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Introduccion. La enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) es
una de las dos enzimas que permiten el flujo de carbono de
PIRUVATO a ETANOL en los microorganismos
etanologénicos. Es muy probable que en los consorcios
presentes en productos como e pulgue existan
microorganismos hasta la fecha no estudiados con ADHs
tanto o mas eficientes que las conocidas. El creciente interés
en la produccion de etanol a gran escala 'y por ende en las
enzimas que lo permiten, se debe a la posibilidad de usarlo
como combustible automotor alterno a la gasolina y asi
aplicar unatecnol ogia sustentabl e basada en la conversién de
biomasas en etanol, disminuyendo el uso de combustibles
fosiles.

En este trabajo, se propone aislar ADN multigenémico del
pulque, para obtener genes que codifiquen para nuevas
ADHs con propiedades cataliticas aplicables en la
produccion de etanol agran escalaa partir de hidrolizados de
hemicelulosa.

Metodologia. Usando como templado ADN de la fraccién
bacteriana del pulquey con oligonucledtidos especificos del
gen adhB de Z. mobilis, disefiados con base en secuencias
consenso, se amplificaron por PCR fragmentos internos
(549pb) del gen. Se disefié y construyd un vector con los
extremos del gen adhB de Z. mobilis para clonar los
fragmentos amplificados y completar el gen obteniendo
ADHs funcionales. Una vez clonados los fragmentos, se
transformé Escherichia coli. Paraidentificar las colonias con
actividad ADH se us6 una técnica colorida para
deshidrogenasas, con nitroblue tetrazolium, la cual se adapt6
para ADH. La actividad se midié para oxidacion de etanol
cuantificando la formacion de NADH + H a340nmy 30° C
de acuerdo al método reportado por Nede et a. (2). La
proteina se midi6 por € método de Bradford. Para la
purificacién de las ADHs se sigui6 la metodol ogia reportada
por Cabiscol et a. (3). Los parametros cinéticos fueron
medidos por los méodos clasicos para enzimas
Michaelianas.

Resultados y discusion. Se obtuvieron un total de 15 clonas
positivas en el método de screening. Se analizaron 3 de estas
tanto por secuenciacion del fragmento de 549pb, como por
actividad enzimética (tabla 1). Por secuenciacion se
identific6 un fragmento que difiere en 8% en cuanto a
secuencia protéica con respecto ala ADH de Z .mobilis en
la clona PQ1. Las secuencias del fragmento del resto de las

clonas (de las 14), corresponden exactamente a gen adhB de
Z. mobilis.

Clona Actividad especifica (U/mg)
Control 0.83

PQ1 0.89

PQ2 0.76

PQ3 0.73

Tabla 1. Actividad de las diferentes clonas analizadas. El control
esd vector con el fragmento del gen adhB de Z. mobilis.

En la construccién control, asi como en PQ1 hay una pérdida
de actividad de aproximadamente 1/3 parte con respecto a la
actividad medida para la construccién de la cua partimos
(pLOI284). Se logré la purificacion tanto de la enzima de Z.
mobilis, como de la PQ1, para comparar las propiedades
Cinéticas de ambas enzimas.

Conclusiones. Se desarroll6 con éxito una estrategia para
explorar la biodiversidad que se encuentra en
microambientes como son las bebidas alcohdlicas
fermentadas. Se obtuvo una enzima diferente ala ADH Il de
Z. mobilis con actividad comparable, asi como con
propiedades cinéticas semejantes. Dicha enzima proviene de
un gen hibrido con un fragmento-producto de PCR obtenido
a partir del ADN multigenémico del pulque. La secuencia
obtenida para el fragmento no esta reportada, por 1o que se
trata de una enzima nueva la cual podria formar parte de una
tecnologia propia parala produccién de etanol agran escala.
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