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Introduccion. Uno de los problemas que tiene la industria
procesadora de citricos es el sabor amargo que esta
relacionado con el contenido de naringina y otros
compuestos(1,2).

Se han propuesto diferentes métodos, incluyendo
enziméticos, para reducir este compuesto utilizando
naringinasa (3).

Esta enzima es un complejo con dos actividades, una &
ramnosidasa que hidroliza los residuos terminales no
reductores de a-L-ramnosa de la naringina a ramnosa y
prunina y una &glucosidasa que hidroliza los residuos
terminales no reductores de b-D-glucosa, de la prunina a
glucosay naringeninagque no es amarga (2).

En trabgjos anteriores se ha demostrado que el extracto
crudo obtenido de A. Foetiduscrecido en cascara de toronja
presentaunaaltaactividad volumétricay especificade dicha
enzima (4).

El objetivo del trabajo es la purificacion de la naringinasa
del extracto crudo de A. foetidus por medio de diferentes
métodos de purificacion.

Metodologia. Los métodos  utilizados para €
fraccionamiento y purificacion, fueron precipitacion con
sales de sulfato de amonio a diferentes concentraciones(20,
50%), que posteriormente fueron eluidos por una columnade
filtracion en gel (sephacril S300); siguiendo asi la actividad
de la enzima por € méodo de Davis(3). Para la
cuantificacion de proteina extracelular se utilizé e método
de Bradford.

Resultados y Discusiones.En los fraccionados obtenidas con
las sales , el precipitado del 20% fue el que presentd una
mayor actividad especifica (0.5144U/mg.tot prot.), del resto
de los otros fraccionados con sulfato de amonio, a diferentes
concentraciones. Posteriormente el precipitado del 20% fue
eluido por filtracion en gel, donde en la fraccién nim. 29
presentd una mayor actividad especifica (12.8 U/mg de tot.
prot.) (fig 1), yaque dicha columnafue equilibrada con

Actividad  Vol. | Proteina(mg) | Actividad esp. | No. De veces de
(Unidades) (U/mg de prot. | purificacion.
Tot.)
Extracto 0.0732 9.3215 0.00785 1
Precipitado 20% 0.2299 0.4469 0.5144 65.52
Sobrenadante - 5.3224 - -
20%
Precipitado 50% | 0.1869 0.439 0.4257 54.22
Sobrenadante - 2.88 - -
50%

Tabla 1. Fraccionamiento con sulfato de amonio a diferentes
concentraciones (20, 50%).
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Fig. 1. Perfiles de marcadores de proteinas conocidas y
fraccionado 20% en filtracion en gel.

anterioridad con proteinas de peso molecular conocidos y
con estos datos se estimd un peso molecular aproximado de
67000 daltons, esto es comparable con otros autores que
reportan un peso molecular de 85000 daltons determinado
por métodos el ectroforéticos (5).

Conclusiones. Podemos observar que la precipitacion con
sulfato de amonio, es muy conveniente parala concentracién
de la enzima, ya que nos permite retirar las proteinas
contaminantes, para que posteriormente sea utilizado el
método de filtracion en gel, los resultados obtenidos en la
columna nos indican que la enzima tiene un peso molecular
aproximado de 67,000 Daltons.
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