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Introduccién. Los jarabes invertidos se utilizan para la
elaboracion de bebidas carbonatadas, conservas y
confiteria en sustitucion de la sacarosa por su mayor
poder edulcorante y menor tendencia a la cristalizacion.
Actualmente, los jarabes invertidos han sido sustituidos
por los jarabes fructosados que se importan de los EU y
que son producidos a partir del almidéon de maiz,
mediante un proceso que involucra tres enzimas: o-
amilasa, glucoamilasa y glucosa isomerasa. Un proceso
alternativo para la produccidn de jarabes invertidos,
consiste en la hidrdlisis de sacarosa por accién de la
invertasa. Este proceso representa una opcién
econdmicamente viable para paises como México con
una elevada produccién de sacarosa, la cual se estima
en mas de 5 millones de toneladas de azucar al afio (1).
Zymomonas mobilis produce dos invertasas: una
intracelular (INVA) y una extracelular (INVB). Una
manera de sobreproducir y purificar con mayor facilidad
la enzima, consiste en expresarla en otro sistema como
Kluyveromyces lactis, una levadura que secreta las
proteinas al medio, y cuyo sistema respiratorio no esta
bajo la represion de glucosa (2).

En este trabajo nos propusimos purificar la INVB
recombinante de Z.mobilis expresada extracelularmente
por K.lactis.

Metodologia. K./actis/pKLac1-invB se cultivo en medio
YPGal a 30°C y 250 rpm. El sobrenadante de cultivo se
precipitd con diferentes concentraciones (20% a 80%) de
(NH4)2SOa4 para obtener fracciones proteicas, que fueron
dializadas con buffer de acetatos 0.1 M y pH 5.5. El grado
de pureza y el PM se estimaron por SDS-PAGE. La
proteina se determind por el método de Lowry vy la
actividad de invertasa por la liberacion de azucares
reductores por el método de DNS.

Resultados y discusion. La fraccién del 40%-60% de
saturaciéon con (NH4)2S04 presenté la mayor actividad de
invertasa, seguida de la actividad de la fraccion del 20%-
40%. Sin embargo, ésta ultima fraccién presenté mayor
grado de pureza, donde se detect6 una banda de
aproximadamente 52 kDa. Este valor de 5 kDa mayor al
PM reportado por O’Mullan et al. (3) y al PM predicho a
partir del gen codificante invB, lo cual sugiere que la

diferencia en PM se debe a que la INVB expresada en
K.lactis esta glicosilada. La fraccion del 20%-40% de
saturacién con (NH4)2SOs se eligié para la posterior
purificacion de la enzima por cromatografia de
intercambio idnico.
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Fig.1 Andlisis  electroforético del fraccionamiento  del
sobrenadante de cultivo de K. lactis/poKLac1-invB, con

diferentes concentraciones de (NH4)2S04. Carriles: 1,
Estandares de PM; 2, Fraccion del 20%-40%,; 3: Fraccién del
40%-60% y 4, Fraccion del 60%-80%.

Conclusiones. Se obtuvo una preparacion enzimatica
con alto grado de pureza y actividad de invertasa al
saturar el sobrenadante de cultivo de K. lactis/pKLac-invB
con 20% al 40% de (NH4)2SOa4.
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