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Introduccion. Candida lactis condensi Mpllla es una
levadura que produce una invertasa (INVMpllla) asociada
al paquete celular. La cepa Mpllla y la invertasa
INVMpllla han sido objeto de diversos estudios
biotecnolégicos, como inmovilizacion celular para la
produccion de jarabes invertidos y mejoramiento de
rendimientos en destilerias’. Sin embargo, no se han
realizado estudios bioguimicos detallados de la enzima ni
de sus propiedades cataliticas.

El objetivo del presente trabajo es el de llevar a cabo la
caracterizacion bioguimica de la invertasa INVMpllla.

Metodologia. La invertasa INVMpllla se purificd por un
proceso de lisis celular, enriquecimiento por ultrafiltracion
y un paso final de cromatografia de intercambio i6nico
empleando la resina UNOSphere Q (BioRad)**. Para el
analisis de la enzima se emplearon geles de
poliacrilamida con SDS, de acuerdo al método descrito
por Laemmli*. La actividad de invertasa se determind
mediante una modificacion del método descrito por
Chéavez et al., 1997. El PM de la enzima se estimé por
cromatografia de filtracion en gel usando una columna
HiPrep 16/60 Sephacryl S-300 HR (GE). Para estimar el
PM de Ila proteina desglicosilada, se empleé
Endoglicosidasa H (Roche), de acuerdo a las
indicaciones del fabricante®.

Resultados. El PM de INVMpllla fue estimado en 463
kDa (Fig. 1) y en 63 kDa (Fig 2.) por SDS-PAGE,
después del tratamiento con Endoglicosidasa H.
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Fig. 1. Estimacion del PM de INVMpllla por cromatografia de filtracion
en gel.

En la siguiente tabla se presentan los parametros
bioquimicos determinados para INVMplila.

Tabla 1. Propiedades cataliticas y bioquimicas de INVMplila.

Propiedades INVMpllla
PM 463 kDa
PM desglicosilada 63 kDa
pl 3.7
pH OPTIMO 5.0
ESTABILIDAD (pH) 4.0-55(4h)
TEMPERATURA OPTIMA 65 °C
TERMOESTABILIDAD tY a 50°C de 168 h (7 dias)
Km (MM) 0.104
Vmax (MM/min) 10.1
Inhibiciéon por sustrato 400 mM

Conclusiones. INVMpllla es una enzima oligomérica
altamente glicosilada cuyo PM aproximado es de 463
kDay su PM de la subunidad desglicosilada es de aprox.
63 kDa, similar al reportado para otras invertasas de
levaduras®”®. El pH 6ptimo de la enzima es de 5.0 y es
estable en un rango de pH de 4.0 a 5.5, por lo que se
considera una invertasa &cida. La vida media de la
invertasa a 50 °C es de 7 dias, por lo que se considera
una enzima termotolerante.
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