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PARA TU JUEGO MAS IMPORTANTE...

Toma el balon bijo, te nombro Quarter Back de tu equspo en le jusgo de la vida.
Soy tu coach y te lo doy tal como es.
Solo hay un calendario de juegos: dura toda la vida y es un solo juego.

Es un largo partido, sin tiempos fuera ni situaciones,

T4 juegas el partido entero toda la vida.

Tendrds un gran backfield y mandards sefiales; pero esos tres comparieros, atrds de
la linea, también tienen gran prestigto, se laman:

Fe, Esperanza y Cartdad.

Jugaris detrds de una linea verdaderamente poderosa,

De un exctremo al otro de ella se hallan:

Honestidad, 1 ealtad, Devocidn al deber, Respeto a ti mismo, Estudso, Limpieza y
Buena Conducta.

Los postes del gol, son las perladas puertas del cielo.
Dios es el réfert y sinico drbitro.
E! hace todas las reglas y no hay apelacion contra ellas.

Hay diez; reglas bdsicas. T4 las conoces como los Die Mandamientos y las aplicas
estriclamente de acuerdo a tu propia religion.

Existe una regla fundamental: Lo que té quisieras que otro hicieran por #, hazglo
ti por ellos”.

- Eneste juego, si llegas a perder el baltn, pierdes también el juego.

(Aqui estd el balon! (Es tu alma inmortall (Estréichala contra #5!.
AHORA HIJO: SAL AL CAMPQO Y VEAMOS QUE PUEDES HACER CON ELLA.

Vincent Lombardi
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RESUMEN

L, RESUMEN

Se evaluo la influencia de la 2-desoxiglucosa y Tween-30 sobre la endo-
poligalacturonasa de Khwyveromyces marxiamus CDBB-L-278, comparindose con la
excretada en un medio control que solo contenia' glucosa. Por medio de electroforesis
desnaturalizante, se observo una diferencia en las enzimas excretadas en presencia de estos
compuestos, ya que con Tween-80 se obtuvieron cinco subunidades, en 2-desoxiglucosa se
obtuvieron dos subunidades mientras que la producida en el medio control cuatro.

Mediante la determinacion de actividad enzimatica utilizando acido poligalacturdnico
como substrato en gel de poliacrilamida, se logré saber cuales subunidades presentaban
actividad pectinolitica tanto de la enzima producida en el medio control como de las

excretadas en los medios con Tween-80 y 2-desoxiglucosa.
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2 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 se utiliza en el proceso de vinos y
jugos de frutas y vegetales, pues causa la hidrolisis parcial o total de las pectinas
suspendidas con lo cual disminuye la turbiedad y viscosidad de éstas, mejorando asi su
apariencia,

En la actualidad a nivel industrial se utilizan las pectinasas producidas por hongos
ya que se producen en forma extracelular, lo cual presenta ventajas para su recuperacion del
medio 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
jugos de frutas y mejora la extraccién del color de las cscaras y de las frutas y vegetales
macerados (Owen, 1991)

La levadura denominada Kluyveromyces marxiamus, es productora de varias
enzimas, pero bajo condiciones microaerobias o en presencia de pectina solo excreta endo-
poligalacturonasa 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 (Gémez-Ruiz et al. 1988), pues cataliza
la despolimerizacion de substancias pécticas (Takuo et al, 1983) atacando los enlaces
internos dando como resultado una répida 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, la temperatura, asi como la presencia de 2-desoxiglucosa y surfactantes
como el Tween-80, pueden ser capaces de inducir o reprimir la excrecion de la pectinasa en
K. marxianus. Se sabe que bajo condiciones optimas de crecimiento, la presencia de 2-

desoxiglucosa y Tween-80 en concentraciones de 0.2% y 0.1% respectivamente, inducen la
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produccién de la endo-poligalacturonasa (Cruz-Guerrero 1995, Martinez-Moroy 1997,
Montero-Andrade 1997}

En este trabajo se pretende hacer una comparacion de la endo-poligalacturonasa
producida en diferentes medios, caracterizindola por medio de patrones electroforéticos, ya
que de encontrarse cambios en estos patrones, podrian sugerir un cambio en el mecanismo
de excrecion de esta pectinasa o en la estructura de la enzima que modifique su actividad.

La importancia de este trabajo radica en generar conocimiento sobre las variables
que influyen en la excrecién de endo-poligalacturonasa a partir de K. marxianus en vias de
establecer el potencial de esta levadura como una fuente alterna de produccién de enzimas

pectinoliticas para su uso en la industria alimentaria,
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ANTECEDENTES

3 ANTECEDENTES

3.1 ENZIMAS:

El nombre "enzima”, fue creado en 1878 por Kuhne a partir del término griego "en
Ia levadura”. Las células pueden actuar como méiquinas quimicas porque poseen enzimas,
que son capaces de aumentar la velocidad de reacciones quimicas especificas. Las enzimas
son moléculas proteicas muy especializadas, elaboradas por las células a partir de
aminodcidos. Cada enzima solamente puede catalizar un tipo especifico de reaccion
quimica. Se conocen en la actualidad casi 2000 enzimas diferentes. Las enzimas superan
notablemente a los catalizadores confeccionados por el hombre en su especificidad reactiva,
su eficacia catalitica y su capacidad de actuacién en condiciones suaves de temperatura. En
unos segundos puede catalizar secuencias de reacciones muy complejas, las cuales
requeririan dias, semanas o meses de trabajo en un laboratorio quimico (Scriban, 1984,
Lehninger, 1991).
La sustancia que sufre la transformacidn en presencia de [a enzima se conoce como el
substrato de dicha enzima. El choque entre dos moléculas produce energia que puede ser
absorbida por Ias moléculas mismas, o puede ser disipada bajo forma de calor en el medio.
Si la energia absorbida por el substrato es suficiente para franquear la barrera de potencial
llamada energia de activacitn, el substrato se puede transformar y conducir a la formacion
de un producto, es decir a un estado final, diferente del estado inicial. Esta energia de
activacion generalmente es elevada y no es compatible con las condiciones del medio en el
cual se debe desarrollar las reacciones del metabolismo de los arganismos vivientes como
PH cercano a la neutralidad, temperatura comprendida entre 0 y 40°C, presién cercana a la
presién atmosférica. Por tanto, la realizacion de esas reacciones necesita de catalizadores
bioquimicos, las enzimas, cuya accién consiste, como la de todo catalizador, en "abatir” la
energia de activacidn, acelerando la reaccion, cuya velocidad se encuentra multiplicada por
un factor del orden de 16'-10°". Al final de cada ciclo de reaccion, la enzima permanece
inalterada. (Scriban, 1984).
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La enzimas son las ilaves utiles de la biotecnologia y de la bioindustria, son la
esencia de la ingenieria microbiologica, ya que catalizan las reacciones metabolicas puestas
en juego y se aseguran de su regulacion (Scriban, 1984).

Las enzimas tiemen una estructura tridimensional globular, estin formadas
generalmente por una sola cadena polipeptidica, y sélo logran ser activadas cuando los
polimeros desarrollan una conformacién que permite establecer su centro activo, En
muchos casos estin integrados por una parte proteica y una no proteica; la primera se
conoce como apoenzima y la segunda como cofactor. Este tltimo es un compuesto de peso
molecular bajo, muy estable al calor, que presenta diversos grados de unién de la
apoenzima; los principales cofactores son las vitaminas (tiamina, niacina, piridoxina,
riboflavina y &cido pantoténico), los cationes (cobre I, molibdeno II, zinc II, magnesio I,
hierro II, manganeso II y calcio IT), los aniones (cloruros) y otras sustancias organicas.

Debido a su naturaleza, a las enzimas les afectan los mismos factores que alteran a
las proteinas; por esta razon, cada una de ellas, para actuar en forma 6ptima, requiere de
condiciones especificas como la temperatura, el pH, la fuerza ionica, etc. (Badui, 1981).

Las enzimas se encuentran en todos los organismos vivos tales como animales,
plantas y microorganismos. _
La mayoria de las enzimas utilizadas en la industria alimentaria son enzimas de

origen microbiano, ya que presentan ventajas como {Cruz-Guerrero, 1995):

1) La sintesis de enzimas es predecible y controlable.

2) Hay disponibilidad de materias primas como substrato con una composicion
relativamente constante. .

3) Su produccion no estd sujeta a variaciones estacionarias, no existe riesgo de
escasez por cambios climaticos o situaciones geograficas.

4) La manipulacion genética ha aumentado considerablemente las posibilidades de

optimizar los rendimientos a través de mutaciones, de seleccion de cepas y de
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condiciones de crecimiento y mas recientemente, mediante la tecnologia del

ADN recombinante.
5) Disefio de enzimas mejoradas por ingenieria de proteinas.

3.2 LEVADURAS

Cuando Pasteur comenzd sus estudios en 1857, la opinién que prevalecia respecto a
la fermentacion y putrefaccion de la materia organica era que los cambios que acontecen en
la materia en descomposicion se debian principalmente a la accién del oxigeno del aire y
que el proceso era exclusivamente de caracter quimico. En esa época Pasteuf ¢ra profesor
de 1a Universidad de Lille, Francia, una civdad en donde la fabricacién de la cerveza y
vinos, productos de la fermentacion alcoholica, era una industria de mucha importancia.
Estudié concienzudamente las fermentaciones alcohdlicas y demostro que los cambios que
ocurren en la materia fermentada, dando como resultado la formacién de alcohol, no eran
simples procesos quimicos sino que se Hevaban a cabo por la accion de las levaduras vivas.
Demostrd también que otros tipos de fermentaciones que dan origen a otros productos
~ quimicos, son producidos por bacterias u otros microorganismos, y que cada tipo tiene su

modo caracteristico de fermentacion.

Alrededor de 1880, el investigador danés Hansen establecié la practica, hoy
universal, de utilizar en las industrias de fermentacion cepas puras de levaduras, cultivadas
en el laboratorio y seleccionadas especialmente por su eficacia para efectuar un tipo
determinado de fermentacion. El mas importante de los cambios fermentativos producidos
por las levaduras es la descomposicion del azicar en alcohol (la llamada fermentacion

alcohélica) (Burdon y Williams 1983).

Las levaduras son microhongos que se encuentran generalmente en forma de células
unicas y que se producen por gemacion. Algunas levaduras se encuentran inicamente
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
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las células de la levadura es la presencia de yemas, producidas cuando la célula se divide.
En las levaduras, la envoltura cefular incluye la membrana citoplasmica, constituida por
lipidos, proteinas y mananos, el espacio periplismico 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 en 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 Kluyveromyces
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, 1995).

Por otro ladoe Kluyveromyces marxiamus es productora de enzimas como f-
fructofructanchidrolasa, B-galactosidasa y la endo-poligalacturonasa entre otras (Cruz-
Guerrero, 1995). Estas se podrian utilizar en la industria alimentaria, por lo que dicha
levadura se considera de gran potencial econdémico (Espinoza et al. 1992).

En el caso particular de la pectinasa de X. marxianus se ha demostrado su uso en la
maceracion en tejidos de papa y zanahoria. (Lim et al. 1980, Takuo et al. 1983). Gomez-
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.
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3.3 ENZIMAS PECTICAS

Las enzimas pécticas se pueden clasificar en tres categorias principalmente,
(Whitaker, 1972, Colin, 1990, Tucker y Woods, 1991.):

a} Pectato liasas
b) Pectasas

c) Pectinasas

a) Pectato liasas: Actian sobre las pectinas las cuales son parciales o totalmente
desesterificadas. Catalizan la ruptura de los enlaces glicosidicos por trans-eliminacidn del
hidrogeno de las posiciones 3 y 4, formando dobles enlaces, obteniéndose unidades de

galacturénidos insaturados. Pueden ser de tipo endo o exo.

b) Pectasas: Se les conoce también con los nombres de pectinesterasas,
pectinmetoxilasas y pectinmetilesterasas. Catalizan la hidrolisis de los enlaces éster de las

substancias pécticas, produciendo metanol y acido poligalacturénico.

c) Pectinasas: Se les conoce como poligalacturonasas, pectolasas y
pectinpoligalacturonasas. Catalizan la hidrélisis de los enlaces glucosidicos de la pectina y
de los acidos pécticos y pectinicos, convirtiéndolos en acido metil-galacturonice o acido

galacturonico segin sea el caso.

Las enzimas pécticas son producidas por algunos hongos como el Aspergillus niger,
Penicillium expansum, Rhizopus tritici, Sclerotinia rofsii, Phytium sp. y Geotricum
candidum;, por levaduras como Kluyveromyces marxiarus, Candida pseudotropicalis y
Saccharomyces cerevisiae, y por algunas bacterias como Erwinia carotovora y E
chrysanthemi (Phaff y Demain, 1956., Ried y Collmer, 1985, 1986., Garcia-Garibay et
al. 1987ab., Frances et al., 1990 y Owen, 1991). También se encuentran en tomates y

zanahorias pero la actividad es minima.
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Las pectinasas de los hongos actuan en un rango de pH de 3 a 6 de acuerdo a la
procedencia de la enzima. Aumenta su actividad en presencia de sales alcalinas v en
presencia de pectasas. Es inhibida por el catién Mg (II) y por proteinas inertes. La endo-
poligalacturonasa de Klyveromyces marxianus tiene una temperatura optima que va de
30°C a 50°C, pero es inactiva a 75°C (Lim et al ,1980).

Las pectinasas son producidas por bacterias, hongos v algunas levaduras, sin
embargo desde el punto de vista comercial, 1as pectinasas de hongos son preferidas por la
industria por varias razones, principalmente porque se producen en forma extracelular. lo
cual presenta ventajas para su recuperacion del medio de .fennemacic')n, la mezcla de
actividades pectinoliticas que se tienen en los filirados libres de células es capaz de
disminuir la viscosidad de jugos de frutas, ayuda a la maceracion de tejidos de vegetales v
frutas, de esta manera aumenta los rendimientos en la obtencion de jugos y. las
caracteristicas de las pectinasas producidas por estos microorganismos como el pH y
temperaturas 6ptimos de actividad, son muy similares a las condiciones de uso en la

elaboracion de jugos de frutas (Saval et al., 1983).

3.4 PRODUCCION Y CARACTERISTICAS DE LA POLIGALACTURONASA

DE Kluyveromyces marxianus.

Kltnveromyces marxianus produce la endo-poligalacturonasa, de forma exiracelular
{Luh v Phaff, 1951), ésta actua de forma especifica sobre los acidos poligalacturonicos y
oligalacturénicos. Cuando se pone a crecer esta levadura bajo condiciones microaerobias
con cierta agitacion a 30°C, en un medio que contiene base libre de nitrégeno para levadura,

se obtiene unicamente endo-poligalacturonasa (Montero-Andrade, 1997).

En particular la endo-poligalacturonasa de Kityveromyces marxiarus es una enzima
que cataliza la despolimerizacion de substancias pécticas pues ataca los enlaces internos
dando como resultado una rapida reduccion en la viscosidad, ademas se ha demostrado que
es capaz de clarificar jugos de frutas v vegetales en pruebas de laboratorio (Takuo et al.

1983. Gomez-Ruiz et al. 1988. Colin, 1990). también muestra actividad macerativa en
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tejidos de papa v zanahoria (Lim et al. 1980) y ayuda a la elaboracion del vino (Owen,
1991).

3.4.1 MECANISMO DE ACCION DE LA PECTINASA
La endo-poligalacturonasa de K. marxianus cataliza 1a hidrolisis de acido péctico,

la cual es la ruptura de éste en acidos tetra, tn, di y galacturonico, reaccién que sucede
como se muestra a continuacién (Demain y Phaff, 1954, Phaff y Demain, 1956):

a) Esta reaccion consiste en un rapido ataque inicial sobre la cadena lineal en un
mecanismo al azar, en el cual se llega hasta un 25% de hidrolisis aproximadamente.
acido péctico—— icido tetra + tri +di + galacturdnico

b) La segunda fase es mdas lenta. en ésta ios enlaces que ain estan disponibles son
hidrolizados.

acido tetragalacturénico ™ 4cido tri + galacturénico
¢) Finalmente una hidrolisis extremadamente lenta, la cual cesa hasta un 70% de
ésta, es decir desde el acido péctico hasta el cido galacturonico.

acido trigalacturénico —p  &cido di + galacturénico

10
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De acuerdo con Lim et al. (1980) y Frances et al. (1990) la pectinasa de K.
marxianus es un sistema multienzimatico formado per cuatro endo-poligalacturonasas, a las
que se denominan enzima I, enzima II, enzima IIl y enzima IV. Las propiedades de estas

enzimas se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1 PROPIEDADES DE ENDO-POLIGALACTURONASA DE

Kluyveromyces marxianus
ENZIMA | ENZIMA | ENZIMA | ENZIMA
I o m v
pl (Punto isoeléctrico) 6.3 6.0 6.3 5.7
Peso molecular 49600 49600 46700 49600

(Daltons)

pH optimo 4-5 4-5 4-5 4-6

Temperatura dptima (°C) 50 50 50 50

(Lim, J. et al. 1980, 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,

La aireacion a la que se efectia la fermentacion es un aspecto importante que
influye en [a produccion de la endo-poligalacturonasa y la morfologia de Kiuyveromyces
marxianus (Garcia-Garibay et al. 1987a). Esta enzima es producida constitutivamente en
condiciones de baja aireacion (Luh y Phaff, 1951}, Wimborne y Rickard (1978),
encontraron que en medio de glucosa, la produccién de la enzima se ve reprimida con un

nivel de oxigeno disuelto del 60%, mientras que a 0% la enzima se desreprime, por otra
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parte Garcia-Garibay et al. {1987a), estudiaron la influencia del oxigeno en la produccién
de pectinasa, reportando que con una alta aireacion en fermentador, la produccién de la
enzima es completamente reprimida (en suero de leche vy medio de lactosa), mientras que
en condiciones anaerobias la enzima si es producida. Como se tenia un intervalo de oxigeno
en el cual la produccion de la endo-poligalacturonasa era obtenida, Cruz-Guerrero (1995)
reportd que a 3.3 mg de oxigeno disuelto/L, la produccion de endo-poligalacturonasa se ve
reprimida mientras que a 2.4 mg de oxigeno disuelto/L, se obtuvo la mayor produccién de
dicha enzima.

Garcia-Garibay et al. (1987), realizaron estudios de produccioén de la pectinasa en
medio con lactosa y suero de leche con pectina observando un efecto de desrepresion en
condiciones aerobias. Kluyveromyces marxianus, no usa como fuente de carbono la pectina,
acido poligalacturénico y acido galacturdnico, pero si usa la glucosa, galactosa y glicerol.
Cruz-Guerrero (1995), reporté que la pectina presentd un efecto inductor en la produccion
de la endo-poligalacturonasa tanto a diferentes concentraciones de oxigeno disuelto como a
diferentes temperaturas, este compuesto ¢jercid un efecto similar en la produccion de fa

enzima al que se obtuvo con la disminucion del oxigeno disuelto.
3.5 EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA EN LEVADURAS

La 2-desoxiglucosa es un analogo estructural de la glucosa. Es un fuerte inibidor
del crecimiento y utilizacion de azicares en las levaduras (Heredia et al. 1964a), ya que no
puede ser metabolizado por éstas, por lo cual es un inhibidor competitivo para la
asimilacion de hexosas en sus diferentes caminos metabélicos (Cruz-Guerrero, 1995). El
efecto que se tiene con esta hexosa, se puede observar en la sintesis de manosa y glucanos
provocando lisis osmotica, ya que la pared celular se vuelve mas fragil (Biely et al., 1971,
Rose y Harrison, 1987). El mecanismo bioquimico se basa en la incorporacion de la 2-
desoxiglucosa dentro de nucleétidos con la posibilidad de entrar al metabolismo de la
célula (Cruz-Guerrero, 1995).

Se provoca una inhibicién de la sintesis de polisacaridos por la presencia de 2-
desoxiglucosa en nucledtidos lo cual ocasiona que no se lleven a cabo las reacciones

rnormales. A altas concentraciones de 2-desoxiglucosa se atrapa una cantidad sustancial de

12



\y’

ANTECEDENTES

fosfato como 2-desoxiglucosa-6-fosfato (2DG-6-P) y el contenido de ATP en la célula se
disminuye en gran medida. Por lo que las levaduras mutantes resistentes a 2-desoxiglucosa
se han aislado debido a que no tienen la hexoquinasa o a que pfesentan una fosfatasa
especifica para la 2-desoxiglucosa-6-fosfato (Rose y Harrison, 1987 y Cruz-Guerrero,
1995).

Los cambios que ocurren en el metabolismo de las levaduras se pueden explicar por
los efectos que causa esta hexosa en su morfologia, y lo que se propone es:

- La interferencia de la 2-desoxiglucosa con el transporte y fosforilacion del
substrato dando como resultado el bloqueo de la glucosa fosfato isomerasa, o algin otro
paso de la glucdlisis por los productos fosforilados.

- La inhibicion de la glucdlisis en las levaduras por acumulacion de 2-
desoxiglucosa-6-fosfato, la cual impide la entrada del azicar a la célula.

- La resistencia a 2-desoxiglucosa es debida a la presencia de una fosfatasa
intracelular que previene la acumulacion de 2-desoxiglucosa-6-fosfato, (Heredia et al,,
1964 y Heredia y Sols, 1964).

- La inhibicién del crecimiento por disminucidn de las reservas celulares de uridin
nucledtidos necesarios para la sintesis de polisaciridos, dicha disminucién resulta de la
acumulacion de uridin-difosfato-2-desoxiglucosa (UDP-2-DG)

- Existe un efecto litico en la pared celular que se¢ desencadena con lz 2-
desoxiglucosa, esto sucede porque el UDP-2-DG inhibe la insercion de glucosa en la pared
celular o por la incorporacion de la 2-desoxiglucosa en la pared (Byron, 1968).

El transporte y la fosforilacion de la 2-desoxiglucosa en la levadura, son llevados a
cabo por los sistemas constitutivos comunes para la glucosa, manosa y fructosa (Heredia et
al 1964), y dado que la 2-desoxiglucosa es un anilogo de la glucosa esta puede ser utilizada
para simular la presencia de hexosas durante las fermentaciones de modo que si la
biosintesis de alguna enzima esta reprimida por la glucosa, la 2-desoxiglucosa ejercera la

misma funcién (Cruz-Guerrero, 1995).

La lisis en levaduras puede ocurmir solo en los sitios de glucanos, y es producida

solo si la célula estd creciendo, asi mismo el UDP-2DG se acumula en presencia de glucosa

13
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y galactosa, finalmente cualquier efecto de la inhibicion de fermentacién por 2-

desoxiglucosa es probablemente secundario (Byron, 1968),

Por otro lado, se ha encontrado que en un medio con 0.02% de 2-desoxiglucosa, ¢l
porcentaje de células vivas de Saccharomyces cerevisiae disminuye durante el periodo de
crecimiento. En un medio con 0.05% y 0.2% de esta hexosa, la viabilidad de estas cétulas
disminuye en dos diferentes fases del crecimiento. La primera toma lugar en la fase
exponencial temprana de crecimiento. La segunda comienza en la fase estacionaria de
crecimiento, (Biely et al. 1971).

Cruz-Guerrero (1995), realizé estudios para investigar ¢l efecto de la 2-
desoxiglucosa, en diferentes cepas de K. maxianus (cepa CDBB-L-278, productora de
pectinasa e inulinasa, Cepa UCD-C-351, productora de pectinasz, Cepa NCYC-587,
productora de P-galactosidasa, cepa NCYC-1429, productora de inulinass y lactasa),
observando que a un nivel de 0.2% de esta desoxiaziicar, no fue toxica para las cepas
estudiadas, ademas que favorecio la produccion de la endo-poligalacturonasa, -en las cepas
CDBB-L-278 y UCD-C-351, no observindose este efecto en las otras dos cepas. Asi
mismo observé que 1a cepa CDBB-L-278, fue la mejor productora de esta enzima.

Para un nivel de 0.4% de 2-desoxiglucosa, establecié que no fue toxica para la cepa
CDBB-L-278, mientras que para las otras tres cepas se observé un efecto negativo en su
crecimiento.

Tomando en cuenta estos resultados, concluyd que la cepa mais resistente a la 2-
desoxiglucosa, es la cepa CDBB-L-278, ademis de que la adicion de esta hexosa al medio,
incrementé la produccién de endo-poligalacturonasa e inclusive a concentraciones

elevadas (0.6 %) todavia se encontraba el doble de la actividad enzimatica,

Por otro lado, se hizo una comparacién de la pared celular de  Saccharomyces
cerevisiae crecida en un medio control de glucosa con la de un medio en presencia de 2-
desoxiglucosa, observando que sdlo difieren en apariencia macroscopica. La pared celular

del control se encontrd menos hidrofobica que la pared celular de la levadura en presencia
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de 2-desoxiglucosa. Las formas esféricas de las células crecidas en presencia de 2-
desoxiglucosa, y sus paredes mas plegadas y fragmentadas que las células crecidas en un
medio control (glucosa), indican que con 2-desoxiglucosa se sintetizan paredes celulares
muy debilitadas (Biely et al. 1971).

La presencia de la 2-desoxiglucosa durante el crecimiento de Khgveromyces
marxiarus produce un aumento en la produccion de la endo-poligalacturonasa (Cruz-
Guerrero, 1995), en trabajos posteriores mediante microscopia optica se observd que en
presencia de esta 2-desoxiaziicar se tiene un cambio importante en la morfologia de las
células de K. marxianus CDBB-L-278. Por medio de microscopia electrénica confirmaron
este cambio de morfologia, observandose que a mayor concentracion de 2-desoxiglucosa
mayor es la tendencia al dimorfismo, y a la gemacion multipolar, lo cudl ademis se

correlacionaba con la mayor produccidn de pectinasa. (Cruz-Guerrero et al. 1997).

3.6 EFECTO DEL TWEEN-80 EN LEVADURAS

Los surfactantes, son substancias que pueden actuar en la superficie cuando
disminuye la tensién superficial del liguido en que estd disuelta, o bien la tension
superficial de la intercara si hubiera otra fase presente. Para que una substancia sea
surfactante, es necesario que contenga dos grupos: uno polar o hidréfilo y otro no polar o
hidréfobo.

Las propiedades generales y comportamiento de los agentes tensoactivos se deben al
caricter dua! de sus moléculas (grupo hidréfilo y grupo lipofito); es asi como el
antagonismo entre las dos secciones de la molécula y el equilibrio entre ellas es fa que da al
compuesto propiedades de actividad superficial. El grupo hidrofilo ejerce un efecto
solubilizante y tiende a llevar a la molécula a disolucton completa. El grupo hidréfobo, en

cambio, y debido a su insolubilidad, tiende a contrarrestar la tendencia del otro.

15
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Ei término surfactante no ionico, se refiere principalmente a los derivados
polioxietilenados y polioxipropilenados, también se incluyen en estas categorias los
derivados del sorbitan, alcanolamidas grasas, etc. Los surfactantes no idnicos tienen la
ventaja de que son estables frente a la mayoria de los productos quimicos en las
concentraciones usuales de empleo. En los agentes no idnicos el grupo hidrofdbico estd
formado por una cadena larga que contienen una serie de grupos débilmente solubilizantes
(hidrofilicos), tales como enlaces etéreos o grupos hidroxilos en sus moléculas. La
repeticion de estas unidades débiles tiene el mismo efecto que un hidréfilo fuerte, satvo que
no tiene ninguna ionizacion. Caso similar al de los aziicares que a pesar de su estructura
hidrocarbonada contienen un gran nimero de hidroxilos, haciendo soluble la molécula en
agua (Garfias y Ulacia, 1993).

Se ha observado que algunos microorganismos reaccionan de manera positiva en la
produccion de enzimas hidroliticas al utilizarse surfactantes. Estudios que se han realizado
con la adicién de Tween-80 (mono oleato de polioxietileno) un surfactante no idnico, a los
medios de cultivo, da como resultado un marcado incremento en la produccion de enzimas.
Al parecer este agente surfactante juega un papel importante tanto en la produccién como
en la secrecion de las enzimas microbianas (Reese y Maguire, 1969).

La adictén de Tween-80 al medio de cultive cuando se crecieron Gliocladium
vermoeseni, Pestalotia virgatula, Neurospora crasa, Trichoderma viride entre otras,
estimuld la produccion de la enzima esterasa, bemzoil esterasa, celulasa y xilanasa
tespectivamente, hasta un doble de su valor inicial (Reese y Maguire, 1969., Buzzi et al.,
1993., Viesturs et al., 1996). En estudios realizados por Otha y Hayashida, (1983), ta
adiciéon de Tween-80 mas ergosterol al medio base, hizo posible la obtencion de altas
concentraciones de etanol en cepas de sake, Kyokai no.7. Por otro lado Phanerochaete
chrysosporium, en presencia de Tween-80 o &cido oléico, fue capaz de producir ligninasa y
convertir lignina a CO;. (Asther y Cormrieu, 1987, Lestan et al.,1993). Asi mismo
Deshpande et al. (1987), al adicionar 0.1% de dcidos grasos (oléico, linoléico y linolénico)

a Penicillium funiculosum y mutantes de ésta, aumentaron la actividad de exo-glucanasa y
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B-glucosidasa, también al adicionar 0.1% de Tween-80 a estas mismas cepas, aumento los
niveles de exo-glucanasa y 3-glucosidasa. Schiochtermeier et al. (1992), propusieron que en
el cultivo de Strepromyces reticuli, al adicionar Tween-80 se incrementa la produccién de
carboximetil celulasa, como resultado del aumento de la permeabilidad de la membrana.
Kuhad et al. (1994), observaron que al adicionar 0.02% de Tween-80 hubo un incremento
en la secrecion de la celulasa de Fusarium oxysporum DSM 841, en un 30 %.

De lo anterior se desprende que el Tween-80, puede interactuar con la membrana
celular v 1a superficie de substratos insolubles, alterar la permeabilidad de la membrana, asi
de esta manera conducir [a liberacion de Ias enzimas extracelulares.

Martinez-Monroy (1997), comparé la produccion de endo-poligalacturonasa
de K. marxiamis en un medio con glucosa con la de un medio con 0.1% de Tween-80,
observando un incremento en la actividad especifica de la endo-poligalacturonasa.

A pesar de los estudios realizados alin no se conoce el modo de accién de los
surfactantes (Reese y Maguire, 1969., Asther y Corrieu, 1987). Sin embargo se ha
postulado que este tipo de surfactantes actilan sobre la membrana celular aumentando su

permeabilidad para !a liberacion de la enzima (Reese y Maguire, 1969, Lestan et al., 1993),

17



Ll

OBIETIVO

4 OBJETIVO

Determinar por medio de patrones electroforéticos, si existe alguna diferencia en la
poligalacturonasa excretada por Kluyveromyces marxianus CDBB-L-278 en presencia de 2-
desoxiglucosa y tween-80, con respecto 2 la producida en un medic control que solo

contiene glucosa.
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5 PLAN DE TRABAJO

La produccién de la endo-poligalacturonasa se llevo a cabo mediante el cultivo de
Khiyveromyces marxianus CDBB-L-278 en presencia de glucosa (medio control),

2desoxiglucosa y Tween-80 en cada caso.

Una vez terminada la fermentacién la endo-poligalacturonasa se separo de la biomasa,
por medio de la centrifugacion del caldo de fermentacion, al sobrenadante se le llamé
extracto crudo y se le determind actividad enzimatica por medio del método de Nelson-

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

El extracto crudo se concentro por medio de ultrafiltracion con membranas de corte de
30 kDa y por precipitacion con acetona, a este concentrado se le llamo extracto enzimatico,
al cual se le determino actividad enzimatica y proteina por los métodos de Nelson-Somogyi

y Lowry respectivamente.

Con el extracto enzimatico se llevo a cabo el analisis electroforético en un sistema no
desnaturalizante de la endo-poligalacturonasa excretada por Klwyveromyces marxicoms
crecida en glucosa, 2-desoxiglucosa y Tween-80, para esto se utilizaron geles de
poliacrilamida, debido a las ventajas que presentan, por ejemplo: son termoestables,
transparentes, durables, relativamente inertes quimicamente. Después se llevo a cabo esta
1écnica en un sistema desnaturalizante con el fin de poder saber si la enzima esta formada

por una o varias subunidades.

Una vez determinado el patron electroforético en los diferentes sistemas se determind la
actividad enzimatica en geles de electroforesis utilizando acido poligalacturonico como

substrato.
Para finalizar con la caracterizacion y poder llevar a cabo una comparacion de la endo-

poligalacturonasa excretada en los diferentes medios de cultivo, se determind el peso

molecular de la enzima en los sistemas tanto desnaturalizante como no desnaturalizante.
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6 METODOLOGIA
6.1 PRODUCCION DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA
6.1.1. MICROORGANISMO

Este estudio se llevo a cabo utilizando la cepa Kinyveromyces 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.

6.1.2. MEDIOS DE CULTIVO

Composicion de los medios de cultivo utilizados para la produccion de la endo-

poligalacturonasa:
6.1.2.1 Medio con glucosa {control):

0.1% Sulfato de amonio ((NH4)2SO4)
0.05% Sulfato de magnesio (MgSO )
0.05% fosfato de potasio monobasico (KH,PO,)

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

6.1.2.2 Medio con 2-desoxiglucosa:

0.1% Sulfato de amonio ((NH,),S0,)
0.05% Sulfato de magnesio (MgSO,)
0.05% fosfato de potasio monobasico (KH,PO,)

0.8% Glucosa
0.2% 2-desoxiglucosa
0.67% Base libre de nitrégeno para levaduras (YNB)

20
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6.1.2.3 Medio con Tween-80

Este medio se preparé igual que 6.1.2.1, pero adicionandole 0.1% de Tween-80.

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

121°C (15 Ib/pg2), durante 15 minutos.

La base libre de nitrogeno para levaduras, se usé con la finalidad de asegurar que et
inico compuesto nitrogenado que se encontraba en ¢l medio ademas del sulfato de amonio,

era el correspondiente a las proteinas producidas por Kiwyveromyces marxianus.

6.1.3. CONDICIONES DE CULTIVO

Las fermentaciones se Hevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL, con un
volumen de trabajo de 100 mL, tapados con algodon, 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 separ6 la biomasa mediante centrifugacion a 3,500 r.p.m.
durante 30 min. 2 4°C en una centrifuga refrigerada Beckman J2-M1, y el sobrenadante se

utilizé como extracto enzimatico crudo.

6.2 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE ENDO-POLIGALACTURONASA

La determinacion de la actividad enzimatica se llevo a cabo midiendo el aumento de
articares reductores por ¢l método de Nelson-Somogyi (1944), debido a la accion de la
endo-poligalacturonasa en una disolucién de acido poligalacturénico. Para la elaboracion
de los reactivos ver apéndice 1. La determinacion se llevé a cabo de la siguiente manera;

A 99 mL de disolucion de acido poligalacturénico 0.1% (preparado en una
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disolucién amortignadora de acetatos 0.1 M, pH 5.0), que se utilizé como substrato, se le
adiciond 0.1 mL de disolucién de enzima, esto se incubod a 30°C, toméandose 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 icido poligalacturénico hasta que se
mezcla con el reactivo I de Nelson-Somogyi, contenido en la serie de tubos, con lo cual se

detiene la reaccion, y se procede segun la técnica de Nelson-Somogyi.

6.2.1 Técnica para la determinacién de reductores (Nelson-Somogyi, 1944)

En un tubo de ensaye se coloco 1 mL de muestra més | ml de reactivo 1. Se Incubé
20 min. en bafio de agua hirviendo, se enfrib, se agregd 1 mL de reactivo I, se agitd
vigorosamente, se agregd 17 mL de agua destilada, se agité y leyo en espectrofotometro
(Shimadzu UV-160A) a 520 nm.

6.2.2 Curva patrén

Los datos obtenidos se correlacionaron en una curva patron de 4cido galacturénico
de concentracion de 0-400ug/ml. en agua, y se leyé a 520 nm. Posteriormente se
determinaron las unidades de actividad de endo-poligalacturonasa {(UPg) considerandose
como Ia cantidad de enzima necesaria para liberar un micromol de azicar reductor por
minuto a 30°C y pH 5.0.

6.3. DETERMINACION DE PROTEINA

El método de Lowry, (1951) se basa en la formacidn del complejo cobre-proteina en
condiciones alcalinas, seguida de una reaccion 6xido-reduccién con el reactivo de Folin.

Para la elaboracion de los reactivos ver apéndice 11
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6.4. CONCENTRACION DE PROTEINA
Se realizd en dos etapas:

6.4.1 Se concentré el extracto enzimatico crudo por medio de un uitrafiltro
Minitan (Mitlipore model no 7523-20), utilizando membranas de corte de 30 kDa., con una

presion constante de 20 psi.

6.4.2 Al concentrado anterior se le agregé 44% v/v de acetona fria en bafio de
hielo, para la precipitacion de la proteina, posteriormente se centrifugé a 10,000 r.p.m. 30
min. a 4°C, el sedimento obtenido se resuspendic en una disolucion amortiguadora de
acetatos, y se dializé contra una disolucién amortiguadora de acetatos 0.1M, pH 3, durante

24 hr a 4°C, obteniéndose el concentrado enzimatico.

6.5 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.

6.5.1 ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE

Las muestras de endo-poligalacturonasa previamente concentradas, se sometieron a
la técnica de electroforesis no desnaturalizante, Para la elaboracion de los reactivos ver

apéndice 111
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6.5.1.2 Preparacidn de los geles
a) GEL DE SEPARACION
Se prepararon 10 mL de gel de separacion utilizando una T= 7.5% como se indica en la

tabla 2.

Tabla 2. Preparacién del gel de separacion con T= 7.5%

REACTIVOS CANTIDAD
Agua desionizada 485 mL
Diselucion amortiguadora pH 8.8 25mL
Acrilamida/bis 2.5mL
Persulfato de amonio 10% 50uL
N, N, N', N'-Tetrametilendiamina SuL
(TEMED)

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

una hora para asegurar la gelificacion total.
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b) GEL DE CONCENTRACION

Se prepararon 5 mL de gel de concentracidn con una T= 3%, utilizando las

proporciones indicadas en 1a tabla 3.

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

REACTIVOS CANTIDAD
Agua desionizada 322mL
Disolucién amortiguadora pH 6.8 1.25 mL
Acrilamida/bis 0.5mL
Persulfato de amonio 10% 25uL
N, N, N', N'-Tetrametilendiamina 5uL
TEMED

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

6.5.1.3 Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras (Tween-80, Glucosa y 2-desoxiglucosa) para Ia
corrida de los geles de electroforesis se realizé de la siguiente manera: Se mezclaron 10uL

de colorante y 15uL. de muestra.

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

los geles.
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6.5.1.4 Condiciones de electroforesis

Se montd el equipo de electroforesis, el cual consta de una cimara de electroforesis
(BIO-RAD Mini-PROTEAN II 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
~ del mismo espesor. Para el corrimiento electroforético se utilizd una fuente de poder (BIO-

RAD Power Pak 300), con las condiciones optimas para la corrida (200 V).

Una vez colocados los geles e inyectadas las muestras se dejé correr durante 55 min.
tiempo aproximado para que el colorante azul de bromofenol alcanzara la parte final del
gel. Una vez transcurrido el tiempo los geles se tifieron con azul de Coomasie por 30-40
min., finalizado ese tiempo se colocaron en una disolucién destefiidora, con recambios
necesarios de esta disolucion, de forma que se pudieran ver con claridad a las proteinas en

estudio.

6.5.1.5.Tincion de los geles

La tincion de los geles se 1levé a cabo con Sypro de la siguiente manera: Una vez
terminado e} corrimiento electroforético el gel se colocd en una disolucion de acido acético
al 7.5% durante 30 minutos, con el fin de fijar la proteina al gel, asi come eliminar el
colorante del frente de corrimiento, azul de bromofenol, transcurrido el tiempo el gel se
colocd en una disolucion de SDS al 0.05% en acido acético al 7.5%, con agitacién por 30
minutos; finalmente se coloco el gel en una diselucion de Sypro (5 pL de sypro en 25 mL

de acido acético al 7.5%) durante 30 minutos.

6.5.2 ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE
Cen las muestras obtenidas en 6.4.2, se llevo a cabo electroforesis desnaturalizante,

para poder determinar si la endo-poligalacturonasa esta formada por una o varias

subunidades.
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Para llevar a cabo esta técnica, se utilizaron los mismos reactivos que en
electroforesis no desnaturalizante (apéndice III), ademas de:

6.5.2.1 Dodecil sulfato de sodio {SDS) al 10%. Se disolvid 1g de SDS en 10mL de
agua desionizada.

6.5.2.2 Disolucién amortiguador 5X, pH 8.3 (para corrida):. Se disolvieron 9.0g de
base-tris, 43.2g de glicina y 3g de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), y se adicionaron a 600
mL de agua desionizada. Se diluyeron 60 mL de Amortiguador 5X con 240 mL de agua
desionizada, para una corrida electroforética.

6.5.23 Colorante para corrida de muestras. Se mezclaron 3.8 mL de agua
desionizada, 1.0 mL de Tris-HCI pH 6.8, 0.8 mL de glicerol, 0.4 mL de 2-mercaptoetanol
y 0.4 mL de azul de bromofenol (1%).

6.5.2.4 Preparacién de los geles
La electroforesis desnaturalizante se llevo a cabo con una T= 7.5%, preparandose
los geles de separaciéon y concentracion, con las mismas proporciones que en 6.5.1.2,

ademas de adicionar 100 pl. de SDS 10%, tanto al gel de separacion como al gel de

concentracion,

6.5.2.5 Preparacion de muestras

Las muestras se prepararon del mismo modo que en 6.5.1.11, ademas de que se
adiciond 0.75 pl de 2-mercaptoetanol a cada muestra. Posteriormente las muestras se
calentaron a ebullicion por cinco minutos, una vez enfriadas, se tomaron 20uL de cada una

de las muestras vy se inyectaron en los carriles de los geles.

6.5.2.6 Condiciones de electroforesis

Las condiciones de electroforesis fueron las mismas que en 6.5.1.4.
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6.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE ENDO-POLIGALACTURONASA EN

GELES DE ELECTROFORESIS

Para la determinacion de la actividad de las endo-poligalacturonasas, excretadas en
los diferentes medios, se utilizd la técnica de Ried y Collmer (1985 y 1986), con algunas

modificaciones (apéndice V). Los geles fueron preparados como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4. Preparacion del gel de separacién con T=7.5%

REACTIVOS CANTIDAD
Agua desionizada 4.85mL
Disolucion amortiguadora pH 8.8 25mL
Acrilamida/bis 25mL
Persulfato de amonio 10% 50 ul
TEMED S5ul
Acido poligalacturénico 0.1%

Esta disolucién se deaird durante 15 minutos utilizando vacio. Antes de adicionar el

persutfato de amonio y el TEMED para ilevar a cabo la gelificacion, se adicioné el acido
poligalacturénico, el cual se homogeneizo perfectamente. Se sigui6 la técnica como en el

punto 6.5.1.2, tanto para el gel de separacion como para el gel de concentracion,

La preparacion de las muestras se realizd siguiendo 6.5.1.3, asi como las

condiciones de electroforesis 6.5.1.4.
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6.6.1 Reaccién enzimdtica

Una vez terminado el corrimiento electroforético, el gel de substrato fue lavado
durante una hora con amortiguador 5X, pH 8.3 (para corrida), con tres cambios, ya que asi
se elimina el exceso de azul de bromofenol, SDS y 2-mercaptoetanol que pudiera interferir
en la actividad.. Después se coloco en una disclucion amortiguadora de acetatos S0mM-
10mM EDTA, y se incubb a 37 °C. Se llevaron a cabo incubaciones a diferentes tiempos
{10 min, 20 min, 4hr, 8hr, 10hr, 12hr).

6.6.2. Tinci6n de los geles de actividad

Terminado el tiempo de incubacidn, el gel de substrato se sumergid en una
disolucion de rojo rutenio 0.02%, durante una hora. Transcurrido el tiempo, el exceso de
colorante se elimind con agua destilada. Las zonas sin tefir indican la posicion de las

bandas con actividad enzimatica.

6.7 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR

El peso molecular de la endo-poligalacturonasa, se determind tanto por

electroforesis no desnaturalizante como por electroforesis desnaturalizante

6.7.1 Determinacion de peso molecular en técnica de electroforesis no

desnaturalizante.

Para la determinacién del peso molecular de las diferentes muestras, se llevo a cabo
electroforesis no desnaturalizante, del mismo modo queen 6.5.1.

Se realizaron geles de poliacrilamida a diferentes T de concentracion (5, 6.5, 7.5 y
10%. con el objetivo de controlar ¢l tamafio del poro, ya que al ir aumentando el %T, el
tamafio del poro va disminuyendo, de esta manera puede observarse la diferencia de

migracién de las distintas muestras).
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Para la identificacion del peso molecular de las muestras problema, se corrieron
patrones de peso molecular conocido a una concentracion de 1mg/mL, como se muestra en

la tabla 5, los cuales fueron preparados de la siguiente manera:

- Para B-galactosidasa de E. coli y P-lactoglobulina se hizo una
proporcion (1:1) muestra-colorante (azul de bromofenol).

- Para Seroalbiimina, se adicioné 10 L. de disolucién amortiguadora
pH 6.8+5uL de muestra+5 L de colorante (azul de bromofenol).

Tabla 5. Patrones empleados con un intervalo de peso molecular de 36000-
116000 Da.

Patrones Peso Molecular (Da)
B- Lactoglobulina 36 000
Seroalbimina 66 200
B- galactosidasa 116 000
(E. coli)

Se obtuvo el Rf de estos patrones asi como el de cada una de las muestras
problemas, en cada uno de los geles realizados con las diferentes T elaboradas. Esto se
obtuvo dividiendo la distancia de migracion, desde la parte superior del gel hasta el centro
de la banda de proteina, entre la distancia que recorre el frente de color {azul de
bromofenol).

distancia de migracion de la proteina
Rf= (Ec. 6.7.1.1)
distancia de migracion del frente de color
Con los datos obtenidos se grafico %T (5, 6.5, 7.5 y 10) vs 100[log (Rf

x100}], obteniendo una pendiente correspondiente para cada uno de los patrones, asi como

para las muestras problemas.
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-7

Se tomaron las pendientes obtenidas para cada uno de los patrones y se grafico
contra su peso molecutar conocide. Las pendientes de las muestras problema, se
interpolaron, obteniéndose de esta manera sus respectivos pesos moleculares (ver apéndice
V).

6.7.2 Determinacién de peso molecular por medio de electroforesis

desaaturalizante.

Para la determinacion del peso molecular de las diferentes muestras estudiadas, se
llevd a cabo electroforesis desnaturalizante como en 6.5.2.
Para la identificacion del peso molecular de las muestras problema se corrid un

patrdn de peso molecular conocido, como se muestra en la tabla 6.

Tablsa 6. Patron de proteina de peso molecular conocido con un intervalo de
peso molecular de 6 500-200 000 Da.

PROTEINA PESO
MOLECULAR (Da)
Miosina 200 000
B-galactosidasa 160 000
Fosforilasa b 97 400
Seroalbimina 66 200
Ovoalbimina 45 000
Anbhidrasa carbonica 31000
Inhibidor de tripsina 21500
Lizosima 14 400
Aprotinina 6 500

Se realizd un gel de poliacrilamida a una T= 7.5%, debido a que a esta

concentracion se logro ver mejor la distribucion de las bandas de las muestras problema.
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Se obtuvo el Rf dividiendo Ia distancia de migracién, desde la parte superior del
gel hasta el centro de la banda de la muestra, entre la distancia que recorre el frente de color
(azul de bromofenol), de las muestras problema y del esténdar.

Con los datos obtenidos del estindar se graficé 100[log(Rf x 100)] vs Peso
motecular conocido, después se interpold el Rf de las muestras patron, obteniéndose de esta

manera el peso molecular de cada una de las bandas de proteina.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 EFECTO DE LA 2-DESOXIGLUCOSA Y TWEEN-80 EN LA
PRODUCCION DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA.

Se realizaron fermentaciones en medic de cultivo en presencia de le 2-
desoxiglucosa (0.2%) y Tween-80 (0.1%) con la cepa de Kluyveromyces marxiamus
CDBB-L-278, para observar el efecto que tienen éstos en la excrecién de la endo- -

poligalacturonasa. Se utilizaron los medios de cultivo descritos en la metodologia 6.1.2.

Los resultados de actividad enziméatica y proteina en los extractos crudos se
presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Comparacién de Ia endo-poligalacturonasa excretada por Kluyveromyces
marxianus en diferentes medios.

MEDIO DE CULTIVO ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD

ENZIMATICA (ug/mL) ESPECIFICA

(UPg/mL) (UPg/mg prot }
GLUCOSA ~0.8565 103.52 8.27
2-DESOXIGLUCOSA 1.1206 176.25 6.35
TWEEN-80 0.8756 143.05 6.12

Con respecto a la cantidad de proteina, se observé un incremento en ambos medios
(2-desoxiglucosa y Tween-80), (grifica 1), respecto al medio control, teniéndose una mayor

cantidad de proteina en el medio con 2-desoxiglucosa.

El aumento de proteina en presencia de esta desoxiaziicar podria indicar una
alteracion en la pared celular asociada al cambio de morfologia de la levadura reportado por
Cruz-Guerrero et al. (1997), lo cual, posiblemente permite una mejor excrecion de la endo-
poligalacturonasa.

Asi mismo en presencia de Tween-80, el aumento de proteina fue evidente, esto

puede deberse a que estos surfactantes actian sobre la membrana celular incrementando la
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permeabilidad de la pared celular de la levadura liberandose asi una mayor cantidad de
proteina, como mencionan Resse y Maguire (1968} y Lestan et al. (1994).

Respecto a la actividad enzimética se observa que efectivamente, la concentracion
utilizada de 2-desoxiglucosa, aumenta la produccién de endo-poligalacturonasa, con
respecto al medio control con glucosa, ya que se obtuvo una mejor actividad enzimatica,
(grafica 2), coincidiendo con lo reportado por Cruz-Guerrero (1995), sin embargo se ve una
disminucion significativa en la actividad especifica lo que podria significar un cambio en la
conformacion de la enzima. Dado que la actividad especifica disminuye, podria decirse que
probablemente hubo excrecion de otras  proteinas, sin embargo como se verd
posteriormente en los patrones electroforéticos se comprobd que no se excreta otra proteina,
lo que necesariamente implica que la enzima excretada es menos activa.

En cuanto a la actividad en presencia de Tween-80, no se observd un aumento
significativo en la actividad enzimética, pero dado que hubo un incremento en la cantidad
de proteina excretada y por lo tanto una disminucién de actividad especifica, con respecto

al control se considerd importante seguir con la caracterizacion electroforética.

En la grifica 1, se hace una comparacion de la proteina obtenida en los

diferentes medios, observiandose una mayor produccion en el medio con 2-desoxiglucosa.
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Grafica 1, Comparacion de proteina excretada por Kluyveromyces marxianus.

Havr =
Dy .l T

En la grafica 2. se hace una comparacion de la actividad enzimatica de la endo-
poligalacturonasa entre los diferentes medios, observandose que en medio con 2-

desoxiglucosa, ésta fue mayor.

A
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Grifica 2. Comparacion de la  actividad enzimatica de la endo-poligalacturonasa
excretada por Kluyveromyces marxianus.
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Posteriormente se llevd a cabo la concentracidn de la enzima por medio de
ultrafiltracion con membrana de corte de 30 kDa y precipitacidon con acetona, seguido de
una dialisis, con esto se obtuvo la enzima concentrada en los diferentes medios con el
objeto de tener la concentracion adecuada para la electroforesis. Los resultados obtenidos se

resumen en la tabla 8
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Tabla 8. Comparacion de los concentrados obtenidos por ultrafiltracién de la
endo-poligalacturonasa de Kluyveromyces marxianus en los diferentes medios

MEDIO DE CULTIVO ACTIVIDAD PROTEINA ACTIVIDAD

ENZIMATICA (ug/mL) ESPECIFICA

(UPg/mL) _ (UPg/mg prot.)
GLUCOSA 2.701 150.43 17.98
TWEEN-80 3.824 209.69 18.23
2-DESOXIGLUCOSA 6.342 509.05 12.63

El aumento de actividad especifica podria explicarse en parte, a la pérdida de
péptidos de bajo peso molecular que se detectaron en el permeado, en ¢l cual no se detectd
actividad enzimatica. Con los concentrados obtenidos se llevé a cabo e! analisis
electroforético.

7.2 ANALISIS ELECTROFORETICO DE LA ENDO-POLIGALACTURONASA

7.2.1 ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE.

Para poder evaluar si existia alguna diferencia de la endo-poligalacturonasa {endo-
PG} producida en los diferentes medios de cultivo, se realizaron diferentes ensayos para
lograr obtener la mejor resolucion, de manera que se pudiera hacer una buena comparacion
entre las enzimas excretadas, hasta {legar a una proporcion en los geles de acrilamida-
bisacritamida de T=7.5%, la cual fue la mas adecuada para tal fin (en donde % T es el
contenido de acrilamida y bisacrilamida).

En la figura 1 Se puede observar que existe una banda definida para la endo-
poligalacturonasa producida en medio con 2-desoxiglucosa al mismo nivel que la excretada

en el medio control (glucosa) coincidiendo con lo reportado por Montero-Andrade (1997).

Por otro lado, se observd que para el concentrado enzimatico de Tween-80, hay un
pequeiio barrido, es decir se tienen otras bandas con diferente peso molecuiar, las cuales
estan tan unidas que solo se logra ver una banda ancha, por esta razon da un patréa
electroforético diferente al de la endo-PG producida en medio con glucosa y 2-DG. A pesar
de que la banda mayoritaria en este medio esta al mismo nivel de las otras dos bandas, con
solo este analisis electroforético no se puede afirmar que ésta sea similar y ademas actue de
la misma manera que la del medio control, pues al momento de su excrecion ésta pudo

haber cambiado en su estructura,
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Figura 1. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada por Kluyveromyces marxianus en diferentes medios de cultivo. (no
desnaturalizante T=7.5%).
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En los carriles 1 a 111 se muestra la endo-poligalacturonasa en los diferentes medios
y en los carriles 1V a V1 se presentan los patrones de peso molecular conocido:
1 2-DG, !l Tween-80, I Glucosa, IV B-lactoglobulina, V [3-galactosidasa, VI Seroalbimina

7.2.2. OBTENCION DEL PESQ MOLECULAR DE LA ENDO-
POLIGALACTURONASA EXCRETADA POR Kluyveromyces marxianus EN LOS
DIFERENTES MEDIOS POR ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE.

Los geles de poliacrilamida utilizados para la obtencion del peso molecular se
prepararon a diferentes “T” de concentracion (5, 6.5, 7.5 y 10 %), segin la metodologia
6.5.1. (figuras 2-5.), con el fin de poder observar la diferenciz en el corrimiento
electroforético tanto de las muestras come de los patrones, de manera que se pudiera
realizar un analisis de regresion para la obtencion de éstos.

Se obtuvieron los Rf de los patrones de B-lactoglobulina, Seroalbimina y -
galaciosidasa de £ coli, midiendo la migracion de cada patron y cada una de las muestraz;,
problema, como se muestra en la figura 6, para cada uno de los geles de poliacrilamida con

sus distintas T de concentracion.
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ANALISIS ELECTROFORETICO EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

Figura 2 Electroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada por Kluyveromyces marxianus en diferentes medios de cultivo. (no
desnaturalizante T=5.0 %).

I 11 11 v v Y1

En tos carnles 1 a I} se muestran los patrones de peso melecular conocido y en los
carriles 111 a VI se tiene la endo-poligalacturonasa en los diferentes medios:
I B-lactoglobulina, I1 B-galactosidasa, I1l Seroalbamina, 1V 2-DG, V Tween-80, VI Glucosa

Figura 3. FElectroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada por Kluyveromyces marxianus en diferentes medios de cultive. ( no
desnaturalizante T=6.5 %).

En los carriles Il a IV se muestra la endo-poligalacturonasa en los diferentes medios
y en los carriles 1, V y VI se tienen los patrones de peso molecular conocido.
Carril: 1 Scroalbining, 11 Glucosa, 111 Tween-80, 1V 2-DG, V B-lactoglobulina,
V1 B-galactosidasa.
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Figura 4. FElectroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada por Klupveromyces marxianus en diferentes medios de cultivo, (no
desnaturalizante T=7.5 %).

En los carriles 1 a 111 se presenta la endo-poligalacturonasa en los diferentes medios
y en los carriles 1V a VI se muestran los estandares de peso molecular conocido:
1 2-DG, Il Tween-80, Il Glucosa, IV B-lactoglobulina, V J-galactosidasa, VI Seroalbimina

Figura 5 Electroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada por Kluyveromyces marxianus en diferentes medios de cultive. {(no
desnaturalizante T=10 %).

En los carriles 11 a IV se muestra la endo-poligalacturonasa en los diferentes medios y en
los carriles 1, V y V1, se muestran los estandares de peso molecular conocido:
1 Seroalbumina, 1l Glucosa, 111 2-DG, IV Tween-80, V B-galactosidasa, V1 B-lactoglobulina
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Figura 6. Obtencién del Rl de muestras y patrones.
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Siguiendo la ecuacion 6.7.1.1. de la metodologia se obtuvieron los datos de Rf tanto

para los patrones como para las muestras, los cuales se transformaren a logaritmos, estos

datos se utilizaron para llevar a cabo el analisis de regresion lineal. Los resultados se

muestran en las tablas 9 y 10.

Tabla 9. Patrones de peso molecular conocido a diferentes “T”

f-lactoglobulina Seroalbimina f3-galactosidasa de
Escherichia coli
(%T) | 100[log(Rf x 100)] | _100[log(Rf x 100)] | 100 [log(Rfx 100)]
5.0 186,908 175.857 139.973
6.3 178.506 163.431 113.779
7.5 172.906 155.147 96.315
10.0 158.903 134.438 52.657
* r=0.98 =098 r=0.98
m=5.6 m=8.28 m=1746
b=214.913 b=217.276 b=227.289

* Datos obtenidos del ajuste del analisis de regresion lincal de los diferenties estindares
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Tabla 10. Endo-poligalacturonasa producida en diferentes medios.

2-d.esoxi5lucosa Glucosa Tween-80

{%T) | 100 [log(Rf x 100)] | 100 [log(RF x 100)] { 100 flog(Rf x 100)]
5.0 139.859 139.581 146.112
6.5 127.838 127.774 124 934
7.5 119.903 119.824 110.815
10.0 100,225 99 789 75518
* r=0.999 r=0.999 =0.98
m=7.922 m=7.963 m=14.11

b=179.39 b=179.479 b=216.707

* Datos obteaidos del ajuste del andlisis de regresién lineal de las diferentes muestras
Con estos datos se obtuvo la pendiente para cada uno de los patrones ast como de

las muestras, los cuales se graficaron contra las diferentes “T” de concentracion como se
4

muestra en la grafica 3.
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Grifica 3. Grifica de los diferentes estindares y enzimas para determinar el peso
molecular.
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Una vez obtenidas las pendientes de los patrones, se graficaron vs pesos moleculares

de cada uno de estos, como se muestra en la grafica 4.

Grifica 4. Grifica del modelo estimado para la determinacién del peso molecular en
condiciones no desnaturalizantes.
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Con la grifica obtenida, se interpolaron las pendientes de cada una de las muestras

problemas, obteniendo de esta manera sus pesos moleculares, tabla 11.

Tabla 11. Pesos moleculares de 1a Endo-poligalacturonasa excretada en los distintos
medios.

MEDIO DE | PESO MOLECULAR (Da)
CULTIVO
Glucosa 56,823
Tween-80 94,723
2-DG 56,560

En la tabla 11., se tienen los pesos moleculares para la endo-poligalacturonasa
excretada en los diferentes medios, Glucosa, 2-DG y Tween-80, observando que para éste
ultimo, el peso molecular fue mucho mayor. En el anilisis electroforético figura 2, se
observd que en el caril II, la banda de la Endo-poligalacturonasa en presencia del
surfactante estd muy ancha, habiendo concordancia con su peso molecular el cual es
relativamente grande con respecto al control. Este aumento de peso podria deberse a que el
Tween-80, alterd de alguna manera la permeabilidad de la membrana de K. marxianus, de
modo que al momento de su excrecion alterd la estructura de la enzima incrementando su
tamafio. Esto concuerda con €l hecho de que se excretdé mas proteina en este medio, sin que

se detectara un aumento en la actividad enzimatica.

Por otro lado el peso molecular tanto en 2-DG como en glucosa tienen un peso
molecular cercano al reportado por Lim et al. (1980) y Frances et al. (1990), el cual es de
50 kDa y 49.6 kDa respectivamente. Schwan et al. (1997), reportaron que las cuatro endo-
poligalacturonasas que obtuvieron tienen un peso molecular en un intervalo de 45-36 kDa.
Tal vez estas diferencias encontradas en los distintos pesos moleculares se deban a las

técnicas utilizadas para su determinacion (Frances et al. 1990).
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7.2.3. ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE.

Se evalud la diferencia de la endo-poligalacturonasa (endo-PG) en los diferentes

medios de cultivo, utilizando una proporcion en los geles de acrilamida-bisacrilamida de

=7.5%, se utilizd ésta misma para poder correlacionar ambos métodos (electroforesis no
desnaturalizante y electroforesis desnaturalizante).

En la figura 7, se observa un patron electroforético diferente para cada una de las
enzimas excretadas en los diferentes medios, ya que para el medio con Tween-80, se tienen
cinco subunidades, para el medic control se tienen cuatro subunidades y para el medio con
2-desoxiglucosa solo dos subunidades. Sin embargo se observa un patron electroforético
similar para las subunidades producidas en medio con glucosa y Tween-80, en cuanto a las
de mayor concentracion, observandose un peso molecular similar, difiriendo asi con el
medio de 2-desoxiglucosa, que solo presenta una banda bien definida, con respecto al

medio control.

En cuanto a las bandas de menor concentracién, en el medio con 2-desoxiglucosa
se observa que hay una banda con un peso similar al de fas bandas del medio control y del
medio con Tween-80, asi mismo para el medio control se observan dos bandas a un

mismo nivel que dos de las tres bandas para el medio con Tween-80.

La diferencia observada en las subunidades con 2-desoxiglucosa, con respecto al
medio control es porque quizd ocurri¢ una manipulacion tal, que se alterd la membrana
celular o la composicion de la pared, modificandose asi el mecanismo de excrecién,

alterando de alguna manera a la enzima excretada.

En el caso de Tween-80, la diferencia con respecto al medio con Qucosa, se pudo

deber a que este surfactante interactué con l2 membrana celular, modificandose 1a permea-
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bilidad de la membrana o quizd su mecanismo de excrecion de esta manera al momento de

excretar a la enzima, ésta sufrio alteraciones.

Para poder decir con exactitud cual de las subunidades de cada uno de los medio es
en realidad endo-poligalacturonasa, fue necesario determinar actividad en geles de

poliacrilamida.

Figura 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida de la endo-poligalacturonasa
excretada per Kluyveremyces marxianus en diferentes medios de cultive
{desnaturalizante T=7.5%)

En los carriles I a IV se muestran las bandas de proteina de la preparacion de
enzima de la endo-poligalacturonasa obtenidas en diferentes medios de cultivo:
11 Tween-80, 11! 2-DG, IV Glucosa. En el carril 1 se muestra los patrones de peso
molecular conocido.
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ENDO-

POLIGALACTURONASA EXCRETADA POR Kluyveromyces marxianus EN LOS

DIFERENTES MEDIOS POR ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE.

Se utilizo gel de poliacrilamida con T = 7.5%, preparados segin la metodologia

6.5.1. Se obtuvo el Rf del patron de peso molecular conocido, asi como el de las diferentes

muestras, como se muestra en la figura 8.

Figura 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida de muestras y patron.

. . migracion
i i
D.stang a de de las
migracion
. muestras
del patron de
proteina

migracion
del frente
de color

En los carriles 11 a I'V se muestran las bandas de proteina de la preparacion de

enzima de la endo-poligatacturonasa obtenidas en diferentes medios de cultive:

 Tween-80, II1 2-DG, 1V Glucosa. En el carril I se muestra los patrones de peso

molecular conocido,
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Siguiendo la ecuacion 6.7.1.1., se obtuvieron los datos de Rf que se muestran en las

tablas 12. y 13, para el estandar y las muestras respectivamente.

Tabla 12. Patrones de peso molecular conocido

Nombre de proteina | Peso Molecular (Da) | 100[log(Rf x 100)]
Fosforilasa b 97400 161.278
Seroalbumina 66200 172.427
Ovoalbiimina 45000 "~ 185.733

Anhidrasa carbonica 31000 195,424

Inhibidor de tripsina 21500 199,563

Tabla 13. Determinacién de peso molecular de las bandas de endo-
poligalacturonasa excretada por Kluyveromyces marxianus en diferentes medios
(desnaturalizante T=7.5%)

MEDIO DE CULTIVO | *100flog(Rf x 100)] | **100[log(Rf x 100)]
GLUCOSA a) 183.250 ) 16532
b) 185.125 d) 171.60
2-DESOXIGLUCOSA | a) 185.125 b) 171.60
TWEEN-80 a) 183.250 ¢) 155.63
b) 185.125 d) 165.32
&) 171.60

*Rf de las bandas de mayor concentracion
** Rf de las bandas de menor concentracion

Con los datos obtenidos para el patron se obtuve la curva de calibracion 7.2.4.1,, en

la cual se interpolaron los Rf obtenidos para cada muestra, de esta manera se obtuvieron los

pesos moleculares que se muestran en la tabla 14.
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Grifica 5. Curva de calibracion para la determinacion de peso molecular:

250 -

200 +
=
S 150 4
»
T y = -8.55x + 220
- R? = 0.9969
= 1
= 100 +
= —uw— Datos expefimentaies

: ——Modelo de regresion lineal
50 +
0 - : . :
21,500 31000 45000 66200 97400

Peso molecular (Da)

Tabla 14. Pesos moleculares de la endo-poligalacturonasa excretada en los diferentes

medios.

MED!IO DE CULTIVO * PESO MOLECULAR ** PESO MOLECULAR
{Da) {Da)
GLUCOSA a) 3519 c) 85886
b) 47925 d) 73850
2-DESOXIGLUCOSA ay 47925 b) 73850
TWEEN-8(0 a) 351519 c) 104 461
b) 47925 d) 85886
¢) 73850

* Peso molecular de las bandas de mayor concentracion
** Pesp molecular de las bandas de menor concentracion
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En la tabla 14, se tienen los pesos moleculares para endo-poligalacturonasa
excretada en cada medio. En medio con 2-desoxiglucosa, como se puede observar en la
figura 7, se tiene una sola subunidad de concentracién elevada, cuyo peso molecular es
similar a una de las bandas de la endo-poligalacturonasa en presencia de Tween-80, asi
como una del medio control. Por otro lado las dos subunidades definidas de mayor
concentracion para el medio con Tween-80, tienen el mismo peso molecular que las
subunidades del medio control. Esto concuerda con lo encontrado por Takuo et al (1984)
quienes reportaron un peso molecular de 30 000 a 50 000 Da, asi mismo Frances et al
(1990), reportaron un peso molecular para los cuatro isoenzimas que obtuvieron, en un
intervalo comprendido en 46 700 a 49 600 Da. '

Las bandas de menor concentracion que se observan para las tres endo-
poligalacturonasa en los diferentes medios, difieren para cada uno de estos, Para ¢l medio
en presencia de Tween-80 hay tres subunidades con un peso molecular mayor que las dos
bandas bien definidas en este medio. Para el medio con 2-DG, se observa una subunidad de
peso molecular mayor que la banda bien definida, asi mismo para ¢l control (glucosa), se
observan dos subunidades de peso molecuiar mayor que las dos bandas bien definidas para

éste.

13 DETERMINACION DE ACTIVIDAD EN GELES DE
ELECTROFORESIS NO DESNATURALIZANTE.

Se llevd a cabo la actividad de cada una de las muestras, en geles de poliacrilamida
con 0.1% de acido poligalacturénico como sustrato, usandose rojo rutenio como colorante.
La actividad enzimatica se detectd como halos transparentes que corresponden a las zonas
donde la endo-poligalacturonasa actud degradando el acido poligalacturénico por lo que el
rojo rutenio no se queda ligado. El tamafio de la decoloracion corresponde al grado de
actividad. Se hicieron varias pruebas variando el tiempo de incubacidn, con el fin de poder
detectar claramente las zonas de actividad.

En la figura 9. se hace una comparacion de las endo-poligalacturonasa producidas

en los diferentes medios, observandose que las bandas de la proteina en el gel de
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poliacrilamida tefiido con Sypro, comresponden a los halos del gel de poliacrilamida teflida
con rojo rutenio.

Se inicio el ensayo con un tiempo de 10 hr de incubacion, en el cual se detectd una
gran actividad de fa pectinasa, observandose un halo muy extenso a lo largo y ancho de la
banda, figura 9.B. Se fue disminuyendo el tiempo de incubacion, 8hr, 4hr, 20 min., figuras
10-12, observandose cada vez mas definida la zona de degradacion, hasta llegar a un
tiempo limite de incubacién de 10min, donde se pudo observar que la enzima excretada en
los medios con tween-80 v 2-DG tienen actividad de endo-poligalacturonasa de forma
semejante al medio contro! figura 13. Con esto se confirma que la enzima producida en
estos dos medios al momenio de su excréci(m no alterd su afinidad hacia el sustrato,
teniendo actividad pectinolitica similar al medio control.

La formacion de halos incoloros por la degradacion de la endo-poligalacturonasa
coincide ¢on lo reportado por Smith y Pyle (1990), Frances et al. (1990), Schwan et al.
(1997) y Montero-Andrade (1997), entre otros, ya que se observa una banda bien definida
en la zona de degradacion.
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Figura 9. Deteccién de a endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida:

A. Proteina teiiida con Sypro: Carril: [ 2-DG, II Tween-80, III Glucosa.

B. Deteccion de endo-poligalacturonasa por tincién con rojo rutenio (10 hr de
incubacién): Carril: 1 Glucosa, IT Tween-30, 111 2-DG.

A. Gel teiiido con Sypro B. Deteccion de endo-poligalacturonasa
con rojo rutenio

I II m

Carril: [ 2-DG, {1 Tween-80, III Glucosa 12-DG, I Tween-80, 111 Glucosa

Figura 10. Deteccién de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por
tincién con rojo rutenio. Electroforesis no desnaturalizante 8hr de incubacion.

En los carrites | a 111 se muestran los halos de actividad de la endo-poligalacturonasa
obtenidas en diferentes medios de cultivo: Carril: 1 Glucosa, 11 Tween-80, 1T 2-DG
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Figura 11. Deteccion de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincion
con rojo rutenic. Electroforesis no desnaturalizante 4 hr de incubacién,

1 11 I

En los carriles I a 111 se muestran los halos de actividad de 1a endo-poligalacturonasa
obtenidas en diferentes medios de cultivo: Carril: I Glucosa, II Tween-80, it 2-DG

Figura 12. Deteccién de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis no desnaturalizante 20 min. de incubacion.

I u ITI

En los carriles T a 111 se muestran los halos de actividad de la endo-
poligalacturonasa obtenidas en diferentes medios de cultivo; Carril: 1 Glucosa, Il Tween-
80, 111 2-DG
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Figura 13. Deteccion de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por
tincion con rojo rutenio, Electroforesis no desnaturalizante 10 min. de incubacion.

| H I

En los carriles 1 a Il se muestran los halos de actividad de la endo-
poligalacturonasa obtenidas en diferentes medios de cultivo: Carril: I Glucosa, 11 Tween-
80, 1I 2-DG

7.4 DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA EN GELES DE
ELECTROFORESIS DESNATURALIZANTE.

Cabe recordar que para llevar a cabo la actividad enzimatica, los geles de substrato
se sumergen en amortiguador 5X, pH 8.3 (para corrida) y disolucion amortiguadora de
acetatos SOmM-10mM EDTA, para poder recobrar la actividad de 1a enzima. Al llevar a
cabo la electroforesis desnaturalizante, se ocbservo en la tabla 8. para el medio con tween-80
que se tuvieron cinco bandas, dos de mayor concentracion (2 y b) y tres con menor
concentracion(c, d y e), para el medio con 2-DG dos bandas, una con mayor concentracion
(a) y otra con menor concentracion (b) y para el medio con glucosa dos bandas de mayor
concentracion (a y b) y dos bandas de baja concentracion (¢ y d}. Por medio de la
determinacion de actividad enzimatica en geles de electroforesis se tratdo de demostrar si
alguna de estas bandas tenia actividad pectinolitica.

Se realizé la determinacion de actividad enzimatica en geles de electroforesis con un
tiempo de incubacion de 12 horas, observandose una gran actividad por parte de las tres
muestras de endo-poligalacturonasa (figura 14). Posteriormente se fue disminuyendo el

tiempo de incubacion para poder ver con mas claridad la actividad de cada una de las
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bandas (figuras 15-19), llegando hasta un tiempo limite de 15 min. (figura 20), en el cual se
observé con claridad la actividad de cada una de las subunidades de mayor concentracion,
por lo que se puede decir que para el medio con tween-80, las dos bandas bien definidas
presentaron actividad, teniéndose dos isoenzimas con actividad pectinolitica. Para el medio
con 2-DG la subunidad con mayor concentracion tiene actividad, por lo cual también es una
isoenzima con actividad pectinolitica, comparando esto con el medio control se tiene
también que las dos bandas de mayor concentracion, son isoenzimas.

Por otra parte se observd que las bandas de menor concentracidn también
presentaron actividad pectinolitica (figura 14), sin embargo al I.f disminuyendo los tiempos
de incubacién no se logrd detectar de forma feaciente la actividad pectinolitica de dichas
bandas, esto se debe a la baja concentracién de proteina que se tenia en cada muestra y
también a que la disminucién de los tiempos de incubacién se realizaron a grandes
intervalos.

En la figura 14. se hace una comparacién de la endo-poligalacturonasa en los
diferentes medios, por medio de gel de poliacrilamida tefiido con Sypro y gel de
poliacritamida tefiido con rojo rutenio, observando que las bandas de actividad coinciden

con los halos de actividad.

56



RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 14, Deteccién de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida:

A. Proteina teitida con Sypro: Carril: 1 2-DG, Il Tween-80, 111 Glucosa
B. Deteccion de endo-poligalacturonasa por tincién con rojo rutenie (12 hr de incubacién):
Carril: 1 2-DG, II Tween-80, 111 Glucosa,

A. Gel teilido con sypro B. Deteccion de endo-poligalacturonasa
. con rojo rutenio

1 n 11

Figura 15. Deteccion de 12 endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincion
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante 7.5 hr de incubacién

En los carriles 1 a 1 se muestran los halos de actividad de la endo-
poligalacturonasa obtenidas en diferentes medios de cultivo: Carril: 1 Glucosa, 11 Tween-
80, Il 2-DG.
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Figura 16. Deteccién de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante 4 hr de incubacion.

I 11 m

Se observan en los carriles 1 a IT1 los halos de actividad de la endo-poligalacturonasa
obtenidas en los diferentes medios de cultivo: Carril: | Glucosa, 11 Tween-80, 1l 2-DG

Figura 17. Deteccién de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante 2 hr de incubacion

1 It 11

Se observan en los carriles 1 a 111 los halos de actividad de la endo-poligalacturonasa
obtenidas en los diferentes medios de cultivo: Carril: 1 Glucosa, 11 Tween-80, 1 2-DG.
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Figura 18. Deteccion de }a endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante [:30 hr de incubacion

Se observan en los carriles 1 a 111 los halos de actividad de la endo-poligalacturonasa
obtenidas en los diferentes medios de cultivo: Carril; | Glucosa, 1T Tween-80, 11 2-DG.

Figura 19. Deteccion de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante 30 min. de incubacion

I n III

En los carriles 1 a 111 se observan los halos de actividad de fa endo-poligalacturonasa
obtenidas en los diferentes medios de cultivo: Carril: I Glucosa, 11 Tween-80, 111 2-DG.
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Figura 20. Deteccion de la endo-poligalacturonasa en gel de poliacrilamida por tincién
con rojo rutenio. Electroforesis desnaturalizante 15 min. de incubacién

| 1 III

En los carrites [ a II] se observan los halos de actividad de la endo-poligalacturonasa
obtenidas en los diferentes medios de cuitivo: Carril: I Glucosa, I1 Tween-80, Il 2-DG.

En base a los resultados obtenidos, no se pudo comprobar una diferencia entre las
enzimas producidas en los tres medios bajo condiciones no desnaturalizante.

Sin embargo, en condiciones desnaturalizantes, se observd que cada enzima esta
constituida por un numero diferente de subunidades, lo que nos lleva a pensar que

posiblemente hubo un cambio en el mecanismo de excrecion.
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8. CONCLUSIONES

Se observd un aumento de proteina asi como de actividad enzimatica en el medio con 2-
desoxiglucosa debido a que probablemente hubo un cambio en la pared celular de 12
levadura, este cambio podria estar asociado a un cambio en la morfologia, permitiedo
asi una excrecion de la endo-poligalacturonasa, como han reportado Cruz-Guerrero et
al. (1997).

En el medio con Tween-80, se observod un aumento en la cantidad de proteina, debido a
que probablemente el surfactante actila sobre la membrana celular incrementando la
permeabilidad de la pared celular de la levadura, permitiendo asi la liberacién de una
cantidad mayor de proteina, como han reportado Rosse y Maguire (1968) y Lestan et al
(1994).

Las pectinasas excretadas por Kluyveromyces marxianus, en cada uno de los medios
son diferentes ya que en condiciones desnaturalizantes presentaron un patron
electroforético diferente.

La endo-poligalacturonasa excretada por K. marxianus en presencia de Tween-80
presenté cinco subunidades, dos en mayor concentracién y tres con menor
concentracton, con pesos moleculares de 51 519, 47 925, 104 4061, 85 886 y 73 850 Da
respectivamente. Para el medio de cultivo control, se obtuvieron cuatro subunidades de
la pectinasa con pesos moleculares para las de mayor concentracion de 51 519 y 47 925
Da, y para las de menor concentracion de 85 886 y 73 850 Da, finalmente para el medio
con el analogo se obtuvieron dos subunidades, una en mayor concentracién con un peso
molecular de 47 925 Da y una en menor concentracion con un peso molecular de 73
850 Da.

Las subunidades tanto para el medio control como para los medios con Tween-80 y 2-
desoxiglucosa presentaron actividad pectinolitica.

No hay excrecion de alguna otra proteina, solo de endo-poligalacturonasa
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10. ANEXO _
APENDICE I

Para la determinacion de actividad enzimatica de endo-poligalacturonasa por €l
método de Nelson-Somogyi fue necesario elaborar los reactivos que a contiruacion se
mencionan:

Reactiva I

Disclucion A:
En 500 mL de agua se disolvieron: 25g de carbonato de sodio anhidro (Na,CO,),
25g de tartrato de sodio y potasio (KNaCH O, 4H,0), 20g de bicarbonato de sodio
(NéaHCO;) y 200g de sulfato de sodio (Na,80,), y se aforé a 1 litro.

Disolucion B:
En 200 mL de agua destilada se agregaron 4 gotas de acido sulfirico concentrado
(H,SO0, ), y se disolvieron 30g de sulfato de cobre {CuSO,.5H,0).

Para preparar el reactivo, se mezclo 1 mL de disolucién B mas 25 mL de disolucion

Reactivo IT

Disolucion A:
‘En 450 mL de agua destilada se disolvieron 21 mL de acido sulfurico concentrade
(H,S0,) y 25 g de molibdato de amonio (NH,),Mo70,,.4H,0).

Disolucion B:

Se disolvio en 25 mL de agua destilada 3g de arseniato de sodio (Na,HAsO,. 7H,0).
Se mezcl6 lentamente con agitacion las disoluciones A y B, se aford a 500 mL y se

calento a 55°C por 30 min.
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ANEXO

APENDICE I

Para la determinacion de proteina por el método de Lowry se requirié la preparacion

de los siguientes reactivos:

A) Carbonato de sodio (Na,CO,) al 2% enNaOH 0.1 N
B) Sulfato de cobre (CuSO,) al 1%
C) Tartrato de sodio y potasio (KNaC,H,0_4H,0) al 2%

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

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 lo anterior y se adiciond 1 mL de muestra problema
3) Se dejo reposar 10 min. en la oscuridad.
4) Posteriormente se agregaron 0.5 mL de la disolucién D
" 5) Se dejo reposar 30 min. en la oscuridad.
6) Las muestras se leyeron en espectrofotémetro (Shimadzu UV-160A) a
A = 590 nm, contra un blanco de reactivos y acido poligalacturonico.
7) Los datos obtenidos se comelacionaron con una curva patron de seroalblmina-

bovina de concentracién de 0-500 pg/mL
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APENDICE 01

Para la elaboracion de los geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes se prepararon los reactivos que se mencionan a continuacion:

1) Disolucion de acrilamida/bis (T=30% y C= 2.67%, en donde %T se define como
el contenido de acrilamida y bisacrilamida %T= (g acrilamida + g bisacrilamida /volumen
total) X 100, y %C se define como la relacion de bisacrilamida/acrilamida %C= (g
bisacrilamida/ g acrilamida + g bisacrilamida) X 100). Se pesaron 14.6g de acrilamida, 0.4g
de N'N’-bis-metilen-acrilamida, se disolvieron en 35 mL de agua y se aforé a 50 mL.

2) Amortiguador Tris-HCl 1.5M, pH 8.8 (para gel de separacion). Se pesaron
18.15g de base-Tris y se aford a 100 mL, se ajusté a pH 8.8 con HCL 6N.

3) Amortiguador Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 (para gel de concentracion). Se pesaron
6.0g de base-tris y se aforo a 100 mL, se ajusto a pH 6.8 con HCI 6N.

4) Amortiguador 5X, pH 8.3 (para comida). Se pesaron 9.0g base-tris, 43.2g de
glicina y se adicionaron a 600 mL. Para una comida electroforética se diluyeron 60 mlL. de
amortiguador 5X con 240 mL de agua desionizada.

8) Persulfato de amonio al 10%. Se disolvio 0.1 g en 1 mL de agua. Este reactivo se
prepar6 al momento de su utilizacion.

6) Colorante azul de bromofenol. Se agregd 0.01 g de azul de bromofenol en 172.5
pL de NaOH 0.1 M y se aforé a 25 mL

7) Colorante para corrida de muestras. Se mezclaron 3.8 mL de agua desionizada,
1.0 mL de Tris-HCI pH 6.8, 0.8 mL de glicerol y 0.4 mL de azul de bromofenol {1%).

8) Colorante azul de Coomasie al 0.25%. Se pesaron 0.25g de azul de Coomasie y
se aford a 100 mL en disolucion destefiidora.

9) Disolucién destefiidora se preparé con acido acético, metanol y agua destilada en

proporciones de 10:40:50.
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APENDICE IV

Para la determinacion del peso molecular de la proteina se utilizd el dodecil sulfato
de sodio (SDS), es un detergente aniénico que destruye muy eficazmente la estructura
cuaternaria de la mayoria de las proteinas. Muchas moléculas de SDS se unen fuertemente
a las subunidades y anulan la carga original de la proteina. Asi, en una electroforesis, todos
los complejos SDS-proteina migran hacia el polo positivo con aproximadamente la misma
relacion carga/masa. Si la electroforesis se hace en geles de poliacrilamida, la movilidad de
un complejo SDS-proteina dependerd casi exclusivamente de su tamafio. En efecto, la
electroforesis en gel SDS es una filtracidn con gel que tiene un campo eléctrico como
fuerza directora en vez de un flujo de una disolucion. Asi, se puede trazar una grafica
patron, utilizando proteinas de pesos moleculares conocidos. El peso molecular de un
compuesto desconocido se puede determinar ficilmente. La electroforesis en gel-SDS
puede llevarse a cabo con preparaciones no homogéneas si es que es posible localizar la
posicion de la proteina que nos interesa (por gjemplo, por alguna mancha especifica de esa
proteina o uno de sus productos de reaccion si la proteina es un enzima) (Segel, 1982,
Stryer, 1993).

Tomando en cuenta lo anterior, se comid junto con las muestras un patron de peso
molecular conocido, obteniendo de éste la migracion relativa al frente del colorante, asi
mismo de las muestras estudiadas. El Rf se calculan dividiendo la distancia de migracién
de la muestra (la cual se mide desde la parte superior del gel hasta el centro de la muestra)

entre la distancia de migracion del frente de color.

distancia de migracion de la proteina
Rf

distancia de migracion del frente de color

Con los Rf del patron de peso molecular conocido se realizd una grafica
100{Log(Rfx100)} vs PM, interpolando en esta los Rf de las diferentes muestras, se obtiene

el peso molecular de la enzima.
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También, por electroforesis en un sistema no desnaturalizante se puede determinar
indirectamente el peso molecular de la proteina.

- Junto con las muestras se cormrieron diferentes patrones de peso molecular
conocido en geles de diferente concentracion de poliacrilamida, y se determina el Rf de la
proteina en cada uno de estos geles.

-Se obtuvo la pendiente de cadz uno de los estindares asi como de las muestras
problemas, graficande 100[Log(Rfx100)] vs %T.

- Por otro lado se grafico la pendiente de cada uno de los patrones vs sus pesos
moleculares conocidos.

- Se interpolaron las pendientes obtenidas de las muestras problemas, obteniéndose
de esta manera el peso molecular de las diferentes muestras de la endo-poligalacturonasa.
{Hames and Rickwood, 1981).

APENDICE V

La determinacion de actividad en geles de electroforesis, se basa en la habilidad de
la enzima para difundir las bandas sobre el gel de poliacrilamida, para degradar el substrato
que se encuentra en este, los cuales deben estar inmersos en una disolucién amortiguadora
durante un tiempo de incubacién y a una temperatura, la cual sea conveniente para que la
enzima actue sobre el substrato, seguido de una tincion con un colorante.

Los geles que contienen el substrato, pueden ser de poliacrilamida, agarosa-pectato
o simplemente de agarosa, éstos deben ser ultrafinos, con la finalidad de que la difusién yla
degradacion se lleven a cabo con relativa facilidad.

Estos geles llamados "geles de substrato” son empalmados con los geles que
contienen a la enzima, o bien los geles que contienen a la enzima (geles de poliacrilamida),
pueden contener al substrato, el cual se adiciona desde la preparacion del gel.

El colorante utilizado para poder detectar la actividad en geles de electroforesis,
depende del substrato con el que se esté trabajando. Para detectar la actividad pectinolitica,
se empleé el colorante rojo rutenio, el cual reacciona con el acido poligalacturdnico,
formandose un complejo colorante-substrato en todo el gel. Cuando la enzima actia sobre

el substrato, rompe las cadenas del acido poligalacturénico presente en ¢l gel, produciendo
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unidades de 4cido galacturonico, el cual no puede actuar con el rojo rutenio, de tal manera
que al momento de revelar ¢l gel de substrato con el colorante para observar la actividad, se
observan algunas partes sin teiir, con lo cual se demuestra la accion de la enzima sobre el

substrato.
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