FUSION TRADUCCIONAL DE LA INVERTASA ZMINVB DE Zymomonas mobilisA UN
DOMINIO DE UNION A CELULOSA
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Introduccidn. Lainvertasa es una enzima hidrolitica que
ataca el enlaceo-glicosidico de la sacarosa. Lainvertasa (13-
fructofuranosidasa EC: 3.2.1.26), también conocida como
sacarasa, tiene un amplio uso en la obtencion de jarabes
fructosados; los cuales a su vez se emplean en laindustriade
alimentos, postres, refrescos, etc. Lasinvertasas son
producidas por bacterias, levaduras, hongosy plantas. En
Zymomonas mobilis se han descrito dos invertasas: una
intracelular de 59 kDa (ZINVA) Yy otraextracelular de 58

kDa (ZINVB), cuyos genes yahan sido clonados. Por otra
parte, se sabe que lainmovilizacion de enzimas por 1o

general aumenta su estabilidad y permite reutilizarlas, 1o cua
reduce significativamente costos de produccién. En este
trabajo nos propusimos generar la proteina de fusion
invertasaCBD, paralo cua subclonamos el marco abierto

de lectura del gen que codificaparalainvertasa(ZINVB) de
Z. mobilisen fusién traduccional con la secuencia
codificante para el dominio de unién acelulosa (CBD) dela
exoglucanasa Cex deCellulomonas fimi, paraposteriormente
purificar einmovilizarlaenzimaa celulosa en sol o paso.

M etodologia. Z. mobilis se crecid en medio mineral con
sacarosa como fuente de carbono. EI DNA gendémico deZ
mobilis, aslado de acuerdo al método descrito por Kangy
cal, (1996), se utiliz6 como molde paraamplificar el gen
zminvb por PCR, utilizando iniciadores especificos que
contenian sitios de restriccion paralas enzimas BamHl
(iniciador directo) y HindllI (iniciador reverso). El producto
de PCR se purificd y se clond en vector pDrive (Qiagen) y la
mezclade ligacion se utilizé paratransformar células
competentes de E. coli DH5?. Las células transformadas se
seleccionaron en medio L B-Kanamicina/IPTG/X-gd. El

DNA plasmidico de cada una de las clonas obtenidas se
purificé y se analiz6 por digestion con las enzimas de
restriccion Hindlll y BamHI (BioL abs). El inserto de 1.2 kb
con extremos cohesivos para BamHI y Hindlll se purificoy
seligo a vector pET(38+, Invitrogen) previamente digerido
con estas dos enzimas. Posteriormente se transformaron
células competentes de E. coli BL21 (DE3) y los ensayos de
expresion de las clonas seleccionadas se realizaron
induciendo con 1mM de IPTG a37 C por 5h.

Resultadosy discusion. El gen zminvb se amplificé por
PCR apartir de DNA gendmico de Z. mobilis, utilizando
iniciadores especificos, |0s cuales contenian sitios de
restriccion paralas enzimas BamHI (5') y Hindll (3'). De
acuerdo alo esperado, se amplificd un fragmento de 1.2 kb

(Fig. 1A). El fragmento de 1.2 kb sepurificd y secloné en el
vector pDrive. Los productos de ligacién se utilizaron para
transformar E. coli DH5ay las clonas positivas se analizaron
por digestion con las enzimas de restriccion BamHI y
Hindlll (Fig. 1B). Laliberacion del inserto de 1.2 kb
confirmé lafuncionalidad de ambos sitios (Fig. 2). El inserto
de 1.2 kb con extremos cohesivos BamHI y Hindl1 se
purificd y se clond direccionalmente en el vector pET(38+),
previamente digerido con lasenzimas BamHI y Hindl 1. El
plasmido generado, denominado pET -ZMINVB, codifica
para una proteina de fusion que contiene en el extremo N-
terminal lainvertasaB deZ. mobilisy en el extremo G-
terminal & CBD Cex deC. fimi. Actualmente, estamos
realizando | os ensayos de expresién enE. coli BL21 (DE3).
Unavez expresada, la proteina de fusion ZMINVB-CBD
seré purificada einmovilizada simultaneamente por afinidad
acelulosamicrocristalina
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Fig. 1. A. Carril 1, marcadores de tamafio molecular. Carril 2, productc
de PCR. B. Carril 1, marcadores de tamafio molecular. Carril 2,
liberacién del fragmento clonado con las enzimas BamHI y Hindll1.

Conclusiones.

La tecnologia de PCR nos permitio amplificar el gen zminvb
gue codifica para la invertasa extracelular de Zymomonas
mobilis y obtener una proteina la fusion INVERTASA -CBD
parasu purificacion e inmovilizacién simultanea.
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