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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

Losresiduosagroalimentarioscontienenprincipalmentepolisacaridos
como pectinay celulosa,los cualespueden ser hidrolizadosa sus
monomeros,acidogalacturonico/AGal)y glucosayespectivamenteEl
AGal puede ser oxidado a acido galactarico (AG), el cual tiene
diferentesaplicacionesen dondela masimportante es que se puede
convertir quimicamente en monomeros para la produccion de
polimeros como el nylon.1 Sin embargo, el desafio es lograr esta
oxidacion usando procesoseficientes y sustentables La oxidacion

asistidapor enzimasha aparecidocomounaexcelenteopcion,pero es = m‘v 4
necesarioencontrar una enzimaoxidasaadecuadapara la obtencion : b y
del AG,conaltaselectividady eficiencia
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Laglucosaoxidasa(Gox)(Figural) esunaoxidorreductasajue se presentacomounaalternativaparala
conversionde AGalhacia AG debido a que la glucosa,sustrato natural del Gox, presentasimilitudes
estructuralescon AGal(Figura2). Porlo que nuestra propuesta es la conversionenzimaticade AGal
nacia AG utilizando una mutante mejoradade la enzimaGOx El objetivo de esta investigaciones la
oroduccionde GOxheterdlogaen Saccharomyceserevisiae como paso previo a la construccionde
nibliotecassemiracionalesle GOxconel objetivode mejorarsuactividadcon AGal
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RESULTADOS

Clonacion del gen Gox en el Transformacion de PYES2-Gox en Transformacion de PYES2-Gox Expresién de Gox recombinante
plasmido PYES2 E. coli DH5a en S. cerevisiae INVSc

Debido a que la Gox La actividad glucosa oxidada fue medida

Los resultadosde transformacionindican que el plasmido

éh  iarcador @ B PYESGox ha sido incorporado por la cepaE coli DHsr U requiere glicosilacion  espectrofotométricamente travésdel método con
generando células transformadas que son a Su vez estructural para SU  ABTS En la figura 7 se puede observar que el
10,0 resistentesa ampicilina(figura4a). Estatransformacionfue actividad, la  sobrenadante extracelular presenta la coloracion

transformacion en S tipicade el método enzimaticousado,indicandola
cerevisiaees necesaria En.  producciénde Goxpor la levadura Ellisadocélulas
sembradasen medios de cultivo con y sin antibidtico LB estecasolaselecciordelas de S cerevisiaeinducidas no presenta actividad
agar,lo que permite concluirla incorporaciondel plasmido celulas transformadas fue = GOx descartandda produccidnintracelular
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Figura 5. Cplpnlastransfor,maQas medio YNBcon ausenciade
de S cerevisiaecon el plasmido _ _
PYESGOX uracilo(Figurab). | Il Ill  Blanco
2,0 , .
s La cinética de crecimiento en placa de 96 pocillos para ’ .’
' S. cerevisiagansformada con el plasmido PYES2GOx | i =
mostroun comportamiento tipico para esta levadura | r
5 (Figura 6), por lo que se la induccion de la actividad se ! | . .
’ . ——

hizo a una OD600 de 0,1.

Figura 7. Actividad de Gox con ABTSde los sobrenadantes
obtenidosdel cultivode S cerevisiadransformadadespuesle

0,5 inducirla produccidonde la enzimaheteréloga

En la tabla 1 se puede observar las actividades
obtenidas del sobrenadante extracelular e
Intracelular, donde la mayor actividad se presenta
en el sobrenadanteextracelularde la S cerevisia
transformadaPYESGox conunaactividadde 22,3

a: PYES2-GOX; b: digestion PYES2-GOX

Figura 3Digestion de verificacion de PYES2X gel de
agarosa al 0.8%.

Figura6. Cinéticade crecimientoen placade 96 pocillosde

S cerevisiadransformadaconel plasmidoPYESGOX + 3,1 U/mg
_ _ ' Tabla 1 Actividad obtenida de los sobrenadante extra e intracelula® derevisiagransformada con PYES2 como control y
Enla electroforesisde la figura 3 se observa el sobrenadante extra e intracelular Gecerevisiagransformada con PYES2GOx
el plasmidoantes(lineaa)y despuéeqlineab) | 5 | 5 Actividad deGox
de la di tion Verifi d la di i Figura 4. Transformacionen E coli DHor, A: transformacioncon el
€ la _Ig,es on veriiicanaoque la digeston plasmido PYEGOxen placade LB con ampiciling B: control positivo Plasmido PYES?2 PYES2Gox

serealizocorrectamente transformacioncon el plasmidoPYES en placade LBcon ampiciling C . de ind 6n (h

segundacontrol positivode E colisin plasmidoen placade LB D: control Tiempo de induccion (h) 15 15

negativode E colisinplasmidoen placade LBconampicilina Actividad sobrenadantes extracelular (U-# 0 22,3+3,1

. : 9,593,E05+1,07,E05 1,107,204+ 1,29,E05
Actividad sobrenadantastracelular(U mgl)

Las unidades de actividad de glucosa oxidasa se define como la actividad catalitica responsable de le
transformacion de un mmol de glucosa por minuto &G0
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