 4 5 6
25°C 0,066 0,053 0,032 0,043 0,075 0,054 0,0538  0,0154
35°C 0,102 0,107 0,050 0,083 0,087 0,077 0,0857 0,0203
45°C 0,173 0,190 0,102 0,087 0,137 0,166 0,1425 0,0412
55°C 0,222 0,223 0,189 0,161 0,244 0,170 0,1848  0,0325
65°C 0,121 0,053 0,091 0,094 0,202 0,077 0,0897 0,0231
75°C 0,109 0,044 0,042 0,047 0,068 0,028 0,0563  0,0288
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Anexo 25

Valores de absorbancia y desviacion estandar de los parametros cinéticos del
extracto enzimatico “Saccharomyces cerevisiae” de la levadura de panaderia.
(Continuacién)

pH OPTIMO
pH Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Promedio DS
1 2 3 4 5 6
4,0 0,036 0,036 0,038 0,037 0,042 0,037 0,0377 0,0023
4,5 0,110 0,137 0,141 0,140 0,143 0,135 0,1343 0,0123
5,0 0,125 0,153 0,165 0,161 0,163 0,470 0,2062 0,1301
55 0,112 0,137 0,153 0,146 0,154 0,136 0,1397 0,0156
7,0 0,059 0,066 0,071 0,066 0,076 0,081 0,0698 0,0079
CONCENTRACION DEL SUSTRATO [S]
[S] en Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Prome DS
(mM) 1 2 3 4 5 6 dio
2,5 0,006 0,014 0,007 0,012 0,005 0,003 0,0078 0,0043
5 0,011 0,016 0,010 0,015 0,014 0,008 0,0123 0,0031
10 0,026 0,034 0,025 0,039 0,028 0,037 0,0310 0,0059
20 0,044 0,074 0,045 0,054 0,047 0,066 0,0550 0,0124
50 0,070 0,122 0,070 0,094 0,066 0,088 0,0850 0,0213
100 0,112 0,174 0,109 0,152 0,113 0,125 0,1308 0,0264
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Anexo 26

Prueba pos hoc Tukey: identificacion que grupos son iguales o diferentes.

Subconjunto para alfa = 0.05

velocidad maxima N 1 2 3
Lineweaver Burk 6 14,82278

Eddie Hofsteen 6 18,70283 18,70283
Michaeles Menten 6 25,00000 25,00000
Hanes Woolf 6 33,71450
Sig. ,706 ,325 ,104

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armoénica = 6,000.

km
HSD Tukeya
Subconjunto para alfa = 0.05

velocidad maxima N 1 2
Lineweaver Burk 6 1,56200

Eddie Hofsteen 6 1,74717

Michaeles Menten 6 1,91150 1,91150
Hanes Woolf 6 2,48600
Sig. ,432 ,084

Se visualizan las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
6,000.

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
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Anexo 27. Matriz de consistencia

TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO VARIABLES METODOLOGIA
Estimacion  de . . . La invertasa (EC.3.2.1.26) pertenece a los . Nivel de Investigacién bésico:
parametros ¢Cual sera la  Objetivo General: glucésidos hidrolasas que catalizan la sacarosa  Variable (1) experimental.
cineticos de la temperatura (aztcar de mesa) en dos monosacéridos, es i o Poblacién:
actividad . e Estimar los parametros  decir, glucosa y fructosa. Juega un papel crucial ~Parametros cinética del |a levadura de panaderia, adquiridos en
enzimatico del Optima,  pH cinéticos  del  extracto €N €l crecimiento y desarrollo de las plantas, asi  gytracto enzimético  tiendas especialista en productos de
extracto éptimo, K, y o o como en las respuestas de defensa al estrés, La panaderias de la ciudad de Ayacucho.
“Saccharomyces enzimatico de la actividad invertasa, también  llamado beta - Saccharomyces Muestra
cerevisiae” la  Vimax del “Saccharomyces cerevisiae” fructofuranosidasa que escinde los residuos (grevisiae. 250 gramos de levadura de panaderia que
levadura de extracto terminales de beta — fructofuranosidasa no fueron adquiridos en tiendas de reposteria
panaderfa. o de levadura de panaderia. reductores, es una glicoproteina con un pH . . del departamento de Ayacucho.
enzimético “nti o o Indicadores: X h
Objetivos Especificos: optlmo de 45 y _es_tabllldad a 50 C esta Modelos experlmemalfes.
“Saccharomy ] ampliamente  distribuida en la biosfera, Las pruebas se realizaran de acuerdo a los
e Determinar las  especialmente en plantas y microorganismo. * Vnax protocolos dados en los cuadros,
ces velocidades iniciales. K. Saccharomyces cerevisiae cominmente llamado lo cual seran leidas por el espectrémetro
cerevisiae” de m Y levadura de panaderia es la principal cepa e Kn. UV/VIS a 570 nm, y los resultados seran

la levadura de

panaderia?

Vinax del

enzimatico

extracto

“Saccharomyces
cerevisiae” de la levadura
de panaderia.

e Determinar la temperatura
optima del extracto
enzimatico
“Saccharomyces
cerevisiae” de la levadura
de panaderia.

e Determinar el pH 6ptimo
del extracto enzimatico
“Saccharomyces
cerevisiae” de la levadura

de panaderia.

utilizada para la produccién y purificacion de la
enzima. En la naturaleza existen en diferentes
isoformas, en la levadura, esta presente como
invertasa extracelular o como invertasa
intracelular. En las plantas, hay tres isoformas
cada una de las cuales difiere en propiedades
bioquimicas y ubicaciones subcelulares. La
inversion en las plantas es esencial no solo para
el metabolismo, sino que también ayuda en la
osmorregulacion, el desarrollo y el sistema de
defensa. En los seres humanos, la enzima actla
como un refuerzo inmunolégico, como un
antioxidante, un antiséptico y, en algunos casos,
es (til para los pacientes con cancer de huesos o
cancer de estémago.

e Temperatura

° pH

expresados en graficas y se haran los
célculos correspondientes.

Disefio experimental:

Bésico experimental.

Anélisis estadistico

Se construirdn graficos de los datos
obtenidos del espectrofotometro UV/VIS.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 1382- 2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Julio Cesar YARANGA MENDOZA

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve y diez de la mafiana del dia trece del mes de
diciembre del afto dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditérium de la Facuitad de
Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el acto de
sustentacion del trabajo de tesis titulado Estimacion de parametros cinéticos de Ia
actividad enzimdtica del extracto “Saccharomyces cerevisiae” de la levadura de
panaderia. presentado por Julio Cesar YARANGA MENDOZA, para optar el titulo
profesional de Quimico Farmacéutico. El jurado evaluador estad conformado por:

Presidente (Decano) : Prof. Edgar Cardenas Landeo (delegado por el Decano)

Jurados : Prof. Marco R. Aronés Jara

: Prof. Kirianova Godoy Bautista
410 jurado : Prof. Cinthia Gavilan Zamora
Asesor : Prof. José A. Yarlequé Mujica

Secretario Docente  : Prof. Daniel Santiago Chavez

Con el quorum de reglamento se dio inicio a la sustentacion de tesis, el presidente de la
comision pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucién decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicién el Bachiller: Julio Cesar YARANGA MENDOZA y una vez conciuida,
el presidente de la comision solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita al sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: Julio Cesar YARANGA MENDOZA

JURADOS Texto | Exposicién | Preguntas | P.Final
Prof. Marco R. Aronés Jara 14 is 15 15
Prof. Kirianova Godoy Bautista 11 11 11 11
Prof. Cinthia Gavilan Zamora 14 15 15 15
PROMEDIO FINAL 14

De la evaluacidn realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller: Julio Cesar YARANGA MENDOZA; quien obtuvo la nota
final de catorce (14) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del



presente, siendo las 11:14 am de la mafiana, se da por concluido el presente acto
académico.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

El Instructor en Segunda Instancia, en virtud de la RCU N.° 039-2021-UNSCH-CU, y en

calidad de director de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, emite la presente

CONSTANCIA

DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE INVESTIGACION
A Julio Cesar YARANGA MENDOZA, Bachiller de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Salud, en mérito a que la tesis titulada:
Estimaciéon de parametros cinéticos de la actividad enzimatica del extracto
“Saccharomyces cerevisiae” de la levadura de panaderia, ha alcanzado un indice de
similitud de 10% (diez); cumpliendo satisfactoriamente lo establecido en el Art. 13 del
Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacion de la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga mediante el uso del SOFTWARE TURNITIN.

En ese sentido, se emite la presente constancia en sefial de conformidad.

Ayacucho, 23 de abril de 2025.

/ﬂ/ Prof. Marco R. Acbnés Jara 0
ocente instructor - fegunda instancia

Constancia N° 003-2025
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