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GLOSARIO

Bases de Schiff: son iminas producto de la reaccién entre dos grupos aminicos o

entre un grupo aminico con un carbonilico (Ravin, 2010, p. 82).

Catalisis enzimatica: es el incremento espontaneo o alteraciéon de la velocidad
de una reaccion quimica por intervencion de una enzima, la misma que no

aparece en el producto final (Voet y Voet, 2006, p. 313).

Centro catalitico: es la region en donde se unen a los sustratos para dar lugar a
la catalisis, también se conoce como centro activo (Berg, Tymoczko y Stryer, 2007,
p. 214).

Cromatografia: es un proceso fisico que permite la separacion de los
componentes de una disolucion maovil que atraviesa un lecho estacionario (Silva y
Garcia, 2006, p. 25). En la cromatografia de afinidad la separacién de moléculas
se da gracias a la unién especifica de dichas moléculas en la fase estacionaria
(Voet y Voet, 2006, p. 104).

Enlace covalente: es la union quimica en la que dos atomos comparten
electrones por la atraccion con los nucleos de los dos atomos (Acufa, 2006, p.
10).

Matriz de afinidad: es el soporte que tiene grupos quimicos reactivos capaces de
ser activados o modificados para acoplar el ligando que, posteriormente, unira

moléculas de interés para purificar (Coelho et al., 2012, p. 56).

Nucléofilo: es una molécula aniénica (-) con pares de electrones sin compartir,
que se puede unir covalentemente a un atomo de carbono. Se conoce también

como base de Lewis (Acufia, 2006, p. 145).



NOMENCLATURA

A Absorbancia

AE Actividad enzimatica o proteolitica
AEE Actividad enzimatica especifica

Al Actividad inhibidora

AlE Actividad inhibidora especifica
BApNA N-a Benzoil L-arginina p-nitroanilida
DMF Dimetil formamida

DO Densidad 6ptica

IP Inhibidores proteoliticos

Ki Constante de inhibicion

Km Constante de Michaelis-Menten

PA Papaina

p-NPA Acetato de p-nitrofenilo

SDS Dodecil sulfato de sodio

TEMED Tetrametiletilendiamina

u Unidad enzimatica

Vmax Velocidad maxima

% AEI Porcentaje de actividad enzimatica inmovilizada
% El Porcentaje de enzima inmovilizada
% RAF Porcentaje de retencion de actividad funcional
[P] Concentracion de proteina

[S] Concentracion de sustrato

6B-CL Reticulado de agarosa al 6 % (Sepharose Cross-Linked)
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RESUMEN

En esta investigacion se purificaron y caracterizaron extractos inhibidores de
papaina, provenientes de semillas certificadas del Instituto Nacional Auténomo de

Investigaciones Agropecuarias, INIAP (Santa Catalina).

En primer lugar, se inmovilizdé papaina en un soporte de glioxil-sepharosa 6B-CL.
Se estudi6 el efecto del pH de inmovilizacion y del proceso de reduccién, con
NaBH4, sobre el porcentaje de enzima inmovilizada, actividad enzimatica

inmovilizada, retencion de actividad funcional y actividad enzimatica especifica.

Con un disefio experimental completamente al azar se evaluaron 4 niveles de pH
de inmovilizacién (8, 9, 10 y 11). El proceso de inmovilizacion a pH 8 produjo el

mayor valor de retencion de actividad funcional (RAF), igual a 79,42 + 2,45 %.

Para seleccionar el mejor proceso de reduccion del producto inmovilizado se
utilizé un disefio completamente al azar con tratamientos que combinaron la
concentracién de NaBH4 en niveles de 5 y 10 mg/mL de gel y la forma de adicion
del reductor, ya sea agregado directamente o en solucion refrigerada. EI mejor
tratamiento de reduccion fue con 5 mg NaBH4/mL de gel, agregados en solucion

tampdn; con el que se obtuvo un RAF de 80,67 %, a pH igual a 8.

En una segunda etapa se obtuvieron extractos de amaranto (Amaranthus
caudatus L., var. I-Alegria), arveja (Pisium sativum, var. |.-432-Lojanita), chocho
(Lupinus mutabilis, var. 1-450-Andino), fréjol (Phaseolus vulgaris, var. 1-481-Rojo
del valle), quinua (Chenopodium quinoa, var. |-Tunkanhuan) y sangorache
(Amaranthus hybridus L.). La harina de cada semilla se desengrasé y se
homogenizd con tampon fosfato a una concentracion de 50 mM y pH 6. Se
centrifugd la mezcla y el sobrenadante se ultrafiliré en una membrana de 50 kDa.
Se determind la actividad inhibidora de cada extracto acuoso frente a papaina con
p-NPA como sustrato. Todos los extractos presentaron inhibicion frente a papaina,

a excepcion del extracto proveniente de quinua.
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Los extractos acuosos de amaranto y fréjol presentaron mayor actividad inhibidora
especifica de papaina con 0,297 y 0,259 mU/mg, respectivamente. Estos
extractos fueron seleccionados para ser purificados parcialmente con tratamiento
caldrico a 60 °C por 30 min, ultrafiltracion a 10 kDa o precipitacidon con sulfato de

amonio.

Luego, las fracciones se purificaron por cromatografia de afinidad en el soporte de
papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL preparado en las condiciones seleccionadas en

la primera etapa de esta investigacion.

Se diseid un sistema de purificacion para el extracto crudo de amaranto
comprendido con etapas de ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa, precipitacion con
sulfato de amonio (30-60 %) y cromatografia de afinidad, con las que se logré un
grado de purificacion de 1,38; 2,58 y 137,54, respectivamente. El sistema de
purificacion para el extracto crudo de fréjol contd con etapas de tratamiento
caldrico a 60 °C, ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa y cromatografia de afinidad,
con las que se logré un grado de purificacion de 1,38; 1,50 y 79,10 veces,

respectivamente.

La caracterizacion cinética determind la presencia de inhibidores competitivos en
las fracciones purificadas de amaranto y de inhibidores no competitivos en las de
fréjol. Ademas, mediante SDS-PAGE se estim6é el peso molecular de las
fracciones inhibidoras de papaina. Los inhibidores provenientes de amaranto
tuvieron un peso molecular de 7,20 kDa con Ki de 0,872 uM vy los de fréjol un peso

molecular de 8,50 kDa con Ki igual a 0,058 pM.
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INTRODUCCION

Los inhibidores proteoliticos de plantas (IPP) son proteinas de pesos moleculares
bajos (Robert, 2005) que actuan sobre las enzimas para restringir su actividad de
catalisis. Estas moléculas se pueden extraer de semillas en etapa de germinacion
(Habib y Majid, 2007, p. 70). Los IPP tienen la capacidad de inhibir enzimas
proteoliticas de procesos patogénicos, por lo cual la quimica fina enfoca su

estudio para el desarrollo de nuevos farmacos (Robert, 2005).

Por su parte, las semillas de cereales y leguminosas producidas en el pais, se
han destinado unicamente para el consumo animal y humano; sin embargo, se ha
comprobado que estos productos son fuentes de inhibidores proteoliticos (Jamal,
Pandey, Singh y Khan, 2012; Mufoz, 2011, p. 39; Jacome, 2015, p. 60). Estas
moléculas se pueden utilizar en la obtencién de compuestos utiles para el
tratamiento de trastornos provocados por un desequilibrio de proteasas
fisiologicas, responsables de desdrdenes metabdlicos como la artritis, distrofia
muscular, invasion tumoral, etc.; o de proteasas patégenas como la de la malaria

(Quibell, Taylor, Grabawska, Nilsson y Morisson, 2006).

Para cualquier aplicacion biotecnolégica es necesario disponer de inhibidores
altamente purificados y con elevada actividad biolégica. La purificacion de
inhibidores proteoliticos de plantas (IPP) permite definir sus caracteristicas
estructurales y especificidad de unién a las proteasas (Gomes et al., 2005). Asi,
resulta importante aislar los IPP de las demas proteinas presentes en la misma
fuente bioldgica; sin embargo, puede ser una tarea complicada debido a la

diversidad molecular que presentan los inhibidores.

Un método de purificacion es la cromatografia de afinidad, que aprovecha la
capacidad de las proteinas para adherirse selectiva y reversiblemente a otras
moléculas o ligandos, que se encuentran inmovilizadas sobre una matriz sélida
(Turkova, 1993, p. 9).



Xiv

El estudio realizado por Jacome (2015) se enfoco en la obtencién de inhibidores
de proteasas a partir de semillas de gramineas y fabaceas, se purificaron las
fracciones inhibidoras mas activas de quimotripsina, papaina y carboxipeptidasa
A. Sin embargo, la purificacion de los IPP se realiz6 mediante cromatografia de
afinidad con un soporte de tripsina-glioxil-sepharosa. Esto provocd que los
inhibidores de papaina tengan dificultad para adherirse y consecuentemente, su

grado de purificacion fue bajo.

Se ha demostrado que la purificacion de IPP mejora con el uso de técnicas de
cromatografia de afinidad, a través de un agente de unién con proteasas
especificas, por esta razon y por los antecedentes mencionados, en la presente
investigacion se disefid un sistema de purificacion de inhibidores de papaina,
provenientes de semillas de leguminosas o cereales de produccién ecuatoriana,

mediante cromatografia de afinidad con papaina inmovilizada covalentemente.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 PROTEASAS

1.1.1 GENERALIDADES

Las enzimas proteoliticas, también llamadas proteasas, proteinasas o peptidasas,
son proteinas que hidrolizan irreversiblemente enlaces peptidicos en una
secuencia de aminoacidos (Siklos, BenAissa y Thatcher, 2015, p. 506). Participan
en la sintesis de proteinas por lo que tienen la capacidad de regular procesos
fisiologicos, tales como la digestion, fertilizacion, crecimiento y desarrollo celular,
diferenciacion, defensa inmunoldgica, cicatrizacion de heridas y apoptosis (Leung,
Abbenante y Fairlie, 2000, p. 305).

Gracias a su accion especifica, las proteasas son consideradas moléculas de
gran importancia pues estan implicadas en varios procesos vitales (Feijoo y Villa,
2010, p. 1066). Ademas, constituyen el mayor grupo enzimatico con diversas
aplicaciones bioindustriales; asi, por ejemplo, son utilizadas para el desarrollo de
detergentes, alimentos y productos farmacéuticos, para la recuperacion de
metales y para el tratamiento de residuos industriales (Anshu, 2007, p. 11;

Kalpana, Rasheedha, Gnanaprabhal, Pradeep y Palaniswa, 2008, p. 2).

1.1.2 ESPECIFICIDAD DE UNION PROTEOLITICA

Las proteasas no atacan a todos los sustratos proteicos; al contrario, presentan
un alto grado de especificidad. Esta especificidad no esta definida unicamente por
el sitio de catalisis, pues también hay influencia de los sitios de unién de los
aminoacidos presentes en los sustratos (Lopez y Overall, 2002, p. 516).
Comunmente, el sitio activo de las enzimas proteoliticas se encuentra en una
ranura sobre la superficie de la molécula y la afinidad al sustrato se establece por

las propiedades de los sitios de unién dispuestos a lo largo de la ranura en uno o



ambos lados del centro catalitico, responsable de hidrolizar el enlace peptidico
(Barret, 2001, p. 1).

En la Figura 1.1 se presenta un bosquejo general de la afinidad de las proteasas
un sustrato. Se observa que, a cada lado del centro catalitico existen sitios de
unién (S) que se adhieren a aminoacidos particulares (P). De esta manera, se

define la eficiencia en la catalisis enzimatica (Barret, 2001, p. 2).

Sustrato Centro
P2 Py catalitico pz
A ¥ 4

----- — 7 < o ¥ g
Extremo g O{d L ¥, ' Extremo
N- Terminal — P — v C-Terminal

Enzima S2 St Si‘ s2

Proteasas

Figura 1.1 Especificidad de enzimas proteoliticas
(Barret, 2001, p. 2)

1.1.3 CLASIFICACION

Segun el tipo de reaccion que catalizan, las enzimas se clasifican en: transferasas,
liasas, isomerasas, oxidorreductasas, hidrolasas y ligasas (Voet y Voet, 2006, p.
484). Las proteasas se encuentran en el grupo de las hidrolasas (Siklos et al.,
2015, p. 506). También, se puede clasificar a las proteasas segun su origen en
microbianas, vegetales, animales y humanas (Rao, Tanksale, Ghate y Despande,
1998, p. 598).

Segun la base del sitio activo de accion sobre el sustrato, las enzimas
proteoliticas pueden ser exopeptidasas o endopeptidasas. Las exopeptidasas se
caracterizan por hidrolizar el enlace proximal peptidico del extremo amino terminal

(aminopeptidasas) o carboxilo terminal (carboxipeptidasas) del sustrato; mientras



que, las endopeptidasas escinden enlaces peptidicos intermedios del sustrato
(Rao, Tanksale, Ghate y Despande, 1998, p. 598; Turk, 2006, p. 785).

Finalmente, de acuerdo con el grupo catalitico presente en el sitio activo, las
proteinasas pueden ser: serino (Ser), treonino (Thr), cisteino (Cys), aspartato
(Asp), glutamato (Glu) proteasas o metaloproetasas (Lecaille, Kaleta y Bromme,
2002, p. 4 459; Siklos et al., 2015, p. 506). En la Figura 1.2 se observan los

mecanismos cataliticos de las principales proteasas.

S~ «™

Catalisis covalente Catalisisacido-base
(Ser, Cisproteasas) (Asp, metalo proteasas)

— Enlace covalente
= Enlacedehidrogeno
— Extension dela cadenade sustrato

Figura 1.2 Mecanismo catalitico de enzimas proteoliticas
(Turk, 2006, p. 786)

En las serino y cisteino proteasas, el nucledfilo del sitio catalitico es parte de la
cadena lateral de un aminoacido; se da una catalisis covalente, en la que

normalmente las histidinas funcionan como una base (Turk, 2006, p. 786).

La triada catalitica del sitio activo de las cisteino proteasas esta formado por
cisteina (Cys), histidina (His) y asparagina (Asn). La catalisis ocurre por la
presencia de la cisteina que ataca al carbono del grupo carbonilo en la cadena
principal peptidica y libera el amino terminal. En el sitio activo de papaina, se cree
que solo Cis e His son cataliticamente activos como un par de iones de tiolato
imidazolio (Amri y Mamboya, 2012, p. 101). Ademas, dentro de la cadena éstos
aminoacidos estan muy separados, pero por la estructura plegable de la papaina

estan en estrecha proximidad (Xian, Chen, Liu, Wang y Wang, 2000, p. 20 467).



1.1.4 PAPAINA

Las mas conocidas cisteino proteasas son aquellas enzimas que se encuentran
en la familia papaina, de las cuales la enzima de origen vegetal es la principal
representante (Barret, 2001, p. 5). El término papaina se utiliza tanto para la
enzima aislada de forma cristalina, como para la que se encuentra en el latex

crudo seco del fruto de la papaya Carica papaya (Amri y Mamboya, 2012, p. 99).

La papaina, proteina globular, tiene un peso molecular de 23 406 Da y esta
formada por 212 residuos de aminoacidos. En su estructura tiene cuatro puentes
disulfuro y sus residuos cataliticos se encuentran en las posiciones Gln1g, Cysa2a,
His1ss € His1s9 (Tsuge et al., 1999).

Participa en procesos bioldgicos vitales en ciertos organismos vivos. También, se
caracteriza por ser estable a temperaturas elevadas y altas concentraciones de
agentes desnaturalizantes. Tiene actividad a valores de pH entre 5y 7,5. En
estado soluble es poco estable ante la presencia de agentes oxidantes como

iones metalicos o el oxigeno de la atmdsfera (Edwin y Jagannadham, 2000, p. 70).

Esta enzima tiene actividad proteolitica ante varias proteinas, péptidos de cadena
corta, ésteres de aminoacidos y enlaces amida. Preferentemente, hidroliza
enlaces con aminoacidos basicos, en particular arginina, lisina y residuos de

fenilalanina (Amri y Mamboya, 2012, p. 99).

Su estructura tridimensional tiene dos dominios con una hendidura que los separa.
En esta hendidura se localiza el sitio activo, que consta de una triada catalitica,

con los aminoacidos cisteina, histidina y aspartato (Tsuge et al., 1999).

En su estado nativo, la papaina tiene baja actividad por lo cual precisa de agentes
activadores como la cisteina o borohidruro de sodio. Esta actividad se puede
determinar a través de la medicion de la tasa de digestidén de las proteinas o con
la velocidad de hidrdlisis de sustratos sintéticos de bajo peso molecular, tales

como derivados de amidas o ésteres (Arnon, 1970, p. 226).



1.1.4.1 Actividad proteolitica con BApNA como sustrato

En este método se hidroliza el enlace amida del sustrato sintético de bajo peso
molecular. La actividad proteolitica se puede determinar mediante la titulacion del
grupo carboxilo libre o por la concentracion de la amina libre. Asi, mediante
espectrofotometria, a 405 nm, se puede determinar la p-nitroanilina formada
durante la hidrdlisis del benzoil arginina-p-nitroanilida (BApNA). En este caso, la
actividad proteolitica de papaina se define como la cantidad de papaina que se
necesita para la obtencion de 1 umol de p-nitroanilina, por minuto. Con la

ecuacion [1.1] se expresa dicha relacién (Battaner, 2000, p. 160).

_ DO _ 1000 xVc

AE = T e XL xve 111
Donde:
AE: actividad proteolitica con BApNA como sustrato, en U/mL

ADOQO: diferencia de la densidad éptica entre la solucidon que contiene la enzima

y la hidrélisis espontanea del sustrato

At: tiempo en el que se mide el avance de la reaccion

Vc: volumen de la mezcla de reaccion, en uL

Ve: volumen de la solucién de papaina en la mezcla de reaccién, en uL
En: coeficiente de extincion de p-nitroanilina (8 800 M-' cm")

L: longitud del paso de luz (1 cm)

1.1.4.2 Actividad esterasica con p-NPA como sustrato

Con este método, la actividad esterasica se basa en la medicion de la velocidad
de reaccidén de hidrdlisis del acetato de p-nitrofenilo (p-NPA), a través de la

cuantificacion de la concentracion p-nitrofenol formado, mediante la absorbancia a



348 nm (Fukuda et al., 1996, p. 9). La actividad esterasica, se define como la
cantidad de papaina que cataliza la obtencion de 1 umol de p-nitrofenol por
minuto, con p-NPA como sustrato y se calcula con la ecuacion [1.1] descrita en el
acapite 1.1.4.1. En este caso, el valor del coeficiente de extincion del producto
formado es 5 150 M-' cm™" (lllanes, Alvarez y Alvaro, 2008, p. 23).

1.2 INHIBIDORES PROTEOLITICOS

Un inhibidor es aquella sustancia capaz de reducir la actividad de una enzima.
Los inhibidores proteicos o proteoliticos (IP) son proteinas de bajo peso molecular,
reguladores enddégenos de la actividad de proteasas. Se encuentran distribuidos
ampliamente en la naturaleza, especialmente en el reino vegetal, en leguminosas,

cereales, papas y algunas frutas (Laskowski, Qasim y Lu, 2003, p. 593).

La actividad inhibidora de los IP se basa en su capacidad de formar complejos
estables con proteasas diana de procesos patogénicos, para bloquear, alterar o
prevenir el acceso al sitio activo de la enzima. Los inhibidores de cabeza simple
pueden inhibir un tipo de enzima proteolitica, pero los de doble cabeza, que
cuentan con dos sitios activos independientes, pueden inhibir varios tipos de
proteasas a la vez (Laskowski et al., 2003, p. 593). Por esta razodn, la genémica y
la protedmica ha enfocado su estudio para la deteccion de dianas terapéuticas
que permitan disefiar, desarrollar y obtener nuevos medicamentos con

mecanismos de accion capaces de inhibir procesos patogénicos.

Los IP pueden interferir el proceso de digestion de artropodos fitéfagos. Gracias a
esta capacidad, constituyen una de las principales herramientas de defensa de las
plantas. Son activos ante proteasas de hongos fitopatdgenos y algunos

nematodos, virus y bacterias (Lawrence y Koundal, 2002, p. 94).

Ademas, estas proteinas son relevantes en el campo biomédico pues tienen
propiedades terapéuticas que permiten el tratamiento de enfermedades como

cancer, infecciones parasitarias o por hongos; infecciones virales, como



esquistosomiasis, malaria, hepatits o herpes; enfermedades inflamatorias,
inmunoldgicas, respiratorias o caradiovascuales (Laskowski et al., 2003, p. 593;
Leung et al., 2000, p. 305).

Actualmente, varias investigaciones se dirigen hacia combatir la malaria;
enfermedad que ha causado cerca de un millon de muertes a nivel mundial. Se ha
demostrado experimentalmente que se puede combatir el crecimiento del parasito
transmisor de la malaria con el uso de inhibidores de proteasas (Garcia-
Fernandez et al., 2009, p. 77).

El uso de estas herramientas biol6gicas debe ser selectiva en cuanto a la union a
su proteasa particular. Se han desarrollado varios métodos y técnicas para
detectar, extraer y purificar inhibidores proteoliticos a partir de semillas. Entre
estas técnicas se tiene la de cromatografia, placas de ensayo de inmuno-
absorcion ligado a enzimas y electroforesis (Dos Santos, De Oliveira, Araujo,
Ferreira y Araujo, 2012, p. 222).

Un gran numero de inhibidores proteoliticos han sido aislados, caracterizados y
agrupados en distintas familias de proteinas. La mayor parte de IP caracterizados
han sido dirigidos a serino proteasas, sin embargo, el estudio de inhibidores de
cisteino proteasas es creciente. Por lo contrario, se han identificado pocos
inhibidores para metalo proteasas y para enzimas de tipo aspartico (Laskowski,
Qasim y Lu, 2003, p. 593).

Los inhibidores proteoliticos se pueden clasificar en:

¢ Inhibidores Kunitz

Las proteinas de esta familia (18 - 22 kDa) cuentan con dos puentes azufre-
azufre y tienen un solo centro activo. Son generalmente activas contra las serino
proteasas, sin embargo, también presentan inhibicion frente a otras peptidasas,
como las de tipo aspartico y cisteino. Los inhibidores Kunitz se encuentran en

especies de la familia de las fabaceas, en ciertas gramineas y en solanaceas,



especialmente en Solanum tuberosum y Solanum lycopersicum. Se caracterizan
por formar un complejo con la proteasa diana, que se disocia de manera lenta
(Jamal, Pandey, Singh y Khan, 2013, p. 10).

¢ Inhibidores Bowman Birk

Las proteinas de Bowman Birk también son inhibidores de serino proteasas;
tienen un peso molecular menor a 20 kDa. Poseen la capacidad de inhibir una o
mas proteasas, entre ellas tripsina y quimotripsina. Los inhibidores provenientes
de dicotiledéneas forman parte del grupo de doble cabeza, tienen dos dominios
homdlogos cada uno y un sitio reactivo por separado para las correspondientes
proteasas. Por lo general, el primer sitio activo de estos inhibidores es especifico
para la tripsina, quimotripsina y elastasa. Los inhibidores de plantas
monocotiledéneas son de dos tipos. En el primero se encuentran aquellos con
cadenas polipeptidicas simples y un sitio reactivo, mientras que, los del segundo

grupo tienen dos sitios reactivos (Jamal et al., 2013, p. 11; Raj et al., 2002, p. 928).

¢ Inhibidores de papa o patata

Los inhibidores de esta familia son proteinas presentes en tubérculos de papa y
en frutos y hojas del tomate. Se clasifican en dos grupos, los inhibidores de tipo |
que son proteinas de bajo peso molecular (menor a 8 kDa), monoméricos que
carecen de puentes disulfuro; en el siguiente grupo se encuentran los de tipo Il
que se componen de multiples unidades de repeticion que varian entre uno y
ocho. Los inhibidores de papa tipo | presentan especificidad hacia la quimotripsina
y elastasa; mientras que los de tipo Il inhiben quimotripsina, tripsina, elastasa y
subtilisina (Jamal et al., 2013, pp. 16-17).

¢ Inhibidores de cisteino proteasas
Las cistatinas o inhibidores de cisteino proteasas pueden ser extraidas de plantas,

microorganismos e incluso invertebrados y vertebrados. Dentro de esta familia

hay 4 grupos o subfamilias. En el primer grupo se encuentran las estefinas que



tienen un peso molecular cercano a 11 kDa y su estructura secundaria carece de
puentes disulfuro. En el segundo estan las cistatinas, cuyo peso molecular esta
entre 11 y 13 kDa, poseen dos puentes disulfuro. En la subfamilia 11l estan los
quinindbgenos que tienen un tamafo entre 60 y 120 kDa porque estan
conformados por tres 0 mas copias de cistatinas (Oliveira, Filho y Sales, 2003, p.
92). En la subfamilia IV se hallan las fitocistatinas, que son proteinas que tienen
un tamafio molecular entre 5 y 87 kDa y un solo dominio inhibidor. No tienen
puentes disulfuro al igual que las cistatinas, pero se diferencian por ser de origen
vegetal. Son activos frente a catepsina, papaina, ficina y bromelina. Presentan

inhibicion no competitiva (Wu y Haard, 2000).

Las cistatinas y las estefinas son los principales inhibidores de papaina. Su
estructura consiste en una hélice alargada y en uno de sus extremos tiene un
borde hidrofébico. Este borde se une o se complementa en la hendidura del sitio
activo de la papaina para inhibir su catalisis (Bode y Huber, 1991, p. 445) Estos
inhibidores afectan la asimilacion de aminoacidos esenciales en insectos del
orden coleoptera, durante su digestién, por ello, estos IP se utilizan como

controladores bioldgicos (Botella et al., 1996, p. 1 202).

1.3 PURIFICACION DE INHIBIDORES PROTEOLITICOS

La purificacion de los inhibidores proteoliticos se puede realizar con la
combinacion sucesiva de diferentes métodos, con los cuales se eliminen las

proteinas no deseadas.

1.3.1 ULTRAFILTRACION POR EXCLUSION DE TAMANO

La ultrafiltracién es una técnica que permite fraccionar, separar y concentrar
proteinas. Se fundamenta en la separacion de moléculas, a través de la presion o
fuerza centrifuga aplicada a una disolucion, en membranas semipermeables de

tamano de poro definido (Kubota, Hashimoto y Mori, 2008, p. 104). La separacion
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de los componentes presentes en la disolucién se realiza con base en su tamafo,
en combinaciéon con la fuerza de gravedad aplicada. El sistema dejara que el
disolvente y los solutos de menor peso molecular, atraviesen la membrana,
mientras que las proteinas de mayor peso molecular sean retenidas en el filtro

(Baynes y Dominiczak, 2014, p. 16; Villegas, Acereto y Vargas, 2006, p. 54).

1.3.2  TRATAMIENTO CALORICO

Los inhibidores proteoliticos son estables a temperaturas comprendidas entre 60 y
80 °C. Por lo tanto, mediante tratamiento calérico es posible eliminar proteinas
inespecificas de baja estabilidad a temperaturas por debajo de los 60 °C como via
para purificar IP (Brenes y Brenes, 1993, p. 10; Voet y Voet, 2006, p. 137). El
tratamiento caldrico puede eventualmente desnaturalizar las proteinas segun el
pH del medio, el tiempo de aplicacién, el tamafio de las moléculas y la
temperatura (Brenes y Brenes, 1993, p. 11). Se recomienda un tiempo maximo de
30 min para purificar IP provenientes de semillas a 60 °C (Elizalde, Porrilla y
Chaparro, 2009, p. 49).

1.3.3 PRECIPITACION SALINA

La precipitacion con sales es una técnica que permite fraccionar proteinas en
estado natural. Comunmente se utiliza sulfato de amonio (NH4)2SO4 que se
caracteriza por ser una sal altamente soluble. En un extracto crudo existen
inhibidores proteoliticos en solucion acuosa a una baja salinidad, con la adicion de
sulfato de amonio se obtienen soluciones con una alta fuerza idnica y se puede
eliminar proteinas de facil agregacion (EnCor, 2016). Esta particularidad permite,
por una parte, disminuir la interaccién de las proteinas con el agua y por otra,
purificar proteinas solubles de bajos pesos moleculares tras precipitar a aquellas
que no sean de interés (Duong-Ly y Gabelli, 2014, p. 87). Las proteinas precipitan
segun la cantidad de sal anadida; por tanto, el ajuste de este parametro determina

la proteina que se desea purificar y aquellas que se desean eliminar.
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Después del proceso de precipitacion salina las proteinas quedan con altas
concentraciones de sal, por esta razén, es necesario remover o eliminar la sal de
las muestras. Existen diferentes métodos para remover el (NH4)2SO4 de una
muestra, por ejemplo, dialisis o cromatografia de exclusion de tamano (Duong-Ly
y Gabelli, 2014, p. 87).

1.3.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

En general, un sistema de cromatografia consta de un soporte o matriz porosa y
la fase movil que atraviesa la matriz. La soluciéon de proteina a fraccionar se
alimenta a través de una bomba al sistema; luego, se ubica en capas sobre el
lado superior de la columna y se deja que fluya por la fase estacionaria. Las
fracciones eluidas son recolectadas segun como migren por la matriz (Nelson y
Cox, 2009, p. 91). En la Figura 1.3 se encuentra una representacion grafica del

fraccionamiento de proteinas por cromatografia.
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Figura 1.3 Sistema de cromatografia y principales elementos
(Nelson y Cox, 2009, p. 91)
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Se puede mejorar el grado de purificacién de inhibidores proteoliticos, gracias a la
capacidad de unién especifica a las enzimas que inhiben, mediante cromatografia
de afinidad (CA). A diferencia de otros métodos cromatograficos, con esta técnica
se aprovechan las propiedades bioquimicas inherentes de las proteinas y no las

propiedades fisicoquimicas (Oliveira et al., 2007)

Para lograr una mejor purificacion de IP esta técnica se aplica como ultimo paso
después de métodos de baja resolucién, como los mencionados anteriormente.
También, esta técnica cromatografica permite la separacion de biomoléculas

segun su funcién bioldgica (Cuatrecasas, 1970, p. 3 059; Turkova, 1993, p. 8).

En la CA una soluciéon proteica impura (fase movil) atraviesa la columna que
contiene un polimero insoluble (Cuatrecasas, 1970, p. 3 059); las proteinas de
interés se unen de manera no covalente a la superficie del ligando inmovilizado
(fase estacionaria) y las otras proteinas son eluidas de la columna con una
solucion tampon. Para recuperar las proteinas deseadas se realiza una segunda

elucion a diferentes condiciones (Voet y Voet, 2006, p. 105).

La matriz o columna de cromatografia es el soporte que contiene el ligando
adherido covalentemente. Debe presentar resistencia mecanica y quimica,
porosidad con buena capacidad de enlazamiento, estabilidad a cambios de pH y
presencia de agentes detergentes. El ligando se caracteriza por ser altamente
especifico y selectivo para las moléculas que se desean purificar (Coelho, Santos,

Napoleao, Correia y Paiva, 2012, p. 56).

1.3.4.1 Inmovilizacion covalente de enzimas

La etapa inicial para purificar inhibidores proteoliticos por cromatografia de
afinidad es la inmovilizacion de su correspondiente enzima en una matriz o en un
gel de acoplamiento (Coelho et al., 2012, p. 56; Turkova, 1993, p. 31; Voet y Voet,
2006, p. 105).
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El término “enzima inmovilizada” hace referencia a enzimas localizadas o
confinadas de forma fisica en una region del espacio y que retienen su actividad
catalitica para poder emplearse repetida y continuamente. Las enzimas pueden
ser enlazadas al soporte por diferentes métodos, entre los mas utilizados,
atrapamiento fisico, intercambio i6nico y enlace covalente. Los polimeros
empleados para este fin son la agarosa (Sepharosa) y el dextrano reticulado

(Sephadex) (Dos Santos, De Oliveira, Araujo, Ferreira y Araujo, 2012, p. 223).

El método de atrapamiento fisico consiste en la oclusion de la enzima en la matriz
polimérica. En este tipo de inmovilizacion el sustrato y el producto atraviesan la
fase estacionaria, mientras que, la enzima queda retenida. El atrapamiento puede

ser en gel, fibra 0 mediante micro-encapsulacion (Brena y Batista, 2006, p. 21).

La inmovilizacion por intercambio idnico se fundamente en las interacciones de la
proteina con el ligando, segun su carga eléctrica. En este método la fase
estacionaria se conoce como intercambiador idnico pues su superficie contiene
cargas electroestaticas fijas para retener los contraiones de la fase movil (Voet y
Voet, 2006, p. 106).

Los métodos de inmovilizacion o enlazamiento covalente se basan en la
formacion de un enlace covalente entre la enzima y la matriz. Esta unién
covalente se da a través de enlaces amida, éter, tioéter o carbamato con los
residuos de aminoacidos de lisina, cisteina, tirosina e histidina (Brena y Batista,
2006, p. 16). Los métodos de acoplamiento pueden ser a través de la activacion
de la matriz, con la adicién de un reductor que genere grupos electrofilicos que
pueden reaccionar con los grupos nucledfilos de la enzima. Con esta
inmovilizacion y bajo las condiciones necesarias, se obtiene un producto estable

con una pérdida minima de enzima (Pérez, 1996, p. 108; Tripathi, 2009, p. 38).

La mayor parte de reacciones que permiten la inmovilizacion covalente de
enzimas son de tipo carbonilo, en el que los nucledfilos de las proteinas son los
grupos -NH2, -SH y -OH. El anién sulfuro tiene mayor reactividad nucleofilica que

aquellos compuestos de nitrégeno y oxigeno. Sin embargo, los tioésteres que
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forma tienen menor estabilidad que los ésteres, y éstos a su vez son menos
estables que las aminas formadas en la reaccién con grupos aminos. Bajo este
analisis, los residuos que intervienen en la inmovilizacién son: L-acido aspartico,
L-serina, L-glutamico, L-treonina, L-arginina, L-lisina, L-tirosina, L-histidina, L-

triptéfano, L-metionina y L-cisteina (Bonzoén, 1996, p. 14).

Con el objetivo de mejorar la actividad funcional del producto inmovilizado
covalentemente, se han desarrollado estrategias, como, por ejemplo: inmovilizar
la enzima en presencia del sustrato o de un inhibidor o modificar quimicamente la
enzima con los residuos que intervienen en la unién covalente. Ademas, en la
inmovilizacion covalente de enzimas se deben analizar tres factores principales: 1)
los grupos funcionales de la enzima; 2) la reacciéon quimica que dara paso a la
union covalente entre la proteina y el soporte y 3) la modificacion o activacion del
soporte (Bonzoén, 1996, p. 14).

Entre las reacciones de union covalente de las enzimas se tiene la formacion de
bases de Schiff, las cuales se forman entre los grupos carboxilos de la matriz
activada con los grupos amnios libres. Especificamente, del nitrégeno del residuo
de L-lisina, sobre el carbono de la matriz. Para esto, el soporte debe ser oxidado
con peryodato o dimetil-sulfoxidos hasta obtener grupos glioxilo (Galvan y Mufoz,
20086, p. 6).

La principal desventaja de este tipo de inmovilizaciéon es que, durante el proceso
de unioén covalente, la enzima pierde actividad funcional como resultado de la
interaccion del centro activo con los grupos funcionales del soporte o por la
modificacion de la estructura tridimensional. Este ultimo factor afecta la
disposicion espacial del centro catalitico y dificulta la uniéon con el sustrato
(Tripathi, 2009, p. 38; Mikkelsen, 2011, p. 89).

Otros factores que pueden disminuir la actividad enzimatica durante la
inmovilizacion son las condiciones del pH de incubacion y el proceso de reduccion
con borohidruro de sodio (Mateo et al., 2005, p. 276).
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1.4 CARACTERIZACION DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

1.41 CARACTERIZACION CINETICA

La reaccion catalitica de una enzima se describe de manera general mediante la

ecuacion [1.2], especificada por Michaelis-Menten.

E+S = ES -E+P [1.2]

La ecuacion [1.2] indica que en la catalisis de una enzima libre (E) se forma
inicialmente un complejo enzima-sustrato (ES). Después, este complejo se
transforma en el producto (P) de la reaccion y la enzima libre. La formacion del
producto permite determinar la velocidad de reaccion global por ser la etapa lenta
(Voet y Voet, 2006, p. 493).

La velocidad de una catélisis enzimatica, que implique el aumento de P o la
disminuciéon de S, es una funcidén no lineal de S. Mientras la cantidad de sustrato
aumenta, la velocidad de catalisis tiende a un limite, que se conoce como
velocidad maxima. En la Figura 1.4 se observa esta relacion de dependencia

hiperbdlica.

A

Vmax

Welocidad
=
2

Pais

Km -

Concentracian de sustrato [S]

Figura 1.4 Cinética Enzimatica. Modelo de Michaelis-Menten
(Voet y Voet, 2006, p. 493).
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En el modelo de Michaelis-Menten intervienen dos parametros cinéticos
importantes: la velocidad maxima (Vmax), que corresponde a la velocidad maxima
de reaccion que ya no depende de la cantidad de sustrato y la constante de
Michaelis-Menten (Km), que indica la concentracion de S en la que la velocidad
de reaccion es la mitad de Vmax. Ademas, Km indica la afinidad de la enzima por

el sustrato; asi, el valor de Km aumenta cuando la afinidad disminuye.

En la Figura 1.4, se observa que la cinética enzimatica propuesta por Michaelis-
Menten presenta tres etapas. Cuando la concentracién del sustrato es baja, la
velocidad de reaccion tiene una relacion lineal con dicha concentracion y se da
una cinética de primer orden; en concentraciones medias de sustrato, la velocidad
no es lineal y se forma una cinética mixta; para concentraciones altas de sustrato,
la cinética es de orden cero y la velocidad de reaccion es constante e

independiente de la concentracion de sustrato (Nelson y Cox, 2009, p. 207).

Ademas, en el modelo de Michaelis-Menten se consideran dos aspectos. Primero,
la aproximacion a un estado estacionario en el cual la concentracién del complejo
ES es pequefa y permanece constante durante la reaccion enzimatica; y segundo,
que la conversion de reactivos a productos se da mediante una reaccién de

primer orden.

Para el modelo de Michaelis-Menten, se tiene la ecuacion [1.3].

Vméx X [S]
= nax: - 1.3
Vo= 16T+ Km [1.3]
Donde:
Vo: Velocidad de reaccion enzimatica, en U/mL

Vmax:  Velocidad maxima de reaccién
[SI: Concentracion de sustrato, en mM

Km: Constante de Michaelis-Menten, en mM
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Hans Lineweaver y Dean Burk linealizaron la ecuacion del modelo matematico de
Michaelis-Menten para determinar algebraicamente los valores de la constante
Km y la velocidad maxima Vmax. Estos parametros cinéticos se obtienen del
grafico del inverso de la velocidad de reaccion (1/V) versus el inverso de la

concentraciéon de sustrato (1/[S]) (Nelson y Cox, 2009, p. 204).

==

. Km

T

_ﬁ\ T

Figura 1.5 Grafico de los dobles reciprocos de Lineweaver y Burk
(Nelson y Cox, 2009, p. 204)

Las enzimas que obedecen la relacion cinética de Michaelis-Menten la grafica de
los dobles reciprocos, de la Figura 1.5, forma una linea recta. El valor de la
pendiente indica la relacion entre la constante Km y la velocidad maxima;
mientras que, la interseccidn con el eje de las ordenadas corresponde al inverso
de la velocidad maxima y la interseccion con el eje de las abscisas es el inverso
negativo de la constante Km. La linealizacion de Lineweaver-Burk es util en el

analisis de mecanismos de reaccidén enzimatica y de inhibicién enzimatica.

1.4.1.1 Mecanismos de inhibicion

Existen dos mecanismos de inhibicién: el irreversible y el reversible. El primer
mecanismo implica una uniéon covalente que es permanente; mientras que, la
inhibicion reversible ocurre mediante enlace no covalente con el inhibidor, por lo

tanto, la union puede revertirse. Se han identificado diferentes tipos de inhibicion
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reversible, entre ellos esta la competitiva, no competitiva y mixta (Nelson y Cox,
2009, p. 210).

En la inhibicion competitiva existe una unién excluyente, pues el inhibidor compite
con el sustrato por el centro activo de la enzima. Los inhibidores competitivos
tienen estructura similar a la del sustrato y como consecuencia de ello se unen al
centro activo e impiden la afinidad de la enzima con el sustrato (Peret6 et al.,
2007, p. 109). La Vmax de reaccion permanece constante; sin embargo, requiere
de mayor cantidad de sustrato para alcanzarla, por lo tanto, ocurre un incremento
en el valor de Km que indica la pérdida de afinidad de la enzima por el sustrato
(Mdller, 2004, p. 178).

En la inhibicidn no competitiva, el inhibidor no se une a la enzima libre pues se
enlaza una vez que se ha formado el complejo enzima-sustrato. Este mecanismo
es poco comun en enzimas con sustratos unicos (Pereto et al., 2007, p. 110). La
Vmax y la Km se ven afectadas ante la presencia del inhibidor y varian en la

misma proporcién (Maller, 2004, p. 179).

La inhibicion mixta también ocurre en enzimas con mas de un sustrato. En este
caso, el inhibidor se une al sitio activo y deja libre la unién para el primer sustrato,
pero no para un segundo sustrato. De esta manera el inhibidor actuia como
inhibidor no competitivo con el primer sustrato y como inhibidor competitivo con el
segundo. Al no unirse el inhibidor al centro activo, no hay pérdida de afinidad
hacia el sustrato, por tanto, la Km no cambia, pero la Vmax si disminuye con el
inhibidor (Mller, 2004, p. 178).

En la Figura 1.6 se presentan las graficas del método de dobles reciprocos

propuesto por Lineweaver y Burk de los diferentes tipos de inhibicion.

Segun el mecanismo de inhibicion los valores de Km y Vmax sufren variaciones
que se modifican por un factor « 0 «'. En la Tabla 1.1 se presentan los cambios

de los parametros cinéticos segun el tipo de inhibicion.



a
: Yroa ; ) Yo © Y b
v /. Con Inhibidor Gon Inhibidor ) /. Con Inhibidor
S/ /4/ - ¢__>\/
’ KARN e 7
/ '\/(\‘_/ /7 < e C \_“'/
V) S S0
L gre v,
ad 4,/./ /) /‘/
,j/ Vie 7
A z’
y7i > pr7a > 4 >
1
Y i fs

Figura 1.6 Graficos de los dobles reciprocos de inhibicidon a) competitiva,

b) mixta y ¢) no competitiva.

Tabla 1.1 Variacion de los parametros cinéticos por el mecanismo de inhibicion

Mecanismo de Inhibicion Km aparente Vmax aparente
Sin inhibidor Km Vmax
Competitiva a Km Vmax

No competitiva Km/ o' Vmax/ «
Mixta a Km/a' Vmax/ o'
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(Nelson y Cox, 2009, p. 210)

El grado de afinidad del inhibidor hacia la enzima estad representado por la
constante de inhibicion y se calcula con la relacion de « o «'y la concentracion

del inhibidor, como indica la ecuacion [1.4].

[1]
= —_— 1.4
16 1+ Ki [1.4]
Donde:
o Factor alfa
[1]: Concentracion de inhibidor, en mM

Ki: Constante de inhibicion, en mM
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1.42 CARACTERIZACION MOLECUAR

1.4.2.1 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis consiste en la migracion de solutos iénicos, hacia un catodo o
anodo, a través de la influencia de un campo eléctrico. Este método es altamente
sensible, de buena resolucion y versatilidad. Entre sus aplicaciones estan la
separacion de mezclas de ADN y ARN, de proteinas y otras moléculas biologicas;
la determinacién del peso molecular, punto isoeléctrico y para cuantificar las

cadenas de péptidos presentes en proteinas.

La electroforesis con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) permite determinar el
peso molecular y punto isoeléctrico (2SDS-PAGE) de las moléculas tras aplicar
cargas eléctricas. Segun la carga y masa, las moléculas se movilizan en un
campo eléctrico a una determinada velocidad (Lodish et al., 2005, p. 87). La
técnica SDS-Page es la electroforesis mas empleada para determinar el peso
molecular de proteinas debido a que la mayoria de proteinas son solubles en SDS,
es de rapida migraciéon y el complejo SDS-proteina es de facil tincién, lo cual
permite una mejor visualizacién de las bandas formadas (Gallo y Morales, 2006, p.
21).

El SDS es un detergente que, ademas de desnaturalizar completamente la
molécula, carga negativamente a las proteinas para facilitar la movilizaciéon hacia

el anodo (+) y asi separarlas por su tamafio molecular (Arias, 2012, p. 382).

Normalmente se utiliza gel de poliacrilamida debido a que es inerte, tiene buena
estabilidad mecanica y es de preparacién rapida y reproducible. Para la formacion
de dicho gel, se polimeriza una solucion de mondmeros de acrilamida y
bisacrilamida, con catalizadores como el TEMED e iniciadores como el persulfato
de amonio (Lodish et al., 2005, p. 87).

El tamafno de poro del gel formado esta definido por la concentracién de los

monomeros, por ello el ajuste de estos parametros es importante para una
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correcta corrida electroforética. Para pesos moleculares sobre los 150 kDa, se
recomienda una concentracién de acrilamida de 5 % y para pesos moleculares
menores a 10 kDa se debe tener concentracion del mondmero superior al 15 %
(Schagger y Von Jagow, 1987, p. 369)

Las muestras para electroforesis deben ser preparadas con agentes
desnaturalizantes para reducir los puentes disulfuros a grupos tioles. Esta
reduccion, que se puede realizar con 2-mercaptoetanol, se realiza para disociar
las moléculas. Ademas, la muestra debe ser tefiida con colorante organico como
el azul de bromofenol para visualizar las bandas formadas al final de la corrida
(Lomonte, 2002, p. 95).

La mezcla de proteinas previamente preparada, se hace a travesar por el gel
polimerizado, se aplica una carga eléctrica y las proteinas mas grandes migran
lentamente, respecto a las de menor tamano, a través de la matriz (Arias, 2012, p.
382; Lodish et al., 2005, p. 87).

Al finalizar la corrida electroforética los geles deben ser tehidos con azul de
Coomasie o nitrato de plata y decolorados con acido acético y etanol para

visualizar las bandas formadas (Lomonte, 2002, p. 95).

Para estimar el peso molecular de las muestras se utiliza la movilidad
electroforética relativa (Rf) que indica el desplazamiento de las proteinas,
respecto al frente de migraciéon. Este calculo se realiza con la ecuaciéon [1.5]
(Gallo y Morales, 2006, p. 25).

Rf = Distancia que migra la muestra [1.5]
~ Distancia que migra el marcador '
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PARTE EXPERIMENTAL

MATERIALES Y EQUIPOS

MATERIALES

Celdas de cuarzo para espectrofotometro
Columna de cromatografia (vidrio; L = 50 cm)
Embudo con frita

Micropipetas de 100 — 1 000 uL
Tubos Millipore Amicon Ultra para ultrafiltracion (10 y 50 kDa)

EQUIPOS

Balanza analitica, ACCULAB, 110 g, 0,0001 g

Bomba de vacio, DENTSPLY, modelo C2428

Bomba peristéltica, GILSON, modelo Miniplus 2

Centrifuga, WIFUG, modelo 2000 E, 5 800 rpm

Equipo de electroforesis, Thermo Electron Corporation, EC 250-90
Espectrofotémetro UV-Visible, Hitachi, modelo U-1 900

pHmetro, JENWAY, modelo 3 510

Rotavapor, IKA, modelo RV10B599

Sistema de cromatografia, Pharmacia, modelo LKB-FRAC 100

REACTIVOS

Acetato de para-nitrofenilo (p-NPA), grado analitico, SIGMA
Acetato de sodio anhidro, grado analitico, Mallinckrodt Chemical
Acido acético, 99 % de pureza, Riedel-de Haén AG

Acido bérico, grado analitico, Riedel-de Haén AG
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e Acido etilendiaminotetraacético, grado analitico, Loba Chemie
e Acrilamida, grado electroforesis, Bio-Rad

e Azul brillante de tetrabromofenol, grado electroforesis, SIGMA
e Bisacrilamida, grado electroforesis, Bio-Rad

e Borohidruro de sodio, pureza 98 %, SIGMA

e Coomassie Brilliant blue, grado electroforesis, MERCK

e Dimetil formamida, 99 % de pureza, Mallinckrodt

e Dodecil sulfato de sodio, grado electroforesis, SIGMA

e Hidréxido de sodio, grado analitico, BDH Laboratory

e Papaina, 3,18 U/mg, FLUKA

e Persulfato de amonio, 99 % de pureza, Promega

e Peryodato de sodio, grado analitico, BDH Laboratory

e Sepharosa 6B-CL, SIGMA

e Sulfato de amonio, 99 % de pureza, Riedel de Haén Seelze

e Tris HCI, grado electroforesis, SIGMA

e Yoduro de potasio, 99 % de pureza, Panreac

e L-cisteina, 97 % de pureza, SIGMA

¢ N-a Benzoil L-arginina p-nitroanilida (BApNA), grado analitico, SIGMA
e 1-Propanol, pureza 99 %, BDH Laboratory

e 2-Mercaptoetanol, grado electroforesis, MERCK

2.2 SELECCION DEL VALOR DE pH DE INMOVILIZACION DE
PAPAINA

2.2.1 ACTIVACION Y OXIDACION DE LA MATRIZ DE AFINIDAD

Inicialmente se acondiciono el soporte de inmovilizacion, para esto se solubilizé
NaBH4 en NaOH 1,7 M y se adicion6 gel de sepharosa y glicidol; se mezclo
mediante agitacion magnética en bano de hielo. Luego de 16 h de agitacién, la
gliceril-sepharosa obtenida se filtré en frita y la fraccién retenida se lavo con

agua destilada (Betancourt, 2011, p. 44). A continuacién, la matriz se oxidé con
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peryodato de sodio 0,12 M, mediante agitacion constante, durante 1 h. Después
de la oxidacién la glioxil-sepharosa se filtr6 en embudo con frita y se lavé con
agua destilada (Bonzon, 1996, p. 35). En la Figura Al.1 del Anexo | se muestra el

esquema del proceso de activacion y oxidacion de la matriz de sepharosa.

2.2.2 INMOVILIZACION DE PAPAINA EN EL SOPORTE DE GLIOXIL-
SEPHAROSA 6B-CL

En la matriz preparada se inmovilizé covalentemente papaina (PA) segun el
método propuesto por Bonzén (1996, p. 36). Para la incubacion se prepard una
soluciéon enzimatica de 12 mg de enzima/mL de glioxil sepharosa en tampon
borato 0,1 M y se mezclé con 15 g de la matriz, durante 2 h. En el sobrenadante
de la mezcla de incubacion, se determind la concentracion de proteina, cada 15
min, espectrofotométricamente con la medicién de la absorbancia a 280 nm
(Aitken y Learmonth, 2002, p. 3), para determinar la cantidad de enzima que se

adhiri6 al soporte.

La papaina inmovilizada se redujo con 5 mg de NaBH4/mL de gel por 60 min en
bafio de hielo (Quinchuela, 2013, pp. 32-35). La matriz inmovilizada se filtro y
lavo tres veces con el uso combinado de 15 mL de tampdn acetato 0,1 M pH 4 y
15 mL de tampon tris HCI 0,1 M pH 8. Se lavé la matriz tres veces con 15 mL del
tampdn de inmovilizacion. El filtrado y los lavados se recolectaron por separado.
Se determind la concentracion de proteina a 280 nm, al igual que la actividad
enzimatica con BApNA como sustrato, en cada una de las fracciones (Bonzon,
1996, p. 36).

2.2.3 DISENO EXPERIMENTAL

El efecto del pH en la inmovilizaciéon se estudié con un disefio experimental
completamente al azar, en el cual se evaluaron 4 niveles de pH (8, 9, 10 y 11)

con dos repeticiones en cada uno. Los datos se procesaron mediante un analisis
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de varianza en el software Statgraphics Centurion XV (95 % de confianza). Se
determinaron el porcentaje de enzima inmovilizada (% El), el porcentaje de
actividad enzimatica inmovilizada (% AEIl), el porcentaje de retencion de
actividad funcional (% RAF) y la actividad enzimatica especifica (AEE). En el

Anexo Il se detallan los procedimientos para el calculo de estas variables.

2.3 EVALUACION DEL EFECTO DEL PROCESO DE REDUCCION
CON NaBH4 DEL PRODUCTO INMOVILIZADO

2.3.1 INMOVILIZACION DE PAPAINA EN GLIOXIL-SEPHAROSA PARA
DEFINIR EL MEJOR PROCESO DE REDUCCION

Luego de la activaciéon y oxidacion del soporte, se inmovilizé papaina al pH que
presentd mayor % RAF. El proceso de inmovilizacion se realizé durante 2 h, en
bafo de hielo; una vez concluido este tiempo, se pesé NaBH4, en funcién de las
concentraciones a evaluar, que fueron 5 y 10 mg/mlLge y se agregaron
directamente o disuelto en el tampon de inmovilizacion, a la mezcla anterior. Para
los tratamientos con los que se evalud la adicion en solucién refrigerada, se pesé
NaBH4 y se coloco en matraces de 10 mL. Luego, se aforaron con tampén borato
al pH de inmovilizacién. Para el proceso de reduccion se dejo en agitacion
magnética durante 1 h. Tiempo después, se realizaron los procesos de lavado con
soluciones amortiguadoras acetato 0,1 M pH 4, tris HCI 0,1 M pH 8 y borato 0,1 M

al pH de inmovilizacion, como se especificé en el acapite 2.2.2.

2.3.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar la influencia del proceso de reduccion con NaBH4 del producto
inmovilizado, se aplicé un disefio completamente al azar con el que se evaluaron
tratamientos (por duplicado) que combinaron la concentraciéon de NaBH4, en
niveles de 5y 10 mg/mLgel, y la forma de adicion del reductor, ya sea agregado

directamente o disuelto en el mismo tampoén de inmovilizacién.
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En la Tabla 2.1 se muestran los tratamientos que se realizaron en este disefio
experimental. La variable de respuesta fue el % RAF y la seleccién del mejor
proceso de reduccion se realizé con base en el mayor valor de esta variable de
salida. El analisis de los datos experimentales se realizé a través del software

Statgraphics Centurion XVI, con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 2.1 Tratamientos empleados para evaluar el proceso de reduccion de papaina-
glioxil-sepharosa con NaBH4

Codigo de Concentracion de NaBH4 o eg
. Forma de adicion
Tratamiento (mg/mL gel)
T1 10,00 Directa
T2 10,00 En solucion refrigerada
T3 5,00 Directa
T4 5,00 En solucion refrigerada

2.4 PURIFICACION DE LAS FRACCIONES INHIBIDORAS MAS
ACTIVAS DE PAPAINA

2.41 OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS SEMILLAS

Esta investigacion se realizé con semillas certificadas de amaranto (Amaranthus
caudatus L., var. I-Alegria), arveja (Pisium sativum, var. 1.-432-Lojanita), chocho
(Lupinus mutabilis, var. 1-450-Andino), fréjol (Phaseolus vulgaris, var. 1-481-Rojo
del valle), quinua (Chenopodium quinoa, var. |-Tunkanhuan) y sangorache
(Amaranthus hybridus L.) donadas por la estacién Santa Catalina, perteneciente

al instituto de investigaciones INIAP.

Inicialmente la harina de las semillas mencionadas fue desengrasada, segun el
método desarrollado por Mufioz (2011, pp. 28-29). Este proceso se realizd a
través de una extraccion sélido-liquido con alcohol propilico, en una relacion 1:4
solido-liquido. El esquema de la fase de desengrasado de las harinas se

muestra en la Figura Al.2 del Anexo I.
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Cada harina desengrasada se suspendio y agité por separado, durante 1,5 h a
400 rpm, con tampon fosfato 50 mM pH 6, en una relacion 1:5 (m:v). A
continuacion, la solucion se centrifugd a 835 x g, durante 30 min; el
sobrenadante obtenido se colocé en tubos para centrifuga. Se ultrafiltré con una
membrana de 50 kDa a 2 000 x g, durante 40 min. Se recolectaron las
fracciones con pesos moleculares bajo los 50 kDa y se denominaron como
extractos acuosos (Echeverria, 2014, p. 39, modificado). En la Figura Al.3 se
muestra el esquema del proceso de obtencién de los extractos acuosos o

extractos crudos.

2.42 SELECCION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS CON ACTIVIDAD
INHIBIDORA SOBRE PAPAINA

2.4.2.1 Determinacion de la actividad inhibidora y actividad inhibidora especifica de

extractos acuosos

La actividad inhibidora (Al) se defini6 como la diferencia de la actividad
proteolitica con inhibidor, respecto a aquella en ausencia del mismo y se expreso
en mili unidades enzimaticas por mililitro de extracto acuoso (mU/mL) (Mufoz,
2011, p. 28). Para determinar la actividad proteolitica de papaina se utilizé el
método de Earlanger et al., (1961), expuesto en el acapite 1.1.4.2 y modificado.
Se mezclaron, en una celda de cuarzo, 200 uL de papaina (7 mg/mL), 2 000 uL

de tampdn fosfato 50 mM pH 6 y 200 pL de p-NPA (8 mg/mL).

La actividad proteolitica de papaina, en presencia de los extractos inhibidores se
determiné con la reaccion de 200 uL de papaina (7 mg/mL), 1 400 uL de tampén,
600 uL del extracto acuoso con inhibidor y 200 uL de p-PNA (8 mg/mL). La
actividad inhibidora especifica (AIE) se calculé como la relacion de la actividad
inhibidora y la concentracion de proteina en cada extracto (El-Yassi, 2012, p. 2).

En el Anexo lll se presenta el detalle del calculo de estas variables.
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Se aplicd un test de rangos multiples con el método LSD, con la actividad
inhibidora especifica de cada extracto como variable. Se analizaron los datos con
el software Statgraphics Centurion XV, a un nivel de confianza del 95 %, con tres
repeticiones para cada semilla. Se seleccionaron los inhibidores de papaina mas

activos a aquellos extractos con mayor AIE, para ser purificados selectivamente.

2.43 PURIFICACION PARCIAL DE LOS INHIBIDORES MAS ACTIVOS DE
PAPAINA

Los extractos acuosos con mayor actividad inhibidora fueron tratados a 60 °C en
bafio Maria; luego, fueron ultrafiltrados en una membrana de 10 kDa, durante 45
min, a 2 800 x g. Se recolectaron las fracciones permeadas para ser tratadas con
(NH4)2SO4 al 60 % de saturacion. En cada etapa, se determind la actividad
inhibidora, concentracion de proteina y actividad inhibidora especifica de las

fracciones permeadas.

2.44 PURIFICACION DE LOS INHIBIDORES MAS ACTIVOS PRESENTES EN
LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS SEMILLAS MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD EN UNA MATRIZ DE PAPAINA-
GLIOXIL-SEPHAROSA 6B-CL

2.4.4.1 Cromatografia de afinidad en papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL

Se purificaron selectivamente a los inhibidores mas activos de papaina mediante
cromatografia de afinidad en 50 g de papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL. Se
inmovilizé papaina al pH seleccionado segun el acapite 2.2.3 y se redujo el

soporte bajo las condiciones elegidas en la seccion 2.3.2.

La matriz de papaina-glioxil-sepharosa se lavé con tampdn fosfato de sodio 50
mM pH 7,50. Se colocaron 50 mL de la matriz en la columna de cromatografia,

hasta alcanzar una altura de 33 cm y después se ubicaron los pistones (Félix,
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2008, p. 40). En la columna se lavdé nuevamente el soporte con el mismo tampdn
por 30 min. El tampdén se alimenté a la columna con el uso de una bomba

peristaltica y se regul6 el flujo a 0,5 mL/min.

Después del lavado se anadieron 5 mL de las fracciones semipurificadas con
mayor actividad de inhibicidon frente a papaina, seguido de solucién tampdn. Se
recolectaron fracciones de 3 mL y en cada una se determiné la concentracion de
proteina, mediante espectrofotometria a 280 nm. Cuando las fracciones
recolectadas tuvieron una concentraciéon de proteina de cero, los inhibidores
fueron eluidos con una solucién de KCI-HCI 1 M. Se determinaron la actividad
inhibidora y concentracion de proteina en cada fraccién eluida (Echeverria, 2014,
pp. 45-47).

Finalmente, se realiz6é el esquema cromatografico de esta etapa, con la actividad
inhibidora y actividad inhibidora especifica versus el numero de fraccion
recolectada.

2.4.5 DISENO DE UN SISTEMA DE PURIFICACION DE LOS INHIBIDORES
MAS ACTIVOS PRESENTES EN LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS
SEMILLAS

En cada etapa de purificacion parcial se determiné el grado de purificacion (GP),
definido como el coeficiente entre los valores de la actividad inhibidora especifica
lograda después y antes de cada fase de purificacion. Para los inhibidores mas
activos de papaina, se disefid un sistema de purificacion mediante la evaluacién
de la influencia que ejercen, en el grado de purificacion global, las etapas de
ultracentrifugacion con membranas de 50 y 10 kDa, de tratamiento térmico a

60 °C, de insolubilizacion selectiva con (NH4)2S0Oa4 y de cromatografia de afinidad.

Se partio del resultado logrado con la aplicacion de todas las etapas y se
eliminaron a aquellas que menor aporte tuvieron sobre el GP. Se combinaron las

mejores etapas de bajo grado de resolucion con la de cromatografia de afinidad.
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2.5 CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR DE LAS
FRACCIONES INHIBIDORAS MAS ACTIVAS DE PAPAINA

2.5.1 CARACTERIZACION CINETICA DE LAS FRACCIONES CON LOS
INHIBIDORES MAS ACTIVOS DE PAPAINA

Se midi6 la actividad enzimatica de la papaina en presencia y en ausencia de los
extractos inhibidores, con p-NPA como sustrato, en diferentes concentraciones,
segun el apartado 2.4.2.1 (Fukuda et al.,, 1996, p. 9). Para determinar la
velocidad maxima (Vmax) y la constante de Michaelis-Menten (Km) se realizé el

grafico de los dobles reciprocos.

En el Anexo V se presenta un ejemplo de calculo de la caracterizacion cinética.

Los valores de los parametros cinéticos fueron evaluados segun lo expuesto en

el apartado 1.4.1. Con la ecuacién [1.4] se determiné la constante de inhibicién.

2.5.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS INHIBIDORES MAS
ACTIVOS DE PAPAINA

2.5.2.1 Desnaturalizacion de las muestras

El peso molecular de los inhibidores mas activos de papaina obtenidos después
de la cromatografia de afinidad se estimé mediante electroforesis SDS-PAGE. Se
tomaron 0,20 mL de las fracciones inhibidoras y se mezclaron con 0,20 mL de una
solucion de desnaturalizacion (SDS al 4 %; tampén Tris-HCI 50 mM pH 6,80;
glicerol al 12 %; 2-mercaptoetanol al 2 % y azul de bromofenol). Las muestras se

sometieron a calentamiento a 90 °C por 10 min (Félix, 2008, p. 43).

El estandar utilizado para los extractos crudos tenia un peso molecular en el

rango de 10 a 100 kDa. El estandar para los extractos purificados tenia un peso
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entre 2,56 y 17,20 kDa. Los estandares fueron desnaturalizados previo a su uso.

2.5.2.2 Preparacion de geles

Para la corrida electroforética se formaron geles de 1 mm de espesor a diferentes
concentraciones de poliacrilamida para el gel concentrador y el gel separador. La
solucion de poliacrilamida estaba formada por acrilamida al 48,0 % y bisacrilamida
al 1,5 %. Para el gel separador se utiliz6 una solucién formada por 16,0 % de
poliacrilamida, 33,0 % de tampdén gel; 10,6 % de glicerol y 22,7 % de agua
destilada. Ademas, para iniciar la polimerizacion se utilizaron 15 pL de TEMED y
150 uL de persulfato de amonio (10 %) (Schagger y Von Jagow, 1987, p. 369;
Félix, 2008, p. 45).

Se coloco 1 mL de isobutanol para eliminar la curvatura sobre la superficie del gel
y se dejé polimerizar durante 30 min (Lomonte, 2002, p. 97). Se retir6 el exceso
de alcohol y se procedi6 a preparar el gel concentrador, que estaba formado con
10 % de solucién de poliacrilamida, 33 % de tampoén de gel, 57 % de agua,
TEMED vy persulfato de amonio (Schagger y Von Jagow, 1987, p. 369). En cada
pocillo se cargaron 20 uL de muestra y de estandar desnaturalizados. Luego, se
colocaron las placas de gel dentro de la camara y se llené con tampon de catodo
(Tris 0,03 M pH 8,25; glicina 0,93 M y SDS 0,10 %) y de anodo (Tris 0,20 M pH
8,90). Para la corrida, se aplicé un voltaje entre 110V y 150 V.

2.5.2.3 Tincién y revelado de geles

Al finalizar la electroforesis, las placas de vidrio fueron retiradas y los geles fueron
tefiidos con 500 mL de una solucion de coloracion (0,12 % azul de coomasie R-
250; 45,35 % metanol y 4,60 % acido acético). La tincién se realizé durante 12 h
en agitacion constante. Se destifieron los geles en microondas y con una solucién
de decoloracion (50,00 % metanol y 5,00 % acido acético) en el tiempo requerido

para visualizar las bandas definidas (Félix, 2008, p. 125, modificado).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SELECCION DEL VALOR DE pH DE INMOVILIZACION DE
PAPAINA

Durante el proceso de inmovilizacion de la papaina a pH 8, 9, 10 y 11, segun la
metodologia expuesta en el acapite 2.2.2, se determind la cantidad de proteina
presente en el sobrenadante de inmovilizacion espectrofotométricamente. Este
resultado se presenta en la Figura 3.1.
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Figura 3.1 Concentracion de proteina (mg/mL) en funcion del tiempo (min) a diferentes
valores de pH de inmovilizacion

En la Figura 3.1 se observa que después de 45 min de incubacion se obtuvieron
valores practicamente constantes de concentracion de proteina en el
sobrenadante, esto indica que la papaina debe permanecer minimo 45 min en

contacto con la glioxil-sepharosa; sin embargo, se dejé inmovilizar durante 2 h
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para lograr la estabilizacion molecular adecuada de la enzima (Cutifio et al., 2014,
p. 21).

Ademas, el analisis de la Figura 3.1 indica que, al inmovilizar papaina a valores
de pH de 9, 10 y 11 existe menor concentracion de proteina en el sobrenadante,
es decir, hay mayor cantidad de papaina enlazada al soporte comparado con el
proceso de inmovilizacion a pH 8. Este resultado fue el esperado porque la
incubacion se debe realizar a pH alcalino para que la reactividad de los grupos
nucledfilos (aminas) de la proteina mejore y asi, alcance mayor reaccion la

enzima con el soporte de inmovilizacién (Mateo et al., 2007, p. 1 454).

Debido a que las condiciones de incubacion y reducciéon pueden disminuir la
actividad enzimatica de la enzima inmovilizada (Mateo et al., 2005, p. 276) para la
eleccion del pH de inmovilizacién se consideraron los criterios que se discuten a

continuacion.

En la Tabla 3.1 se presentan el porcentaje de enzima inmovilizada (% El), el
porcentaje de retencion de actividad funcional (% RAF), el porcentaje de actividad
enzimatica inmovilizada (% AEIl) y la actividad enzimatica especifica (AEE),
obtenidos para los diferentes valores de pH de inmovilizacién, luego de 2 h de

incubacion.

Tabla 3.1 % EI, % RAF, % AEI y AEE de papaina inmovilizada en glioxil-sepharosa
segun el pH de inmovilizacion

pH de Variables
Inmovilizacién % EI % RAF % AEI AEE
8 31,07+3,54° | 79,42+245° | 86,82+3,51% | 7,22E-05+3,18E-06°
9 68,16+2,19° | 53,90+2,82"° | 8849+6,03¢ | 545E-05+ 1,39E-05
10 69,14=2,19° | 50,75+2,18" | 9323+2,79° | 5,03E-05+2,83E-07"
1 7231£1,30° | 47,02+3,09° | 9540+0,57° | 4,83E-05 +3,18E-06"
Xto(n=2)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas entre los valores de pH, de
acuerdo a la prueba LSD (95 % de confianza)
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Los valores de la Tabla 3.1 muestran que, al incrementar el valor del pH de
inmovilizacion, existe un mayor porcentaje de enzima inmovilizada, como
consecuencia de la mayor desprotonacion de la enzima que favorecid el
enlazamiento al soporte (Mateo et al., 2007, p. 1 454). Ademas, indican que al
incrementar la alcalinidad del tampon de inmovilizacion existe pérdida de la
actividad proteolitica de la papaina durante su inmovilizacidon covalente; este
comportamiento es caracteristico del tipo de inmovilizacién utilizado, ya que las
condiciones en las cuales se realiza la incubacion contribuyen a la

desnaturalizacion de la enzima (Mikkelsen, 2011, p. 89; Ravin, 2010, p. 82).

Segun los valores de la Tabla 3.1, al inmovilizar papaina a pH de 9, 10y 11 la
retencién de actividad funcional desciende, debido a que la reaccion de los grupos
reactivos de la proteina con el soporte activado pudo ocurrir en las proximidades
del sitio activo de la enzima y por tanto, la eficiencia catalitica del producto
inmovilizado fue afectada; ademas, la enzima pudo desnaturalizarse durante el
proceso de inmovilizacion a dichos valores de pH (Cutifio et al., 2014, p. 24;
Mikkelsen, 2011, p. 89).

El analisis de varianza para el porcentaje de enzima inmovilizada se presenta en
la Tabla 3.2. Se observa que el parametro p es menor a 0,05 (nivel de confianza
del 95 %); por lo tanto, hay diferencia estadistica significativa del % EI en cada

valor de pH de inmovilizacion.

Tabla 3.2 Analisis de varianza para el % EI por pH de inmovilizacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razoén-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 2 277,56 3 759,188 127,31 0,0002
Dentro de grupos 23,8528 4 5,9631
Total (Corr.) 2301,42 7

Entonces, con el anadlisis estadistico de la Tabla 3.2, en conjunto con lo
presentado en la Figura 3.1, se concluye que efectivamente, el pH de

inmovilizacion influye sobre la cantidad de enzima inmovilizada.
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En la Tabla 3.3 se presenta el analisis de varianza para el % RAF, con un nivel de
confianza del 95 %. Se observa que el parametro p es menor a 0,05; esto indica
que existe una diferencia significativa entre los valores del % RAF obtenidos a los

diferentes niveles de pH de inmovilizacion analizados.

El analisis estadistico indica que el pH de inmovilizacion influye sobre la retenciéon

de actividad funcional que tiene la papaina después del proceso de inmovilizacion.

Tabla 3.3 Analisis de varianza para el % RAF por pH de inmovilizacién

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 1297,08 3 432,362 61,10 0,0008
Dentro de grupos 28,303 4 7,07575
Total (Corr.) 1 325,39 7

El analisis de varianza para el porcentaje de actividad enzimatica inmovilizada se
presenta en la Tabla 3.4 e indica que no existe diferencia significativa entre los
valores para esta variable en los diferentes niveles de pH estudiados (p > 0,05)

con un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 3.4 Analisis de varianza para el % AEI por pH de inmovilizacién

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 96,2973 3 32,0991 2,26 0,2238
Dentro de grupos 56,8522 4 14,213
Total (Corr.) 153,149 7

Finalmente, la Tabla 3.5 resume el analisis de varianza para la actividad
enzimatica especifica e indica que no existe diferencia estadistica significativa
entre los valores de la AEE para los niveles de pH (valor p > 0,05) a un 95 % de

confianza.
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Tabla 3.5 Analisis de varianza para la AEE por pH de inmovilizacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 7,1053E-10 3 2,36843E-10 4,46 0,0913
Dentro de grupos 2,1241E-10 4 5,31025E-11
Total (Corr.) 9,2294E-10 7

En resumen, el % RAF y el % EIl presentaron diferencia estadistica significativa;
es decir, el valor de pH influye sobre estas variables en el resultado del proceso
de inmovilizacion; en tanto que, el porcentaje de actividad enzimatica inmovilizado
y la actividad enzimatica especifica no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. En la Tabla 3.1 se observa también que el valor del % RAF es
mayor cuando se trabaja con un pH de inmovilizacién igual a 8. Este resultado es
consistente con el trabajo realizado por Cutifio et al. (2014) que determinaron que
la papaina puede retener hasta el 50 % de su actividad funcional después de ser
inmovilizada a valores de pH neutro-alcalinos y también es fuertemente estable a
pH 8 (p. 24).

Si bien al inmovilizar a pH de 11 se obtuvo un alto porcentaje de enzima
inmovilizada, el porcentaje de retencién de actividad funcional fue bajo. Este
ultimo parametro es mas importante pues indica que la papaina esta en
capacidad de unirse al sustrato para ejercer su actividad de catalisis. Por ello, se
decidié inmovilizar papaina a pH 8, porque bajo esta condicién se obtuvo un valor
alto de porcentaje de retencion de actividad funcional (% RAF) que
consecuentemente, favorecera el grado de purificacion de inhibidores en la

cromatografia de afinidad.

3.2 EVALUACION DEL EFECTO DEL PROCESO DE REDUCCION
CON NaBH4

Con el pH de inmovilizacion seleccionado en el acapite 3.1, se evalud el efecto del
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proceso de reduccion con NaBH4 sobre el porcentaje de retencion de actividad
funcional (% RAF).

En la Tabla 3.6 se observan los valores del % RAF obtenidos en los diferentes

tratamientos con los que se evalu6 el proceso de reduccion.

Tabla 3.6 % RAF de papaina inmovilizada en glioxil-sepharosa en los diferentes
tratamientos de reduccion con NaBHy

Tratamiento
Codigo Concer(l:;g/cg)f g:l)N aBHq Forma de adicion 7o RAF
T1 10,00 Directa 54,59 £ 6,07
T2 10,00 En solucion refrigerada 75,33+ 5,80
T3 5,00 Directa 77,04 + 4,46
T4 5,00 En solucion refrigerada 80,67 £4,23
Xto(h=2)

El analisis de varianza para el % RAF se presenta en la Tabla 3.7. En este caso,
el valor de p es menor a 0,05 y, por tanto, existe diferencia significativa en la

variable de salida debido a los tratamientos.

Tabla 3.7 Analisis de varianza para el % RAF por proceso de reduccion

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
Entre grupos 765,596 3 255,199 10,58 0,0226
Dentro de grupos 96,4512 4 24,1128
Total (Corr.) 862,047 7

Para identificar los tratamientos que son estadisticamente iguales o diferentes se
realizd el grafico de medias e intervalos LSD de la Figura 3.2. En la gréfica, se
observa que los tratamientos T2, T3 y T4 son estadisticamente iguales y el
tratamiento T1 es diferente. Ademas, se identifica que con el tratamiento T1 se

alcanz6 menor porcentaje de retencion de actividad funcional de la papaina.




38

Medias y 95,0% de Fisher LSD

97

87

77

% RAF

67

57

47

T T2 T3 T4
Tratamiento de reduccion

Figura 3.2 Grafico de medias e intervalos LSD del proceso de reduccion del producto
inmovilizado sobre el porcentaje de retencion de actividad funcional (% RAF).

Después del ataque nucleofilico que ocurre durante el proceso de inmovilizacion
(Mateo et al., 2007, p. 1 454), se da lugar a la formacion de bases de Schiff y con
el proceso de reduccion se forman enlaces covalentes y estables entre la enzima
y el soporte (Penzol, 1996, p. 6); sin embargo, las condiciones de reduccién
utilizadas pueden alterar la estructura tridimensional de la enzima (Blanco y
Guisan, 1989, p. 363) y afectar la actividad funcional en el inmovilizado papaina

glioxil-sepharosa, como se observa en la Figura 3.2 y en la Tabla 3.6.

La pérdida de la actividad proteolitica del producto inmovilizado puede ser
resultado de una posible desnaturalizacién debido a la agitacion por largos
periodos durante la inmovilizacion (Daniel, Toogood y Bergquist, 1995, p. 52;

Simon, Laszl6, Kotorman y Szajani, 2001, p. 45).

Durante la reduccion del producto inmovilizado para los tratamientos T1 y T3 se
colocaron de forma directa 10 y 5 mg mL-' de NaBHza, respectivamente. La adicion
directa del reductor disminuyé el % RAF del derivado porque estas moléculas
pueden causar deterioros inmediatos sobre la estructura de la proteina como la

ruptura de los enlaces disulfuros o de los enlaces peptidicos y la reducciéon de
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grupos funcionales de las cadenas laterales del centro activo (Light y Sinha, 1967,
p. 1 358). En los tratamientos T2 y T4 se coloc6 NaBHa4 disuelto en solucion
refrigerada. La retencion de la actividad funcional en estos preparados
inmovilizados fue mayor e indica que los grupos aldehidos restantes en la matriz
activada fueron reducidos con mayor facilidad a grupos hidroxilos inertes (Penzol,
1996, p. 6). La adicién del reductor de forma disuelta evitdé que ocurra una

reaccion agresiva entre el soporte inmovilizado y el borohidruro de sodio.

El comportamiento obtenido en los procesos de reduccion estudiados es similar al
encontrado en la investigacion realizada por Castillo (2003), que evalud el efecto
del NaBH4 sobre la aminoacilasa de rifidn porcino inmovilizada con el mismo
meétodo y determindé que al anadir directamente el reductor la actividad decrece
hasta un 69,80 %; mientras que al afiadir NaBH4 de forma diluida solo se pierde el
45,40 % de actividad funcional (p. 86).

Se decidio reducir la papaina inmovilizada con 5 mg mL" de NaBHg4, afiadidos en
solucién tampdn pues resultd ser el tratamiento que permite obtener un mayor
valor del % RAF con un menor consumo de reductor y con el cual se evitaria una
pérdida del 22 % de actividad.

3.3 PURIFICACION DE LAS FRACCIONES INHIBIDORAS MAS
ACTIVAS DE PAPAINA

3.3.1 OBTENCION DE EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS SEMILLAS

Los extractos acuosos de las semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L., var.
I-Alegria), arveja (Pisium sativum, var. |.-432-Lojanita), chocho (Lupinus mutabilis,
var. 1-450-Andino), fréjol (Phaseolus vulgaris, var. 1-481-Rojo del valle), quinua
(Chenopodium quinoa, var. I-Tunkanhuan) y sangorache (Amaranthus hybridus L.)
se obtuvieron a partir de harina desengrasada. El proceso de separacion de grasa

se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el apartado 2.4.1.
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Los valores estimados de la grasa removida se exponen en la Tabla 3.8; se
calcularon a partir de la tabla de composicion nutricional del INIAP para cada
variedad utilizada. Segun esa informacion, el contenido de grasa es de 8,78 %
para el amaranto, 4,00 % para la arveja, 19,07 % para el chocho, 3,35 % para el

fréjol, 6,11 % para la quinua y 7,00 % para el sangorache.

Tabla 3.8 Porcentaje de grasa removida en cada semilla con 1-propanol como solvente

Semilla Masz; inicial Masa final G::l;aosli.::a
g (® (%)
Amaranto 50,00 4712 65,60
Arveja 50,00 48,23 88,50
Chocho 50,00 43,12 72,16
Fréjol 50,00 48,98 60,90
Quinua 50,00 47,31 88,05
Sangorache 50,00 46,70 94,29

En la obtencion de inhibidores de proteasas, el desengrasado de harinas es
importante porque la grasa puede interferir en la determinacion de la actividad
inhibidora. Por ejemplo, en el estudio de Molina, Blanco y Zamora (2011), el
extracto acuoso de Lupinus bogotensis con harina desengrasada presenté una
inhibicién (8,764 Ul) estadisticamente significativa superior a los tratamientos con

harina sin desengrasar (2,572 Ul) sobre aspartico proteasas (p. 184).

Ademas, el proceso de desengrasado permite eliminar sustancias no proteicas
que pueden interferir en las lecturas de absorbancia a 280 nm y asi obtener un
resultado mas confiable. Garcia (2004, p. 10) corrobord este efecto pues
determind que la harina de soya cruda contiene alrededor de 35 mg de inhibidor/g
de proteina, pero luego de eliminar la grasa obtuvo un valor de 58 mg de

inhibidor/g de proteina.

Los extractos acuosos fueron obtenidos a partir de harina desengrasada segun el

procedimiento del acapite 2.4.1. En cada extracto se determind la concentraciéon
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de proteina soluble mediante espectrofotometria UV a 280 nm. Los resultados de

esta medicidon se muestran en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9 Concentracion de proteina soluble en cada extracto

Extracto acuoso (m;’ILL)
Amaranto 4,14+ 1,09
Arveja 445 +1,21
Chocho 22,58 £2,52
Fréjol 7,54 £ 1,47
Quinua 18,47 +3,98
Sangorache 2,99 +£0,19

X+o(n=3)

Mufoz (2011) determind la concentracion de proteinas en permeados de las
mismas variedades de ciertas semillas utilizadas en esta investigacién. Encontré
que la arveja tenia una concentracion de proteina de 10,69 mg/mL, el chocho de
34,20 mg/mL y el fréjol de 13,41 mg/mL. Las fracciones utilizadas en la
investigacion de Munoz (2011) muestran una mayor concentracion de proteina
que las muestras aqui tratadas. Esta diferencia puede ser resultado del método
de extraccion utilizado. Mufioz (2011) no realizé el proceso de desengrasado de
las harinas de las semillas y consecuentemente, pudo presentar interferencias en
las lecturas de absorbancia a 280 nm. Ademas, los extractos acuosos de esta
investigacion fueron ultracentrifugados con membranas de 50 kDa con lo cual se

logré eliminar a aquellas moléculas con tamafos superiores a dicho valor.

En el trabajo desarrollado por Jacome (2015) se utilizaron cinco de las variedades
de las semillas en estudio, la harina de las mismas fue desengrasada y denominé
extracto crudo o acuoso a las fracciones de tamafio menor a 50 kDa. Bajo estas
condiciones la concentracion de proteina fue de 9,40 mg/mL para el amaranto,
9,59 mg/mL para arveja, 28,63 mg/mL para el chocho, 11,63 mg/mL para el fréjol
y 5,12 mg/mL para el sangorache. Los valores reportados en la Tabla 3.9

muestran variaciones que pueden ser resultado de factores como el estado y
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conservacion de las semillas, condiciones de ensayo e incluso factores

agrondmicos como forma de cultivo, afio o época de cosecha, etc.

3.3.2 SELECCION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS CON ACTIVIDAD

INHIBIDORA SOBRE PAPAINA

3.3.2.1 Determinacion de la actividad inhibidora y actividad inhibidora especifica de

extractos acuosos

Se determind la actividad inhibidora y actividad inhibidora especifica de cada
extracto frente a papaina, con p-NPA como sustrato, segun se describe en la
seccion 2.4.2. Dichos resultados se presentan en la Tabla 3.10 e indican que,
todos los extractos presentaron inhibicién, excepto el de quinua. El extracto de
chocho presentd la mayor actividad inhibidora de papaina (68 % de inhibicion),
seguido por el del fréjol con un 39 % de inhibicion, amaranto con una inhibicién

del 29 % y sangorache con el 19 % de actividad inhibidora, frente a papaina.

Tabla 3.10 Actividad inhibidora y actividad inhibidora especifica de los extractos frente a
papaina, con p-NPA como sustrato

Extracto acuoso AE papaina (mU/mL) Al (mU/mL) AIE (mU/mg)
Amaranto 1,177 £ 0,057 | 0,297 +0,0722
Arveja 0,474 +0,072° | 0,121+0,042°"
Chocho 2,722 £ 0,156 ¢ 0,118 +0,005°
- 3,961+ 0,216
Fréjol 1,556 £ 0,542 ¢ 0,259+0,115%
Quinua 0,000 + 0,000 © 0,000 + 0,000 ©
Sangorache 0,761+ 0,149 | 0,249 + 0,029 2
Xto(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la

prueba LSD (95 % de confianza)

La alta actividad inhibidora del chocho encontrada es un resultado conocido por la
presencia de lupanina, que es un alcaloide que inhibe proteasas. Por ejemplo, en
la especie Lupinus luteus se hallé un bajo contenido de inhibidores de tripsina que

después del proceso de remocidén de lupanina disminuyd considerablemente
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(Martinez, Frias y Vidal, 2005, p. 295); sin embargo, el contenido inicial de IPP
encontrado en dicho estudio es bajo en comparacion con otras semillas de

leguminosas como la soya (White, Campbel y McDowel, 2000).

Por otra parte, el extracto de quinua no presento inhibicién sobre papaina. Este
resultado coincide con el estudio realizado por Ruales y Nair, quienes concluyeron
que la actividad de inhibicién proteolitica de este pseudocereal es demasiado baja
como para reducir la biodisponibilidad de ciertas proteasas (1992, p. 3). Ademas,
en una segunda experimentacion Ruales y Nair (1993, p. 141) utilizaron un
método cualitativo para determinar la presencia de inhibidores de proteasas en

extractos concentrados de quinua con el que no se detectd algun inhibidor.

Por su parte, Romero (1981) analizé ocho variedades de la quinua y encontro
valores de inhibicién entre 1,36 y 5,04 TUI/mg para la tripsina; sin embargo, estos
valores son inferiores a los reportados, por el mismo autor, para otras especies
como soya (41,50 TUI/mg) y fréjol (17,80 TUI/mQ).

En la Tabla 3.10 también se encuentran los valores de la actividad inhibidora
especifica AIE de los diferentes extractos sobre papaina. La AIE relaciona la
actividad inhibidora con la concentracion de proteina de cada extracto. Asi, el
extracto crudo de chocho presenta el menor valor de AIE pues, como se expuso

en la Tabla 3.9, el contenido de proteina para esta leguminosa es elevado.

Los extractos de amaranto, sangorache y fréjol presentaron la mayor AIE y segun
la prueba LSD aplicada no tienen diferencias estadisticamente significativas con

un nivel de confianza del 95 %.

En el trabajo de Hernandez et al. (2013) se estudio la inhibicién de las variedades
de las semillas utilizadas en esta investigacion; pero en su experimentacion
aplicaron diferentes métodos de obtencion de extractos y en los ensayos
enzimaticos emplearon L-piroglutamil-L-fenilalanil-L-leucina-p-nitroanilida como
sustrato. Hernandez et al. (2013) encontraron que el extracto crudo de fréjol

presentdé mayor AIE para la papaina (11,8 £ 3,5 mU/mg), seguido por el de
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sangorache (10,4 £ 1,2 mU/mg) y el de amaranto (9,2 £ 1,3 mU/mg). A mas de las
condiciones en los ensayos enzimaticos, esta variacion puede ser el resultado de
la concentraciéon de inhibidores que obtuvieron por volumen de extracto; la misma

que fue mayor respecto a la de esta investigacion.

Jacome (2015) encontré mayor valor de AIE sobre papaina con caseina como
sustrato en el fréjol, arveja y sangorache con 4,95 + 0,95 U/mg, 3,24 + 0,12 U/mg
y 2,58 £ 0,13 U/mg, respectivamente (p. 60). Pese a las diferentes metodologias
empleadas en el estudio de Hernandez et al. (2013), Jacome (2015) y en el de
este trabajo, se encontro la presencia de inhibidores de papaina en los extractos
de amaranto, arveja, chocho, fréjol y sangorache. De ellos los de fréjol y amaranto
presentaron la mayor AIE, por lo que se seleccionaron estos dos extractos para

las siguientes etapas de purificacion y caracterizacion.

3.3.3 PURIFICACION PARCIAL DE LOS INHIBIDORES MAS ACTIVOS DE
PAPAINA

Los extractos acuosos de fréjol y amaranto presentaron la mayor actividad
inhibidora de papaina, por ello se purificaron parcialmente segun lo puntualizado
en la seccién 2.4.3.

3.3.3.1 Purificacion de los inhibidores mas activos de papaina, mediante tratamiento

calorico

En la Tabla 3.11 se encuentran los valores de la actividad inhibidora, la
concentracién de proteina y la actividad inhibidora especifica para el extracto de
fréjol y amaranto, antes y después del tratamiento térmico a 60 °C. También se
presenta el analisis estadistico de la prueba de multiples rangos con el método

LSD a un nivel de confianza del 95 %.
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Tabla 3.11 Concentracion de proteina, actividad inhibidora y actividad inhibidora
especifica de los extractos, semipurificados con tratamiento térmico

Extracto [P] (mg/mL) Al (mU/mL) AIE (mU/mg)

Antes del
tratamiento 4,14+1,09* | 1,177+0,0672° | 0,297 +0,0722
calérico

Amaranto
Después del

tratamiento 3,60+1,19? 0,821 +£0,149* 0,247 +£0,091 #
calérico

Antes del
tratamiento 7,54 +£1,47° 1,556 £0,542° | 0,259+0,1152
calorico

Fréjol
Después del
tratamiento 73242210 1,987 +0,398* | 0,357 +0,0392

calérico

)é(;l-lu(in(r?as_ 0(3:1)1 diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la

prueba LSD (95 % de confianza)
Para cada extracto se parti6 de un volumen total de 15,00 mL. Luego de la
aplicacién del tratamiento calérico a 60 °C, se obtuvieron 13,35 mL de extracto de
amaranto y 13,25 mL de extracto de fréjol. La concentracion de proteina no
presentd diferencias estadisticamente significativas; pese a ello, en la Tabla 3.11
se observa que los valores relativos de esta variable después del tratamiento,

disminuyeron en los dos extractos.

Con los valores del volumen de cada fraccién y de la concentraciéon de proteina,
se realizé el analisis de la cantidad de proteina. Se determiné que con el
tratamiento caldrico a 60 °C se perdieron aproximadamente 14,04 mg de proteina
en el extracto de amaranto y 16,11 mg en el extracto de fréjol. Con base en estos
resultados, se concluye que, para la cantidad de proteina, la aplicacién del
tratamiento térmico tuvo un rendimiento del 77 % para el extracto de amaranto y

del 86 % para el de fréjol.

El resultado de este tratamiento es diferente para cada extracto, debido a que la
efectividad del tratamiento calérico para la purificacion de inhibidores esta
influenciada por el tipo o variedad de semilla (Van Zuilichem y Van der Poel, 1989,
p. 264).



46

Van Zuilichem y Van der Poel (1989) demostraron que inhibidores de proteasas
obtenidos en guisantes de la variedad “Finale” se inactivan por completo sobre los
105 °C; mientras que, los provenientes de la variedad “Rugoso” se inactivan por
encima de los 125 °C (p. 264).

Al determinar la actividad inhibidora frente a papaina, se identifico que la
aplicacion del tratamiento caldrico sobre el extracto acuoso de amaranto, tuvo un
rendimiento del 62 %. Este efecto esta relacionado con la temperatura aplicada. A
valores de temperaturas mayores a 50 °C las proteinas comienzan a
desnaturalizarse y consecuentemente, su caracter inhibidor se reduce. Al aplicar
un tratamiento de 121 °C por 15 min o mas se puede conseguir la disminucion de
la actividad inhibidora de proteasas provenientes de leguminosas (Brenes y
Brenes, 1993, p. 10).

No existen diferencias significativas (p < 0,05) en la AIE en todos los niveles
evaluados; sin embargo, en el extracto de amaranto el valor relativo de la AlE
disminuy6 después de la aplicacion del tratamiento térmico a 60 °C, en este caso
en un 17 %. El grado de purificacion alcanzado con esta etapa es menor a la
unidad, lo que significa que no se tiene efecto positivo y, por lo tanto, se elimind
como etapa de semipurificacion del extracto acuoso de amaranto para la

obtencién de IPP de papaina.

La AIE del extracto de fréjol aumentd después de ser tratado a 60 °C. Se
consiguio un grado de purificacion de 1,38 que indica que la AIE se incremento en
un 38 %. Por lo tanto, no se eliminé la aplicacién del tratamiento calérico en las

etapas de semipurificacion del extracto acuoso de fréjol.

3.3.3.2 Purificacion de los inhibidores mas activos de papaina, mediante

ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa

Para la purificacién con membranas de 10 kDa se tomaron 15 mL del extracto

acuoso de amaranto (< 50 kDa) ya que el tratamiento calérico no aporté en el
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grado de purificacion de este extracto. Por su parte, se tomaron 15 mL del
extracto semipurificado de fréjol con tratamiento térmico a 60 °C. El resultado de
esta fase y su respectivo analisis estadistico con una prueba LSD de multiples
rangos, se presenta en la Tabla 3.12. Luego de ultrafiltrar a 10 kDa el extracto de
amaranto, se obtuvieron 4,50 mL de retenido y 9,80 mL de permeado. Los
volumenes de retenido y permeado del extracto de fréjol fueron de 3,80 mL y

11,00 mL, respectivamente.

Segun los resultados presentados en la Tabla 3.12, en las fracciones retenidas a
10 kDa, los valores relativos de la concentracion de proteina son mayores que los

de los permeados, tanto para el extracto de amaranto como para el de fréjol.

Tabla 3.12 Concentracion de proteina, actividad inhibidora y actividad inhibidora
especifica del extracto acuoso de amaranto y semipurificado de fréjol, luego de la
ultrafiltracion a 10 kDa

Extracto [P] (mg/mL) Al (mU/mL) AIE (mU/mg)
Retenidode |5 o0 550 | 0469+0,091° | 0.079+0.011°
10 kDa
Amaranto
Permeado de
3,17+0,05° | 1,297+0,107° | 0,409 +0,030°
10 kDa
Retenidode |5 g5, 340 | 0748+0.165¢ | 0,127+0,024°
10 kDa
Fréjol
a0 Permeado de
5,44 +0,59 ® 1,415+ 0,063 | 0,388+0,027°
10 kDa
X+o(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a
la prueba LSD (95 % de confianza)

En el trabajo de Echeverria (2014), después de la ultrafiltracion a 10 kDa, el
permeado del extracto de amaranto tuvo una concentraciéon de proteina igual a
3,90 £ 0,04 mg/mL y el permeado de fréjol de 6,49 + 0,19 mg/mL (p. 55); por su
parte, Jacome (2015) reporté una concentracion proteica del permeado de fréjol
igual a 6,73 + 0,45 mg/mL. Estos valores no se aproximan a los resultados
presentados en la Tabla 3.12. Esta diferencia puede ser porque Echeverria (2014)

y Jacome (2015) aplicaron el fraccionamiento con 10 kDa después de la
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obtencion del extracto crudo, mientras que, en estos ensayos se aplicé después

del tratamiento térmico a 60 °C y con el cual ya se logré remover ciertas proteinas.

El analisis de la cantidad de proteina determin6 un porcentaje de pérdida igual a
7 % en el amaranto y del 27 % en el fréjol, luego de la ultrafiltracion a 10 kDa. La
pérdida de proteina se debe a las condiciones de experimentacion durante la

extraccion de las diferentes fracciones.

Por otra parte, en la Tabla 3.12 también se observa que todas las fracciones
presentaron actividad inhibidora frente a papaina. Después de la ultrafiltracion con
10 kDa el permeado de fréjol presentd mayor actividad de inhibicién con un valor
de 1,415 + 0,063 mU/mL, seguido por el permeado de amaranto con Al igual a
1,297 £ 0,107 mU/mL.

El analisis de la actividad inhibidora para el extracto acuoso de amaranto
determind una pérdida del 16 %; en el extracto semipurificado de fréjol, la pérdida
de Al fue igual al 11 %.

Jacome (2015) también utilizé ultrafiltracion con 10 kDa para purificar
parcialmente el extracto de fréjol y reporté un valor de actividad inhibidora para la
fraccién retenida igual a 86,53 + 14,34 U/mL y de 37,22 + 2,56 U/mL para el
permeado (p. 71); pese a que los valores absolutos discrepan, debido al sustrato
(caseina) que empled dicho autor, con los encontrados en este trabajo, también

se encontré mayor inhibicion de papaina en las fracciones permeadas.

Respecto a la actividad inhibidora especifica, el permeado de amaranto presento
mayor valor para esta variable (0,409 £ 0,030 mU/mg), seguido por el permeado

de fréjol (0,388 + 0,027 mU/mg), sin diferencias significativas entre estos valores.

Con la aplicacién de la ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa, en los permeados se
logré un grado de purificacion igual a 1,38 en el extracto de amaranto y de 1,50 en
el extracto de fréjol. Por lo expuesto, se seleccionaron a los permeados de 10 kDa

de amaranto y fréjol para continuar con la siguiente etapa de purificacion.
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3.3.3.3 Purificacion de los inhibidores mas activos de papaina, mediante

precipitacion con (NH4)2SO4

Luego de la semipurificacion en las etapas anteriores, se tomaron 8 mL de los
extractos de amaranto y fréjol permeados de 10 kDa. Las muestras fueron
precipitadas mediante una solucion salina de (NH4)2SO4 como se indic6 en el
apartado 2.4.3. El resultado de esta fase de purificacion parcial se presenta en la
Tabla 3.13, en la cual se detalla el valor de la concentracion de proteina, Al y AlE,
con su respectivo analisis estadistico, segun el test de multiples rangos (LSD, 95 %

de confianza).

Después de la precipitacion con (NH4)2SO4 se obtuvieron 25 mL del extracto
purificado de amaranto y 18 mL del de fréjol. Segun los datos de la concentracion
de proteinas que se indica en la Tabla 3.13 y los respectivos volumenes se
determiné que después de esta fase hubo un rendimiento del 65 % para la
cantidad de proteina presente en el extracto de amaranto y del 84 % en el del
fréjol. La pérdida de proteina es el resultado de agregar una solucién saturada de
(NH4)2S04 que provocé que las proteinas de mayor tamafio precipiten después de
que los iones hayan ocupado los espacios intersticiales del agua (Green y Hughes,
1995; Duong-Ly y Gabelli, 2014, p. 85).

Tabla 3.13 Concentracion de proteina, actividad inhibidora y actividad inhibidora
especifica de los extractos semipurificados de amaranto y fréjol con precipitacion

con (NH4)2SO4
Extracto [P] (mg/mL) Al (mU/mL) AIE (mU/mg)
Antes dela 3.17+0,05° | 1,297+0,107% | 0,409 +0,030°
precipitacion salina
Amaranto -
Después de la 0,66 +0,10% | 0,862+0,087" | 0,767+0,119°¢
precipitacion salina
Antesdela g 0 59 | 1.41540063° | 0388 +0,027°
precipitacion salina
Fréjol -
Después de la 2,02+0,88¢ | 0,000+0,000¢ | 0,000+0,000"
precipitacion salina
Xto(n=3)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de acuerdo a la
prueba LSD (95 % de confianza)



50

Ademas, después de la precipitacion con (NH4)2SO4 se realizdé una desalinizacion
de las muestras; este proceso también pudo ocasionar la pérdida de proteina en

los extractos.

El analisis estadistico para los datos de la Tabla 3.13 indica que existieron
diferencias significativas en la concentracion de proteinas, en la actividad
inhibidora y en la actividad inhibidora especifica, antes y después de la
precipitacion salina. La precipitaciéon con (NH4)2SO4 favorecié la purificacion del
extracto semipurificado de amaranto en el que se obtuvo una AIE de 0,767 +
0,119 mU/mg. Asi, con este tratamiento se logré alcanzar un grado de purificacion
igual a 2,58.

Por su parte, el extracto semipurificado de fréjol perdié totalmente la actividad
inhibidora frente a papaina, porque bajo las condiciones de saturacion del
(NH4)2S04 (30 % - 60 %) y la temperatura del experimento (15 °C), pudieron
precipitar las moléculas inhibidoras de papaina. También, las proteinas de interés
pudieron desnaturalizarse durante la precipitacion salina y consecuentemente,
perder actividad inhibidora (Wingfield, 1998, p. 3). Por lo tanto, se descarta este

tratamiento del sistema de purificacion parcial para el extracto de fréjol.

3.3.4 PURIFICACION SELECTIVA DE LAS FRACCIONES INHIBIDORAS
MAS ACTIVAS DE PAPAINA MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE
AFINIDAD, EN UNA MATRIZ DE PAPAINA-GLIOXIL-SEPHAROSA

3.3.4.1 Evaluacion de la matriz de papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL

Las fracciones inhibidoras mas activas fueron purificadas selectivamente
mediante cromatografia de afinidad con una matriz de papaina-glioxil-sepharosa
6B-CL. Con base en el analisis del apartado 3.1 y 3.2, la matriz se inmovilizé a pH
8 y el producto inmovilizado se redujo con 5 mg/mL de borohidruro de sodio,

disuelto en solucion tampédn.
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Quinchuela (2013) prepar6 una matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL y
concluyo que a valores de pH alcalinos (> 10) se favorece la union entre la tripsina
y el sustrato porque existen mas enlaces iminas desprotonados. Reporté un
porcentaje de enzima inmovilizado igual a 85,51 % y un porcentaje de retencion
de actividad funcional de 33,44 %.

Sin embargo, en esta investigacién se inmovilizé6 a un valor de pH igual a 8 y a
una temperatura de 4 °C. El producto inmovilizado presentdé una actividad
enzimatica de 9,89x10° U; un % El de 32,11 y un % RAF de 81,20. Estos
resultados indican que, pese a que se logré un bajo porcentaje de inmovilizacién
de papaina, se logr6 mantener una buena actividad funcional de soporte;
consecuentemente, esto favoreceria el proceso de purificacion de los inhibidores
de papaina en la cromatografia de afinidad.

El sitio activo de la papaina contiene una triada catalitica de cisteina (Cys),
histidina (His) y asparagina (Asn). Es discutible que unicamente Cys e His sean
suficientes para obtener una actividad catalitica completa. Asi, His polariza el
grupo tiol de Cys para permitir la desprotonacion a valores de pH neutro y
débilmente acido, fenomeno que no ocurre en todas las proteasas (Leung,
Abbenante y Fairlie, 2000, p. 320). Esto permitié que se logre inmovilizar a pH 8 y

conservar la actividad funcional en el producto inmovilizado.

El % RAF obtenido para el preparado de papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL fue de
81,20 que es aproximadamente el 18,00 % menor al determinado por Cutifio et al.
(2014, p. 25). Esta diferencia se debe a que Cutifo et al. evaluaron el efecto de
pH con una carga enzimatica (2 mg/g de gel) inferior a la utilizada en esta
investigacion, con lo cual lograron disminuir las interacciones entre los grupos
funcionales de la glioxil-sepharosa con los residuos del centro catalitico de la
enzima (2014, p. 21). Echeverria (2014) inmovilizo tripsina en sepharosa y obtuvo
un % RAF igual a 21,01. Este valor es inferior al encontrado en esta investigacion
y pudo deberse a la carga enzimatica que utilizd igual a 25 mg/mLger 0 a la
temperatura de 18 °C a la que inmovilizé y que afectaron la estabilidad del soporte

inmovilizado.
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3.3.4.2 Cromatografia de afinidad del extracto de fréjol purificado parcialmente

En las Figuras 3.3, 3.4 y 3.5 se observan el cromatograma y las graficas de
actividad inhibidora y actividad inhibidora especifica, respectivamente, para el
extracto de fréjol purificado en cromatografia de afinidad en una matriz de

papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL.

Para la purificacion de inhibidores de papaina provenientes de fréjol, en la
cromatografia de afinidad, se alimenté el extracto previamente purificado

mediante tratamiento calérico a 60 °C y ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa.
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Figura 3.3 Concentracion de proteina del extracto semipurificado de fréjol vs. nimero de
fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad

En el cromatograma de la Figura 3.3 se observa que luego de la elucion acida se
forman tres picos; el primer pico (A) formado por las fracciones 10 a 13; el
segundo pico (B) desde la 14 a 17 y el tercer pico (C) desde la fraccién 18 a la 23.
La concentracion maxima de proteina en A es igual a 0,156; en B es 0,087 y en el

pico C es igual a 0,137 mg/mL.
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En la Figura 3.4 se muestra la actividad inhibidora frente a papaina de las

fracciones recolectadas después de la cromatografia de afinidad
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Figura 3.4 Actividad inhibidora del extracto semipurificado de fréjol vs. nimero de
fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad

Después de la elucidn acida, se observa la formaciéon de tres picos que
presentaron actividad inhibidora frente a papaina. Las proteinas de estos picos
corresponden a aquellas que lograron retenerse en la matriz de afinidad. La
fraccion mas activa es la numero 19, con una actividad inhibidora de 3,49 mU/mL;
seguida por la numero 16, con una actividad inhibidora igual a 3,26 mU/mL. La
obtencion de tres picos (A, B y C) se podria relacionar con la posible existencia de
tres inhibidores presentes en la fracciéon de alimentacion. Esto se confirmara mas

adelante en la caracterizacion molecular.

Finalmente, en la Figura 3.5 se muestra la actividad inhibidora especifica frente a
papaina de las fracciones recolectadas después de la cromatografia de afinidad;
se observa que después de la elucién acida se presentan diferentes picos de

menor area, correspondientes a inhibidores de papaina mas puros. La fraccion
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con mayor actividad inhibidora especifica es la numero 23 con 233,01 mU/mg.
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Figura 3.5 Actividad inhibidora especifica del extracto semipurificado de fréjol vs.
numero de fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad

Jacome (2015) purificd inhibidores de papaina provenientes de fréjol con una
matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL y obtuvo un grado de purificacion igual
a 1,5 veces. En este estudio se logré mejorar el grado de purificacion porque se
utilizé una matriz de papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL, que purificé selectivamente
los inhibidores de papaina. Las fracciones del lote del pico A y B presentaron un
GP de 33,32 y las del pico C un GP de 79,10.

3.3.4.3 Cromatografia de afinidad del extracto de amaranto purificado parcialmente

Después de la purificacion parcial del extracto acuoso de amaranto con
membranas de 10 kDa y precipitacion salina, se purificd selectivamente mediante
cromatografia de afinidad. En la Figura 3.6 se presenta el cromatograma de la
concentracion de proteina de la purificacion selectiva en una matriz de papaina-
glioxil-sepharosa. La Figura 3.7 muestra la actividad inhibidora de papaina del

extracto de amaranto purificado mediante cromatografia de afinidad.
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En la Figura 3.6, se observa que luego de la elucién acida se formaron dos picos
D y E. El pico D tiene una concentracion maxima de proteina de 0,106 mg/mL y el

pico E presenta una concentracion maxima de proteina de 0,031 mg/mL.
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Figura 3.6 Concentracion de proteina del extracto semipurificado de amaranto vs. nimero
de fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad
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Figura 3.7 Actividad inhibidora del extracto semipurificado de amaranto vs. nimero
de fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad



56

Como se observa en la Figura 3.7, las proteinas del pico D y E, si presentan
actividad inhibidora de papaina. En el pico D la fraccion 14 present6é la mayor
actividad inhibidora de 2,56 mU/mL, mientras que, para el pico E la fraccion 22

presenté mayor Al igual a 3,03 mU/mL.

En la Figura 3.8 se presenta el cromatograma de la actividad inhibidora especifica

de papaina.

Los picos D y E presentan mayor magnitud en lo que concierne a actividad
inhibidora especifica. Las fracciones numero 18 y 22 presentaron mayor AIE con

399,45 mU/mg y 1 514,56 mU/mg, respectivamente.
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Figura 3.8 Actividad inhibidora especifica del extracto semipurificado de amaranto vs.
numero de fraccion recolectada en la cromatografia de afinidad

Estos resultados indican que bajo las condiciones de esta investigacion y
mediante cromatografia de afinidad, para el extracto de amaranto se logré obtener

un grado de purificacion de 72,42 veces para el pico D y de 137,54 veces para E.
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3.3.5 SISTEMA DE PURIFICACION DE LOS INHIBIDORES MAS ACTIVOS
PRESENTES EN LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE LAS SEMILLAS

La medicion de la actividad inhibidora de papaina realizada con los 6 extractos
preparados mostré que los extractos provenientes de semillas de fréjol vy
amaranto presentaron mayor actividad inhibidora especifica de papaina, por lo
cual fueron seleccionados para ser, inicialmente purificados en forma parcial
mediante etapas de tratamiento calérico a 60 °C, ultrafiltracién centrifuga con

membrana de10 kDa y precipitacién con sulfato de amonio.

Finalmente, la fraccidn obtenida con el mayor grado de purificacion se sometio a
una etapa purificacion selectiva por cromatografia de afinidad con papaina-glioxil-
sepharosa. Se determind el rendimiento de la cantidad de proteina y de actividad

inhibidora en cada etapa.
En la Tabla 3.14, se presentan el rendimiento de proteina, el rendimiento de
actividad inhibidora frente a papaina y el grado de purificacion alcanzado en cada

etapa de purificaciéon parcial y selectiva, del extracto de amaranto.

Tabla 3.14 Etapas de purificacion y grado de purificacion para el extracto de amaranto

Ne [P] \Y Al AIE Rendimiento GP
Etapa | (mg/mL) | (mL)| (mU/mL) (mU/mg) o, P o, AI | (veces)
1 4,14+1,09 15,0 | 1,177+0,067 | 0,297+ 0,072 100 100 1,00
2 3,17 +0,05 9,8 1,297+ 0,107 | 0,409 + 0,030 93 84 1,38
3 0,66 +£0,10 25,0 | 0,862+ 0,087 | 0,767 +0,119 65 207 2,58
4 0,130 36,0 2,796 21,509 8 570 72,42
5 0,053 15,0 2,165 40,849 1 184 137,54

: Extracto crudo

: Ultrafiltracion a 10 kDa

: Precipitacion con sulfato de amonio
: Cromatografia de afinidad — Pico D
: Cromatografia de afinidad — Pico E

& I NS R S

Se observa en la Tabla 3.14 que todas las etapas de purificacion presentaron

pérdidas de la cantidad de proteina. La disminuciéon del rendimiento esta
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relacionada con las condiciones de experimentacion y manipulacién de las
fracciones en las diferentes etapas. El rendimiento de la actividad inhibidora
disminuye en la etapa 2, sin embargo, al igual que las etapas 3, 4 y 5, aporta al
grado de purificacion de los inhibidores provenientes de amaranto. Por tal motivo,
estas fases no se eliminan del sistema de purificacion de inhibidores provenientes

del extracto de amaranto (< 50 kDa).

El rendimiento de la cantidad de proteina, el rendimiento de la actividad inhibidora
de papaina y el grado de purificacién, alcanzado en cada etapa de purificacion

parcial y selectiva del extracto de fréjol, se presenta en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15 Etapas de purificacion y grado de purificacion para el extracto de fréjol

N [P] A% Al AIE Rendimiento GP
Etapa | (mg/mL) | (mL) | (mU/mL) (mU/mg) %P | % AL | (veces)
1 7,54 +7,86 | 15,0 1,556+ 0,542 | 0,259+0,115 100 100 1,00
2 7,32 +£3,21 | 13,3 1,987+0,398 | 0,357=+0,039 86 112 1,38
3 | 5442059 110 | 141540063 | 03880027 | 73 89 1,50
4 0,162 24.0 1,398 8,631 3 144 33,32
5 0,091 | 20,0 1.864 20,484 2 160 | 79,10

: Extracto crudo (control)

: Tratamiento térmico (60 °C)

: Ultrafiltracion a 10 kDa

: Cromatografia de afinidad — Pico Ay B
: Cromatografia de afinidad — Pico C

DA W =

En la Tabla 3.15 se observa que existe disminucion en el rendimiento de la
cantidad de proteina de la fraccién de cada etapa de purificacion. Ademas, la
actividad inhibidora de papaina aumenta después de todas las etapas de
purificacion parcial y de la selectiva, excepto en la etapa 3 que considera

unicamente la fraccién permeada de 10 kDa.

En resumen, se establecié que el sistema de purificacion de inhibidores
provenientes de fréjol debe tener etapas de tratamiento caldrico, ultrafiltracion
centrifuga a 10 kDa y cromatografia de afinidad; mientras que, para los

inhibidores de papaina del extracto de amaranto se establecieron etapas de
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ultrafiltracion a 10 kDa, precipitacion con (NH4)2SO4y cromatografia de afinidad.

En la Figura 3.9 se muestra el diagrama de bloques para la purificacién de

inhibidores de papaina presentes en los extractos de semillas de fréjol y amaranto.

Los procesos de desengrasado de harina y de obtencion de extracto acuoso, se

muestran en los diagramas de las Figuras A.1.4.2 y A.1.4.3, respectivamente.

A)
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acuoso de —p
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B)
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. acuosode —» .. —» Retenido
maria amaranto (2 800 x g — 45 min)
(60 °C — 30 min) |
Suspensién Permeado
Centrif . Precipitacion salina
4 SO%n ri uga:|50n . . —¥» Precipitado (NH4)2S04
( rpm — 45 min) 30-60 % - 15 h
Sobrenadante Suspension
Ultrafiltracién 10 kDa ) Centrifugacion
(2800 x g — 45 min) —» Retenido (4 500 rpm — 45 min)
Perrr!eado Precipitado
Agua ~
Cromatografia de destilada —>| Re-suspension |
L Fracciones no
p af[nlda? i —» retenidas en la |
(Papaina-glioxil- matriz Solucion
sepharosa)
l - L. Solucién
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. salina
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.. racciones
P aﬂ,mda?. i — no retenidas
(Papaina-glioxil- en la matriz
sepharosa)
Fracciones
inhibidoras de
papaina

Figura 3.9 Diagrama del sistema de purificacion de inhibidores de papaina provenientes
de semillas de A) fréjol y B) amaranto



60

3.4 CARACTERIZACION CINETICA Y MOLECULAR DE LAS
FRACCIONES INHIBIDORAS MAS ACTIVAS DE PAPAINA

3.4.1 CARACTERIZACION CINETICA DE LOS INHIBIDORES DE PAPAINA
PURIFICADOS SELECTIVAMENTE

Para la caracterizacién cinética de las fracciones inhibidoras, los picos mas
activos frente a papaina fueron agrupados en lotes. El lote | se formoé con las
fracciones de los picos A y B; mientras que el lote Il estuvo constituido con las
fracciones del pico C. Los inhibidores provenientes del extracto de amaranto se
agruparon en los lotes Il y IV, con las fracciones de los picos de cromatografia D

y E, respectivamente.

Se determiné la actividad proteolitica de la papaina en presencia y en ausencia de
los lotes inhibidores, con p-NPA, como sustrato, a diferentes concentraciones. Los
resultados de estos ensayos enzimaticos con los lotes | y Il, se presentan en la

siguiente Tabla 3.16.

Tabla 3.16 Actividad enzimatica de papaina sin inhibidor y en presencia de los lotes [ y II,
a diferentes concentraciones de p-NPA

Concentracion de p-NPA Actividad enzimatica (U/mL)
mg/mL mM Papaina Lote I Lote II
3 0,331 2,86 x 107 | 1,17 x10* | 1,97 x 10*
5 0,552 425x10% | 1,75 x 107 | 2,93 x 103
7 0,773 5,38 x 10° | 2,21 x 102 | 3,70 x 107
9 0,994 6,31 x 10 | 2,59 x 10 | 4,35 x 107
12 1,325 7,44 x 10° | 3,06 x 103 | 5,12 x 107

Para determinar si la enzima tiene un comportamiento que se ajusta al modelo de
Michaelis-Menten, en la Figura 3.10 se presenta la actividad enzimatica de la
papaina en ausencia y presencia de los lotes inhibidores | y Il, a diferentes

concentraciones de sustrato.
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Con base en las curvas presentadas en la Figura 3.10 se puede concluir que, a
bajas concentraciones de sustrato, la actividad enzimatica de la papaina presenta
una tendencia lineal. Ademas, se observa que sobre una concentracién de
sustrato de 0,50 mM de sustrato existe un cambio de tendencia; en este caso la
AE contintia incrementandose, pero de forma menos pronunciada y que tiende

asintoticamente a su valor maximo.
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40

Sustrato (mM)

—8—Lote| —e—Lotell —@—Papaina

Figura 3.10 Actividad enzimatica de papaina sin inhibidor y con lotes I y II, a diferentes
concentraciones de p-NPA

El comportamiento de las curvas presentadas en la Figura 3.10 es caracteristico
del modelo de Michaelis-Menten, por lo que se procedié a determinar el valor de

Km y Vmax con el método de Lineweaber-Burk, segun se indica en el Anexo V.

El grafico de los dobles reciprocos con su respectiva linealizacién se muestra en
la Figura 3.11, a partir del cual se determinaron los parametros cinéticos para la

papaina sin inhibidor y en presencia de los lotes inhibidores | y II.
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Figura 3.11 Graficas de los dobles reciprocos para la papaina sin inhibidor y con los lotes
inhibidores I y II

En la Tabla 3.17 se presentan los valores de Km y Vmax para los ensayos de
papaina sin inhibidor y con los lotes | y Il, provenientes del extracto purificado de
fréjol. Los valores de los parametros cinéticos presentados indican que, en
presencia del lote | y del lote Il, la velocidad maxima disminuye, con diferencias
estadisticas significativas. Ademas, pese a que los valores relativos de la
constante Km aumentan en presencia de los lotes | y Il, el analisis estadistico

indica que no existen diferencias entre ellos.

Tabla 3.17 Velocidad maxima (Vmaéx) y constante de Michaelis-Menten (Km) para la
papaina en ausencia y presencia de los lotes inhibidores I y 11

Parametros cinéticos
Papaina
Vmax (U/mL) Km (mM)
Sin Inhibidor 1,68 x 102+0,01 x 1022 1,43+0,11°
Con Lote | 6,52 x 103+ 0,07 x 103 ® 1,59+0,13 2
Con Lote II 1,16 x 102+ 0,08 x 102 © 1,56 +£0,08 2
X+o(n=2)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de

acuerdo a la prueba LSD (95 % de confianza)
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Estas variaciones que experimentan los parametros indican que se tiene una
inhibicion no competitiva (Voet y Voet, 2006, p. 501). En este caso, los lotes
inhibidores | y Il, bloquean la formacion del complejo enzima-sustrato a través de
la interaccion con los aminoacidos adyacentes al centro activo (Nelson y Cox,
2009, p. 210).

El resultado encontrado es consistente con el reportado por Jacome (2015), quien
ensayo la actividad enzimatica de papaina en presencia y en ausencia de
extractos inhibidores provenientes de fréjol y determin6é la presencia de un

inhibidor no competitivo (p. 95).

Barret (1987, p. 195) informd que las cistatinas o inhibidores de papaina, en su
mayoria tienen una aparente inhibicidon competitiva reversible; sin embargo, Zhao
et al. (1996) reportdé la presencia de inhibidores no competitivos de papaina
provenientes de soya (p. 1 305). En la investigacion realizada por Oukasha (2014)
los inhibidores purificados de extractos de cebada también mostraron inhibicién

no competitiva (p. 11).

De igual forma, se determiné la actividad proteolitica de papaina en presencia y
ausencia de los lotes Ill y IV, del extracto de amaranto. En la Tabla 3.18 se

presenta el resultado.

Tabla 3.18 Actividad enzimatica de papaina sin inhibidor y en presencia de los lotes Il y
IV, a diferentes concentraciones de p-NPA

Concentracion de p-NPA Actividad enzimatica (U/mL)
mg/mL mM Papaina Lote II1 Lote IV
3 0,331 2,86 x10° | 1,29 x 103 | 1,49 x 103
5 0,552 425x10% | 2,03x103 | 2,34 x 107
7 0,773 5,38 x 102 | 2,69 x 102 | 3,10 x 103
9 0,994 6,31 x 103 | 329x10° | 3,79 x 103
12 1,325 7,44 <102 | 4,06 x 10° | 4,67 x 103
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La grafica de la actividad proteolitica de |la papaina, en presencia y en ausencia

de los lotes Il y IV provenientes de amaranto, se muestra en la Figura 3.12.

En la Figura 3.12, se observa que a bajas concentraciones de sustrato la actividad
enzimatica de papaina tiene una tendencia lineal en ausencia y con los lotes
inhibidores Il y IV provenientes del extracto de amaranto. Ademas, después de
una concentracion de p-NPA de 0,40 mM la actividad proteolitica se incrementa

de forma menos pronunciada e inicia a tomar una tendencia asintética.
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Figura 3.12 Actividad enzimatica de papaina sin inhibidor y con lotes Il y IV, a diferentes
concentraciones de p-NPA

Por presentar un ajuste a la cinética de Michaelis-Menten, se procedi6 a linealizar
la ecuacion de dicho modelo a través del método de Lineweaver-Burk. Este
resultado se presenta en la Figura 3.13. Luego, con la curva de los dobles
reciprocos de la papaina, en ausencia y en presencia de los lotes Il y IV, se
calcularon los valores de los parametros cinéticos Vmax y Km que se muestran en
la Tabla 3.19.
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Figura 3.13 Graficas de los dobles reciprocos para la papaina sin inhibidor y con los lotes

inhibidores [l y IV

En la Tabla 3.19, se observa que los valores de Vmax no tienen diferencias

estadisticas significativas (95 % de confianza) pese a las variaciones de sus

valores relativos. Por su parte, el valor de Km en presencia de los lotes Il y IV

aumenta, sin diferencias significativas entre ellos, pero respecto a la papaina sin

inhibidor, si existen diferencias estadisticas significativas.

Tabla 3.19 Velocidad méxima (Vmax) y constante de Michaelis-Menten (Km) para la
papaina en ausencia y presencia de los lotes inhibidores Il y IV

Parametros cinéticos
Papaina
Vmax (U/mL) Km (mM)
Sin Inhibidor 1,68 x 102+ 0,01 x 1022 1,43+£0,11°2
Con Lote III 1,50 x 102 £ 0,06 x 102 @ 322+0,11°
Con Lote IV 1,70 x 102+ 0,06 x 102 @ 3,36+ 0,08
Xto(=2)

Columnas con diferentes letras presentan diferencias estadisticas significativas, de

acuerdo a la prueba LSD (95 % de confianza)
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En resumen, los datos de la Tabla 3.19 indican que la Vmax permanece constante,
mientras que, Km aumenta, en presencia de los lotes lll y IV. El incremento del
valor de Km indica que la afinidad de la enzima al sustrato disminuye. Asi, estas
variaciones muestran que se tiene la presencia de un inhibidor competitivo, que
se caracteriza por competir con el sustrato por el centro activo de la enzima
(Nelson y Cox, 2009, p. 207). Pese a que la afinidad de las cisteino proteasas es
alta y puede ser dificil demostrar la reversibilidad o competencia de un inhibidor
con el sustrato directamente, se ha reportado que hay inhibidores de papaina
competitivos y reversibles (Barret, 1987, p. 194; Monti, Contiero y Goulart, 2004,
p. 753).

3.4.2 CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS INHIBIDORES DE
PAPAINA PURIFICADOS SELECTIVAMENTE

La caracterizacion molecular se realizd mediante electroforesis SDS-PAGE,
segun lo descrito en la seccién 2.5.2. Los lotes se agruparon segun la fuente
vegetal de procedencia, es decir, fréjol (lote | y Il) y amaranto (lote Ill y IV). Luego,
las muestras fueron desalinizadas vy liofilizadas, para llegar a la concentraciéon de
proteina requerida para la corrida electroforética. En una primera corrida se
realizé la identificacién de los extractos crudos. El resultado de esta prueba se
presenta en la fotografia de la Figura 3.14, en la que se identifican las bandas de
tres carriles que corresponden al estandar de proteinas (1), extracto acuoso de

amaranto (1) y extracto acuoso de fréjol (2).

1
’ i == — - —— —
------ 100 kDa

Figura 3.14 Gel de electroforesis SDS-PAGE de los extractos crudos de amaranto y fréjol
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Después de realizar un analisis cualitativo de los carriles 2 y 3 de los extractos de
amaranto y fréjol, respectivamente, se identifica la presencia de varias bandas
juntas y no definidas. Ademas, al comparar las bandas formadas en los carriles de
los extractos crudos (2 y 3) con el carril del estandar (1), se identifica que estos
extractos de amaranto y fréjol, tienen una variedad de proteinas menores a 10

kDa y superiores a 100 kDa.

Los inhibidores de amaranto y fréjol, recolectados en la cromatografia de afinidad
en papaina-glioxil-sepharosa, fueron identificados mediante electroforesis SDS-
PAGE, segun lo expuesto en la seccion 2.5.2. En la Figura 3.15 se presenta el gel

obtenido después de la corrida.

Amaranto Fréjol Estandar

- 17,2 kDa
W — 14,6 kDa
-
v = B —— 8,24 kDa
— 6,38 kDa
e 2,56 kDa

a e —

Figura 3.15 Movilidad total de los lotes purificados de fréjol y amaranto
y del estandar de proteinas

Se observa en la Figura 3.15 que los inhibidores de amaranto presentaron la
formacion de una banda, con una movilidad relativa igual a 26,50 mm. Los
inhibidores de fréjol presentaron una banda con una movilidad relativa igual a
24,00 mm. La formacion de una banda en los diferentes purificados, indica la

presencia de un inhibidor.

Para estimar el peso molecular de las muestras se graficd el peso molecular del

estandar en funcion de la movilidad relativa de sus respectivas bandas (Gallo y
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Morales, 2006, p. 25). Esta curva de calibracion se presenta en la Figura 3.16, en

la que se identifica que tiene una tendencia lineal, con un valor de R? igual a 0,99.

o
R y = -0,5263x + 21,143
S @ R? = 0,99
S -
E 12
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Figura 3.16 Curva de calibracion del estandar de electroforesis

Después de reemplazar la movilidad relativa de los extractos purificados en la
ecuacion de la linealizacion de la curva de calibracion se determinaron sus pesos
moleculares. Asi, para los inhibidores de amaranto se estima un peso molecular
de 7,20 kDa y para los de fréjol de 8,50 kDa.

Finalmente, de acuerdo con el tipo de inhibicidon encontrado en la seccion 3.4.1 y
al peso molecular, se determiné el valor de la constante de inhibicion para cada

lote. El calculo se realizé segun se indica en el Anexo V.

El valor de constante de inhibicion (Ki) para el inhibidor del extracto de amaranto
es de 0,872 yM y para el de fréjol de 0,058 pM.

Los inhibidores no competitivos encontrados por Zhao et al. (1996) en el extracto
de soya presentaron valores de Ki entre 21 y 57 x 103 uM (p. 1 305); mientras
que, el inhibidor purificado por Oukasha (2014), a partir de extracto de cebada
tuvo una Ki de 1,95 x 103 uM (p. 11).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

. Se seleccion6 el valor de pH igual a 8 para la inmovilizacién de papaina en un

soporte de glioxil-sepharosa 6B-CL; bajo esta condiciéon el producto
inmovilizado presentd una actividad enzimatica de 8,821 £ 1,51 mU y un

porcentaje de retencién de actividad funcional de 79,42 %.

El proceso de reduccién del producto inmovilizado con NaBH4 con el que se
alcanz6 mayor porcentaje de retencion de actividad funcional (80,67 %) fue en
el que se agregaron 5 mg de NaBHs/mLgel disueltos en solucién tampon

refrigerada.

Se determind la actividad inhibidora especifica frente a papaina de extractos
crudos de amaranto, arveja, chocho, fréjol, quinua y sangorache. Para ser
purificados parcialmente y selectivamente se seleccionaron a los extractos de
amaranto y fréjol por presentar mayor actividad inhibidora especifica frente a

papaina, con 0,297 £ 0,072 mU/mg y 0,259 + 0,115 mU/mg, respectivamente.

Se purificd parcialmente el extracto crudo de amaranto con etapas de
ultrafiltracién centrifuga a 10 kDa y precipitacion con sulfato de amonio (30-
60 %), con las que se logré un grado de purificacion de 1,38 y 2,58,

respectivamente.

Se purificé parcialmente el extracto crudo de fréjol mediante etapas de
tratamiento caldrico a 60 °C y ultrafiltracion centrifuga a 10 kDa, con las que se

logré un grado de purificacion de 1,38 y 1,50, respectivamente.

Mediante cromatografia de afinidad con una matriz de papaina-glioxil-

sepharosa 6B-CL se logré mejorar el grado de purificacion de inhibidores de
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papaina provenientes de extractos de amaranto y fréjol, hasta 137,54 y 79,10

veces, respectivamente.

. Los pesos moleculares, determinados por SDS-PAGE, de los inhibidores de

papaina provenientes de amaranto fueron de 7,20 kDa y de fréjol de 8,50 kDa.

. La caracterizacion cinética mostré que en el extracto purificado de amaranto
existiria un inhibidor competitivo (Ki: 0,872 uM), mientras que, en el de fréjol se

encontré un inhibidor no competitivo (Ki: 0,058 uM).

RECOMENDACIONES

. Analizar la estabilidad y retencion de actividad funcional de la matriz papaina-
glioxil-sepharosa en el tiempo. Determinar la influencia de la carga enzimatica
y temperatura sobre los porcentajes de retencion de actividad funcional y

actividad enzimatica inmovilizada en la obtencion de papaina-glioxil-sepharosa.

. Emplear la matriz de papaina-glioxil-sepharosa para la purificacion de
inhibidores enzimaticos provenientes de semillas diferentes a las estudiadas

en esta investigacion.

. Evaluar el efecto de obtencion de extractos acuosos de la harina de las

semillas con diferentes solventes, sobre la concentracién de proteina y la

actividad inhibidora de papaina.

. Evaluar el proceso de extraccion de alcaloides del chocho sobre la actividad

inhibidora especifica de proteasas.

. Purificar mediante cromatografia de afinidad en una matriz de papaina-glioxil-
sepharosa los extractos de sangorache, chocho y arveja que también

presentaron actividad inhibidora sobre papaina.
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ANEXO1
DIAGRAMAS DE FLUJO DE PROCESOS

Al.1 Diagrama de activacion y oxidacion de la matriz sepharosa 6B-Cl

La Figura Al.1 muestra el diagrama del proceso de activacion y oxidacion para

15 g de soporte de inmovilizacion.

7,1 mLNaOH 1,7 M Solubilizacion
0,203 g NaBH4 (Bafio de hielo)
Reduccion del soporte
18 g sepharasa - (Bafio de hielo)
5,1 mL glicidol l.\/le.zcla .
(gota a gota) (16 h - Agitacién magnética)
v
Filtracién en frita ——»  Filtrado
Retenido

Agua destilada —> Lavado —— Lavado

GLICERIL-SEPHAROSA

Mezcla
(Agitacion magnética)

.

——»  Oxidacion del soporte

.

80 mL agua destilada ——»

45 mL NalOy4
0,12 M

Filtracion en frita —  Filtrado
Lavados (x 6) — Lavado

-

GLIOXIL SEPHAROSA

Figura AI.1 Esquema del proceso de activacion y oxidacion de sepharosa 6B-CL
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Al.2 Diagrama del proceso de desengrasado de harina de semillas

El diagrama de la Figura Al.2 resume el proceso de desengrasado de semillas

con 1- propanol como solvente.

. Molienda
Semilla e (<1 mm)
|
25 g Harina
v
100 mL 1-Propanal Mezcl
(97 % VIv) ' ezcia
A 4
Agitacién

(30 min — 500 rpm)

A 4

Filtracién al vacio

[
Retenido

Secado
(16 h—30 °C)

HARINA DESENGRASADA

Figura AL2 Esquema del proceso de desengrasado de harinas
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Al.3 Diagrama del proceso de obtencion de extractos acuosos

El proceso de obtencidn de extractos acuosos se resume en el esquema de la

Figura Al.3.

2 g Harina
10 mL Tampén fosfato
50 mM pH 6,0

Mezcla y agitacion
(400 rpm - 1,5 h)

Suspension

v

Centrifugacion
(30 min — 850 x g)

——» Precipitado

Sobrenadante

Ultrafiltracion 50 kDa
(40 min — 2000 x g)

— Retenido (=50 kDa)

Permeado

EXTRACTO ACUOSO

Figura AL3 Esquema del proceso de obtencion de los extractos acuosos de las semillas
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ANEXO I1

DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ENZIMA
INMOVILIZADA, DEL PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
ENZIMATICA INMOVILIZADA, DEL PORCENTAJE DE
RETENCION DE ACTIVIDAD FUNCIONAL Y DE ACTIVIDAD
ENZIMATICA ESPECIFICA

A continuacion, se muestra el ejemplo de calculo de las diferentes variables de

respuestas con los datos experimentales de la inmovilizacién de papaina a pH 8.

AIL1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ENZIMA INMOVILIZADA
(% EI)

El porcentaje de enzima inmovilizada en el soporte se determiné con la ecuacion
[A.1] establecida por Biasuatti et al. (2006, p. 428).

mPapaina inicial — mPapal’na F+L

% El =

[A1]

mPapaina inicial

Donde:

Mpapaina inicial: cantidad de papaina presente en la solucién proteica, en mg

Mpapaina F+L:  cantidad de papaina presente en el filtrado y lavados, en mg

Para determinar la cantidad de papaina inicial se empled la ecuacion [A.2].
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mPapaina inicial = CE ><VSepharosa [A2]

Donde

Mpapaina inicial: cantidad de papaina presente en la solucion proteica, en mg
CE: concentracion de la carga enzimatica inicial, en mg/mL

Vsepharosa:  cantidad de glioxil-sepharosa, en mL

Entonces, la cantidad de papaina inicial sera:

mg

—— X15 mL seph
mL sepharosa . sepharosa

mPapaina inicial =

Mpapainainicial = 180 mg

Para determinar la concentracion de proteina en el lavado y filtrados se partié de
la absorbancia a 280 nm y el coeficiente de extincion de papaina 0,42 (mg/mL)~"

cm' (Pace, Vajdos, Fee, Grimsley y Gray, 1995, p. 240) con la ecuacion [A.3]:

DO,g0 1
Z A.3
[Pl € XL X f A-3]
Donde:
[PI: concentracién de proteina, en mg/mL

DO2s0:  densidad 6ptica a 280 nm
f: factor de dilucion
L: longitud que atraviesa la luz en la celda (1 cm)

€ coeficiente de extincién de la muestra a 280 nm, en (mg/mL)" cm™"
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Por lo tanto, la concentracion de proteina es la siguiente:

1,118
[P] = X

042 (M8/ )" cm=t x1cm

[P] = 2662 "8/ |

=
l

Finalmente, con la concentracién conocida y el volumen de cada fraccion, se

determind la masa de papaina en mg.

mg
Mpapaina filtrado — 2,662 E X 26 mL

Mpgpaina filtrado — 69,21 mg

En la Tabla All.1 se muestran las cantidades en el filtrado y lavados de papaina-

glioxil-sepharosa 6B-CL.

Tabla AII.1 Masa de papaina en el filtrado y lavados de papaina-glioxil-sepharosa 6B-CL

Fraccién DO3s9 | V (mL) | Papaina (mg)
Filtrado 1,118 26 69,21
Lavado 1 - Acetato 0,500 18 21,43
Lavado 1 - Tris-HCI 0,100 15 3,57
Lavado 2 - Acetato 0,009 15 0,32
Lavado 2 - Tris-HCI 0,000 15 0,00
Lavado 3 - Acetato 0,000 15 0,00
Lavado 3 - Tris-HC1 0,000 15 0,00
Lavado 1 — Borato 0,000 15 0,00
Lavado 2 - Borato 0,000 15 0,00
Lavado 1 — Acetato (pH=15,5) | 0,000 15 0,00
TOTAL 94,53
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Con base en la ecuacion [A.1] se determiné el porcentaje de enzima inmovilizada.

o I = 10000mg —9453mg 0 _ 4450
T 180,00 mg TR

AIL2 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ENZIMATICA
INMOVILIZADA (% AEI)

La actividad enzimatica se calculé con la ecuacion [1.1] y para el porcentaje de

actividad enzimatica inmovilizada se empled la ecuacion [A 4].

AEinicial X Vinicial - AEF+L X VF+L
% AEI = %100 .
& AE inicial X Vinicial [A 4]

Donde:

AEiniciai:  actividad proteolitica de la solucion inicial, en U/mL solucién proteica
AEFL: actividad proteolitica del filtrado y lavados, en U/mL fitrado o lavado
Vsp: volumen de la solucion proteica inicial, en mL

AEFL: volumen del filtrado o lavados, en mL

La mezcla de reaccion se prepard en una celda de cuarzo con 2 000 uL de
tampon acetato 0,3 M pH 5,5 con 500 ulL de filtrado o lavado y 300 uL de BApNA
disuelto en dimetil formamida (8 mg/mL). Se tomaron mediciones de absorbancia
a 405 nm, cada 15 s, por 3 min (Cutifio et al., 2014, p. 21; Sinche, 2009, p. 48).
Para el blanco de la reaccién se sustituyeron los 500 pL de filtrado o lavado por
tampdén acetato y se efectué la misma reaccion. El tampdn utilizado en los
ensayos enzimaticos es tampon acetato de sodio 0,3 M pH 5,5 con EDTA 50 mM

y L-cisteina 20 mM, como activadores estabilizantes (Sigma Aldrich, 2013).
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La Tabla All.2 contiene los datos de la variaciéon de DOa4os en funcion del tiempo
para diferentes fracciones. Se presenta en la Figura All.1 esta relacién grafica

para la papaina soluble y en la Figura All.2 para el filtrado y lavados.

Tabla AIL2 Densidad 6ptica a 405 nm en funcion del tiempo para diferentes fracciones

DO 45
Tiempo (s) Papaina Filtrado | L1 Acetato ,Ll L2 Acetato
soluble Tris HCI

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
15 0,013 0,001 0,001 0,000 0,000
30 0,022 0,001 0,002 0,001 0,000
45 0,033 0,002 0,002 0,002 0,001
60 0,042 0,003 0,003 0,002 0,001
75 0,053 0,004 0,004 0,003 0,001
90 0,063 0,005 0,004 0,004 0,002
105 0,073 0,006 0,005 0,004 0,002
120 0,083 0,007 0,006 0,005 0,003
135 0,093 0,008 0,007 0,005 0,003
150 0,103 0,009 0,008 0,005 0,003
165 0,113 0,010 0,008 0,006 0,004
180 0,123 0,011 0,009 0,007 0,004

0,140
0,120
0,100 y = 0,0007x + 0,0018
20,080 Rz = 0,9997
=
0 0,060
0,040
0,020
0,000
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo (s)

Figura AIIL.1 Variacion de la densidad optica a 405 nm en funcién del tiempo para la
papaina soluble.
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0,012 -
y = 5E-05x + 5E-3 y = 4E-05x + 1E-4 ¢
0,010 | R*=0,9719 R*=0,9718 *
0,008 - y = SE-05x + 9E-05 y = 2E-05x + 1E-4
R2= 0,9892 R2=0.9297
" :
o 0,006
o * A
0,004 [ B
+
0,002
o+
0,000 &= BB ; ; ; ; ; ‘
0 20 40 60 80 100 120 160 180
Tiempo (s)
# Filtrado M L1 Acetato A L1 Tris HCI 4 L2 Acetato

Figura AIL.2 Variacion de la densidad optica a 405 nm en funcidn del tiempo para el
filtrado, lavado 1 con acetato, lavado 1 con tris-HCI y lavado 2 con acetato

Actividad enzimatica de la papaina soluble

AE = 7,00x107* X 1000 x2 800 = 4,45%107* U/mL
8800 x1 x500

Actividad enzimatica del filtrado

AE = 6,00x107° x 1000 x2 800 = 3,82%x107° U/mL
8800 x1 x500

Actividad enzimatica del lavado 1 con acetato

A = 5,00x10-5 x 00 X2800 _ 0 1075 U/mL
8800 x1 X500

Actividad enzimatica del lavado 1 con tris-HCI

Finalmente, se calcula la actividad enzimatica de las diferentes fracciones.
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AE = 4,00x107° x 1000 %2800 _ 2,55x107° U/mL
8800 x1 X500

e Actividad enzimatica del lavado 2 con acetato

AE = 2,00x107° x 1000 X2 800 =1,27%107° U/mL
8800 x1 x500

Tras reemplazar los valores obtenidos en la ecuacion [A.4] se determiné el % AEI.

(3,82x1075%26) + (3,18x1075x18) +
(2,55x107°x15) + (1,27x107°x15) |
4,45x107* x 23,7

(4,45%107* x 23,7) —

% AEI = 100

% AEl = 79,75

AIL3 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE RETENCION DE ACTIVIDAD
FUNCIONAL (% RAF)

Se determiné el porcentaje de retencion de actividad funcional (% RAF) con la
ecuacion [A.5] propuesta por Li, Gao, Wei, Qu, Ma y Zhou, e igual a la relacion de
la actividad proteolitica del preparado inmovilizado sobre la actividad proteolitica

de la solucién enzimatica inicial (2010, p. 183).

AEDirecta ><VPI
% RAF = ———— X100 A.
% AElnicial ><VSE [ 5]



95

Para la ecuacion [A.5]:

AEdirecta: actividad proteolitica del preparado inmovilizado, en U/mL preparado
inmovilizado

AEiniciai:  actividad proteolitica de la solucién enzimatica inicial, en U/mL solucisn
inicial

Ver: volumen del preparado inmovilizado, en mL.

AEse: volumen de la solucién enzimatica inicial, en mL.

La AEinicial se determind segun la ecuacién [1.1]. Para determinar la actividad
proteolitica directa se realizé la mezcla de reaccion con 10 mL de tampdn de

activacion, 1 mL de la matriz inmovilizada y 1 mL de BApNA en DMF (8 mg/mL).

La reaccién dur6é 6 min y se tomd una alicuota cada 1 min, se midié la densidad
Optica de la muestra a 405 nm. Se calculd segun la ecuacién [1.1] y con el factor

de correccién del tiempo, como se observa a continuacion.

_ DOy 1000xVe —f

AE; = X
directa At g, XL XV~ 60

1000 x12 1

AE i wces = 1,44%X1072X ——————— X
directa ’ 0 8800 x1 x1 ~ 60

AEgirecta = 3,27x107* U/mL

Para determinar el % RAF se reemplazaron los valores obtenidos en [A.5]:

3,27x107* U X 13 mL

{?L %100 = 40,30 %
4,45X10~ 23,7 mL

% RAF =
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AIL4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ESPECIFICA (AEE)

El célculo de la actividad enzimatica especifica (AEE) se realizé6 con base en la
ecuacion [A.6] (Cutifo et al., 2014, p. 21).

AEg;
AEE = directa [A6]

mPapaIna inicial

Donde:

AEdirecta:  actividad proteolitica del preparado inmovilizado, en U/mL gel

Mpapaina inicial: cantidad de papaina presente en la solucion proteica, en mg/mL gel

Los datos antes calculados se reemplazaron en la ecuacién [A.6] para determinar
el valor de la AEE.

-4 U
- 3,27%x10 /nge1

— -2 mU
180 mg = 3,05x10 /mgPapaina
/nge]
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ANEXO III

EJEMPLO DE CALCULO DE LA ACTIVIDAD DE PAPAINA,
ACTIVIDAD INHIBIDORA, ACTIVIDAD INHIBIDORA
ESPECIFICA Y GRADO DE PURIFICACION

Se presenta un ejemplo de célculo de para la caracterizacion del extracto de

amaranto.
AIIL.1 ACTIVIDAD PROTEOLITICA DE LA PAPAINA

La actividad enzimatica se calcul6 con la ecuacién [1.1]. La mezcla de reaccion se
prepard en una celda de cuarzo con 2 000 puL de tampén fosfato 50 mM pH 6 con
200 pL de papaina en tampdn de activacion (EDTA 50 mM y L-cistina 20 mM) y
200 pL de p-NPA disuelto en acetonitrilo (8 mg/mL). Se tomaron mediciones de

absorbancia a 348 nm, cada 15 s, por 3 min.

Se graficaron las medidas de absorbancia en funcion del tiempo, segun lo
explicado en la seccion All.2, se linealiz6 la curva y se tomé el valor de la

pendiente para los calculos correspondientes.

DO _ 1000 X Ve

AE= — X ———
At g, XLXxVe [1.1]

1000 x 2400
5150 x 1 x 200

AE = 0,0017 x

U mU
AE = 0,003961 — = 3,961 —
mL mL
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AIIL.2 ACTIVIDAD INHIBIDORA (AD)

Para la actividad inhibidora se sustituyeron los 600 uL del tampdn fosfato por el
extracto con inhibidor y se efectué la misma reaccién descrita en la seccion Alll.1.
La actividad inhibidora se define como la diferencia entre la actividad proteolitica
de la papaina con inhibidor y sin inhibidor, segun la ecuacion A.7 (Mufoz, 2011,
p. 27).

AEgin inhibidor = 3,961 mU/mL

AEcon inhibidor = 2,796 mU/mL

Vsolenzimatica [A.?]
Al = (AEsin inhibidor — AEcon inhibidor) X V—
sol.inhibidor

Al = 1,165 mU 0,20 mL 50, enzimatica

X
mL Solucién enzimatica 0,60 mL sol. inhibidora

mU

Al = 0,388
mL sol. inhibidora

AIIL3 ACTIVIDAD INHIBIDORA ESPECIFICA (AIE)

La actividad inhibidora especifica es la relacién de la actividad inhibidora y la
concentracion de proteina presente en la solucién inhibidora. La concentraciéon
proteica se calcul6é segun se indica en el apartado All.1. Se consideré el valor de

1 (mg/mL)" cm- para el coeficiente de extincién a 280 nm.

AlE = 2
[P]

0,388 mU/mLso} inhibidora

AIE = 0,221 mU/mg

B 5280 rrlg/rn]-‘sol.inhibidora



99

AIIL4 GRADO DE PURIFICACION (GP)

El grado de purificacién se calculé como el coeficiente de la actividad inhibidora
especifica antes y después de la etapa de purificacion, como indica la siguiente

ecuacion [A.8]:

_ AIE Después de la purificacion [A8]
AIE Inicial

0,297 mU/mg

b= 0,221 mU/mg

= 1,34 veces



100

ANEXO IV

MEDICIONES EN LA PURIFICACION DE LAS FRACCIONES MAS
ACTIVAS DE PAPAINA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

En la Tabla AIV.1 se presentan los resultados de las mediciones de la
concentracién de proteina, actividad inhibidora, actividad inhibidora especifica y
grado de purificacion de las fracciones purificadas de fréjol, mediante
cromatografia de afinidad. Se presentan las fracciones recolectadas después de
la elucion acida. Las fracciones con concentracion de proteina igual a cero han

sido omitidas.

Tabla AIV.1 Concentracion de proteina, actividad inhibidora, actividad inhibidora
especifica y grado de purificacion, de las fracciones recolectadas en la cromatografia
de afinidad del extracto de fréjol

Fraccion Ll Al AlE oF
mg/mL mU/mL mU/mg Veces

7 0,005 0,000 0,000 0
8 0,011 0,000 0,000 0
9 0,010 0,000 0,000 0
10 0,020 0,000 0,000 0
11 0,032 1,165 36,408 94
12 0,156 0,699 4,481 12
13 0,042 0,699 16,644 43
14 0,035 0,932 26,630 69
15 0,106 1,864 17,586 45
16 0,087 3,262 37,496 97
17 0,070 3,319 47,416 122
18 0,083 3,362 40,508 104
19 0,137 3,495 25,512 66
20 0,093 3,262 35,077 90
21 0,037 1,631 44,083 114
22 0,016 0,233 14,563 38
23 0,016 3,728 233,000 601
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De igual forma, se midieron la concentracion de proteina, actividad inhibidora y
actividad inhibidora especifica y se determin6é el grado de purificacién de las
fracciones del extracto de amaranto, mediante cromatografia de afinidad. En la
Tabla AIV.2 se presentan los resultados de estas variables para las fracciones
con concentracion de proteina diferente a cero obtenidas después de la elucion

acida.

Tabla AIV.2 Concentracion de proteina, actividad inhibidora, actividad inhibidora
especifica y grado de purificacion, de las fracciones recolectadas en la cromatografia
de afinidad del extracto de amaranto

Fraccion Ll Al AlE or
mg/mL mU/mL mU/mg Veces

5 0,007 0,000 0,000 0
6 0,011 0,000 0,000 0
7 0,016 0,233 14,563 19
8 0,031 0,250 0,000 0
9 0,033 0,466 14,122 18
10 0,034 0,533 6,853 9
11 0,035 1,631 46,602 61
12 0,036 1,750 32,362 42
13 0,042 1,931 38,835 51
14 0,058 2,563 44,191 58
15 0,106 1,864 17,586 23
16 0,021 2,796 133,148 174
17 0,013 2,796 215,086 280
18 0,007 2,796 399,445 521
19 0,029 3,029 104,453 136
20 0,031 2,796 90,197 118
21 0,004 2,796 699,029 911
22 0,002 3,029 1514,563 1975
23 0,002 2,563 233,010 304
24 0,001 0,000 0,000 0
25 0,000 0,000 0,000 0
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EJEMPLO DE CALCULO DE LOS PARAMETROS CINETICOS Y
DE LA CONSTANTE DE INHIBICION CON LAS FRACCIONES

INHIBIDORAS MAS ACTIVAS DE PAPAINA

A continuacion, se presenta el ejemplo de calculo de los parametros cinéticos (Km

y Vmax) y de la constante de inhibicién para el lote inhibidor | proveniente del

extracto de fréjol.

Inicialmente se determiné la actividad proteolitica de papaina en presencia y en

ausencia del inhibidor, a diferentes concentraciones; los resultados de estos

ensayos se presentan en la Tabla AV.1.

Tabla AV.1 Actividad enzimatica de papaina sin inhibidor y en presencia del lote [, a
diferentes concentraciones de p-NPA

Concentracion de p-NPA Activid(z;;i/::}f)imética
mg/mL mM Papaina Lote I

3 0,331 2,86 x10° | 1,17 x 10*

5 0,552 425x107% | 1,75 x 107

7 0,773 5,38 x 107 | 2,21 x 1073

9 0,994 6,31 x 10 | 2,59 x 1073

12 1,325 7,44 x 107 | 3,06 x 107

Por el ajuste de los datos al modelo de Michaelis-Menten, se procedié a

determinar el valor de Km y Vmax con el método de Lineweaber-Burk. Para lo

cual, se graficod el inverso de la actividad enzimatica versus el inverso de la

concentracién de sustrato, como se presenta en la Figura AV.1.
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y = 95,287x + 62,487
R?=1

2,00 3,00 4,00

1/[Sustrato] (mM-')

—e—Papaina —e—Lote |

Figura AV.1 Linealizacion del modelo de Michaelis-Menten mediante el método de
Lineweaver-Burk para la papaina sin inhibidor y con el lote I.

Con el punto de corte en el eje de las ordenas se determind la velocidad maxima

con la ecuacion [A.9].

_ 1
"~ Vmax

e Para la papaina sin inhibidor:

1

Vmax gip inhibidor

62,487 =

A — -2
VInaxsin inhibidor — 1;60 x 10

e Para la papaina en presencia del lote I:

152,07 = ——
Vmax conlote I

[A.9]



VMaXeon lote = 6,58 X 1073

La constante Km se determiné con la ecuacion [A.10].

_ Km
"~ Vmax

e Para la papaina sin inhibidor:

Km sininhibidor
95,287 = ———
1,60 x 102

Km sin inhibidor = 1,54 mM

e Para la papaina en presencia del lote I:

Km con lote I
231,89 = ———
6,58 x 1073

Km gip inhibidor = 1,53 mM
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[A.10]

En la Tabla AV.1 se muestran los parametros cinéticos calculados para la papaina

en ausencia y en presencia de los lotes inhibidores.

Tabla AV.2 Velocidad maxima (Vmax) y constante de Michaelis-Menten (Km) para la
papaina sin inhibidor y con los lotes I, II, Il y IV

Parametros cinéticos

Papaina
Vmax (U/mL) Km (mM)
Sin Inhibidor 1,68 x 102+ 0,01 x 102 1,43+0,11
Extractode | Lotel | 6,52x103+0,07 x 10° 1,59+0,13
fréjol LoteII | 1,16 x 102+ 0,08 x 10 1,56 + 0,08
Extracto de | Lote Il [ 1,50 x 102 +£0,06 x 102 | 3,22+0,11
amaranto | [ote IV | 1,70 x 102+ 0,06 x 10 3,36 + 0,08
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De acuerdo con el analisis, se determin6 que los lotes | y Il son inhibidores no

competitivos y los lotes Ill y IV son inhibidores competitivos.

Sobre este resultado y con referencia en la Tabla 1.1 se calculé el factor a
(Nelson y Cox, 2009, p. 210).

e Para el lote I (Inhibidor no competitivo)

i Vmax
Vmaxaparente = ”
Vmax
X= —mmm
Vmaxaparente
1,68x107?2 5 E8
l=——o =
6,52x10°3 ’

e Para el lote Il (Inhibidor competitivo)

Krnaparente = aKm

Kmaparente
(= ———8M—
Km
1,59
= ——
1,43
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Finalmente, con el factor a se determind la constante de inhibicidn a través de la

ecuacion [1.4]

e Para el inhibidor proveniente de amaranto

[1]
X = <1 + E)

[1]

Ki = < —1
o 959 X107
YT T -1

Ki = 8,72 x 10~* mM = 0,872 uM

o Para el inhibidor proveniente de fréjol
o[

Ki=z 1

gi = 217 x107°
1T T2 1

Ki = 5,81 x 10> mM = 0,058 uM

[1.4]



