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Saccharomyces cerevisiae.”

Fernandez Bauer, Martina?; Filippa Mauricio Andres?
a: Facultad de Quimica, Bioquimica y Farmacia, Universidad Nacional de San Luis
e-mail: mauricio.filippa@gmail.com

Resumen

Las levaduras desarrollan procesos de fermentacion en alimentos, producto de su actividad enzimatica. La
separacion y posterior caracterizacion de estas proteinas, permiten que las mismas sean utilizadas en procesos
biotecnologicos. En nuestro caso, se extrajo a-glucosidasa y B-amilasa a partir de Saccharomyces cerevisiae
obtenidas como producto final de la elaboracién de cerveza artesanal. Con el objetivo de que estas enzimas sean
utilizadas como pretratamiento para la obtencion de alimentos para uso animal, se estudié la variacion de la
actividad de estas enzimas en diferentes condiciones operativas. Para ello se realizd la extraccion de las enzimas
mediante un mecanismo ya descripto previamente, obteniéndose un concentrado acuoso que se conserva a -18 °C
para su uso posterior. En la determinacion de la actividad de a-glucosidasa se utiliza un método
espectrofotométrico donde los azlcares reductores, reaccionan con el acido 3,5 dinitrosalicilico. Utilizando el
mismo metodo para B-amilasa, se siguid su actividad mediante la adicion del ion triyoduro. Para ambas enzimas
se calcul6 la actividad y se estudié como esta es modificada por las condiciones de temperatura 'y pH del medio.
En los resultados, la maxima actividad de la enzima a-glucosidasa se observé a los 50 °C y en un rango de pH de
entre 6,5-7,0; para la p-amilasa se observé su maxima actividad a los 40 °C y a un pH de entre 5,5-6,5. Podemos
concluir que las actividades de las enzimas son auspiciosas a fin de aplicar las mismas es procesos de
pretratamiento de alimentos con destino animales monogéastrico o rumiantes.
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INTRODUCCION
Saccharomyces cerevisiae es una levadura que

mismas sean utilizadas en procesos biotecnoldgicos.
En nuestro caso, se extrajo a-glucosidasa y p-amilasa

constituye el grupo de microorganismos mas
intimamente asociado al progreso y bienestar de la
humanidad; su nombre deriva del vocablo Saccharo
(aztcar), myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es
una levadura heterotrofa, que obtiene la energia a
partir de la glucosa y tiene una elevada capacidad
fermentativa. Puede aislarse con facilidad en plantas,
en la tierra, como asi también del tracto
gastrointestinal y genital humano.

Esta levadura es utilizada en el proceso de produccion
de etanol y a su vez constituye una valiosa fuente de
proteinas y vitaminas para la alimentacion animal.
Ademas, es utilizada en la formulacién de alimentos
para aves y cerdos, empledndose la levadura de
recuperacion de la fermentacion alcohdlica, por ser
un componente rico en proteinas. Por otro lado, la
levadura inactivada por temperatura se usa como
fuente de nutrimentos en alimentacion animal y
humana, tanto en forma de levadura integra como a
partir de sus derivados.

La separacion y posterior caracterizacion de proteinas
provenientes de distintas fuentes, permiten que las
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obtenidas como producto final de la elaboracion de
cerveza artesanal.

Las enzimas son biocatalizadores que, cuando estan

presentes en una reaccion quimica, aumentan la
velocidad de la reaccion sin afectar las propiedades ni
la naturaleza del producto final. Casi todas las
enzimas son proteinas, pero no todas las proteinas son
enzimas. Las enzimas son muy especificas en su
accion, por lo que cada enzima cataliza s6lo un tipo
de reaccién. La actividad de las enzimas puede verse
influenciada por un cambio de pH, la temperaturay la
concentracion del sustrato presente.

La enzima p-amilasa es una amilasa que se encarga de

generar unidades de maltosa (2 glucosas) desde la
terminacion de una cadena lineal de la estructura del
almidon, creando asi una molécula libre, de maltosa
cada vez. Las B-amilasas en la naturaleza presentan
rangos de temperatura 6ptimo de trabajo que van
desde los 30 a los 70 °C o mas, por lo que es muy
importante determinar este rango de temperatura
Optima para la obtencién de productos.
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Por otro lado, la enzima a-glucosidasa actta sobre el
almidén hidrolizando moléculas méas simples, para
finamente obtener glucosa como producto.

OBJETIVOS

Este trabajo se realiz6 con el objetivo de caracterizar
estas enzimas extraidas a partir de Saccharomyces
cerevisiae en diferentes condiciones operativas, como
ser pH y temperatura de trabajo, para que sean
utilizadas como pretratamiento en procesos de
obtencién alimentos con destino a animales
monogastrico o rumiante.

MATERIALES Y METODOS
Extraccion de la Enzima

Para realizar la extraccion de la enzima se utilizo el
método informado por P. Wesche-Ebeling y col. [1].
Como materia prima se utilizé levaduras activas que
realizaron procesos de fermentacion, mezclandose con
la solucion extractora en una proporcion 1:1. El
producto obtenido luego se somete a centrifugacién en
frio (=5 °C) a 15000 rpm por espacio de 15 minutos.
Producto del proceso antes descrito se obtiene un
sobrenadante liquido untuoso, que contiene la enzima.
El liquido, se coloca en tubos individuales con cierre
hermético y se almacena en el freezer (-18 °C) para su
conservacion y posterior uso.

Determinacion de la Actividad Enzimatica

La evaluacion de la actividad de los extractos de las
enzimas B-amilasas y a-glucosidasas se realizd de
forma separada. Para el seguimiento de la reaccion, se
utilizé una técnica espectrofotométrica partiendo de la
adicion en el medio de reaccion de reactivos
especificos.

La observacion de la reaccion de la a-glucosidasa, se
realiz6 mediante la formacion de un compuesto
coloreado, cuando los azUcares reductores formados
como producto de la actividad enzimética reaccionan
con el &cido 3,5 dinitrosalicilico (DNS), acompafiado
de un medio acuoso que posee hidroxido de sodio
(NaOH), fenol (CsHsO) y sulfito de sodio (Na2SOs3) en
proporciones adecuadas.

En el caso de la enzima B-amilasa se sigue la
reaccion mediante la adicion de solucion de iones
triyoduro (1-®) que forman complejos color azulado con
el almidon.
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La actividad enzimatica se definié como la diferencia
de Absorbancias de las muestras que poseen las
enzimas con respecto a un blanco que no la posee por
la unidad de tiempo (minutos).

Perfil térmico de actividad

Para obtener el perfil térmico de la enzima B-amilasa
se colocaron en bafios termostaticos con temperaturas
de 25, 30, 35, 40 y 45 °C, erlenmeyers que contenian
30 mL de solucion buffer a pH 6,5, 3 mL de un
concentrado de almidén soluble y 2,5 mL de extracto
de las enzimas. Para cada ensayo a las diferentes
temperaturas, se tomaron alicuotas de esta solucién a
distintos tiempos y se adicionaron cantidades
necesarias del indicador I hasta observar el cambio de
color, para luego realizar la  medicién
espectrofotométrica a 640 nm.

Para determinar el perfil térmico de las enzimas a-
glucosidasas se colocaron en bafios termostaticos con
temperaturas de 25, 30, 35, 40, 45 y 50 °C, erlenmeyers
gue contenian 30 mL de solucién buffer a pH 6,5, 1,5
mL de almidén y 2,5 mL de extracto de las enzimas.
Para cada ensayo a las diferentes temperaturas, se
tomaron alicuotas a distintos tiempos de esta solucién
y se agregaron cantidad suficiente del indicador DNS,
para luego realizar la medicion espectrofotométrica a
570 nm.

Parametros Termodinamicos. Ecuacion de
Arrhenius

Del analisis de los valores de las actividades halladas
en la cada una de las condiciones de reaccion versus las
temperaturas (ver gréaficos 1y 2) se observa el In de las
actividades de P-amilasas y o-glucosidasas vs. la
inversa de la temperatura en unidades absolutas.
Conociendo la ecuacién de Arrhenius a partir de la
ordenada al origen y la pendiente fue posible obtener la
Energia de activacion y el factor de frecuencia para
ambas reacciones.
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pH Optimo

Para obtener el pH 6ptimo de la enzima p-amilasa se
colocaron en bafios termostaticos a 35 °C, erlenmeyers
gue contenian 30 mL de soluciones buffer de distinto
pH en un rango que va de 3,0 a 9,0; 3 mL de almidon y
2,5 mL de enzima. Posteriormente se tomaron alicuotas
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de esta solucion a distintos tiempos y se adicionaron
cantidades necesarias del indicador I® para luego
realizar la medicion espectrofotométrica a 640 nm.
Para determinar el pH 6ptimo de a-glucocidasa, se
colocé en bafios termostaticos a 40 °C, erlenmeyers que
contenian 30 mL de soluciones buffer a distintos pH en
un rango que va de 2,0 2 9,5, 1,5 mL de almidény 2,5
mL de enzima. Después se tomaron alicuotas de la
solucion a distintos tiempos y se agreg6 la cantidad
suficiente del indicador DNS para luego realizar la
medicion espectrofotométrica a 570 nm.

Del andlisis de los valores de las actividades halladas
en la cada una de las condiciones de reaccion versus las
temperaturas (ver graficos 3 y 4) se puede observar la
actividad de [-amilasa y oa-glucosidasa en estas
condiciones.

RESULTADOS
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Gréfico 1: Influencia de la temperatura en la actividad de
B-amilasa
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Gréfico 3: Influencia del pH en la actividad enzimatica de
B-amilasa
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Gréfico 2: Influencia de la temperatura en la actividad de
a-glucosidasa
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Gréafico 4: Influencia del pH en la actividad enziméatica de
a-glucosidasa

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Se pudieron determinar parametros termodindmicos
de la cinética para ambas enzimas que luego junto a los
pardmetros de estabilidad permitiran obtener otras
variables de importancia. Para ambas enzimas se
pudieron determinar sus perfiles de pH observandose
areas de maxima actividad. Resulta de importancia
hallar estas enzimas y caracterizarlas, con el fin de que,
a partir de estas variables, sea posible definir
condiciones de trabajos en procesos biotecnoldgicos.
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