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Introduccidn: La invertasa es una enzima de interés
industrial utilizada en la hidrélisis de sacarosa para la
obtencion de jarabes fructosados, (JF), los cuales son
empleados principalmente en la industria refresquera. La
invertasa proveniente de Saccharomyces cereviseae es
la mas empleada para la obtencién de JF y ésta presenta
algunas desventajas como: 1) inhibicién por sustrato a
concentraciones bajas de sacarosa, 5 %; y 2) su baja
estabilidad operacional (1). Es por ello que es necesario
el estudio de otras invertasas asi como también el
empleo de diferentes técnicas para la obtencion de
mejores biocatalizadores que hidrolicen sacarosa. El
objetivo de este trabajo consistié en obtener invertasas
con propiedades cataliticas mejoradas mediante estudios
de inmovilizacion en Avicel y Nylon-6 y la expresién
heter6loga en la levadura Pichia pastoris. Las enzimas
empleadas como modelo de estudio fueron las invertasas
INVA e INVB de la bacteria Zymomonas mobilis.

Metodologia y Resultados

Inmovilizacion de la invertasa intracelular INVA en
Avicel y Nylon-6. La invertasa INVA de Z. mobilis fue
expresada en E. coli como proteinas de fusion INVA-CBD
e INVA-6xHis. INVA-CBD fue purificada e inmovilizada en
un paso a Avicel (celulosa cristalina) (Fig. 1). INVA-6xHis
fue purificada por cromatografia de afinidad a Niquel
(Fig. 2) y por ultimo ésta fue inmovilizada a Nylon-6. La
enzima inmovilizada en Nylon-6 mostré una V,,, de 2.07
U; mientras que la inmovilizada en Avicel fue de 1.75 U

2).

11 2y

B —87

o

Figura 1y 2: Purificacion e inmovilizacion de INVA en Avicel, y
Purificacion de INVA por cromatografia de afinidad a niquel,
respectivamente.

Expresion de INVB en P. pastoris X-33: La Invertasa
Extracelular INVB de Z. mobilis fue clonada en el vector

de clonacion pGAPZo-A para la obtencién de la
construccién invB-pGAPZa-A, la cual fue linearizada con
la enzima de restricciéon Avr Il para transformar a Pichia
pastoris X-33 por electroporacién, el ORF de invB se
integré al genoma de P. pastoris mediante recombinacion
homdloga. INVB se expresé en P. pastoris X-33 y se
caracterizd bioquimicamente presentando una actividad
de 200 U/mL mayor a la actividad presentada por la INVB
nativa la cual esta reportada con una actividad de 33
U/mg (3). Ademés también se evalué la vida de anaquel
de INVB expresada en P. pastoris y esta fue mayor a
INVB expresada en E. coli.
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Figuras 3 y 4: Caracterizacion bioquimica de INVB expresada
en P. pastoris.

Conclusiones: La inmovilizacién de la invertasa
intracelular INVA a Nylon-6 y la expresién de la invertasa
extracelular INVB de Z mobilis en el sistema eucaribtico
de P. pastoris permitié la obtencién de dos invertasas
mejoradas en sus propiedades bioquimicas.
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