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Introduccién. La invertasa es una enzima
hidroliza el enlace O-glicosidico de la sacarosa
dando lugar a una relacion equimolar de glucosay
fructosa (1). A este producto de hidrdlisis se le
denomina jarabe invertido o jarabe fructosado. Por
otro lado, se ha reportado la inmovilizacién
exitosa de enzimas a celulosa mediante un
dominio de unién a celulosa (CBD), dominios que
se encuentran de manera natural en celulasas y
xilanasas de hongos y bacterias. La alta afinidad y
especificidad de union del CBD a celulosa, hace
atractiva el empleo de proteinas fusionadas a CBD
en diversas aplicaciones biotecnoldgicas (2). En
este trabajo nos propusimos construir una proteina
de fusién invertasa-CBD, con la finaidad de
utilizar e CBD como via para la purificacion e
inmovilizacion smulténea de la invertasa
intracelular INVA de Zymomonas mobilis a
celulosa.

M etodologia. La region codificante (ORF) del
gen invA de Z. mobilis se amplificod por PCR a
partir de: 1) ADN genémico del microorganismo,
2) un par de oligonucledtidos disefiados a partir de
losextremos 5’ y 3' del ORF invB, y 3) Tag ADN
polimerasa. El fragmento amplificado se cloné
direccionamente en los sitios BamH | y Xho | del
vector de expresion pET38b(+) (Novagene), que
contiene secuencias codificantes para el CBDce
de Cellulomonas fimi, dando lugar a plasmido
pPET38b(+)-invA-CBD. Esta construccion se
transfirié a E. coli BL21(DE3) para la expresion
de la proteina de fusién INVA-CBD, en presencia
de IPTG 1 mM. La proteina INVB-CBD se
inmovilizd6 a Avicel (celulosa cristalind) y se
caracterizd bioquimicamente, tanto en forma libre
como inmovilizada, por lo siguiente: 1) Actividad
de invertasa, por € método de Miller, 2) PM, por
SDS-PAGE, 3) Temperatura y pH Optimos, y 4)
Parémetros cinéticos (Km, Vmax y Ki ).

Resultados y discusién. La region codificante
(aprox. 1.56 kpb) del gen invA de Z. mobilis se
cloné en el vector de expresién pET38b(+), dando
lugar a la construccion pET38b(+)-invA-CBD. La
proteina de fusion INVA-CBD se detectd en la

fraccion soluble del extracto crudo de células E.
coli que portaban € plasmido pET38b(+)-invA-
CBD. Sin embargo, la mayor parte de la proteina
expresada se acumulé formado cuerpos de
inclusion. En este trabajo, se utilizé la proteina de
la fraccion soluble para la purificacion e
inmovilizacion simultanea a Avicel. La proteina
de fusion INVA-CBD se caracterizd tanto en
forma libre como en forma inmovilizada. De
acuerdo a lo esperado, la proteina de fusién
INVA-CBD presenté un PM de 78 kDa, 58 kDa
corresponden a INVA y 20 kDa al CBD, ubicado
en el extremo C-terminal de la proteina de fusion.
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Conclusiones. Se logré6 la purficacion e
inmovilizacion simultanea de la invertasa INVA-
CBD en celulosa. La proteina de fusién INVA-
CBD inmovilizada a celulosa fue menos
susceptible a la inhibicion por sustrato comparada
con la INVA-CBD libre, ya que presentd una
meseta de actividad méxima en €l intervalo de
concentraciones de 0.15-0.45 M de sacarosa, La
Vmax disminuy6 considerablemente después del
proceso de inmovilizacion, y los valores de de pH
y T Optimos no se vieron afectados conservandose
de 5.5y 30 °C, respectivamente.
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