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SEPARACION DE LAS PROTEINAS EXCRETADAS POR Kluyveromyces
marxianus CON ACTIVIDAD DE ENDO-POLIGALACTURONASA.

I INTRODUCCION:

Las enzimas pectinoliticas son de gran importancia en la industria alimentaria por
los efectos que tiene sobre la textura de los alimentos, ya que muestran actividad -
macerativa hacia los tejidos de los vegetales. ademas de su uso en el proceso de vinos y
jugos de frutas y vegetales, pues causa la hidrolisis parcial o total de las pectinas
suspendidas con [o cual disminuve la turbiedad v viscosidad de éstos. mejorando asi su
apariencia.

En la actualidad a nivel industrial se utilizan las pectinasas producidas por hongos
va que se producen en forma extracelular. lo cual presenta ventajas para su recuperacion del
caldo de fermentacion. 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
almibares (Frances et al. 1990). facilita la maceracion de frutas. dando como resultado
mayores rendimientos en la obtencion de jugos (Saval et al. 1983). eleva el rendimiento de
zumos de frutas y mejora la extraccion del color de las pieles y de las frutas y vegetales
macerados (Owen, 1991) |

Khuyveromyces marxianus, €s proﬁuétora de varias enzimas, pero bajo condiciones
microaerobias o en presencia de pectina solo excreta endo-poligalacturonasa al medio, lo
que tacilita su recuperacién. Esta enzima se podria utilizar en la industria alimentaria ya-
que se ha demostrado en _prueb.as de laboratorio, que es capaz de clarificar eficientemente
los jugos de manzana (Gomez-Ruiz et al. 1988), pues cataliza la despolimerizacion de
substancias pécticas {Takuo et al, 1983) atacando los enlaces internos dando como
resultado una rapida reduccion de la viscosidad (Suckling, 1990), ademas de que es efectiva
en la maceracion de tejidos de papa y zanahoria (Lim et al. 1980}.

En estudios previos se ha demostrado que algunos factores ambientales tales como
el oxigeno disuelto, temperatura, asi como Tween-80, pueden ser capaces de inducir o

reprimir la excrecion de la pectinasa en K. marxianus. Se sabe que bajo condiciones
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optimas de crecimiento. la presencia de Tween-30 en concentraciones de 0.1%. se induce

la produccion de la endo-poligalacturonasa. Martinez-Monroy 199_7"5' |
Al realizarse un analisis electroforético de la endo-poligalacturonasa excretada por

Klvveromyces marxianus se observo una banda muy ancha correspondiente al medio con

Tween-80 lo cual concuerda con su peso molecular. el cual fue de 94.723 Dublan 1998.

En este trabajo se pretende separar las proteinas excretadas por Kluyveromyces
marxicarus CDBB-L-278 con actividad de endo-poligalacturonasa. en un medio que

contiene Tween-80 comparandolo con-un medio control-que solo contiene glucosa.



[I. ANTECEDENTES:

Las levaduras son microhongos que se encuentran generalmente en forma de celulas
tnicas v que se producen por gemacion. Algunas levaduras se encuentran tnicamente
como células individuales y a veces forman cadenas cortas, mientras que otras pueden
formar diversos tipos de filamentos. Una caracteristica de la poblacion 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 periplasmico y la pared celular. que contiene

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

De acuerdo a la clasificacion de las levaduras, Kluyveromyces marxianus es una
levadura ascosporogena, pertenece al grupo de las Eumycota del tipo Hemiascomycetes ‘
que se encuentran dentro de la clase Ascomicotina. Es del orden Endomycetales; de la
familia Saccharomicetaceae y subfamilia Saccharomycetoideae; del género Kinyveromyces
y de la especie marxianus. Produce de 1 a 4 ascosporas, su forma va de reniforme a media
luna, puede fermentar glucosa, galactosa, lactosa, sacarosa, rafinosa, D-xilosa e inulina. No

asimila nitrato. Crece a 37°C (Cruz-Guerrero, 1993).

Por otro lado Kiuwveromyces marxianus es productora de enzimas como f-
tfructofuranosidasa, B-gaiactosidasa y la endo-poli galacturonésa entre otras {Cruz-Guerrero,
1995). Estas se podrian utilizar en la industria alimentaria, por lo que dicha levadura se
considera de gran potencial economico (Espinoza et al. 1992).

En el caso particular de la pectinasa de K. marxianus se ha demostrado su uso en la
maceracion en tejidos de papa y zanahoria. (Lim et al. 1980, Takuo et al. 1983). Gémez-
Ruiz et al. (1988), reportaron que la endo-poligalacturonasa de esta levadura es tan efectiva
en la clarificacion de jugo de manzana como la pectinasa comercial.

De acuerdo con Lim et al. (1980) v Frances et al. (1990) la pectinasa de K.
marvicons es un sistema multienzimatico formado por cuatro endo-poligalacturonasas, a las
que se denominan enzima I, enzima I, enzima 111 y enzima 1V, Las propiedades de estas

enzimas se encuentran en la tabla 1.

tas



Tablat PROPIEDADES DE ENDO-POLIGALACTURONASA DE Kluyveromyces

marxianus
ENZIMA ENZIMA | ENZIMA ENZIMA
l 11 11 v
pl {Punto isoeléctrico) 6.3 6.0 6.3 5.7
Peso molecular 49600 49600 467060 49600
M(Daltons)
pH (éptimo) 4-5 4$-5 $4-5 4-6
T °C (6ptima). 50 50 50- 50 -

(Lim. J. et al. [980, Frances, M. et al. 1990)

Las cuatro enzimas son glicoproteinas, 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 70°C.

Por otro lado Smith y Pyle (1990), encontraron que existen nueve endo-

poligalacturonasas producidas por K. marxianus con un punto isoeléctrico en el intervalo de

5.6-6.5, asi como un peso molecular en la region de 43000 Da.
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I11. OBJETIVOS:

¥

OBJETIVO GENERAL:

Separar las diferentes proteinas con actividad de endo-poligalacturonasa producidas

por Klmvveromyces marxianus CDBB-L-278 en un medio que contiene Tween-80 y medio

control que contiene glucosa, por medio de técnicas basicas de bioquimica.

OBJETIVO PARTICULAR:

.Aprender técnicas de bioquimica tales como:

Ultrafiltracion

Determinacion de actividad enzimatica por aumento de azucares
reductores por el método de Nelson-Somogyi.

Determinacion de proteina por el metodo de Lowry.

Electroforesis en geles de poliacrifamida.

Separacion de proteina por punto isoeléctrico (utilizando rotofor.Bio

Rad)
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1V. PLAN DE TRABAJO:

Se llevd a cabo la produccion de la endo-poligalacturonasa en presencia de glucosa
(medio control) y Tween-80 a 30 °C. con agitacion constante en condiciones

microaerobias.

Una vez obtenida la endo-poligalacturonasa. por medio de centrifugacion a 3500 r.p.m.
durante 30 min.. se separara de la biomasa. y el sobrenadante del caldo de fermentacion se
le llamara extracto-crudo. se le determinara actividad enzimatica por medio del metodo de

Nelson-Somogyi (1944) y proteina por medio de Lowry (1951).

Parte del extracto crudo se concentré por medio de ultrafiltrafiltacion con membranas
de corte de 10,000 Da a este concentrado se le denominod extracto enzimatico. al cual se le
determind actividad enzimatica y proteina por los méetodos de Nelson-Somogyi y Lowry
respectivamente. La concentracion de este extracto es con el fin de tener la concentracion

adecuada para llevar a cabo el analisis electroforético en un sistema no desnaturalizante.

La otra parte del extracto crudo se pasé a través del rotofor para poder llevar a cabo la
separacion de las diferentes proteinas por punto isoelectrico. Una vez obtenidas las

fracciones se les determiné actividad enzimatica y proteina.

Finalmente, se realizd nuevamente el analisis electroforético de las muestras que
presentaron actividad para saber cuantas proteinas endo-pligalacturonasa excreta

Kinyveromyces marxianus bajo las condiciones de fermentacion establecidas.
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v METODOLOGIA

V.1 PRODUCCION DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA

V.1.1. MICROORGANISMO

Este estudio se llevo a cabo utilizando la cepa Kluyveromyces marxianus CDBB-L-
278 que proviene del cepario del Departamento de Bioingenieria y Biotecnologia del

Centro de Investigaciones de Estudios Avanzados. Instituto Politécnico Nacional, México.

V.1.2. MEDIOS DE CULTIVO

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

que presentan la siguiente composicion:
Medto con glucosa {control):

0.1% Sulfato de amonio ((NH_),SO
0.05% Sulfato de magnesio (MgSO
0.05% fosfato de potasio monobasico (KH,PO,)

1.0% Glucosa
0.67% Base libre de nitrégeno para levaduras (YNB)

Medio con Tween-30

Este medio se preparo igual que el medio glucosa, pero adicionandole 0.1% de Tween-80

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

121°C (15 Ib/pg?), durante 15 minutos.



[a base libre de nitrogeno para levaduras. se usé con la finalidad de asegurar que el
tinico compuesto nitrogenado que se encontraba en el medio ademas del sulfato de amonio.

era el correspondiente a las proteinas producidas por Kluyveromyces marxianus.

V.1.3. CONDICIONES DE CULTIVO

Las fermentaciones se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con un
voiumen de trabajo de 100 mL. tapados con algodon. éstos se incubaron a 30°C, con una
agitacion de 200 r.p.m. en un agitador con incubadora ambiental New. Brunswich modelo G

24,

Al cabo de 48 horas se separ¢ la biomasa mediante centrifugacion a 3,500 r.p.m.
durante 30 min. a 4°C en una centrifuga refrigerada Beckman J2-M1. y el sobrenadante se

uttlizd como extracto enzimatico crudo.

V.2, ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENDO-POLIGALACTURONASA

La determinacion de la actividad enzimatica se ilevo a cabo midiendo el aumento de
azucares reductores por el método de Nelson-Somogyt (1944). debido a la accion de la
endo-poligalacturonasa en una disolucion de acido poligalacturonico.

A 99 mL de disolucion de acido poligalacturonico 0.1% (preparado en una
disolucion amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 5.0), que se utilizdé como substrato, se [e
adiciono 0.1 mL de disolucion de enzima, esto se incubo a 30°C, tomandose alicuotas de 1
mL a los minutos 1, 5, 10y 15, considerando estos tiempos como el transcurrido desde el
momento en que la enzima entra en contacto con el acido poligalacturonico hasta que se
mezcla con el reactivo 1 de Nelson-Somogyi, contenido en la serie de tubos, con lo cual se

detiene {a reaccidn, y se procede segun la técnica de Nelson-Somogyi.
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V.2.1. Técnica parala deteri"nina'cién de reductores (Nelson-Somogyl. 1944)

En un tubo de ensave se coloco | mL de muestra mas 1 mL de reactivo L. Se Incubo
20 min. en bafio de agua hirviendo, se enfrio. se agrego ! mL de reactivo 11, se agito
vigorosamente, se agregd |7 mL de agua destilada. se agito y leyo en espectrofotometro

(Shimadzu UV-160A) a 520 nm.

V¥.2.2. Curva patrén

Los datos obtenidos se correlacionaron en una curva patron de acido galacturdnico
de concentracion de 0-0.0004g/mL en agua, y se leyo a 520 nm. Posteriormente se
determinaron las unidades de actividad de endo-poligalacturonasa (UPg) considerandose
como la cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de azucar reductor por
minuto a 30°C ypH 5.0.

Para llevar a cabo la determinacion de azucares reductores fue necesario elaborar tos
reactivos que a continuacion se mencionan:

Reactivo [

Disolucion A: _
En 500 mL de agua se disolvieron: 25g de carbonato de sodio anhidro (Na,CO,),

25g de tartrato. de sodio y potasio (KNaC,H,0,.4H,0). 20g de bicarbonato de sodio

(NaHCO3) y 200g de sulfato de sodio (Na,SO,), v se aforo a 1 litro.
Disolucion B:
En 200 mL de agua destilada se agregaron 4 gotas de acido sulfurico concentrado

(H,SO,), y se disolvieron 30g de sulfato de cobre (CuSO,5H,0).

Para preparar ¢l reactivo, se mezcld 1 mL de disolucion B mas 25 mL de disolucion




Reactivo 11

Disolucion A;

En 450 mL de agua destilada se disolvieron 21 mL de acido sulfurico concentrado

(H,S0,) y 25 g de molibdato de amonio ((NH)) M070,,4H.0).

Disolucion B;

- Se disolvio en 25 mL de agua destilada 3¢ de arseniato de sodio (Na,HAsO,.7H,0).
Se mezclo lentamente con agitacion las disoluciones A y B. se atoro a 500 mL y se

calentg a 55°C por 30 min.

V.3. DETERMINACION DE PROTEINA

El método de Lowry, (1951) se basa en la formacion del complejo cobre-proteina en

condiciones alcalinas, seguida de una reaccion oxido-reduccion con el reactivo de Folin.

Para esta determinacion se requirio la preparacion de los siguientes reactivos:

Ay

A) Carbonato de sodio (Na,CO,) al 2% en NaOH O.1 N
B) Suifato de cobre (CuSO ) al 1%
C) Tartrato de sodio y potasio (KNaC,H,O,.4H,0) al 2%

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

V.3.1. Técnica:

1) Se mezclaron 50 mL del reactivo A mas 1 mL del reactivo By 1 mL del

reactivo C
2) Se tomaron 5 mL de {o anterior y se adiciond 1 mL de muestra problema




3) Se dejd reposar 10 min. en la oscuridad

4) Posteriormente se agregaroriﬁ().i mL de la disolucion D

3) Se dej6 reposar 30 min. en la oscuridad.

o} Las muestras se leyeron en espectrofotometro (Shimadzu UV-160A) a

2 =390 nm. contra un blanco de reactivos v agua.

7) Los datos obtenidos se correlacionaron con una curva patron de seroalbumina-

bovina de concentracion de 0-500 pg/mL

Vv.4. CONCENTRACION DE PROTEINA

Se llevo a cabo la concentracidn del extracto enzimatico crudo por medio de un
filtro de corte de 10 kDa. por medio de centrifugacion. hasta obtener un concentrado

adecuado (aproximadamente 260 pg/mL) para llevar a cabo el analisis electrotorético.

V.5. ANALISIS ELECTROFORETICO DE ENDO-POLIGALACTURONASA

Una vez obtenido los concentrados enzimaticos de cada uno de los medios, se llevo
a cabo la caracterizacion electroforética de éstos, 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 continuacion: |

1) Disolucion de acrilamida/bis (T=30% C= 2.67%). Se pesaron 14.6g de
acrilamida. 0.4g de WN'N’-bis-metilen-acrilamida. se disolvieron en 35 mL de agua y se
aforo a 50 mL.

2) Amortiguador Tris-HC1 1.5M, pH 8.8 (para gel de separacion). Se pesaron
18.15g de base-Tris y se aforé a 100 mL, se ajusto a pH 8.8 con HCI 6N.

3) Amortiguador Tris-HCI 0.5M. pH 6.8 (para gel de concentracion). Se pesaron

6.0g de base-tris y se aford a 100 mL, se ajusto a pH 6.8 con HCI 6N.




4) Amortiguador 5X. pH 8.3 (para corrida). Se pesaron 9.0g base-tris, 43.2g de

“glicina v se adicionaron a 600 mL. Para una corrida electroforetica se diluyeron 60 mL de

amortiguador 5X con 240 mL de agua desionizada.

3} Persulfato de amonio al 10%. Se disolvio 0.1 g en 1 mL de agua. Este teactivo se
preparo al momento de su utilizacion.

6) Colorante azul de bromofenol. Se agrego 0.01 g de azui de bromofenol en 172.5
mL de NaOH 0.1 M y se aforo a 25 mL

7} Colorante para corrida de muestras. Se’mezclaron 3.8 mL de agua desionizada,

1.0 mL de Tris-HCl pH 6 8. 0.8 mL de glicerol v 0.4 mL de azul de bro_mofenol (1%).
V.5.1. Preparacion de los geles
a) GEL DE SEPARACION

Se prepararon 10 mL de gel de separacion utilizando una T= 0% como se indica en la

tabla 2

Tabla 2. Preparacion del gel de separacion con T=10%

REACTIVOS ~ CANTIDAD
Agua destonizada | 4012 mL
Disolucion amorﬁguadora pH 8.8 25mL
Acrilamida/bis 333 mL
Persuifato de amonio 10% 50uL
N, N, N', N'-Tetrametilendiamina s5uL
(TEMED)

Esta mezcla se deair6 durante 15 minutos utilizando vacio, transcurmido este tiempo
se adiciono persulfato de amonio (10%) y TEMED. Se colocd inmediatamente esta mezcla
entre las placas de vidrio previamente montadas. Despues de transcurrido unos minutos se
le adiciond gotas de agua para evitar la resequedad de los geles. Se dejaron reposar durante

una hora para asegurar la gelificacion total.
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by GEL DE CONCENTRACION _
Se prepararon 5 mlL de gel de concentracion con una T= 3%. utilizando las

proporciones indicadas en [a tabla 3

Tabla 3. Preparacion del gel de concentracién con T= 3%.

REACTIVOS CANTIDAD
Agua desionizada 3.22mL
Disolucion amortiguadora pH 6.8 1.25 mL
Acrilamida/bis 0.5 mL
Persulfato de amonio 10% 251k
N, N, N', N-Tetrametilendiamina SulL-
TEMED

La disolucion se deaird durante 15 minutos utilizando vacio, transcurrido este
tiempo de adiciono persulfato de amonio (10%) y TEMED. Se elimino el agua de los geles
anteriores e inmediatamente 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.

Y.5.2. Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras (Tween-80 y Glucosa ) para la corrida de los geles
de electroforesis se realizd de la siguiente manera: Se mezclaron 10puL de colorante y 15uL
de ruestra.

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

los geles.
V.5.3. Condiciones de electroforesis
Se monto el equipo de electroforesis, el cual consta de una camara de electroforesis

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

cuyas dimensiones fueron de 72 x 101 mm, utilizando separadores de 0.75 mm y un peine
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del mismo espesor. Para el corrimiento electroforético se utilizo una fuente de poder (BIO-

RAD Power Pak 300). la cual se coloco bajo las condiciones optimas para la corrida ( 4°C.
200 V).

Una vez colocado los geles e inyectadas las muestras se dejo correr durante 55 min.
tiempo aproximado para que el colorante azul de bromofenol alcanzara la parte final del

gel.
V.6.4. Tincién de los geles

La tincién de los getes se llevo a cabo con Sypro de la siguiente manera: Una vez
terminado el commiento electroforético el gel se coloco en una disblucién de acido acético
al 7.5% durante 30 minutos, con el fin de fijar la proteina al gel. asi como eliminar el
colorante del frente de corrimiento, azul de bromofenol, transcurrido el tiempo el gel se
coloco en una disolucion de SDS al 0.05% en acido acético al 7.5%. con agitacion por 30
minutos; finalmente se coloco el gel en una disolucion de Sypro (5 mL en 25 mL de acido

acético al 7.5%) durante 30 minutos.
V.6. ANALISIS DEL PUNTO ISOELECTRICO 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 tsoeléctrico.
Se prepararon 60 mL de extracto crudo (243.45ug/ml) en adicion con 1.5 mL de

anfolito, esta disolucion se inyecto al rotofor previamente montado
V.7.1. Condiciones de rotofor

Se monto el equipo de rotofor (Bio-Rad Cleaning Concentrate, 161-0722), el cual
consta de dos membranas de intercabio (anionica y cationica), una camara de intercambio

en la cual se encuentra una membrana con 20 carriles. Para evitar un calentamiento

excesivo el cual podria desnaturalizar a las proteinas se utiliz6 una fuente de refrigeracion

14




(VWR Scientific products PolySciencie 1160-A) para mantener una temperatura de 4°C.
Para el con‘i_n"iiento de isoelectroenfoque se utilizo una fuente de poder (Power Pac 3000
power supply). con las condiciones Optimas para la corrida (12 W).

Una vez inyectada la muestra se dejo correr durante un intervalo de 3-5 hr para la
estabilizacion del voltaje. Transcurrido el tiempo se colectaron las veinte fracciones en
tubos de ensave de 12 x 75 mm los cuales estaban contenidos en una camara de recoleccion
conectada al vacio.

Al finalizar el corrimiento se midio pH y actividad enzimatica de las fracciones

obtenidas.
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V1 RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron fermentaciones en medio de cultivo en presencia de glucosa y Tween-

30 (0.1%) con la cepa de Kimyveromyces marxianis CDBB-1.-278.
Los resultados de actividad enzimatica y proteina en los extractos crudos se

presentan en la tabla 4.

Tabla 4. Comparacién de la endo-poligalacturonasa excretada por Kiuyveromyces

muarxiarntus en difereates medios.

MEDIO DE ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD
CULTIVO ENZIMATICA (ug/mL) ESPECIFICA
(UPg/mL} (UPg/mg prot.)
GLUCOSA 0.9647 135.34 7.128
TWEEN-80 1.5247 24345 6.503

En presencia de Tween-80, el aumento de proteina fue evidente, esto puede deberse
a que estos surfactantes actiian sobre la pared celular incrementando la permeabilidad de '
ésta en la levadura liberandose asi una mayor cantidad de proteina, como teportan Resse y

Maguire (1968) y Lestan et al. {1994).

Mientras que la actividad enzimatica en presencia de Tween-80 también se observo

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

En la grafica | se hace una comparacion de la actividad enzimatica de la endo-

poligalacturonasa entre los dos diferentes medios.

16




Grifica 1. Comparacién de la actividad enzimitica de la endo-poligalacturonasa

excretada por Kluyveromyces marxianus.

uPg/mL

GLUCOSA TWEEN-80

medio

En la grafica .2, se hace una comparacion de {a proteina obtenida en los diferentes

medios. observandose una mayor produccion en el medio con Tween-80.
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Grafica 2. Comparacion de proteina excretada por Kluyveromyces marxianus.

180 |~

&

ng/mlL

100}

Posteriormente se llevd a cabo la concentracion de lIa enzima por medio de un filtro
con poro de corte de 10 kDa, con esto se obtuvo la enzima concentrada en los diferentes

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

V... ANALISIS DEL ISOELECTROENFOQUE DE LA  ENDO-
POLIGALACTURONASA

Al realizar el corrimiento para lograr la separacion de la endo-poligalacturonasa por
medio del rotofor se obtuvieron veinte fracciones con sus respectivos pH, asi mismo se
determino actividad enzimatica de cada una de las muestras para poder determinar que

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




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

Muestra pH Actividad .} Muestra pH Actividad

enzimatica enzimatica

(pmol/min) {(nmoVmin)

I 151 0.00 Il 334 1 8785

g 166 000 iz 123 66347
3 183 0.00 13 553 | 1039781
4 188 0.00 ¥ 646 57138
5 196 | 03872 15 702 0.00
6 202 | 0.49007 16 766 0.00
7 205 | 090982 17 858 0.00
8 706 | 1.0232 8 10.33 0.00
9 330 | 063709 19 1252 0.00
10 247 | 005489 20 12.78 0.00

Con los resultados obtenidos se realizo la grafica 3 con cada una de las muestras
observandose 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
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Grafica 3. Comparacion de Actividad de la endo-poligalacturonasa en las diferentes

fracciones obtenidas con respecto al pH.
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Muestras
En las muestras en que observo el pico de mayor actividad presentaron un pH
cercano al punto isoeléctrico de la endo-poligalacturonasa. el cual se encuentra en un
intervalo de 5.7-6.3 (Lim, }. et al. 1980, Frances, M. et al. 1990). Con estos resultados
_ podemos decir que se logro separar a las isoenzimas por su punto isoeléctrico.
Dado que en las fracciones 12 a 14 se encontro la mayor actividad y un pl cercano

al que nos reporta la literatura se decidio someterlas a un analisis de electroforesis.
V1.2. ANALISIS ELECTROFORETICO DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA

Para evaluar si existia alguna diferencia en [as obtenidas de la endo-
poligalacturonasa. se realizo la electroforesis utilizando una proporcion en los geles. de
acrilamida-bisacrilamida de T=10%.

En la figura |, se observé que para el concentrado enzimatico de Tween-80, hay un
pequeiio barrido, es decir se tienen otras bandas con diferente peso molecular, las cuales

estan tan unidas que solo se logra ver una banda ancha, por esta razén da un patrén
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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 esta al mism;:a nivel de la otra banda. con solo este
analisis electroforético no se puede afirmar que ésta sea similar y ademas actie de la
misma manera que la del medio control, pues al momento de su excrecion ésta pudo haber
cambiado en su estructura.

Con respecto a las fracciones obtenidas (13 yl4), se observa un patron
electroforético similar de una de sus bandas en cuanto a la muestra control (glucosa) y
tween-80, sin embrago 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 fraccion 12 obtuvo un patron electroforético diferente tanto del medio control y a Tween-
80. como de las fracciones 13 y 14, va que se observaron dos bandas de peso molecular
bajo. Con estos resultados se observa que se tuvo una separacion de las isoenzimas de la

endo-poligalacturonasa.

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

excretada por Kluyveromyces marxianus (no desnaturalizante T=10%)

En los camifes I y I se muestran la endo-Pg obtenida con medio Tween-80 y giucosa
respectivamente, en los carriles I, IV y V se observan las muestras 12, 13 y 14

respectivamente.
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ViI. CONCLUSIONES:

-Se observo un aumento de proteina asi como de actividad enzimatica en el medio con
Tween-80 debido a que probablemente este surfactante actia sobre la pared celular
incrementando la permeabilidad de ésta en la levadura, permitiendo asi liberacion de una

mayor cantidad de proteina.

- Se lograron separar diferentes proteinas con actividad de endo-poligalacturonasa
producidas por Kliyveromyees marxiars CDBB-L-278 en un medio que contiene Tween-

80 utilizando un gradiente de pH.

-Las fracciones 12, 13 y 14 obtenidas mediante el analisis de isoelectroenfoque tienen
diferente pl. coincidiendo éstos con los reportados (5.7-6.3) para la endo-poligalactieronasa
(Lim, J. et al. 1980. Frances. M. et al. 1990). v ademas en estas fracciones se obtuvo la

mayor actividad enzimatica.

- El patrén electroforético de las isoenzimas obtenidas mediante isoelectroenfoque es

diferente al patron de la enzima control (Tween-80 y glucosa).

- Se lograron aprender diferentes técnicas basicas de bioquimica tales como:
- Ultrafiltracion
- Determinacion de actividad enzimatica por aumento de azlcares
reductores por el método de Nelson-Somogyi.
- Determinacion de proteina por el metodo de Lowry.
- Electroforesis en geles de poliacrilamida.

- Separacion de proteina por punto isoeléctrico utilizando rotofor.

b
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CALENDARIO DE TRABAJO:

SEMANA

ACTIVIDADES A REALIZAR

INICIAR FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE LA
ENDO-POLIGALACTURONASA A PARTIR DE  Kiuyveromyces
marxianus CDBB-L-278. Y SEPARAR LA BIOMASA DE LA
ENZIMA POR MEDIO DE CENTRIFUGACION.

63

MEDIR  ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA  ENDO-
POLIGALACTURONASA CON EL METODO DE NELSON-
SOMOGYI (medicion de azticares reductores)

MEDIR PROTEINA PRODUCIDA UTILIZANDO EL METODO DE
LOWRY. |

CONCENTRAR UNA PEQUENA PORCION DEL EXTRACTO
CRUDO POR MEDIO DE ULTRAFILTRO CON MEMBRANA DE
CORTE DE 5,000 Da. POSTERIORMENTE LLEVAR A CABO
EL.LECTROFORESIS EN MEDIO NO DESNATURALIZANTE, CON
EL FIN DE PODER OBSERVAR A LA PROTEINA EN ESTUDIO.

83

LLEVAR A CABO LA SEPARACION DE LA PROTEINA POR SU
PUNTO ISOELECTRICO UTILIZANDO ROTOFOR. '

UNA VEZ OBTENIDO LAS DISTINTAS FRACCIONES DE LA
PROTEINA MEDIR ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA ENDO-
POLIGALACTURONASA CON EL METODO DE NELSON-
SOMOGYT (medicion de azicares reductores)

MEDIR PROTEINA PRODUCIDA UTILIZANDO EL METODO DE
LOWRY.
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CON LAS DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDAS LLEVAR A
CABO  ELECTROFORESIS  EN 'UN  SISTEMA  NO
DESNATURALIZANTE PARA OBSERVAR A LAS FRACCIONES
OBTENIDAS DE LA PROTEINA EN ESTUDIO.
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ANALIZAR RESULTADOS Y REALIZAR REPORTE
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