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Introduccién: 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 en la industria refresquera. La invertasa de
Saccharomyces cereviseae es la mas empleada para la
obtencion de JF y ésta presenta algunas desventajas
como: 1) inhibicién por sustrato a concentraciones bajas
de sacarosa, 5% y 2) baja estabilidad operacional (1). Es
por ello que es necesario el empleo de diferentes
técnicas para la obtencién de mejores biocatalizadores
gue hidrolicen sacarosa. El objetivo de este trabajo
consisti6 en obtener una invertasa con mejores
propiedades cataliticas mediante la expresién heteréloga
de las invertasa intracelular INVA y de la invertasa
extracelular de Z. mobilis en la levadura P. pastoris.

Metodologia . Los ORF’s invA e invB de Z. mobilis se
clonaron en el vector pGAPZa-A. Las construcciones
obtenidas (invA-pGAPZa-A e invB-pGAPZa-A) se
linealizaron con la enzima de restriccibn Avr Il para
transformar P. pastoris X-33 por electroporacion (3). Las
clonas transformantes se seleccionaron por crecimiento
en medio YPD con Zeocina 100 mg/ml. Las clonas
positivas se caracterizaron enzimaticamente.
Adicionalmente, se estudio del efecto de diferentes
metales (1 mM) sobre la actividad de invertasa. La
determinacién de actividad de invertasa se realizd
mediante el método del DNS descrito por Miller (2).

Resultados . En la figura 1 se muestra el andlisis de
digestion del vector de expresion pGAPZa-A y de las
construcciones invA-pGAPZa-A e invB-pGAPZa-A con la
enzima Avr Il
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Fig. 1. Andlisis de digestion con la enzima Avr 1.

La invertasa INVA expresada en P. pastoris mostré una
actividad especifica (AE) tres veces mayor que la
invertasa INVB (4). INVA presentd una temperatura
Optima de 20 °C mayor que la observada para INVA
nativa. Ademas, se evalu6 el efecto de algunos metales
sobre la AE de INVA y se compard con el efecto de los
metales sobre INVB. Se observé que el Cu2*y el zn®*
inhibieron totalmente la actividad de ambas invertasas;
mientras que, el Fe* la inhibi6 casi en su totalidad. Los
iones Ca®*, Mg®* y Ni** disminuyeron 50% la AE de INVB
pero solo el 12% 30% y 45%, respectivamente, de la AE
de INVA (Fig. 2). Por otro lado, se observé que el Mn**
es un potenciador de la actividad de ambas invertasas,
ya que se observé un aumento del 35% y 98% en la AE
de las invertasas INVA e INVB, respectivamente (Fig. 2).
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Fig. 2 Efecto de los metales sobre la actividad de invertasa

Conclusiones . La invertasa INVA expresada en P.
pastoris mostré una mejor AE que la enzima nativa (1). El
Mn®* tuvo un efecto potenciador en la AE de las
invertasas recombinantes INVA e INVB de Z. mobilis. Se
concluye que la expresién heteréloga de INVA e INVB en
P. pastoris permiti6 obtener una invertasa con mejores
propiedades cataliticas que la enzima nativa.
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