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tuada que en los geles de fermentacion, asi como
que el nimero total de spots expresados es menor
que en el caso de fermentacion.

Se ha comprobado que las proteinas en ambos
geles bidimensionales pertenecen fundamentalmen-
te a la glicolisis, gluconeogénesis y biosintesis de
glicerol. Por otro lado, se han encontrado proteinas
expresadas en medio oxidativo que no estan pre-
sentes en medio de fermentacion. Estas proteinas
se relacionan con el estrés oxidativo y actualmente
estan siendo estudiadas. La mayoria de las protei-
nas cuantificadas se encuentran en la base de datos
de SwissProt de Saccharomyces cerevisiae (www.
expasy.ch/sprot).
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Tradicionalmente, la levadura Saccharomyces ce-
revisiae se ha usado en alimentacion, principalmente
por su produccion de etanol en bebidas alcoholicas
durante miles de afios. La avanzada biotecnologia de
las células inmovilizadas en procesos fermentativos
de interés aporta una serie de ventajas técnicas y
econdmicas frente a los sistemas convencionales de
células libres [1]. Nuestro grupo de investigacion ha
puesto a punto un sistema de bioinmovilizacién que
consiste en una co-inmovilizacién espontanea de un
hongo filamentoso (Penicillium chrysogenum H3)y
una levadura (Saccharomyces cerevisiae G1), en au-
sencia de compuestos quimicos de union y de sopor-
tes externos, mediante la creacion artificialmente de
condiciones adecuadas para favorecer una simbiosis
[2]. Al inmovilizado creado, que son esferas huecas
de ambos microorganismos, lo hemos denominado
“biocapsulas de levadura”, y éstas pueden ser apli-
cadas a diversos procesos fermentativos. El objetivo

de este trabajo ha sido realizar un estudio protedmico
comparativo entre las células de levadura en forma
libre y en forma bioinmovilizada en el medio de for-
macion de las biocapsulas de levadura.

Los microorganismos usados en este estudio han
sido una cepa de Saccharomyces cerevisiae var. ca-
pensis G1, aislada de un vino bajo crianza bioldgica
de la D.O. Montilla-Moriles y un hongo, Penicillium
chrysogenum H3, aislado del ambiente. El medio
de cultivo y las condiciones en las que se produjo la
bioinmovilizacion fueron: medio YNB que contiene
acido gluconico como fuente de carbono, amonio
como fuente de nitrogeno y tamponado a pH 7. Dos
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 150 mL de me-
dio de formacion de biocapsulas se inocularon con
4 x 10° células de G1/mL y un asa de siembra del
hongo H3. Se incubaron a 28°C en un agitador orbital
a 200 rpm durante 7 dias, formandose durante este
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tiempo las biocapsulas de levadura. Para el estudio de
las células de levadura libres se procedid de la misma
manera sin la inoculacion del hongo filamentoso. Las
células de levadura inmovilizadas se extrajeron del
inmovilizado por rotura mecanica y agitacion vigo-
rosa en una solucion de NaCl 100 mM, posteriormen-
te las células de levadura se separaron de las hifas
por dos filtraciones sucesivas (primero por un filtro
Millipore de 180 um y después por otro de 30um).
Ambos tipos de células de levadura se recogieron por
centrifugacion a 3000 x g a 4° C durante 10 minutos.
La lisis celular tanto de las células de levadura libres
como las procedentes del inmovilizado se realizo
en un Vortex- Genie2 con DTT, bolas de vidrio, y
los tampones 1 y 2 necesarios para la extraccion de
las proteinas. Tampdn 1: SDS (5%); TRIS-HCI (0.5
M); pH 7.5 y tampdn 2: Thiourea (2 M); urea (7 M);
CHAPS (4 %); DTT (1%); Pharmalite 3-10 (2 %) [3].
La precipitacion de proteinas se hizo con Tricloroacé-
tico (TCA) al 10% diluido en acetona fria. La con-
centracion de proteinas de los extractos celulares se
determind mediante el método descrito por Bradford
[4]. Se realizo6 una electroforesis bidimensional: para
la primera dimension se utilizaron tiras IPG de 17
cm, con gradiente de pH no lineal +N3-10 (Bio-Rad)
fueron rehidratadas con 150 pg de proteina en 300 pL.
de tampon de solubilizacion. El isoelectroenfoque se
llevé a cabo en un PROTEAN IEF CELL (Bio-Rad)
a una corriente constante de 50 PA per tira hasta 40
000 Vh. Para la segunda dimension (SDS-PAGE), las
proteinas se separaron en geles al 13% de poliacrila-
mida en un PROTEAN II CELL. Los geles corrieron
a una corriente constante a 60 mA per gel. Los ge-
les preparativos fueron tefiidos con CBB G-250 [5]
(Merck, Germany). La identificacion de las proteinas
se realizo en la Unidad de Protedmica, de la UCO,
miembro de ProteoRed, usando MALDI-TOF para
su identificaron en la Base de Datos de Swiss-Prot y
Trembl del Proteoma de Levaduras de S.cerevisiae,
(www.expasy.ch/sprot). Los geles se analizaron me-
diante el programa PD-Quest 8.0.1 (Bio-Rad).

Después de 7 dias, la levadura libre en el medio
de formacion de biocapsulas solamente se dividio una
vez (una generacion), lo que era de esperar puesto que
este medio no es fermentativo para la levadura. Sin
embargo, la levadura inmovilizada creci6 algo mas,
seguramente a expensas del hongo filamentoso.

El nimero de spots encontrados en los geles de
las células libres de levadura fue aproximadamente
del doble de los observados en los geles de las células
de levadura inmovilizadas. Esta gran disminucion
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en el nivel de proteinas de las células inmovilizadas
puede ser debido a que la levadura reduzca su sin-
tesis porque vive a expensas del hongo filamentoso
en forma de simbiosis. La totalidad de las proteinas
cuantificadas se encuentran en la base de datos de
SwissProt de Saccharomyces cerevisiae y en ambos
casos abundan las proteinas de la glicolisis. En célu-
las bioinmovilizadas, se observa una disminucion de
proteinas basicas de bajo peso molecular. En la actua-
lidad, se esta continuando con el analisis de proteinas
de estos geles en estas dos condiciones ensayadas.

En conclusidn, el analisis protedémico de ambos
geles bidimensionales muestra una disminucién im-
portante del nimero de spots en las células de leva-
dura co-inmovilizadas con el hongo filamentoso. La
mayor disminucion corresponde a proteinas basicas
de bajo peso molecular.
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