#h Congreso Nacional

de Biotecnologia y Bioingenieria

Simposio
o Atconales Y

VIl Simposio Internacional de
Produccién de Alcoholes y Levaduras

CARACTERIZACION TRIDIMENSIONAL DE EXTRACTOS PROTEICOS DE ALFALFA
(MEDICAGO SATIVA)

Oscar Aguilar',

Charles E. Glatz?, Marco Rito-Palomares™

! Departamento de Biotecnologia e Ingenieria de Alimentos, Centro de Biotecnologia, Tecnoldgico de
Monterrey. Campus Monterrey, Ave. Eugenio Garza Sada 2501 Sur, Monterrey, NL 64849, México. e-mail:
mrito@itesm.mx
2 Department of Chemical and Biological Engineering, 2114 Sweeney Hall, lowa State University, Ames,
lowa 50011-2230, U.S.A.

Palabras clave: proteina, alfalfa, electroforesis, ATPS

Introduccion. Para facilitar la aceptacién general de las
plantas como biorreactores, el establecimiento de
operaciones de recuperacién y purificacién eficientes
resulta critico. Se ha propuesto que un mejor
entendimiento de las propiedades de las proteinas
contaminantes beneficiaria el disefio y operacién de
etapas de purificacién’. La aplicacién conjunta de la
electroforesis 2D (2DE) con los sistemas de dos fases
acuosas (SDFA) se propone como un método practico
para la caracterizacién tridimensional de potenciales
proteinas contaminantes de extractos vegetales.

En el presente trabajo se establece la metodologia para
la caracterizacion tridimensional de proteinas de
extractos del tejido verde de alfalfa. La adicién de una
proteina objetivo al extracto crudo ilustra la aplicacién
genérica de esta metodologia para la recuperacién de
una proteina recombinante de extractos vegetales.

Metodologia. Se adaptd la metodologia descrita por Gu
y Glatz (2007) para la caracterizaciéon de proteinas de
maiz para caracterizar Ias proteinas extraidas del tejido
verde de Medicago sativa’. La particion de las proteinas
de alfalfa en SDFA se llevé a cabo en un sistema PEG
3350 (14.8% p/p) y fosfato de potasio (10.3% p/p).
Muestras de cada fase fueron sometidas a precipitacion
con acido tricloroacético previo a la electroforesis de dos
dimensiones. El andlisis de los geles por densitometria
permitié determinar Mr, pl y la hidrofobicidad de proteinas
individuales expresada como Log Kp en el SDFA. Se
aplicé esta metodologia a un extracto complejo de alfalfa
conteniendo una proteina modelo (factor estimulante de
colonias de granulocitos y macrofagos, rtGM-CSF).

Resultados y discusién. Mediante la aplicacién de esta
metodologia a un extracto crudo de alfalfa, fue posible
elaborar un gréfico tridimensional con las propiedades
moleculares Mr, pl y una escala de hidrofobicidad Log Kp
obtenida a partir del SDFA (Figura 1). EI SDFA empleado
permitid la caracterizacion del 69% de las proteinas
totales distribuidas en ambas fases, permitiendo la
obtencién de sus propiedades moleculares. La presencia
de enzimas fotosintéticas, asi como una proteina modelo
recombinante en el extracto (rGM-CSF) present6 un reto
para la aplicacion potencial de esta técnica a un extracto

recombinante donde una cantidad relativamente baja de
la proteina objetivo pudiera estar presente. El uso de los
mapas tridimensionales para el analisis del perfil de
proteinas permitié la identificacion de las propiedades
moleculares de las principales proteinas contaminantes.
Tal informacion facilitard el establecimiento de
condiciones de pre-fraccionamiento y purificacion para el
procesado de extractos de tejido verde.
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Fig. 1. Gréfico Tridimensional de las poteinas del tejido verde
de alfalfa.

Conclusiones. Un método de caracterizacion
tridimensional fue aplicado a proteinas de tejido verde de
alfalfa proporcionando informacién sobre las propiedades
moleculares de un gran numero de proteinas del
hospedero. El método permiti6 obtener un gréafico
tridimensional para las principales proteinas de alfalfa,
caracterizadas por Mr y pl de los geles 2D y una tercera
dimension, la hidrofobicidad, obtenida de los SDFA. La
informacion obtenida de esta estrategia experimental fue
util para la identificacion de las potenciales proteinas
contaminantes que se presentarian en alfalfa cuando
esta planta sea empleada como hospedero para la
produccion de proteinas recombinantes.
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