EXPERIMENTO 9

PURIFICACION PARCIAL DE LA CASEINA PRESENTE EN
LA LECHE Y DETERMINACION DE SU PESO MOLECULAR'Y
DEL PRODUCTO DE LA HIDROLISIS POR LA ENZIMA
BROMELINA DE LA PINA MEDIANTE ELECTROFORESIS

OBJETIVOS
Purificar parcialmente la caseina
que es una de las proteinas de la
leche, por didlisis, cromatografia
e intercambio 16nico, luego seguir
los pasos de la purificacion
mediante electroforésis en geles
de poliacrilamida. Comprobar la
hidrdlisis de la caseina por la
enzima bromelina

REQUISITOS

Repasar los principios
del intercambio i6nico,
electroforésis, influencia
del pH.

1. FUNDAMENTOS

Entre las proteinas de la leche se encuentra la caseina y es sustrato de la enzima proteolitica, bromelina,
presente en la pifia. Mediante la precipitacion con sales de amonio y didlisis separaremos la caseina del
resto de moléculas de la leche, luego pasaremos por intercambiadores anidnicos o catidnicos para
recoger las fracciones y aplicar la electroforésis a las fracciones. Por otra parte anadiremos a cada

fraccion la bromelina y compararemos con la hidrélisis de la caseina comercial.

2. MATERIALES EQUIPOS Y REACTIVOS

2.1 Materiales

Leche. Sulfato de amonio

Pina Centrifuga

Caseina comercial Columna de (1 cm por 25 cm)

2 g de CM-Celulosa Buffer fosfato 0,1 M pH 6,5

2 g de DEAE-Celulosa Equipo de electroforésis

Bolsas para didlisis Soluciones para electroforésis (ver método)
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2.2 Métodos
2.2.1. Preparacion de las fracciones

2.2.1.1 Purificacion parcial de la Caseina. Seguiremos el siguiente protocolo:

Medir 500 ml de leche pasteurizada, afiadir 45 g de sulfato de amonio
Dializar 24 h, centrifugar
mida 1 ml de esta muestra=F0  €—— ¢

2 g. de CM-Celulosa ( 0 DEAE-Celulosa) en un tubo y
agite 15 min. para absorber la caseina

!

centrifugue la suspension por 5 min. a 1.500 g

|
v v

sobrenadante = F1 sedimento = F2

!

Lave con 20 ml de buffer fosfato
y centrifugue como antes

v v

sobrenadante = F3 resuspenda el sedimento en 10 ml del
mismo buffer y llene la columna de 1 cm

v

eluya con el buffer de fosfato hasta no
encontrar mas proteinas ( Biuret. ver

método. )

v v

primer eluato de la columna = F4 eluya la columna con el buffer de fosfato

segundo eluato de la columna = F5
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2.2.1.2 Preparacion de la caseina comercial.

Medir 20 mg de caseina comercial y disuelva en 100 ml de agua
mida 1 ml de esta muestra=F0*> <€—— ¢

2 g. de CM-Celulosa ( 0 DEAE-Celulosa) en un tubo y
agite 15 min. para absorber la caseina

!

centrifugue la suspension por 5 min. a 1.500 g

|
v v

sobrenadante = F1’ sedimento = F2’

!

Lave con 20 ml de buffer fosfato
y centrifugue como antes

v v

sobrenadante = F3’ resuspenda el sedimento en 10 ml del
mismo buffer y llene la columna de 1 cm

v

eluya con el buffer de fosfato hasta no
encontrar mas proteinas (Biuret. ver

método)

v v

primer eluato de la columna = F4’ eluya la columna con el buffer de fosfato

segundo eluato de la columna = F5’

2.2.1.3 Hidrolisis de la caseina por la bromelina.

a. Divida cada una de las fracciones obtenidas tanto las F como las F’, guarde una mitad y la otra
mitad le anadiremos 100 ul de la bromelina que obtendremos de la pifia al licuar colar y ajustar el pH

con amoniaco hasta pH 6-7. En este extracto bruto se encuentra la bromelina.
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2.2 Corrida del electroforesis

2.2.1. Soluciones: Prepare todas las soluciones como se indica en el método.

2.2.2. Diluciones: Disuelva las fracciones en el buffer de la muestra en una proporcion de 1:5

2.2.3. Marcadores: Prepare una mezcla de proteinas comerciales, (1 mg de proteinas en 5 ml del buffer
de las muestra), utilice por lo menos 5 proteinas de peso moleculares variables.

2.2.4 Muestras: Con una jeringa Hamilton coloque las muestras en cada pozo, anote el orden de

colocacion.

2.2.5 Corrido: Corra el gel por 2 % h.

2.2.6. Teiido y destefiido: Tifia, destifia y deje secar por 24 h

2.2.7 Conclusiones: Compare las manchas y saque sus conclusiones.

3. AUTO-EVALUACION

1. Consulte sobre las propiedades liticas de la enzima, su sustrato, clasificacion.
2. Disefie un protocolo para determinar el punto isoeléctrico de la caseina.
3. (Como cree Ud. que se vera el gel en las fracciones F5 y F5’?, explique sus razones.
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4. INFORME 9 (CASEINA)

Apellidos Nombres

Grupo de practicas N° del meson

Fecha NP° del estudiante

Calificaciones
| Entrada | Desarrollo | | Informe | | Definitiva |
1. Disefie una tabla en esta hoja para presentar sus resultados
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2. Coloque en este espacio una fotocopia o un dibujo de los geles de la electroforesis.

3. Discuta sus resultados.

Nota: El informe debe ser entregado al finalizar la practica y sin anexar hojas.
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