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Introduccién. Los jarabes invertidos son una mezcla de
glucosay fructosa que se utilizan de forma extensiva en la
elaboraciéon de confiteria, conservas y bebidas
carbonatadas. Los jarabes invertidos mas ampliamente
utilizados en la actualidad, generalmente importados de los
EU, son producidos a partir de ailmidén de maiz. En este
proceso participan tres enzimas: a-amilasa, glucoamilasay
glucosa isomerasa. Un proceso aternativo para la
produccién de jarabes invertidos, consiste en la hidrélisis
de sacarosa por accion de la invertasa. Este proceso
involucra una sola enzima, y representa una opcion
econdmicamente viable para paises como México con una
elevada produccion de sacarosa, la cual se estima en més
de 5 millones de toneladas de azGcar a afio (1). La
invertasa (B-D-fructofuranosidasa EC 3.2.1.26) hidroliza la
sacarosa produciendo una mezcla equimolar de glucosa y
fructosa. Esta enzima ha sido encontrada en bacterias,
hongos y plantas. Zymomonas mobilis, bacteria utilizada
en la elaboracién del pulque, sintetiza dos invertasas. una
intracelular (INVA) y una extracelular (INVB), cuando
crece en sacarosa como fuente de carbono. La invertasa
INVB podria ser utilizada para implementar un sistema
para producir jarabes invertidos a partir de sacarosa.

El objetivo de este trabago fue la purificacion vy
caracterizacion de la invertasa INVB de la bacteria Z.
mobilis.

M etodologia. Z. mobilis CDBB-B603, de la Coleccién de
Cultivos Microbianos del CINVESTAV se crecid en
medio mineral (2) a 30°C durante 24 horas sin agitacion.
El sobrenadante de cultivo, separado de la biomasa por
centrifugacion, se llevé a un 85% de saturacion con sulfato
de amonio. La invertasa INVB se purifico a partir del
precipitado proteico por cromatografia de intercambio
ionico (Cll). El grado de purezay el peso molecular se
estimaron por SDS-PAGE. Se determino s la enzima
purificada presenta residuos de carbohidratos por el
meétodo del reactivo de Schiff. En e ensayo para
determinar la temperatura y pH Optimos, se utilizo buffer
de acetatos 0.1 M adicionado con sacarosa al 5 %. Para
determinar los pardmetros cinéticos, se utiliz6 el mismo
buffer adicionado con sacarosa (0-0.292 M) a 55°C por €l
método de Lineweaver-Burk. La proteina se determind por
el método de Lowry y la actividad de invertasa por la
liberacion de azucares reductores por el método del DNS.

Resultados y discusién. Las proteinas en el sobrenadante
de cultivo de Z. mobilis se precipitaron con sulfato de
amonio a 85%. El precipitado se disolvié y se dializd en
buffer de acetatos 0.05 M. Posteriormente, la invertasa
INVB se purifico por cromatografia de intercambio i6nico.

INVB no presento glicosilacion, se determino un PM de
aprox. 46 kDa (Fig. 1), y sus 6ptimos de temperaturay pH
fueron 55°C y 5.5, respectivamente. Los pardmetros
cinéticos fueron 208 mM de sacarosa para la K, y 33.63
umol min™ mg™ de proteina parala V.
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Fig.1 Determinacion del PM de la invertasa INVB de Z. mobilis.
Carriles: 1, Estandares de PM; 2, invertasa extracelular INVB
purificada.

Yanase et al. (3) reportaron un peso molecular de 58 kDa
para la invertasa extracelular de Z. mobilis IFO (ATCC
29191). Este valor es de aproximadamente 10 kDa mas
alto al reportado en este trabajo. Esto se debe a que la
invertasa reportada por Y anase esta glicosilada y nuestros
resultadosindican quelaINVB no lo esta.

Conclusiones. Lainvertasa INVB de Z. mobilis purificada
presentd un PM aprox. de 46 kDa, y sus caracteristicas
bioguimicas son similares a las reportadas para invertasas
de levaduras.
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