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SEP.ARACIÓN DE LAS P R O T E ~ A S  E!iCRET.AD.AS POR Khywromyccc 
marxianits CON ACTIVIDAD DE ENDO-POLIGALACTLIRONAS~. 

Las enzimas pectinoliticas son de -ran iniportancia en la industria alimentaria por 

los efectos que tiene sobre la tevtura de los alimentos, ya que muestran actividad 

niacerativa hacia los tejidos de los vegetales. ademas de su uso en el proceso de vinos y 

jusos de frutas y vejetales, pues causa la hidrólisis parcial o total de las pectinas 

suspendidas con lo cual disminuye la turbiedad y viscosidad de estos. mejorando as¡ su 

apariencia. 

En la actualidad a nivel industrial se utilizan las pectinasas producidas por hongos 

ya que se producen en forma estracelular. lo cual presenta ventajas para su recuperación del 

caldo de fermentación, asi mismo la mezcla de enzimas pectinoliticas que se tienen en los 

filtrados libres de células. es capaz de disminuir la viscosidad de jugos de frutas, vinos y 

alniibares (Frances et al. 1990). facilita la niaceración de frutas. dando como resultado 

mayores rendimientos en la obtencion de jusos' (Saval et al. 1983). eleva el rendimiento de 

zumos de frutas y mejora la extracción del color de las pieles y de las frutas y vegetales 

macerados (Owen, I99 I )  

Khri~otn,rce.s ~mr.r~mws, es productora de varias enzimas. pero bajo condiciones 

rnicroaerobias o en presencia de pectina solo escreta endo-polisalacturonasa al medio, lo 

que facilita su recuperacion. Esta enzima se podria utilizar en la industria alimentaria ya.. 

que se ha demostrado en pruebas de laboratorio, que es capaz de clarificar eficientemente 

los jugos de manzana (Gómez-Ruiz et al. 1988), pues cataliza la despolimerización de 

substancias pecticas (Takuo et al, 1983) atacando los enlaces internos dando como 

resultado una rápida reducción de fa viscosidad (Sucklin,o, 1990), además de que es efectiva 

en la maceración de tejidos de papa y zanahoria (Lim et al. 1980). 

En estudios previos se ha demostrado que al-nos factores ambientales tales como 

el osízeno disuelto, temperatura, asi como Tween-80, pueden ser capaces de inducir o 

reprimir la excreción de la pectinasa en K. tnumim711s. Se sabe que bajo condiciones 



. .  
óptimas de crecimiento. la presencia de T w e e d 0  en concentraciones de 0.1%. se induce 

la producción de la endo-poligalacturonasa. Maninez-Monroy 1997' 

.-\I realizarse un análisis electroforetico de la endo-poligalacturonasa excretada por 

K/rrr?wonij.ce.s rtmrricrms se observo una banda niuy ancha correspondiente al medio con 

Tween-SO lo cual concuerda con su peso molecular. el cual fue de 91.723 Dublán 1998. 

En este trabajo se pretende separar las proteínas excretadas por K/ir)?~eromycrs 

endo-polisalacturonasa. en un medio que n ~ ~ r i m i i r . s  CDBB-L-27s con actividad de 

contiene Tween-SO comparándolo cofi~un medio coritrd-que selo contiene glucosa. 
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Las levaduras son microhonjos que se encuentran ~eneralmente en forma de células 

únicas y que se producen por gemacion. Algunas levaduras se encuentran únicamente 

como células individuales y a veces forman cadenas cortas’ mientras que otras pueden 

formar diversos tipos de filamentos. Una caractenstica de la población en crecimiento de 

las células de la levadura es la presencia de yemas, producidas cuando la célula se divide. 

En  las levaduras. la envoltura celular incluye la membrana citoplasmica. constituida por 

lipidos. proteinas y mananos. el espacio periplásmico y la pared celular. que contiene 

algunas proteinas y gran cantidad de glucano y nianano (Owen, 1991). 

De acuerdo a la clasificación de las levaduras. Xllrr~~irrorr~~,cr.s rnonioirrrs es una 

levadura ascosporógena, pertenece al grupo de las Eumycota del tipo Hemiascomycetes 

que se encuentran dentro de la clase Ascomicotina. E s  del orden Endomycetales; de la 

familia Saccharomicetaceae y subfamilia Saccharomycetoideae; del genero K/iryi~omyce.s 

y de la especie mn~io//rr.s. Produce de 1 a 4 ascosporas, su forma va de reniforme a media 

luna. puede fermentar glucosa. galactosa, lactosa. sacarosa. ratinosa, D-xilosa e inulina. No 

asimila nitrato. Crece a 3 P C  (Cruz-Guerrero. 1995). 

Por otro lado Klrryi~rrornycrs rnrimi~r/ir.v es productora de enzimas como p- 
fructofuranosidasa. P-galactosidasa y la endo-polijalacturonasa entre otras (Cruz-Guerrero, 

1995). Estas se podnan utilizar en la industria alimentana, por lo que dicha levadura se 

considera de gran potencial económico (Espinoza et al. 1992). 

En el caso particular de la pectinasa de K. nionimrrrs se ha demostrado su uso en la 

maceración en tejidos de papa y zanahoria. (Lim et al. 1980, Takuo et al. 1983). Gómez- 

Ruiz et al. (1 985), reportaron que la endo-poli,oalacturonasa de esta levadura es tan efectiva 

en la clarificación de jugo de manzana como la pectinasa comercial. 

De acuerdo con Lim et al. (1980) y Frances et al. (1990) la pectinasa de K. 
/nnnkm.s es un sistema multienzimatico formado por cuatro endo-poligalacturonasas, a las 

que se denominan enzima I, enzima 11, enzima 111 y enzima IV. Las propiedades de estas 

enzimas se encuentran en la tabla 1. 



Tabla I PROPIEDADES DE ENDO-POLIG~L.~CTURONriSA DE Khyserornwzs 

murxiunirr 

(Lini. J et al LOSO, Frances, &I et al 1990) 

Las cuatro enzimas son slicoproteinas. cuyo principal carbohidrato es la manosa. las 

cuatro son estables entre valores de pH de 3 .5  a 6.0 y a temperaturas mayores que 50 "C, 

pero pierden la mayoria de su actividad a 7 0 T  

Por otro lado Smith y Pyle (1990). encontraron que esisten nueve endo- 

poligaiacturonasas producidas por K. t m m i m ~ u s  con un punto isoeléctiico en el intervalo de 

5.6-6.5. así como un peso molecular en la región de 43000 Da. 
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OBJETIVO GENERAL: 

Separar las diferentes proteinas con actividad de endo-poligalacturonasa producidas 

por E;/ri~i~rron~yce.s ~nor.rimiii.s CDBB-L-278 en u n  medio que contiene Tween40 y medio 

control que contiene glucosa. por medio de tecnicas basicas de bioquimica. 

OBJETIVO PARTICULAR: 

..Xprender técnicas de bioquimica tales como: 

- Ultrafiltración 

- Determinacion de actividad enziniática por aumento de &cares 

reductores por el método de Nelson-Somogyi. 

Determinación de proteina por el método de Lowry. 

Electroforesis en geles de poliacriiamida. 

Separacion de proteina por punto isoelectrico (urilizando rotofor.Bio 

Rad i 

- 

- 
- 
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IV. PLAN DE TRABAJO: 

Se llevó a cabo la produccion de la endo-poligalacturonasa en presencia de glucosa 

(medio control) y Tween-SO a 30 "C. con agitación constante en condiciones 

microaerobias. 

Una vez obtenida la endo-poligalacturonasa. por medio de centnfugación a 3500 r.p.m. 

durante 30 min.. se separara de la biomasa. y el sobrenadante del caldo de fermentación se 

le llamará estractocrudo, se le determinara actividad enzimatica por medio del metodo de 

Nelson-Somogyi ( I  944) y proteina por medio de Lowry ( 195 I ) .  

Parte del extracto crudo se concentró por medio de ultraliltrafiltación con membranas 

de corte de 10.000 Da a este concentrado se le denominó estracto enzimatico. al cual se le 

determinó actividad enzimatica y proteina por los métodos de Nelson-Somogyi y Lowry 

respectivamente. La concentración de este extracto es con el fin de tener la concentración 

adecuada para llevar a cabo el análisis electroforetico en un sistema no desnaturalizante. 

La otra parte del extracto crudo se paso a traves del rotofor para poder llevar a cabo la 

separación de las diferentes proteinas por punto isoelectrico. Una vez obtenidas las 

fracciones se les determinó actividad enzimatica y proteina 

Finalmente, se realizó nuevamente el análisis eiectroforetico de las muestras que 

presentaron actividad para saber cuantas proteinas endo-plijalacturonasa excreta 

Khyvrromyces ninrxiniiiis bajo las condiciones de fermentación establecidas. 
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V METODOLOGIA 

\:. 1 P R O D U C C I ~ N  DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA 

V.1.1. MlCROORGAN1SMO 

Este estudio se llevo a cabo utilizando la cepa K/r<i?-erom)res rnt~n~arrrts CDBB-L- 

375 que proviene del cepario del Departamento de Bioingenieria y Biotecnología del 

Centro de Investigaciones de Estudios Avanzados, Instituto Politécnico Nacional, Mexico 

V.l.2. MEDIOS DE CULTIVO 

Para la producción de la endo-poligalacturonasa se utilizaron los medios de cultivo 

que presentan la siguiente composición: 

iMedio con glucosa (control): 

O. 1% Sulfato de amonio ((",),SO,) 

O 05% Sulfato de rnagnesio (MgSO,) 

O.OjY0 fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 

1 0% Glucosa 

O 67% Base libre de nitrógeno para levaduras (m) 
~.. 
. .  

Medio con Tween-SO 

Este medio se preparó iwal que el medio glucosa. pero adicionándole O. 106 de Tween-SO 

Una vez adicionados todos los componentes de cada medio. se esterilizaron a 

171T (15 ib/p&, durante 15 minutos 
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La base libre de nitrógeno para levaduras. se uso con la finalidad de asegurar que el 

único compuesto nitroyenado que se encontraba en el medio además del sulfato de amonio. 

era el correspondiente a las proteinas producidas por K/ifx\.t.ron<iTrs ~?~amImu.~. 

Y.l .3 .  CONDICIONES DE CULTIVO 

’ Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con un 

volumen de trabajo de 100 mL. tapados con algodón. éstos se incubaron a 30% con una 

agitación de 200 r.p.m. en un a-itador con incubadora ambiental New~Bwnswich modelp G 

21 

Al cabo de 18 horas se separo la bioniasa mediante centrifugation a 3,500 r.p m. 

durante 30 min. a 4°C en una centrifuga refriyerada Beckman J2-iM I .  y el sobrenadante se 

utilizó como extracto enzimático crudo 

V.I. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENDO-POLIGALACTURONASA 

L a  determinación de la actividad enzimatica se llevó a cabo midiendo el aumento de 

azúcares reductores por el método de Nelson-Somogyi (1944). debido a la acción de la 

endo-poligalacturonasa en una disolución de ácido poligalacturónico. 

A 9.9 mL de disolución de ácido poliyalacturónico 0.1% (preparado en una 

disolución amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH S.O), que se utilizó como substrato, se le 

adiciono 0.1 mL de disolución de enzima, esto se incubó a XT. tomándose alicuotas de 1 

mL a los minutos 1, 5, 10 y 15, considerando estos tiempos como el transcurrido desde el 

momento en que la enzima entra en contacto con el ácido poligalacturónico hasta que se 

mezcta con el reactivo I de Nelson-Sotno,oyi. contenido en la  serie de tubos, con lo cual se 

detiene la reacción, y se procede según la técnica de Nelson-Somogyi 
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\..?.l. Técnica para la deredninación de reductores (Nelson-Somogi. 19U) 

En un tubo de ensaye se colocó 1 mL de muestra mas 1 mL de reactivo I. Se Incubo 

20 min. en baiio de agua hirviendo, se enfrió. se agrego I mL de reactivo 11, se agitó 

vigorosamente, se agregó I7 mL de agua destilada. se agitó y leyó en espectrofotometro 

(Shimadzu UV-16OA) a 520 nm. 

V.1.1. Curva patrón 

~~ ~~~~ ~~. ~~~ ~~~~ ~~ 

Los datos obtenidos se correlacionaron en una curva patrón de ácido galacturónico 

de concentración de 0-0.0004ghnL en agua. y se leyó a 520 nm. Posteriormente se 

determinaron las unidades de actividad de endo-poligalacturonasa (LrPg) considerándose 

como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de bear reductor por 

minuto a 3VC y pH 5.0. 

Para llevar a cabo la determinación de azúcares reductores fue necesario elaborar los 

reactivos que a continuación se mencionan: 

Reactivo 1 

Disolución A: 

En 500 mL de aLwa se disolvieron: 25% de carbonato de sodio anhidro (Na,CO,), 

153 de tartrato. de sodio y potasio (KNaC,H,O6.4H,O). 2Og de bicarbonato de sodio 

(NaHCO,) y 2OOg de sulfato de sodio (Na,SO,), y se aforó a 1 litro. 

Disolución B: 

En 700 mL de agua destilada se agregaron 4 gotas de ácido sulfúrico concentrado 

(H,SO, ), y se disolvieron 3Og de sulfato de cobre (CuSO,SH,O). 

Para preparar el reactivo. se mezcló 1 mL de disolución B más 25 mL de disolución 

.A 

9 
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Reactivo 11 

Disolución A. 

En 450 mL de agua destilada se disolvieron II mL de ácido sultürico concentrado 

(HZSO,) y 25 g de molibdato de amonio ((NH,),,;Llo702,.?H,0). 

Disolución B: 

Se disolvió en 25 mL-de azua destilada 3s de-arseniato de sodio (Na,HAs0,.7H,O). 

Se mezcló lentamente con agitación las disoluciones A y B. se aforo a 500 mL y se 

calentó a 5 5 T  por 30 min. 

V.3. DETERMINACION DE PROTEINA 

El método de Lo?. (195 I )  se basa en la formación del complejo cobre-proteína en 

condiciones alcalinas, sesuida de una reacción óxido-reducción con el reactivo de Folin. 

Para esta determinación se requirió la preparación de los siguientes reactivos: 

A) Carbonato de sodio (Na,CO,) al 2% en NaOH O. I N 

B) Sulfato de cobre (CuSO,) al 1% 

C) Tartrato de sodio y potasio (KNaC,H,O,.?H,O) al 250 

D) Reactivo de Folin I :  1 con agua (preparado al momento de usarlo). 

V.3.1. Técnica: 

I )  Se mezclaron 50 mL del reactivo A mas 1 mL del reactivo B y 1 mL del 

reactivo C 

2) Se tomaron 5 mL de lo anterior y se adicionó 1 mL de muestra problema 

I O  

".,l . . .- ~. .. ,. . ... . ... . _~__lll_ 
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3) Se dejo reposar I O  min. en la oscuridad 

1) Posteriormente se agresaronO.5 mL de la disolucion D 

5 )  Se dejo reposar 50 min. en la oscuridad. 

61 Las muestras se leyeron en espectrofotómetro (Shimadm UV-160A) a 

i. = 590 nm. contra un blanco de reactivos v a p a .  

7) Los datos obtenidos se correlacionaron con una curva patrón de seroalbúmina- 

bovina de concentración de 0-500 &mL 

VA. CONCENTRACiÓN DE PROTEIN:\ 
~~ .~ ~~~ 

Se llevó a cabo la concentración del extracto enziniático crudo por medio de un 

de corte de IO kDa. por medio de centrifuyación. hasta obtener un concentrado tiltro 

adecuado (aproximadamente 260 &mL) para llevar a cabo el análisis electroforetico. 

\'.S. .ANALISIS ELECTROFORETICO DE EN DO-POLICALACTURONASA 

Una vez obtenido los concentrados enzimáticos de cada uno de los medios. se llevo 

a cabo la caracterización electroforetica de estos. para determinar la diferencia existente 

entre los medios. 

Las muestras de endo-poligalacturonasa previamente concentradas, se sometieron a 

la técnica de electroforesis no desnaturalizante. para la cual requiere de los reactivos que se 

mencionan a continuación: 

I )  Disolución de acrilamidahis (T=30% C= 2.67%). Se pesaron 14.6g de 

acrilamida, 0.43 de N'N'-bis-metilen-acrilamida. se disolvieron en 35 mL de agua y se 

aforo a 50 mL. 

2) Amortigador Tris-HCI LjM, pH 8.8 (para gel de separacion). Se pesaron 

18. l 5g de base-Tris y se aforo a 100 mL. se ajusto a pH 8.8 con HCI 6N. 

3) Amortiguador Tris-HCI O . M .  pH 6.8 (para gel de concentración). Se pesaron 

6.0s  de base-tris y se aforo a 100 mL, se ajustó a pH 6.8 con HCI 6N. 
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REACTIVOS 

Agua desionizada 

Disolución amortiguadora pH S.S 

Acrilaniidaíbis 

Persulfato de amonio 10% 

N, N, N', N'-Tetrametilendiamina 
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CANTIDAD 

4.012 mL 

2.5 mL 

3.33 mL 

50pL 

5 N. 

4) Amortiguador 5X. pH S.3 (para corrida). Se pesaron 9.0% base-tris, 43.2g de 

klicina - v se adicionaron a 600 mL. Para una corrida electroforetica se diluyeron 60 mL de 

amorti-ador 5X con 240 mL de agua desionizada. 

5 )  Persulfato de amonio al 10?6 Se disolvio O. I g en 1 mL de agua. Este reactivo se 

preparo al momento de su utilizacion. 

6) Colorante azul de bromofenol. Se agregó 0.0 I g de azul de bromofenol en 172.5 

niL de NaOH O. 1 M y se aforo a 25 mL 

7) Colorante para corrida de muestras. Se'mezclaron 3.8 mL de a s a  desionizada, 

1 . O  mL de Tris-HCI pH 6.5. 0.S mL de glicerol y 0.1 mL de azul de bromofenol (1%). 

\!.5.i. Preparación de los geles 

a) GEL DE SEPARACION 

Se prepararon I O  mL de gel de separacibn utilizando una T= 10Oó como se indica en la 

tabla 2 

Tabla 2. Preparación del gel de separación con T= 10% 

(TEMED) 

Esta mezcla se deairó durante 15 minutos utilizando vacío, transcurrido este tiempo 

se adicionó persulfato de amonio (IOo/) Y TEMED. Se colocó inmediatamente esta mezcla 

entre las placas de vidrio previamente montadas. Después de transcurrido unos minutos se 

le adiciono jotas de agua para evitar la resequedad de los seles. Se dejaron reposar durante 

una hora para asegurar la jelificación total. 



b\ GEL DE CONCENTRACIOK 

Se prepararon 5 mL de se1 de concentración con una T= 3?& btilizando las 

proporciones indicadas en la tabla 3 

I REACTIVOS 

Tabla 3. Preparación del gel de concentración con T= 3%. 

CANTIDAD 

*. ., 

I. 

. .  

r . 
.,. . 

, . ~ ~  

. .  

,. . 

.. . 

" ,  

. .. 

*... 

Ajua desionizada 

Disolucion amortigiiadora pH 6.8 

3.22 mL 

1.25 mL I 
Acrilamiddbis 0.5 mL 

Persulfato de amonio 105ó 

N, N. N'. N'-Tetrametilendiamina 

TEMED 

La disolución se deairó durante I5 minutos utilizaiido vacio. transcurrido este 

tiempo de adiciono persulfato de amonio ( 10%) y TEMED. Se eliminó el agua de los geles 

anteriores e inmediataniente se coloco esta mezcla en las placas de vidrio, acto seguido, se 

colocaron los peines para marcar los carriles, en los cuales se inyectan las muestras. 

V.5.2. Preparación de las muestras 

La preparación de las muestras (Tween-80 y Glucosa ) para la comda de los geles 

de electroforesis se realizó de la siguiente manera Se mezclaron lOfi de colorante y 15pL 

de muestra. 

Finalmente, se tomaron 20 pL de cada una de las muestras para ser inyectados en 

los seles. 

V.5.3. Condiciones de  electroforesis 

Se monto el equipo de electroforesis, el ina cámara de electroforesis 

(BIO-RAD Mini-PROTEAN I1 Cell). Los geles se prepararon entre dos placas de vidrio 

cuyas dimensiones fueron de 72 x 101 mm, utilizando separadores de 0.75 mm y un peine 

I consta d 
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del mismo espesor. Para el corrimiento electroforetico se utilizó una Fuente de poder fBIO- 
RAD Power Pal< 300). la cual se colocó bajo las condiciones optimas para la corrida ( 4°C. 

300 V). 

Una vez colocado los jeles e inyectadas las muestras se dejo correr durante 55 min. 

tiempo aproximado para que el colorante azul de bromofenol alcanzara la parte final del 

- «el 

V.6.4. Tinción de los geles 

La tinción de los jeles se llevo a cabo con Sypro de la siguiente manera: Una vez 

terminado el corrimiento electroforético el gel se colocó en una disolución de ácido acético 

al 7.5i.O durante 30 minutos, con el fin de fijar la proteina al jel. asi como eliminar el 

colorante del Frente de comniiento, azul de broniofenol, transcurrido el tiempo el gel se 

colocó en una disolución de SDS al 0.05% en ácido acitico al 7.5%. con agitación por 30 

minutos; finalmente se colocó el gel en una disolucion de Sypro (5 mL en 25 mL de ácido 

acético al 7.5%) durante 30 minutos. 

V.6. ANALISIS D E L  PUNTO ISOELÉCTRLCO POR MEDIO DE ROTOFOR 

El extracto crudo de Tween-80 se sometio al rotofor para tratar de separar a la(s) 

proteinas por su punto isoeléctrico 

Se prepararon 60 mL de extracto crudo (343.45uJiml) en adición con 1.5 mL de 

anfolito. esta disolución se inyecto al rotofor previamente montado 

V.7.1. Condiciones de rotofor 

Se montó el equipo de rotofor (Bio-Rad Cleaning Concentrate, 161-0722), el cual 

consta de dos membranas de intercabio íanionica y catiónica), una cámara de intercambio 

en la cual se encuentra una membrana con 70 carriles. Para evitar un calentamiento 

excesivo el cual podría desnaturalizar a las proteinas se utilizó una fuente de refrigeración 
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(\%SR Scientific products PolySciencie I 160-A) para mantener una temperatura de 4°C 

Para el corrimiento de isoelectroenfoque se utilizo una fuente de poder (Power Pac 3000 

poxver supply), con las condiciones óptimas para la corrida (12 w). 

Una vez inyectada la muestra se dejo correr durante un intervalo de 3-5 hr para la 

estabilización del voltaje. Transcurrido el tiempo se colectaron las veinte fracciones en 

tubos de ensaye de 12 x 75 rnm los cuales estaban contenidos en una cámara de recolección 

conectada al vacío. 

AI finalizar el corrimiento se midió pH y actividad enzimática de las fracciones 

obtenidas. 

,I . 
. .  

.̂ 



VI RESULTADOS Y D I S C U S I ~ K  

* -  
MEDIO DE ACTIVIDAD PROTEINA . ._ 

.e. CULTIVO ENZIMATICA (.CiS/mL) 

(UPgmL) 
, " .  

GLUCOSA 0.9647 135.34 

TWEEN-SO 1.5247 243.45 
c 

Se realizaron fermentaciones en medio de cultivo en presencia de &cosa y Tween- 
,- 

Y O  ( O .  I%) con la  cepa de Klr~~icro , t~ ice . s  ~nrir.ricurrr.s CDBB-L-278. 

ACTIVIDAD 

ESPECIFICA 

(LPc/mg prot.) 

7.128 

6.503 

.-. 
Los resultados de actividad enzimatica y proteina en los extractos crudos se 

~ .. 
presentan en la tabla 4. 

e. 

r. 

Tabla 1. Comparación de la endo-poligalacturonasa excretada por K/uyi~eromyces 

mar.riunus en diferentes medios. 
e-. 

En presencia de Tween-80, el aumento de proteína h e  evidente, esto puede deberse 

a que estos surfactantes actúan sobre la pared celular incrementando la permeabilidad de 

esta en la levadura liberándose así una mayor cantidad de proteína, como teportan Resse y 

Maquire (1968) y Lestan et al. (1994). 

Mientras que la actividad enzimática en presencia de Tween-SO también se observo 

un aumento significativo, el cual puede deberse ai efecto causado por el surfactante. 

En la gráfica 1 se hace una comparación de la actividad enzimática de la endo- 

poligalacíuronasa entre los dos diferentes medios. 
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Grifica 1. Comparación de la 

excretada por Kiuyveromyces marxianus. 

actividad enzimática de la endo-poligalacturonasa 

UPglmL 

GLUCOSA TWEEN40 

medio 

En la gráfica .7, se hace una comparación de la proteína obtenida en los diferentes 

medios. observándose una mayor produccion en el medio con Tween-80. 
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Gráfica 2. Comparación de proteína excretada por K/uyveromyces mumknu.~. 

. 

medio 

Posteriormente se llevó a cabo la concentración de la enzima por medio de un filtro 

con poro de corte de I O  kDa, con esto se obtuvo la enzima concentrada en los diferentes 

medios con el objeto de tener la concentración adecuada para la electroforesis 

W.1. ANÁLISIS D E L  ISOELECTROENFOQUE DE LA ENDO- 

POLIGALACTURON ASA 

.Al realizar el corrimiento para lograr la separación de la endo-polisalacturonasa por 

medio del rotofor se obtuvieron veinte fracciones con sus respectivos pH, así mismo se 

determinó actividad enzimática de cada una de las muestras para poder determinar que 

fracción(es) contiene(n) actividad enzimatica, datos que se muestran en la tabla 5 



.,, . 

r 

Tabla 5. Actividad enzimatica y pH obtenidos en las diferentes fracciones 

Con los resultados obtenidos se realizó la gráfica 3 con cada una de las muestras 

observándose dos picos de actividad en donde el mayor se encuentra comprendido entre las 

fracciones 12-14. muestras que contienen un pH 4.23, 5.53 y 6.46 respectivamente y el pico 

menor comprendido en las fracciones 7-9, las cuales presentaron un pH de 2.05, 2.06 y 2.20 



Gráfica 3 

fracciones obtenidas con respecto al pH 

Comparacion de Actividad de la endo-poli-alacturonasa en las diferenres 

( 2 .  

to : 

i '  
8 

4 

J 

Y 

- 14 

. I2 
1 

: 10 

PH 
. 8  

f 6  

O 5 IO 15 ai n 

Miestras 

En las muestras en que observó el pico de mayor actividad presentaron un pH 

cercano al punto isoeléctrico de la endo-poligalacturonaca. el cual se encuentra en un 

intervalo de 5.7-6.3 (Lim, J .  et al. 1980, Frances. M. et al. 1990). Con estos resultados 

podemos decir que se logró separar a las isoenzimas por su punto isoeléctrico. 

Dado que en las fracciones 17 a 14 se encontró la mayor actividad y un PI  cercano 

al que nos reporta la literatura se decidio someterlas a un análisis de electroforesis. 

v1.2. ANALISIS ELECTROFORÉTICO DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA 

Para evaluar si existía alguna diferencia en las obtenidas de la endo- 

poligalacturonasa. se realizó la electroforesis utilizando una proporción en los geles.. de 

acrilamida-bisacrilamida de T=lO%. 
En la fisura I ,  se observó que para el concentrado enzimatico de Tween-80. hay un 

pequeño bamdo, es decir se tienen otras bandas con diferente peso molecular, las cuales 

están tan unidas que solo se logra ver una banda ancha, por esta razón da un patrón 
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electroforético diferente al de la endo-PG producida en medio con glucosa. A pesar de que 

la banda mayoritaria en este medio está ai mismo nivel de la otra banda. con solo este 

análisis electroforético no se puede afirmar que esta sea similar y además actúe de la 

misma manera que la del medio control. pues al momento de su excreción esta pudo haber 

cambiado en su estructura. 

Con respecto a las fracciones obtenidas ( I 3  y14), se observa un patrón 

electroforético similar de una de sus bandas en cuanto a la muestra control (glucosa) y 

tween-SO, sin embr~igo a la altura del frene de color se observa que hay otra banda (proteina 

de bajo peso molecular) en cada una de esta muestras. Por otro lado podemos observar que 

la fracción 12 obtuvo un patrón electroforético diferente tanto del medio control y a Tween- 

SO. como de las fracciones i3  y 14, ya que se observaron dos bandas de peso molecular 

bajo. Con estos resultados se observa que se tuvo una separación de las isoenzimas de la 

endo-poligalacturonasa. 

Fig. 1 Electroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa 

excretada por Kluperomyces murxiunrts (no desnaturalizante T=10%) 

En los camles I y I1 se muestran la endo-Pg obtenida con medio Tween-SO y glucosa 

respectivamente, en los carriles Ill, IV y V se observan las muestras 12, 13 y 14 

respecrivamente. 
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VIL CONCLUSIONES: 

-Se observó un aumento de proteína as¡ como de actividad enzimática en el medio con 

Tween30 debido a que probablemente este surfactante actua sobre la pared celular 

incrementando la permeabilidad de esta en la levadura. permitiendo as¡ liberación de una 

mayor cantidad de proteina. 

- Se lograron separar diferente; proteinas con actividad de endo-poligalacturonasa 

producidas por K/riyivro/ti~cc.s /mir.riwiit.s CDBB-L-27S en un medio que contiene Tween- 

SO utilizando un gradiente de pH. 

-Las fracciones I ? ,  13 y 14 obtenidas mediante el analisis de isoelectroenfoque tienen 

diferente pi, coincidiendo estos con los reportados (5.7-6.3) para la endo-poligalacfmnasa 

(Lim, J. et al. 1980. Frances, M .  et al 1990). y además en estas fracciones se obtuvo la 

mayor actividad enzimática. 

- El patrón electroforetico de las isoenzimas obtenidas mediante isoelectroenfoque es 

diferente al patrón de la enzima control (Tween-SO y glucosa). 

- Se lograron aprender diferentes técnicas básicas de bioquimica tales como: 

- Ultrafiltración 

- Determinación de actividad enzimatica por aumento de azúcares 

reductores por el método de Nelson-Somogyi. 

Determinación de proteina por el método de Low?. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Separación de proteína por punto isoelectnco utilizando rotofor. 

- 
- 
- 
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C.ALEND.4RIO DE TRABAJO 

1 INICIAR FERMENTACI~N PARA LA PRODUCCI~N DE LA 

ENDO-POLIGALACTURONASA A PARTIR DE K/ryveromyce$ 

111crni~7rrrr.s CDBB-L-778. Y SEPARAR LA  BIOMASA DE LA  

ENZIMA POR MEDIO DE CENTRIFUGACI~N. 

MEDIR ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA ENDO- 

POLIGALACTURONASA CON EL MÉTODO DE NELSON- 

- 

SOMOGYt (medición de azúcares reductores) 

MEDIR PROTElNA PRODUCIDA UTILIZANDO EL MÉTODO DE 

LOWRY. 

D 

CONCENTRAR UNA PEQEÑA PORCIÓN DEL EXTRACTO 

CRUDO POR MEDIO DE ULTRAFILTRO CON hEMBRANA DE 

CORTE DE 5,000 Da. POSTEMORMENTE LLEVAR A CABO 

ELECTROFORESIS EN MEDIO NO DESNATURALIZANTE, CON 

EL FIN DE PODER OBSERVAR A LA PROTEÍNA EN ESTUDIO. 

LLEVAR A CABO LA SEPARACI~N DE LA PROTE~NA POR su 
PUNTO ISOELÉCTRICO ~ L I Z A N D O  ROTOFOR. 

D UNA VEZ OBTENIDO LAS DISTINTAS FRACCIONES DE LA  

PROTEiNA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE L A  ENDO- 

POLIGALACTURONASA CON EL MÉTODO DE NELSON- 
SOMOGYl (medición de azúcares reductores) 

MEDIR PROTEÍNA PRODUCIDA UTILIZANDO EL MÉTODO DE 

LOWRY. 

SEMANA 

5' 

6' 

r 

8" 

Y 

ACTIVIDADES A REALIZAR I 



-- . .- 

1P CON LAS DISTiNTAS W C C I O N E S  OBTENIDAS LLEVAR A 

CABO ELECTROFORESIS EN UN SISTEMA NC 

DESNATURALIZANTE PARA OBSERVAR A LAS FRACCIONES 

OBTENTDAS DE LA PROTEMA EN ESTUDIO 

11' A N A L I Z A R  RESULTADOS Y REALIZAR REPORTE 

i 
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