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PRACTICA No. 6

TRANSPORTE DE AZUCARES EN LEVADURAS

INTRODUCCION

Los microorganismos en su ambiente natural se enfrentan tanto a con-
diciones adversas del entorno como a la competencia con otras formas de vi-
da por la adquisicidén de los nutrientes escasamente presentes, y para pre--
servar su sobrevivencia no solamente emplean la locomocidén, quimiotaxis © -
la secrecién de extracelulares sino tambien fabrican extructuras extracelu-
lares como vainas, holdfast, materiales mucilaginosos, etc; mediante los -
cuales se fijan sobre objetos sélidos y aseguran la captacién de materiales
nutritivos.

Sin embargo, cualquiera que sea la habilidad desplegzda para proveer
se de nutrientes, estos materiales deben ser movilizados desde el medio ex-
terior hasta el citoplasma donde son metabolizados, pero la membrana plasma
tica por sus caracteristicas estructurales constituye una barrera al paso -
libre de solutos. Esta envoltura desempefia una actividad muy dindmica en-
1a entrada de nutrientes asi como en la excrecién de productos de desecho;-
para que ésta translocacién suceda, los microoganismos han desarrollado una
gran variedad de mecanismos de transporte mediante los cuales los solutos -
son movilizados de un lado a otro de la membrana segin las conveniencias de

ia vélula.

OBJETIVO

Con la aplicacidén de agentes fisicoquimicos pretenderemos dilucidar-
el mecanismo de transporte utilizado por Saccharomyces cerevisiae para cap-
tar glucosa.

FUNDAMENTO

Los procesos de transporte son una caracteristica de las membranas -
biolégicas y han sido estudiados tanto en sistemas bacterianos como eucarid
ticos. En los microorganismos se conocen cinco mecanismos de transporte de
azicares mediados por acarreador, éstos pueden ser clasificados de acuerdo-
a la fuente energéticda acoplada en: difusidn facilitada, sistema de trans--
porte activo sensible a choque osmético frio, sistema de transporte activo-
ligado con H+, cotransporte con Na' y el sistema de la fosfotransferasa. El
primero es independiente de energia, en tanto que el segundo y el ultimo —-
estan enlazados a la energia liberada por la hidrélisis de moléculas fosfo-
riladas de alta energia; mientras que el sistema de transporte activo liga-
do a H' y el de cotransporte con Na® son dependientes de la diferencia de -
potencial electroquimico establecido a través de la membrana y generado por
las reacciones de oxidoreduccion que sufren las moléculas transportadoras-
que participan en la cadena de transporte de electromes.
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Del sistema de transporte enlazado a la translocacién de H 8Se€ cono-

cen varios tipos como son los mecanismos simportador, antiportador y unipor
tador.

El estudio de los sistemas de transporte ha involucrado herramientas
genéticas y bioquimicas como son el uso de cepas mutantes, compuestos anti-
metabolitos, reactivos con especificidad por grupos tiol proteicos, desaco-
plantes de la fosforilacién oxidativa, agentes ionéforos, étc; disponiendo-
se hasta la fecha de informacidén muy completa al respecto.

MATERIAL Y REACTIVOS

6 matraces Erlenmeyer de 50 ml

7 pipetas graduadas de 10 ml

9 pipetas graduadas de 5 ml

6 pipetas graduadas de 1 ml

1 gradilla

20 canicas

20 tubos de ensaye de 18 x 150 mm
20 tubos de ensaye de 13 x 100 mm
papel aluminio

Centrifuga

Bafio de Hielo

Bafio de Agua

Termémetro

Vortex

Espectrofdétometro

Mechero, tripié y tela de asbesto
1 vaso de precipitados de 600 ml
1 palangana de plastico

Suspensién de levaduras: Lavar por centrifugacidén una porcidén adecuada de -
levaduras empleando agua destilada a pH=3.8 , una-
vez que el sobrenadante esté claro resuspender el-
paquete celular al volimen original y preparar una
suspensién al 30% v/v.

50 ml de Glucosa 4 mg/ml .

300 ml de agua destilada ajustada a un pH=3.8 con acido acético

10 ml de azida de sodio 3.3 mM

10 ml de 2,4 dinitrofenol 1 mM

10 ml de Cianuro de sodio 1 mM

80 ml de Antrona al-0.2% en acido sulfirico concentrado

24 ml de sulfato de zinc al 10% y 24 ml de NaOH O.5N

METODOS

1.-Realizar una curva de calibracidn de glucosa por el método de la Antrona

empleando una solucién patrén de azucar de 100 mg/ml, el rango de concen
tracién deberd ser de O - 50 ug/ml.

2.-Preparar 6 matraces Erlenmeyer de 50 ml como se indica enrel siguiente -
cuadro:




HO pH Cianuro de Azida de Dinitrofencl Temperatura il
MATRAZ | LEVADURAS %5~ codio InM  Sodio 1M 1 mM - (°0) I‘--
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml) ;
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3.- Adicionar a los primeros cinco matraces 10 ml de una solucidén fria de -

glucosa 4 mg/ml, mezclar homogeneamente e incubar a las temperaturas in
dicadas.

4.- A los 20, 40 y 60 minutos de incubacidén, tomar muestras de 3 ml de cada
matraz y depositarlas en tubos de ensayo de 13 x 100.
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i 5.— Adicionar a los tubos 1.2 ml de NaOH 0.5 N y ZnSO, al 10%. Mezclar'vigg
rosamente y centrifugar a 3,000 r.p.m. durante 10 minutos.

6.— Para cada sobrenadante transferir 0.1 ml a un tubo de ensaye de 18 x - |
'i] 150 mm y diluir a 2 ml con agua destilada y mezclar. En un tubo de en- |

saye de 18 x 150 depositar 2 ml de agua destilada, éste servira como —- ‘
blanco. :

7.— Introducir todos los tubos en un bafio de hielo durante 10 minutos. i |

=
] i 8.- Sin sacar los tubos del bafio de hielo, adicionar lentamente a cada uno- i“
TS 4 ml de Antrona al 0.2% en acido sulfirico de manera que se estratifi-- e
. 3 que, y dejar reposar 10 minutos. 18
] La capa superior deberd ser de un color blanco lechoso y la inferior amarilla, I
. : R si se desarrolla un color verde el tubo deberd descartarse.
! -

9.- Mezclar vigorosamente el contenido de los tubos empleando un Vortex y -

i

] — llevarlos inmediatamente a un bafio de agua hirviente durante 10 minu---
i L tos. ;
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10.-Enfriar los tubos en un bafio de agua fria.

3 11.-Determinar la densidad éptica de cada solucién empleando un espectro-—- ' L
foto metro a una longitud de onda de 640 nm. : ‘

| |
| [ E 12.-Registre sus resultados. |
?;
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RESULTADOS I

1.— Anote los valores de densidad 6ptica exhibidos por las soluciones patrén
empleadas para obtener la Curva de Calibracidn.

Concentracitn de glucosa D.0. I

(ug/m1)
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| i 2.- Considerando como X a la concentracién de glucosa y como Y a la densidad optica, proporcio
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ne los datos solicitados en la tabla
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3.~ Someta los datos a regresidn lineal para encontrar la ecuacidén de la
linea recta al cual se ajustan. Utilice las ecuaciones siguientes:

Intersecto= b = 2X2 Y - IX Z XY Pendiente=m= N EXY - EX XY

N OEXZ - (3X)° N EXZ - (EX)°

Ecuacién de la Linea Recta: Y = mX + b

CALCULOS

4.-Escribe la ecuacidn de la linea recta a la cual se ajustan tus datos




