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Resumen

Penicillium g/abrum produce una B- fructofurano-
sidasa fructohidrolasa (invertasa E.e. 3.2.1.26) cuando
crece en un medio con sacarosa. Los mejores inducto-
res para la sintesis de invertasa fueron fructosa, saca-
rosa y lactosa. La invertasa de P. g/abrum fue purificada
a homogeneidad por precipitacion fraccionada con
sulfato de amonio, filtracion por gel y cromatografia de
intercambio iénico. El peso molecular fue estimado en
120 KDa por filtraciéon en gel analitica y
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Summary

Penicillium g/abrum produced an extracellular B-
fructofuranosidase fructohydrolase (invertase,
E.C.3.2.1.26) when grown on medium containing su-
crose. The best inducers for the invertase synthesis,
fructose, sucrose and Jactose.

Invertase from Penicil/ium g/abrum was purified to
homogeneity by ammonium sulfate fractionation,

Introduccién

La sacarosa es utilizada por muchos microorganismos
via conversion en fructosa y glucosa, reaccion catal izada
por la invertasa (B-D fructofuranosidase fructohydrolase;
E.e.3.2.1.26). Es una enzima dé importancia industrial,
principalmente en la industria de los alimentos se la usa
para la obtencion de jarabe de glucosa y fructosa, que
tiene un gran poder edulcorante y no cristaliza a
concentraciones elevadas de estos azUcares (Hasal y
col,1992). Algunos microorganismos producen invertasa
s6lo en presencia de sacarosa como inductor, mientras
que otros sintetizan la enzima independientemente de la
fuente de carbono presente en el medio. El efecto de
varios azucares a diferentes concentraciones, han sido
estudiados en detalle en levaduras como Saccharomyces
cerevisiae 0 en hongos filamentosos del género
Aspergillus (Vainstein and Peberdy, 1991; Hayashi y col,
1992a; Rubio y col, 1997). Sin embargo existen otros
microorganismos capaces de

55 KDa por SDS-PAGE. Tiene un Km de 19,60 mM y
una Vmax de 0,0166 mmollmin con sacarosa como
sustrato, un pH y una temperatura 6ptima de 5 y 50°C
respectivamente y una energia de activacién de 4.600
callmol. La enzima fue estable durante 30 minutos a
una temperatura de 20 a 40°C y un pH de 2,5 a 8,0. Su
estabilidad al pH y a la temperatura, su condicion de
enzima extracelular y el uso de varias fuentes de
carbono para su produccién prometen un proceso in-
dustrial econémico.

gel filtration and anion exchange chromatography.
Invertase molecular weight was estimated to be 120
KDa by analytical gel filtration and 55 KDa by SDS-
PAGE. It has a Km of 19.60 mMand Vmax of 0.0166
mmollmim with sucrose as a substrate. The optimum pH
is 5 and the optimum temperature is 50°(, its activation
energy is 4,600 callmol. The enzyme is stable from 20°
to 40°C and a pH 2.5 to 8.0 for up to 30 mino Its
characteristic of stability at pH and temperature, it
extracellular condition and the utilization of various
carbon source made economical to process industrial.

sintetizar esta enzima, los cuales son fuentes potencia-
les para la produccion industrial. Hay muchas publica-
ciones sobre purificacion de enzimas obtenidas de
hongos filamentosos (Hayashi y col, 1991; Rubio y Mal-
donado, 1995), sin embargo no son muchas las que
describen la' produccién de invertasa en Penicillium.

En este trabajo estudiamos por primera vez la pro-
duccién, purificacion y caracterizacion de una inverta-' sa
extracelular producida por Penicillium g/abrumo

Materiales y métodos
Micro-organismo

Penicillium g/abrum MC 17 usada en este trabajo fue
obtenida del Instituto de Biotecnologia. Fue mantenida
transfiriéndola mensualmente a tubos con medios de
agar Czapek, incubada a 30°C y almacenada 4°e.

Produccion de invertasa
Al medio de produccion que contiene en gil: 3, Na-
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NO3; 1, K,HP04; 0,5, MgS04 7 H20; 0,5, KCI, se agrego
separadamente 5 gll de cada una de las siguientes
fuentes de carbono: acido citrico, fructosa, galactosa,
glucosa, glicerol, lactosa, maltosa, rafinosa, sacarosa, L-
sorbosa y xilosa. El medio de produccion fue inoculado
con 2,6 x 10° conidiasiml del cultivo stock. La produccion
se realizé a 28°C en erlermeyers de 500 ml, con 100 mi
del medio de produccién. Después de 30h de incubacion
el micelio fue separado por filtracion usando papel de
filtro, fue lavado varias veces con agua destilada y
secado a 105°C hasta peso constante para determinar
biomasa. El filtrado (extracto crudo) fue mantenido a 4°C
para los ensayos enzimaticos.

Purificacioén de la enzima

El proceso fue realizado a 4°C de la siguiente forma:
700 mi de extracto crudo obtenido del medio de sacarosa
fue fraccionado por adicion de sulfato de amonio al 45%
de saturacion; el precipitado fue eliminado’ por
centrifugacion a 17.000 g, durante 20 minutos. Se realizé
una segunda precipitacién en las mismas condiciones,
llevando el sobrenadante a 80% de saturacion. Después
de centrifugar, el precipitado fue llevado a 2 mi con
tampén &cido acético-acetato de sodio 0,2M, pH 5 Y
dializado contra el mismo tampdn toda la noche.

El extracto dializado fue aplicado a una columna de
Sephadex G-150 (2,5 x 45 cm) y eluido con el mismo
tampén. La velocidad de elusion fue 30 ml/h y se
recogieron fracciones de 2 ml. Se reunieron las fraccio-
nes que tenian actividad invertasa (25 a 35). Estas fueron
concentradas por ultrafiltracién hasta un volumen de 2 mi,
el cual fue aplicado a una columna de DEAE Sephacel
(1,5 x 18 cm), equilibrada con tampén é&cido acético-
acetato de sodio y eluida con un gradiente lineal (180 mi)
de NaCl entre Oy 1 M. La velocidad de elusion fue de 30
ml/h y se recogieron fracciones de 2 ml. Se reunieron las
fracciones que presentaron mayor actividad invertasica
(18 a 23). El extracto purificado fue dializado contra el
tampén &cido acético-acetato de sodio, 0,2M, pH 5
durante 8 h y almacenado a 4°C. El mismo fue usado
para la determinacion de las caracteristicas de la enzima.

Determinacion del peso molecular

Fue estimado de acuerdo a Andrews (1964), usando
una columna de Sephadex G-150 (45 x 2,5 cm), equili-
brada y eluida con tampdén &cido acético-acetato de
sodio, 0,2M (pH 5). Las proteinas estandar fueron
Ovoalbumina (PM, 45.000); Seroalbumina bovina (PM,
67.000); Fosfatasa alcalina (PM, 100.000) Y Catalasa
(PM, 250.000). Para la electroforesis en gel de poliacri-
lamida al 10% con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
se us6 un kit de proteinas estandar (PM, 36.000 a
205.000) de SIGMA. Los geles fueron revelados con ur'la
solucién alcalina de nitrato de plata.

Constantes cinéticas
La constante de Michaelis-Menten (Km) y la velocidad
méxima (Vmax) fueron determinadas como una

funcién de la concentracion de sacarosa (0,05a 1 M) a
pH 5.

Especificidad de sustrato: los sustratos usados en las
mezclas de reaccion fueron: celobiosa; estaquiosa,
maltosa, lactosa, rafinosa, trealosa y sacarosa (0,2M) e
inulina a 1 % (p/v).

Efecto del pH 'y de la temperatura

El efecto del pH sobre la actividad de invertasa fue
determinado usando las siguientes soluciones tampoén:
glicina-HCI, 0,2M (pH 2,6 a 3); acido acético-acetato de
sodio, 0,2M (pH 4 a 5) y fosfato potasico mono y diba-
sico, 0,2M (pH 7 a 8). La influencia de la temperatura
sobre la actividad enzimatica fue determinada incubando
la mezcla de reaccién a temperaturas de 20 a 65°C, a pH
5. Para determinar la estabilidad de la enzima, ésta fue
incubada durante 30 minutos a cada pH y a cada
temperatura. La actividad residual fue medida a 37°C y
pH 5.

Efecto de iones y p-cloromercuribenzoato (PCMB)

El efecto de cationes Cu'-, Co'-, Na-, K+, Ca' *» Hg',
Mg'- (todos como cloruros) fueron agregados a la mezcla
de reaccién a una concentraciéon de 5mM (pH 5 con HC1
1 N). Se determin6 el efecto de PCMB a una con-
centracién 3,25mM con y sin el agregado de sacarosa
(0,2M).

Actividad enziméatica: fue determinada a 37°C y a pH
5 midiendo los azlcares reductores liberados con el
reactivo de Somogy Nelson (1952). Una unidad de
invertasa fue definida como la cantidad de enzima que
cataliza la hidrdlisis de 1 mmol de sacarosa por minuto.

Determinacién de proteinas
Las proteinas fueron medidas por el método de
Bradford (1976) con seroalbdimina como estandar.

Resultados y discusion
Purificacion de la invertasa

Los perfiles de elusién de las columnas de filtraciéon
por gel y DEAE Sephacel mostraron un pico simple con
una distribucion simétrica de la actividad enzimética. La
purificacion de la invertasa de P. glabrum se muestra en la
Tabla 1; la actividad especifica del extracto crudo,
expresado como unidades de invertasa por mg de
proteina, aument6 de 12,02 a 100. El peso molecular
determinado por filtracion en gel fue 120 KDa; en SDS-
PAGE dio una banda simple de proteina con un PM de 55
KDa (Fig.1). Esta diferencia indica la presencia de
subunidades en la estructura de la enzima, resultados
similares fueron observados en invertasa de Sac-
charomyces cerevisiae Y 2180 Y Aspergillus niger sp.
(Babczinski y col, 1980; Rubio y Maldonado, 1995).

La Alimentacién Latinoamericana N° 247 « 2003 41



RIS

80

40
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FIGURA 4: Setrecién de inveftasa durante el desarrol/
o de Penicillium glabrum en un medio con saca- rosa.
Biomasa (-0-); actividad invertasica micelial (. po) y
actividad invertasica extracelular (-;r-).
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TABLA 1: Pasos de purificacion de la invertasa de Penicillium glabrum

Pasos de Unidades Proteinas Actividad Especifica Factor de Rendimiento (%)
Purificacion Totales Totales (mg) (U/mg prot.) Purificacion
Crude extract 119,00 9,90 12,02 1,00 100,00
Sulfato de amonio
al45 a 80% 38,08 0,67 56,80 4,72 32,00
Sephadex G-150 2,64 0,04 69,47 5,77 2,22
DEAE Sephacel 2,40 0,02 100,00 8,20 2,02

2

0

0

1 234j6789101112
Hidratos de carbono (5 gn)



Propiedades y caracteristicas de la enzima

« Constantes cinéticas: de acuerdo con las gréaficas de
Lineweaver-Burk, los valores de Km y Vmax fueron 19,6
mM y 0,0166 mmollmin, respectivamente, para sacarosa.
El valor del Km fue similar para la enzima de Sch-
wanniomyces o cciden ta lis, 20m M (Klein y col, 1989) y
es aproximadamente 20 y 10 veces mas bajo que aque-
llos obtenidos para la invertasa de Aureobasidium sp
ATCC 20254, 0,42M (Hayashi y col, 1992) y para la en-
zima de Aspergillus japonicus, 0,21 M (Hayashi y col,
1992 b), respectivamente.

« Efecto del pH y la temperatura: la méxima actividad de
la invertasa de P. g/abrum, al igual que otras invertasas
fungicas (Hayashi y col, 1992; Rubio y Maldonado,
1995), se encuentra principalmente en el rango de pH de
4 a 6 (Fig.2) con un maximo a pH 5. La enzima fue
estable bajo condiciones de pH acidas y alcalinas.
Resultados similares fueron obtenidos con la invertasa
de Saccharomyces cerevisiae (Vitolo y col, 1995).

Cuando se determind el efecto de la temperatura
sobre la actividad enzimatica se encontré que la maxima
es a 50°C (Fig. 3) Y es estable hasta una temperatura de
40°C. La energia de activacion calculada de la re-
presentacion grafica de la ecuacion de Arrhenius es
4.600 callmol.

» Efecto de iones y PCMB: Co", Na', Cu", Hg", disminu-
yeron la actividad de invertasa un 50% y el Ca" un 16%
respecto a la méxima obtenida en el control (sin iones).
K'y Mg" no inhibieron la actividad de la enzima. PCMB
(3,25 mmolll) disminuy6 un 52% la actividad de la enzima
en presencia de sacarosa, mientras que en ausencia de
sacarosa la inhibicion fue del 90% de su actividad
méxima. Esto muestra un fuerte efecto protector de la
sacarosa sobre la actividad de la invertasa. Los
resultados sugieren que el triptdfano y la cisteina son
aminoacidos esenciales en el sitio activo para la ac-
tividad enzimatica, debido a que el PCMB y el Hg" son
agentes que bloquean los grupos mercaptos (SH-) de
estos aminoécidos.

» Produccion de invertasa: la biosintesis y secrecién de
invertasa de P. g/abrum se produce durante las primeras
30 h de crecimiento en un medio con sacarosa como
fuente de carbono (Fig. 4) Y disminuye con la edad del
cultivo. La sintesis de la enzima en P.g/abrum, al igual que
en Aspergillus niger (Rubio y col., 1997), fue influenciada
por el azicar usado como fuente de carbono. La Fig. 5
muestra que en los medios de produccién que contienen
acido citrico, glicerol, maltosa y L-sorbosa se obtuvieron
niveles bajos de invertasa, esto se debe al nivel basal
presente de la enzima; mientras que con galactosa la
produccién especifica relativa fue 51 % respecto a la
sacarosa. Con fructosa, lactosa y sacarosa se obtuvieron
las mayores producciones especificas. Estos resultados
indican que la invertasa es una enzima inducible y que
existe una relacion entre la estructura quimica del
sustrato y el efecto inductor. Las caracteristicas comunes
de los hidratos de carbono que produjeron inducciéon es
que contienen la molécula de fructosa, glucosa o ambas

FIGURA 1: Purificacion de invertasa determinada
por electroforesis en gel de poliacriamida con
SOSo
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enlace a no tiene efecto sobre la sintesis de la invertasa,
como indica la baja induccién
producida por la maltosa ~~
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* Efecto de iones y PCMB: Co", Na', Cu", Hg" disminuyeron la
actividad de invertasa un 50% y el Ca" un 'l ()% respecto a la
maxima obtenida en el control (sin iones). K' y M9" no inhibieron
la actividad de la enzima. PCMB (3,25 mmol/l) disminuy6 un 52%
la actividad de la enzima en presencia de sacarosa, mientras que en
(lusencia de sacarosa la inhibicién fue del 90% de su actividad
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triptéfano y la cisteina son aminodcidos esenciales en el sitio
activo para la actividad enzimatica, debido a que el PCMB y el
Hg" son ilgentes que bloquean los grupos mercaptos (51-1-) de "s!
o0s aminodcidos.

* Produccion de invertasa: la biosintesis y secrecién de invertasa de
P. g/abrum se produce durante las primeras 30 h de crecimiento en
un medio con sacarosa corno fuente de carbono (r-ig. 4) y
.disminuye con la edad del cultivo. La sintesis de la enzima en P. g/
abrum, al igual que en Aspergil/us niger (Rubio y col.,1997), fue
influenciada por el azicar usado corno fuente de carbono. La Fig. 5
muestra que en los medios de produccién que contienen acido
c(trico, glicerol, maltosa y L-sorbosa se obtuvieron niveles bajos
de invertasa, esto se debe al nivel basal presente de la enzima;
mientras que con galactosa la produccién especffica relativa fue 51
% respecto a la sacarosa. Con fructosa, lactosa y sacarosa se
obtuvieron las ma- yores producciones especificas. Estos
resultados indican que la invertasa es una enzima inducible y que
existe una relacién entre la estructura quimica del Hlstrato y el
efecto inductor. Las caracteristicas comunes de los hidratos de
carbono que produjeror\.induccién es que contienen la rnoléculi'l
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Podemos concluir que la invertasa de Penicil/ium g/abrum, al
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para la produccién de invertasa por este hongo.
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