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GLOSARIO

Actividad proteolitica: Es una medida del nivel de actividad que tiene
una proteasa o enzima proteolitica. Expresa la cantidad de un sustrato
convertido en producto, por unidad de tiempo. Su valor es determinado

experimentalmente, bajo condiciones que se deben especificar.

AFLP: EIl polimorfismo de la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLP por sus siglas en inglés) es una técnica que, mediante el uso de
enzimas de restriccion, oligonucleétidos y una amplificacion por PCR
(reaccidon en cadena de la polimerasa), genera marcadores moleculares
especificos. Estos marcadores moleculares permiten evidenciar
variaciones o polimorfismos en la secuencia del ADN entre dos
individuos, aunque éstas no modifiquen su fenotipo. Por este motivo,
son herramientas de comprobacion de estudios taxonomicos basados

en caracteristicas morfologicas.

BApNA: El hidrocloruro de N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida es un
sustrato cromogénico que permite la medicion directa de la actividad
hidrolasa peptidica, por colorimetria. ElI producto que se libera, se

denomina p-nitroanilina. Su estructura quimica es la siguiente:

Baya: Es el tipo mas comuan de fruto carnoso simple, en el cual la pared

entera del ovario madura, generalmente, en forma de un pericarpio



comestible. Ejemplos de bayas son la uva, el tomate, el aguacate, la
berenjena, la guayaba, y el pimiento.

Coagulacién de una proteina: Es un proceso irreversible que se debe
a la desnaturalizacion de las proteinas. Debido al gran tamafio de sus
moléculas, las proteinas forman soluciones coloidales en medios
liquidos. Cuando la influencia de un agente desnaturalizante provoca un
cambio en la estructura terciaria o cuaternaria de las proteinas, éstas

pueden precipitar en forma de coagulos.

Desnaturalizacion de una proteina: Es un cambio estructural de las
proteinas, por el cual pierden su conformacion espacial nativa y, de esta
forma, su 6ptimo funcionamiento y en ocasiones sus propiedades fisico-
guimicas también se ven alteradas. Entre las principales causas de la
desnaturalizacion de una proteina se encuentran los cambios de pH, los

cambios de temperatura y la adicion de solventes o soluciones salinas.

Epitelio: Es un tejido de recubrimiento, formado por una fina capa de

células que generalmente tienen una funcion secretora.

Esquejes: Es una porcion del tallo o un brote de una planta que se
emplea para injertarlo en otra o para plantarlo en el suelo, con el fin de

gue produzca raices y dé origen a una nueva planta.

Estipula : Es cada uno de los dos apéndices, generalmente foliaceos,
gue aparecen en ambos lados de la base de las hojas de muchas

especies vegetales.



Frutos partenocarpicos: Son frutos sin semillas en su interior,
obtenidos sin fecundacién, por desarrollo del 6évulo. Se producen
esporadicamente de manera natural o, artificialmente por aplicacién de

fitohormonas.

Léculo: Es cada una de las cavidades que, separadas por tabiques

longitudinales, se encuentran en el interior del ovario o del fruto.

Mutacion somatica: Es un cambio del genoma que afecta a las células
somaticas de un organismo. Una vez que una célula sufre esta
mutacion, todas las células que derivan de ella por divisiones mitoticas,
heredaran la mutacion. Por tanto, el organismo en el que se ha
producido una mutacién somatica posee un grupo de células con un
genotipo diferente al del resto. Por definicién, estos cambios no son
hereditarios; sin embargo, las porciones de plantas con mutaciones
somaticas, pueden originar nuevos individuos (por reproduccion

asexual), con dichas mutaciones.

Sarcotesta: Es la capa externa del tegumento del évulo de algunas

gimnospermas



AFLP:

BAPNA:

DMF:

DO:

GA3:

GP:

p-NPA:

TCA:

NOMENCLATURA

Polimorfismo amplificado de longitud de fragmento

Hidrocloruro de N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida

Dimetil formamida

Densidad 6ptica

Acido giberélico

Grado de purificaciéon

Acetato de para-nitro fenilo

Acido tricloroacético

Unidad enzimatica

Ultravioleta



RESUMEN

Se caracterizé la actividad proteolitica del latex de los frutos inmaduros de
toronche (Vasconcella stipulata), como especie representativa del género

Vasconcella en el Ecuador.

Se realizaron pruebas preliminares para optimizar las condiciones de obtencion
y secado del latex, con frutos de babaco (V. x heilbornii var. babaco) y
chamburo (V. cundinamarcencis). Luego, en las condiciones optimizadas, se
obtuvieron latex secos de los frutos de chamburo (V. cundinamarcencis), de col
de monte (V. monoica) y de toronche (V. stipulata) y con ellos se prepararon
extractos acuosos, con una solucion tampén fosfato de sodio 50 mMy pH 7,5. A
continuacion, se realizdé una purificacion primaria mediante la adicion de etanol
al 96% y se determinaron las actividades proteolitica y esterasica de los
extractos semipurificados obtenidos. El latex de toronche fue el mas activo, con
valores de 49,98 U/ml de actividad caseinolitica; 0,116 U/ml de actividad

esterasica con p-NPA y 0,327 U/ml de actividad proteolitica con BApNA.

Se eligi6 como método de determinacion de la actividad proteolitica de los

extractos obtenidos, al que emplea al sustrato cromogénico BApNA.

Posteriormente, con el extracto de toronche se llevé a cabo una cromatografia
de filtracion en gel y se determind la concentracion de proteina y la actividad
proteolitica de cada fraccion obtenida. Con el lote formado por las fracciones
mMas activas resultantes, se realiz6 una cromatografia de intercambio i6nico y se
encontré que la fraccion mas activa presenté una actividad proteolitica con
BApNA de 254,55 U/ml y su actividad especifica correspondiente fue 339,59
u/mg.

Por altimo, se caracterizo cinéticamente la actividad proteolitica en la fraccion
mMas activa y se encontrgé que, de acuerdo con el modelo cinético de Michaelis —
Menten, su Vmax fue 159,11 U/mly su Ky 1,80 mM, a las condiciones Optimas de
pH y temperatura de 7,0 y 50° C, respectivamente.
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INTRODUCCION

En la actualidad, las enzimas son sustitutas de varios reactivos quimicos y
sustancias sintéticas en muchos procesos industriales y su mercado global
continda creciendo lenta pero firmemente. Esto se debe a las ventajas
relacionadas con su utilizacion, como producir una menor cantidad de
reacciones y productos secundarios, ser biodegradables, tener una alta
especificidad y poder ser empleadas en pequefias cantidades para la
transformacion de grandes cantidades de sustrato en producto (Martinez y
Cortés, 2 009).

Un caso de interés particular lo constituyen las proteasas. Estas enzimas
permiten el ahorro de tiempos y costos de produccién, el aprovechamiento
mejorado de las materias primas y subproductos, asi como la generacion de
desechos menos perjudiciales para el medio ambiente en diversas industrias

alimenticias, cosméticas y farmacéuticas.

Se justifica, entonces, el interés actual en la busqueda de nuevas fuentes de
proteasas vegetales. Entre ellas, probablemente, la mas conocida es la

papaina, la cual es obtenida del latex de la papaya (Carica papaya).

Con estos antecedentes, el presente proyecto busca aislar, purificar y
caracterizar cinéticamente las proteasas presentes en el latex de frutos de
plantas del género Vasconcella, pues se considera que una de las posibilidades
subutilizadas de las mencionadas plantas, es el uso del complejo proteolitico
presente en ellas, conocido como babacaina, que tendria las mismas

aplicaciones que la papaina (Scheldeman y Van Damme, 2 005)

El presente trabaj6 fue realizado como complemento de las investigaciones de
Feélix (2008), Gomez (2008) y Nuaiez (2 007), que son parte del proyecto de
investigacion PIC — 111, financiado por SENACYT, cuyo objetivo general es
encontrar fuentes vegetales presentes en el Ecuador, para extraer proteasas

con posibles aplicaciones industriales o farmacéuticas.



1. PARTE TEORICA

1.1. PLANTAS DEL GENERO Vasconcella

1.1.1. TAXONOMIA

El género Vasconcella, que incluye 21 especies, fue definido como tal en el afio
2000 y es el mas importante de la familia Caricaceae (Scheldeman y Van
Damme, 2 005). En la Tabla 1.1, se detalla la clasificacion taxonémica de este

género.

Tabla 1.1.Clasificacion taxonomica del génevasconcella

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Violales
Familia Caricaceae
Género Vasconcella

(Rignhanese, 2 006)

Una revision taxonomica realizada mediante el analisis AFLP, en la Universidad
de Gent, determind que el género Vasconcella, como una delimitacion
taxondmica, esta soportado incuestionablemente por varios analisis moleculares,
que lo confirman como un género y no como una seccion del género Carica. Sin
embargo, los aspectos morfolégicos por si solos, no son suficientes para la

diferenciacion entre ambos géneros. Este estudio concluy6 que una identificacion



basada solo en caracteristicas vegetativas, resulta complicada para el género
Vasconcella, debido a la plasticidad fenotipica y a la intercompatibilidad entre

varias especies (Kyndt, 2 005).

1.1.2. MORFOLOGIA GENERAL

A excepcion de una especie que es trepadora (V. horovitziana), las especies del
género Vasconcella son arbustos semi-lefiosos o arboles de crecimiento erecto.
El tallo es meduloso (a diferencia de las especies del género Carica, que son de
tallo hueco), en su mayoria sin proteccion especial (aunque las estipulas de
V. stipulata pueden convertirse en espinas). Las hojas son generalmente enteras
o lobuladas, solamente en V. candicans son acorazonadas y en V. palandensis se

observan hojas compuestas, en forma de palmera.

Las plantas son generalmente dioicas, aunque pueden encontrarse especies
monoicas (V. monoica Yy V. cundinamarcensis), la mayoria poseen flores
unisexuales. Las inflorescencias masculinas son siempre de flores multiples y
usualmente de pedunculo largo. Las inflorescencias femeninas son de flores
simples con pedunculo corto. Las flores tienen generalmente 5 pétalos con un
pequefio cdaliz y una corola tubular. Las flores masculinas muestran estambres
con filamentos libres o fusionados, por encima de la corola. Las flores femeninas

muestran un ovario incompleto de 5 loculos, con 5 estigmas enteros o enramados.

La polinizacion entre flores de diferentes plantas puede ocurrir mediante los
insectos. En el caso del hibrido natural Vasconcella x heilbornii, los frutos se dan
de forma partenocarpica, sin necesidad de polen. No obstante, la presencia de

polen puede inducir a la formacién de unas pocas semillas viables.

El fruto de estas plantas es una baya de seccién pentagonal, con semillas
usualmente rodeadas por una sarcotesta gelatinosa (Scheldeman y Van Damme,
2 005).



En la Figura 1.1, se muestra la fotografia de una planta de babaco, con varios

frutos verdes.

Figura 1.1.Hojas, tallos y frutos en una planta de bab&@as¢oncella x
heilbornii var. babaco)
(Scheldeman y Van Damme, 2 005)

1.1.3.PROPAGACION Y CICLO DE CULTIVO

Las especies del género Vasconcella, generalmente, son propagadas por
semillas, aunque en algunas especies es posible la propagacion vegetativa por
esquejes. La germinacion de las semillas puede ser lenta (de aproximadamente
30 dias) y dificil, pero siempre mejora si se aplica una inmersion previa de 24
horas en acido giberélico (GA3). En el caso del hibrido natural Vasconcella x
heilbornii, la propagacién mediante esquejes es sencilla; sin embargo, con el
propdsito de ampliar la variabilidad de las nuevas plantas, se puede utilizar GA3
para estimular la germinacion de las semillas viables que se encuentren en los
frutos. También es posible realizar injertos entre especies, sobre todo con el fin de

evitar algunos hongos y nematodos de las especies sensibles (Harling, 1 990).

La determinacion del sexo solo puede efectuarse en la primera floracién, de
manera que es aconsejable realizar una plantacion multiple y luego de la primera



floracién, seleccionar las plantas femeninas. Sin embargo, en especies dioicas, es
necesario mantener algunos polinizadores masculinos para una adecuada

frutacion.

En el caso de los frutos partenocarpicos de Vasconcella x heilbornii, su
propagacion por esquejes da como resultado campos homogéneos de plantas
femeninas. La floracion comienza, segun la especie, algunos meses después del
trasplante y los primeros frutos pueden ser cosechados 6 meses mas tarde

(Scheldeman y Van Damme, 2 005).

1.1.4. DISTRIBUCION Y PRESENCIA DEL GENERO Vasconcella EN EL
ECUADOR

Las especies del género Vasconcella pueden encontrarse en estado silvestre, en
una amplia area de distribucidon ecoldgica, desde tierras costaneras de clima
tropical seco, hasta bosques humedos subtropicales y regiones templadas. No
obstante, su centro de diversidad se encuentra en el altiplano andino, desde
Colombia hasta Peru, con un area de gran biodiversidad y endemismo (“hot spot”)

en el sur de Ecuador y en el norte de Peru (Scheldeman y Van Damme, 2 005).

En el Ecuador estan presentes 15 especies del género Vasconcella; 9 de ellas en
el sur del pais, en un area de 39 987 km?. En su mayor parte, las plantas de este
género crecen en estado silvestre, a mas de 1 000 metros sobre el nivel del mar
(Scheldeman, 2 002).

Los frutos de estas especies son consumidos de forma cruda o preparada, en
especial por los pueblos indigenas en las provincias de Azuay, Carchi, Cotopaxi,
Imbabura, Loja, Napo, Pichincha, Sucumbios, Tungurahua, Manabi, El Oro,

Esmeraldas, Guayas, Los Rios, Pastaza, Bolivar y Zamora (CIRAD, 2 000).

La Figura 1.2 muestra una fotografia de frutos de varias especies del género
Vasconcella, recolectadas en el Ecuador.
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e
X. Scheldeman, Ghent University
Figura 1.2. Frutos de algunas plantas del généasconcellarecolectados en la

provincia de Loja, Ecuador.
(Scheldeman y Van Damme, 2 005)

En la Tabla 1.2, se presenta una lista de las especies del género
Vasconcella que han sido encontradas en el Ecuador, las subespecies o las

variedades existentes, el nombre comun y las provincias en donde se

ubican.



Tabla 1.2.Especies del génektasconcellgpresentes en el Ecuador

Especie Sube_speme | Nombre Comin Ubicacion en el
variedad Ecuador
V. candicans Chun.gay, torpnche Sur de Ecuador
chicote, mito
Azuay, Carchi,
Toronche, chambura, Cotopaxi, Imbabura,
V. cundinamarcensis papaya de tierra fria, Loja, Napo, Pichincha
siglalén Sucumbios,
Tungurahua
V. horovitziana Papayuela de bejuco, Manabi, Pichincha
badea de monte
- baccata Col de monte, sapira, Cotopaxi, El Oro,
. Esmeraldas, Guayas
. - microcarpa lechoso de monte, . .
V. microcarpa . S Los Rios, Manabi,
- pilifera higuillo “mamao
- heteropylla rana’ M_oro_na, Napo, Pastazg,
Pichincha, Tungurahua
Col de monte,
. peIadeNra, col de Morona, Napo, Pastaza,
V. monoica montafa, yumbo Loia
papaya, berenjena, )
toronche, chamburg
V. omnilingua Col de monte El Oro
V. palandensis Papaillo Sur de Ecuador
V. parviflora coF;:Ipa);a geiljgonfjec"i El Oro, Guayas, Loja,
P » Papaylfio, yuca ) os Rios, Manabi
del campo
V. pulchra Col de monte Bolivar, Pichincha
V. sprucei Napo, Tungurahua
V. stipulata Toron_che, siglalon Azuay, Loja
silvestre
V. weberbaueri Mausha Loja
Variedades: Azuay, Bolivar,
. Toronche, )
. N - fructifragrans . . Zamora, Chimborazo,
V. x heilbornii chihualcan, babaco : -
- chrysopetala Loja, Pichincha,
chamburo
- babaco Tungurahua

(Scheldeman y Van Damme, 2005; University of GotglyoCIRAD-FLHOR/IPGRI, 2 000)



1.1.5.IMPORTANCIA ECONOMICA

En comparacion con la papaya (C. papaya), las especies del género Vasconcella

son econémicamente menos importantes.

En la actualidad, solo el hibrido natural conocido con el nombre de babaco, es
cultivado comercialmente en Ecuador y obtiene atencion del mercado

internacional, que se expande continuamente hacia nuevas frutas subtropicales.

En 1 996 la produccion de babaco en el Ecuador fue de 632 toneladas métricas.
En 2 002 empez6 la exportacion de este fruto; segun datos de la Corporacion de
Promocién de Exportaciones e Inversiones (CORPEI), en el 2 003, se registraron
los valores mas altos de exportaciones, con 5 793 toneladas, pero, entre 2 005 y
2 006, el volumen bajo a 793 toneladas (CORPEI, 2 006).

El cultivo de babaco ha sido introducido con fines comerciales en otros paises
como Nueva Zelanda, Australia, Italia, Espafa, Francia, Sudafrica, Suiza, Canada
y Holanda. Sin embargo, los resultados han sido poco satisfactorios, debido a
factores como la necesidad de usar invernaderos para su cultivo, el tamafio del

fruto y una inversioén insuficiente en publicidad (Scheldeman, 2 002).

Con respecto a las otras especies, se puede mencionar que el chamburo
(V. cundinamarcensis) es cultivado en los Andes ecuatorianos en pequefia escala
y sus frutos son comercializados en mercados internos; mientras que agricultores
de la provincia de Tungurahua dirigen sus esfuerzos hacia la comercializacion de
frutos de toronche (V. stipulata), por ser de menor tamafo y tener un sabor méas

intenso que el babaco (Scheldeman, 2 002).

1.1.6.USOS POTENCIALES

El consumo de los frutos de las especies del género Vasconcella es el principal
uso en la actualidad. Los frutos son consumidos en forma cruda o preparada, en

jugos, néctares, dulces, conservas y otros productos agroindustriales, en los



cuales la adicidén de azlcar realza el aroma. Por ejemplo, la Figura 1.3 presenta la
imagen de varios frascos de mermelada de chamburo, que se comercializa dentro

y fuera del pais.

Figura 1.3.Mermelada de chamburo “La Carlita” elaborada parepo El Salinerito en

la provincia de Bolivar, Ecuador.
(Grupo Salinas, 2 008)

Las plantas de este género, conocidas también como papayas de alta montafia,
aun poseen una gran cantidad de posibilidades subutilizadas. Una de ellas se
relaciona con la extraccion y caracterizacion de un complejo proteolitico conocido
como babacaina a partir del latex de sus frutos, el cual tendria una actividad
proteolitica hasta 20 veces superior a la actividad de la papaina obtenida de

Carica papaya (Scheldeman y Van Damme, 2 005).

Si se considera que el creciente negocio mundial relacionado con la papaina,
actualmente, se calcula en unos 100 millones de délares anuales, se puede
prever que existe un mercado potencial muy importante para la babacaina, por
tener las mismas aplicaciones industriales. Debido a esto, se incrementaria el
interés por el cultivo de plantas del género Vasconcella en el Ecuador, que cuenta
con varias zonas que brindan las condiciones ideales para esta actividad e incluso
ha sido calificado como un centro de alta biodiversidad de las papayas de alta

montafia (Scheldeman, 2 002).



La resistencia ante algunas enfermedades importantes, como las que son
producidas por los hongos Fusarium y los nematodos Meloidogyne, esta presente
en varias especies del género Vasconcella. Por tal motivo, estas plantas pueden
ser utilizadas en la reproduccion o el cultivo de especies como la papaya o el
babaco, que son muy susceptibles a dichas enfermedades; a manera de plantas
huésped en una reproduccién por injertos o como fuente de genes para la

obtencion de plantas transgénicas.

Adicionalmente, se podria ampliar la base genética del género Vasconcella,
gracias a la facilidad de cruzamiento entre especies y las constantes mutaciones
somaticas que se dan en la propagacion vegetativa (Scheldeman y Van Damme,
2 005).

1.2. DESCRIPCION Y CARACTERIZACION DEL LATEX DE LAS
PLANTAS DEL GENERO Vasconcella

1.2.1. DESCRIPCION DEL LATEX DE LAS PLANTAS DEL GENERO

Vasconcella

El latex de las plantas de este género no ha sido ampliamente estudiado; entre las
fuentes consultadas, Unicamente se encontraron publicaciones acerca del

chamburo (V. cundinamarcensis) y del babaco (V. x heilbornii var. babaco).

El latex del babaco fue definido por Marcillo (2 005) como “un fluido lechoso de
color blanquecino, no muy denso, presente en hojas, tallo y frutos”, descripcion
gue puede aplicarse al latex de las demas plantas del género Vasconcella. La
Figura 1.4 presenta la fotografia de un fruto del género Vasconcella, en el que se

han realizado varios cortes con el fin de obtener su latex.
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Figura 1.4. Latex exudado de un fruto del gén&tasconcella
(Scheldeman y Van Damme, 2 005)

1.2.2. CARACTERIZACION DEL LATEX DE PLANTAS DEL GENERO

Vasconcella

Para caracterizar al latex de las plantas del género Vasconcella, se considerd
como referencia un estudio acerca del efecto de dos tipos de secado en la
actividad enzimatica del latex de babaco (Marcillo, 2 005). En la Tabla 1.3 se
presentan los contenidos de proteinas, lipidos, carbohidratos y humedad del latex

de frutos de babaco.

Tabla 1.3.Contenido porcentual de humedad, proteinas, lipid@sbohidratos del latex
de babaco\{(. x heilborniivar. babaco)

Propiedad Valor
Humedad (%) 79,24 £ 0,40
Proteinas (%) 13,14 £ 0,26

Lipidos (%) 2,18 £ 0,05

Carbohidratos (%) 3,01 +£0,30

Cenizas (%) 1,09 £ 0,02

(Marcillo, 2 005)
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La actividad enziméatica de las proteasas del latex de babaco estuvo comprendida
entre 1,31 y 1,82 U/g latex liofilizado. Dicha actividad se definié como la cantidad
de enzima que se requiere para obtener 1 umol de p-nitroanilina, por minuto, a pH

7,5 y temperatura ambiente (Marcillo, 2 005).

1.2.3.EL LATEX DE Carica papaya

La papaya (Carica papaya), especie del género Carica y de la familia Caricaceae,
contiene latex, el cual es exudado por sus frutos al ser sesgado o puncionado su
epitelio y es un factor crucial en la defensa del arbol contra ataques de insectos
(Jiménez, 2 002).

Los principios activos de este latex, responsables de su valor en muchas
aplicaciones industriales, son las enzimas proteoliticas papaina y quimopapaina.
Se ha demostrado que la conversion de la forma inactiva a la activa, ocurre
cuando el latex es expelido y alcanza un maximo de actividad proteolitica en
menos de 2 minutos, después del corte o pinchazo en la superficie del fruto.
Paralelamente a este proceso, se hacen visibles los sintomas de coagulacion del
latex, lo que evidencia que este elemento es un factor de primera linea de
defensa en plantas, pues los coagulos de latex sellan las heridas y evitan el
ingreso de patégenos (Gomez, 2 002). Cabe aclarar que el producto comercial (el
latex seco) también es conocido como papaina. (Robles, 2 001).

Poco a poco, el latex de la papaya se ha convertido en un negocio industrial y
farmacéutico, que se comercializa en todo el mundo, con acentuada demanda en

los mercados europeos y norteamericanos.
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1.3. PROTEASAS PRESENTES EN EL LATEX DE ALGUNAS
ESPECIES VEGETALES

1.3.1. GENERALIDADES DE LAS ENZIMAS

1.3.1.1. Definicién

Las enzimas son catalizadores de las reacciones quimicas en los seres vivos, es
decir, son sustancias que sin consumirse en una reaccion, incrementan

notablemente su velocidad (McCormack, 2 007).

En una reaccion catalizada por una enzima:

a) La sustancia sobre la que actla la enzima se denomina sustrato.

b) El sustrato se une a una region especifica de la enzima, llamada centro
activo y forma un estado intermedio denominado complejo enzima-sustrato.
El centro activo comprende un sitio de union formado por los aminoécidos
gue estan en contacto directo con el sustrato y un sitio catalitico, formado por
los aminoacidos directamente implicados en el mecanismo de la reaccion.

c) Una vez formados los productos, la enzima regresa a su forma inicial y puede

comenzar un nuevo ciclo de reaccion (Boyer, 2 000).

1.3.1.2. Propiedades

Por tener una estructura proteica, las enzimas poseen una conformacion natural
mas estable que las demas conformaciones posibles, en la cual son funcionales,
de modo que los cambios en la conformacion de las enzimas suelen ir asociados

con alteraciones en su actividad catalitica.

Las enzimas son catalizadores especificos, cada enzima cataliza un solo tipo de
reaccion y casi siempre actla sobre un Unico sustrato o sobre un grupo muy

reducido de ellos. Tienen una alta eficiencia y no se consumen en las reacciones,
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por tales razones, con poca cantidad de ellas se pueden transformar en producto
grandes cantidades de sustrato. En las reacciones reversibles, las enzimas
pueden actuar tanto en un sentido de la reaccion como en el otro, dependiendo de

la concentracion del sustrato (Boyer, 2 000).

1.3.2.PROTEASAS

1.3.2.1. Descripcion

Las proteasas, conocidas también como peptidasas o enzimas proteoliticas,
catalizan reacciones de hidrdlisis, que rompen los enlaces peptidicos de las
proteinas o de las cadenas polipeptidicas y dan como resultado péptidos mas

pequefios o0 aminodcidos libres.

Las proteasas que se encuentran en los organismos vivos, estan implicadas en
una gran variedad de reacciones fisiologicas; desde la digestion de las proteinas
de los alimentos hasta procesos altamente regulados, como la coagulacion
sanguinea, la muerte celular y la diferenciacion de tejidos (Gonzalez, 2 004).

1.3.2.2. Clasificaciéon

De acuerdo con la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(UIBBM), las proteasas reciben el codigo EC 3.4, por ser hidrolasas que catalizan
la ruptura de enlaces peptidicos (Moss, 2 008).

Las proteasas se clasifican en endopeptidasas o proteinasas y exopeptidasas, de

acuerdo con la ubicacién del sitio en que se hidroliza la molécula del sustrato.

Las endopeptidasas hidrolizan a las proteinas en las regiones interiores de su
cadena polipeptidica. Segun su mecanismo catalitico, se clasifican en:
a) Serino proteinasas ( EC 3.4.21.n)
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b) Cisteino proteinasas ( EC 3.4.22.n)
c) Aspartico proteinasas ( EC 3.4.23.n)
d) Metalo proteinasas ( EC 3.4.24.n)

1.3.2.3. Cisteino proteinasas

Las cisteino proteinasas poseen un grupo cisteino en su sitio activo. Suelen ser
activadas mediante el empleo de agentes reductores, como el acido cianhidrico
(HCN) o la cisteina. En su mayoria, estas enzimas presentan una actividad éptima

a valores acidos o neutros de pH (Grudkowska y Zagdanska, 2 004).

Este grupo incluye mas de 40 familias de enzimas, agrupadas en 6 superfamilias
o clanes. En el reino vegetal, las cisteino proteinasas se encuentran en las

plantas de las familias Caricaceae, Bromeliaceae y Moraceae.

Dentro de las cisteino proteinasas, se incluyen algunas enzimas de notable

importancia industrial, como la papaina, la quimopapaina, la bromelina y la ficina.

1.3.2.3.1Papaina

La papaina (EC 3.4.22.2) es una enzima proteolitica que se obtiene del latex de
frutos verdes de papaya (Carica papaya). Posee un peso molecular de 23 kDa y

esta formada por una cadena peptidica de 211 residuos de aminoacidos.

La papaina se activa mediante agentes reductores, como cisteina, cianuro de
sodio o sulfitos y es inactivada por agentes oxidantes, como los iones de metales

pesados e incluso el oxigeno atmosférico.

El pH 6ptimo de esta proteasa se encuentra entre 6 y 7; mientras que su punto
isoeléctrico corresponde a un pH de 9,6 (Worthington, 2 008). La temperatura

Optima para la accion de la papaina es de 65° C (Sigma, 2 008).
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La papaina, en forma de suspension, es estable a 5° C durante 6 a 12 meses. El
EDTA, la cisteina y el dimercaptopropanol son agentes estabilizadores.

La actividad de la papaina puede ser determinada mediante la velocidad de
hidrolisis de una proteina o de sustratos sintéticos de bajo peso molecular, tales

como ésteres o amidas derivadas de aminoacidos (Alvaro y otros, 2 002).

La papaina es empleada en varias industrias de gran importancia, como en la
industria cervecera, para la prueba de enfriamiento de la cerveza; en la industria
farmacéutica como sustancia auxiliar de la digestién, en tratamientos de
enfermedades de la piel y en diversas preparaciones medicinales. Tal vez su uso
industrial mas importante es como ablandador de carne. También se la emplea en
el desgomado de la piel, para la elaboracion de cueros; en detergentes; en la
elaboracion de quesos y panes; en preparados de proteinas modificadas para
alimentacion humana y animal; en el procesamiento de fibras textiles y en el

tratamiento de efluentes industriales (Glibota y otros, 2 000).

Su importancia econdmica es considerable puesto que representa las dos
terceras partes del mercado de enzimas. El crecimiento del negocio relacionado
con ella ha sido tal en los Ultimos afios, que en la actualidad se calcula en unos
100 millones de délares anuales, de los cuales el 70% pertenece a las industrias

relacionadas con la alimentacion (Hernandez, 2 007).

1.3.2.3.2. Quimopapaina

La quimopapaina (EC 3.4.22.6) es la endopeptidasa mas abundante en el latex de
la papaya (Carica papaya). Se diferencia de la papaina por su movilidad
electroforética, su solubilidad y la especificidad del sustrato. Se conoce de ella,
ademas de su estructura primaria, que su masa molecular es de 24 kDa y su

punto isoeléctrico se encuentra entre 10,1y 10,6.

La quimopapaina es eficaz en el tratamiento de las hernias discales, se inyecta

directamente en los discos intervertebrales (quimionucleolisis), ya que hidroliza
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los proteoglicanos que se originan en dichos discos cuando éstos se degeneran
(Campos, 2 001).

Son inhibidores de la quimopapaina iones de algunos metales pesados, como
Ag*, Cu** y Zn®*. En cambio, la cisteina, el dimercaptopropanol y el acido tio

glicdlico son activadores de esta enzima.

El pH 6ptimo de la quimopapaina para la digestion de la caseina y la hemoglobina

es de 7,2, con un maximo de 9.

En cuanto a la estabilidad durante el almacenamiento, la enzima seca se
mantiene estable durante un mes a una temperatura de -20° C, pero pierde un
15% de su actividad en dos semanas, si es almacenada a 4° C (BRENDA,
2 007).

1.3.2.3.3Bromelina

La bromelina es una cisteino proteinasa aislada y purificada a partir de los
organos de plantas de pifia (Ananas comosus), que pertenece a la familia de la

papaina (Rowan y otros, 1 990).

A esta enzima le corresponden dos cédigos, de acuerdo con el lugar de la planta
del cual es extraida:
a) EC 3.4.22.32, correspondiente a la bromelina de tallo.

b) EC 3.4.22.33, correspondiente a la bromelina de fruta.

El peso molecular de la bromelina es de aproximadamente 33 kDa. El punto
isoeléctrico de la bromelina de tallo es 9,5, el de la bromelina de fruta es

relativamente mas bajo.

La cisteina y el cianuro de sodio funcionan como activadores de la bromelina. El
pH Optimo de esta enzima es de 7 y la temperatura 6ptima es 60° C (Hernandez y
otros, 2 005).
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Con respecto al almacenamiento, esta enzima se mantienen estable a -20° C, en
forma seca (BRENDA, 2 007).

La bromelina posee diversas aplicaciones industriales. Esta enzima es utilizada
en la obtencion de hidrolizados de proteinas para alimentacion animal y humana.
En la industria alimenticia se emplea para ablandar las envolturas de las
salchichas. Puede sustituir a la papaina en el tratamiento para clarificacion y
almacenamiento de cerveza, para ablandar carne y para la hidrélisis de gelatina

(Hernandez y otros, 2 005).

1.3.2.3.4. Ficina

La ficina (EC 3.4.22.3) es una enzima proteolitica que se obtiene del latex de los
arboles del género Ficus, como Ficus glabrata, Ficus elastica y Ficus carica. Tiene
caracteristicas similares a la papaina, con respecto a sus condiciones 6ptimas de

pH, temperatura y estabilidad (Alvaro y otros, 2 002).

La cistatina y el &cido iodoacético son inhibidores de la ficina, mientras que la
cisteina y el mercaptoetanol son activadores de esta enzima. El pH optimo de la
ficina es 7,5. A un pH de 5,0 esta enzima tiene un 50% de su actividad maxima y
a un pH de 9,0 tiene un 55% de su actividad maxima (BRENDA, 2 008).

Las soluciones acuosas de ficina pierden actividad después de prolongados
periodos de almacenamiento, en estado congelado. Mientras que, a temperatura

ambiente, pierde un 10% de su actividad por afio (Alvaro y otros, 2 002).

La ficina puede ser empleada en todas las industrias que usan otras proteasas
vegetales. En Peru, el producto se conoce como leche de oje, y se usa como

antihelmintico humano, por su accién proteolitica (Giove, 1 996).
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1.3.2.4. Actividad proteolitica en plantas del géme Vasconcella

Luego de haber observado sintomas de irritacion severa en la piel de los
recolectores de frutos de plantas del género Vasconcella, se llevaron a cabo
ensayos enzimaticos con el latex de dichos frutos con el propésito de determinar
su actividad proteolitica. Las muestras fueron recolectadas en Loja, Ecuador.

El latex fue extraido de frutos verdes, mediante cortes de 2 mm de profundidad, y
secado a 55°C, durante 24 horas. Para determinar | a actividad proteolitica de los
polvos de latex obtenidos, se utiliz6 el método BAPA, que consisti6 en medir,
durante 5 minutos, la densidad Optica a 405 nm, de la mezcla de reaccién que
tuvo al hidrocloruro de N-a-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPA o DL-BApNA)

como sustrato. El ensayo fue realizado a 25° C.

La unidad de actividad proteolitica se defini6 como la cantidad de enzima que se
requiere para producir 1 ymol de p-nitroanilina por minuto (Scheldeman y otros,
2 003).

En la Tabla 1.4 se muestran los valores de la actividad proteolitica en el latex de
frutos de papaya y de cinco especies del género Vasconcella, como resultado del

estudio mencionado.

Tabla 1.4.Actividad proteolitica de algunas especies del geviasconcella

Especie Actividad proteplitica
(mU BApNA/mg latex seco)

Carica papaydreferencia) 10,4

V. x heilbornii var. babaco 38,1

V. x heilbornii var. chrysopetala 127,6

V. stipulata 129,4

V. cundinamarcensis 57,0

V. monoica 95,1

(Scheldeman y otros, 2 003)
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1.4. AISLAMIENTO, PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE
ENZIMAS PROTEOLITICAS

Un proceso general de aislamiento y purificacion de enzimas consta de las
siguientes etapas:

a) Preparacion de la muestra

b) Extraccion de la proteina

c) Purificacion primaria

d) Purificaciébn secundaria

Cada una de estas etapas se realiza de una forma especifica, de acuerdo con el
tejido o muestra del que se parte, la ubicacion de la proteina, que puede ser intra
o extracelular, la consistencia del extracto enzimatico que se obtenga, la
presencia de particulas diferentes a las enzimas de interés y las caracteristicas de
las enzimas proteoliticas que puedan usarse para una purificacibn, como peso

molecular, punto isoeléctrico, entre otras.

Por tal razon, el aislamiento y la purificacion de enzimas a partir de latex, deben
ser realizados a través de un proceso determinado por las caracteristicas

especificas de la fuente, del latex y de las enzimas que él contiene.

1.4.1. SELECCION DE LA FUENTE

Para una adecuada seleccion de la fuente de las enzimas, es necesario

considerar los siguientes criterios:

a) Tener la cantidad suficiente de tejido o secrecion de la cual se va a aislar la
proteina.

b) Escoger un tejido o0 secrecion que contenga un porcentaje significativo de
enzimas.

c) Determinar las mejores condiciones para la extraccion del tejido o la secrecién
vegetal; tales como estado de madurez de la planta o el 6rgano vegetal,

temperatura de extraccion, presencia de estabilizantes o inhibidores, tiempo
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de extraccion, etc. Estudios realizados recomiendan seleccionar las plantas
gue tengan frutos verdes, debido a que en ellos se encuentra una mayor
cantidad de latex, con una elevada actividad enzimatica (Reyes, 2 005).

d) Mientras se lleva la muestra al laboratorio y se empieza con el aislamiento de
las enzimas, mantener el tejido bajo condiciones que contribuyan a una mejor
conservacion del mismo, que no afecten considerablemente a la actividad

enzimatica que se va a recuperar.

Adicionalmente, es necesario tener en cuenta las precauciones que deben
tenerse cuando se trabaja con enzimas. Por ejemplo, considerar que condiciones
extremas de temperatura y pH pueden desnaturalizar a las enzimas o afectar
irreversiblemente su actividad. Algo similar sucede con la presencia de ciertas

sustancias quimicas o incluso con procesos fisicos, como una excesiva agitacion.

1.4.2. ACONDICIONAMIENTO DEL LATEX

Por lo general, el latex se comercializa como producto seco, en forma de polvo;
de esta forma, se conserva adecuadamente hasta el momento de su utilizacién,
aumenta su vida util y se facilita su manipulacion y almacenaje, con respecto al

producto fresco (Alcayaga, 2 004).

Para tal efecto puede aplicarse uno de los siguientes métodos:
a) Liofilizacién.
b) Secado al vacio.

c) Secado en estufa, a temperaturas controladas.

Ademas, es recomendable tener un conocimiento previo de algunas
caracteristicas de las enzimas a ser aisladas, con el fin de llevar a cabo un
proceso mas acertado, que afecte lo menos posible a la actividad enzimatica

deseada.

Por ejemplo, es importante saber que las proteasas, en condiciones de baja

fuerza ionica, se vuelven inestables. Por esa razon, es necesario regular el pH
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con el uso de soluciones tampdn de concentraciones medias y pH generalmente

fisiologico (Universidad de Carabobo, 2 006).

Luego de analizar los factores anteriormente mencionados, se procede a
determinar el proceso de homogeneizacion que se va a aplicar. Especial cuidado
se debe tener con el tiempo, la temperatura y el pH de trabajo, asi como con las
operaciones complementarias que se vayan a utilizar, en caso de ser necesarias,

como por ejemplo la centrifugacion o la filtracion.

1.4.3.PURIFICACION DE LAS ENZIMAS

La purificacion de las enzimas es un proceso que debe considerar la poca
estabilidad que presentan estos biocatalizadores, la generalmente baja
concentracion en la que se encuentran en el material de partida y la presencia de

otros elementos en el preparado enzimatico (Ayala, 2 005).

Existen dos grupos principales de técnicas de purificacion: las de baja resolucion
y las de alta resolucion.

El primer grupo corresponde a técnicas de purificacion basadas en la diferencia
de solubilidad. Con ellas se eliminan los contaminantes mas abundantes y se
concentra la proteina deseada en el preparado. Estas técnicas poseen una gran
capacidad de procesamiento, pero un bajo poder resolutivo. Entre ellas se

encuentra la precipitacion con solventes organicos.

Las técnicas de alta resolucion no permiten una purificacion de la proteina en un
solo paso. Es necesario combinar, complementariamente, varias de ellas para
alcanzar una alta pureza. Estas técnicas tienen un alto poder resolutivo y una baja
capacidad de proceso. Entre ellas se pueden mencionar la cromatografia de

filtracion en gel y la cromatografia de intercambio i6nico (Chavez, 1 990).

Estas técnicas de purificacion pueden ser combinadas para obtener mejores

resultados en el producto final.



22

1.4.3.1. Precipitacion con solventes organicos

Los solventes organicos miscibles con el agua, como el etanol o la acetona,
producen una variedad de efectos que, combinados, permiten la precipitacion de
las proteinas, al ser adicionados a una solucién acuosa. El principal efecto es la
reduccion del poder de solvatacién del agua, que puede ser explicado en términos
de una reduccion de su constante dieléctrica. La estructura ordenada del agua,
alrededor de los aminoacidos hidrofobicos, es desplazada por el solvente
organico afadido. El efecto neto de este proceso es la disminucién de la
solubilidad de las proteinas en el medio, debido a lo cual se agregan y precipitan
(Calvo, 2 003).

Los precipitados son agregados de moléculas proteicas en cantidad suficiente, de
modo que puedan ser centrifugados a una velocidad razonablemente baja (Alvaro
y otros, 2 002).

Para la seleccion de un adecuado solvente organico se deben considerar los
siguientes criterios:

a) El solvente debe ser completamente miscible en agua,

b) El solvente no debe producir una reaccion con la proteina y

c) El solvente debe garantizar una precipitacion alta (Alvaro y otros, 2 002).

1.4.3.2. Cromatografia de filtracién en gel

Las cromatografias son técnicas de separacion selectiva de moléculas, con las
gue los componentes de una mezcla compleja pueden ser purificados. Existen
varios tipos de cromatografias, segun los fundamentos en que se basan para

hacer los analisis, pero todas consisten de una fase estacionaria y una movil.

En la cromatografia de columna las moléculas de una mezcla son separadas de

acuerdo con su afinidad por la fase estacionaria o por la fase movil (Vélez, 2 005).
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La cromatografia de filtracion en gel emplea matrices formadas por esferas
porosas. Los poros tienen un volumen elevado y un didmetro determinado (10 —
500 pm). Cuando penetra en el lecho de la columna una solucion que contiene
proteinas de tamarios distintos, las moléculas de menor o igual tamafio que el de
los poros son retenidas en los poros de las esferas, a lo largo de la columna;
mientras que las moléculas de proteina, cuyo tamafio es mayor al de los poros, no
penetran en ellos y por tanto se desplazan con el flujo que atraviesa la columna

(Caballero y otros, 2 008).

El flujo de solvente que atraviesa la columna por el espacio entre las esferas es
mas elevado que el del solvente que circula por el interior de los poros de las
esferas; por este motivo, el efecto neto es que se acelera el desplazamiento de
las proteinas de mayor tamafio, respecto al de las de menor tamafio. En esta
cromatografia se eluyen primero las proteinas de mayor tamafio y luego, las de

tamano menor.

En la Figura 1.5, se esquematiza el funcionamiento de la cromatografia de

filtracion en gel, también conocida como cromatografia de exclusion.
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Figura 1.5.Esquema de la cromatografia de filtracién en gel
(Reina, 2 003)
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La longitud y el volumen de la columna tienen una gran influencia en el resultado
de la filtracion. Columnas largas aseguran separaciones de mayor calidad. Con el
empleo de patrones de proteinas de peso molecular o tamafio conocido, se puede

determinar el peso molecular de proteinas de tamafio desconocido (Reina, 2 003).

El material que se escoja para la fase estacionaria dependera del tipo de muestra
gue se vaya a filtrar. Cada tipo de gel presenta poros de distinto tamario.

1.4.3.3. Cromatografia de intercambio iénico

La cromatografia de intercambio ionico se basa en la carga eléctrica neta que

tienen las proteinas a un valor de pH determinado.

La matriz o relleno de la columna es un polimero sintético que contiene grupos
cargados positiva (catidnicos) o negativamente (anionicos). Cuando en el lecho de
la columna penetre una solucion que contiene varios tipos de proteina, seran
retenidas en la columna las proteinas que tengan carga opuesta a la de la matriz,

con distintos grados de afinidad, y las restantes seran eluidas (Medina, 2 005).

Para eluir las proteinas retenidas se puede variar la carga idnica del solvente o su
pH de forma que se alcance el punto isoeléctrico de la proteina de interés o el de
la matriz, neutralizando, de este modo, la fuerza que retiene a las proteinas en la

columna (Reina, 2 003).

En la Figura 1.6, se esquematiza el funcionamiento de la cromatografia de

intercambio i6nico, con un relleno cargado positivamente.
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Figura 1.6.Esquema de la cromatografia de intercambio i6nico
(Reina, 2 003)

Las moléculas cargadas negativamente son retenidas por la matriz, mientras las

particulas con carga positiva son eluidas.

1.4.4. DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA CONCENTRA-
CION DE PROTEINA EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

Dentro de un estudio enzimético es importante determinar la concentracion de
proteina presente en los extractos obtenidos en cada etapa del proceso de
purificacion, con el fin de relacionar esta informacion con la actividad enzimatica y

conocer el rendimiento y el grado de purificacion en cada paso.

Entre los métodos utilizados para la determinaciébn de la concentracion de
proteina, se encuentra el método de absorcion UV a 280 nm. Este método permite
estimar cuantitativamente dicha concentracion en una muestra, de acuerdo con la
Ley de Lambert-Beer, puesto que las proteinas poseen un maximo de absorcion
aproximadamente a una longitud de onda de 280 nm, debido a la presencia de

aminoacidos aromaticos, fundamentalmente tirosina y triptéfano (Yanez, 2 006).
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En una muestra que contiene proteinas, el solvente no debe absorber la luz a 280
nm y la solucion debe ser clara e incolora. La turbidez puede producir resultados
erréneos; entonces, para emplear este método de manera confiable, puede ser
necesario realizar un proceso de filtrado, de centrifugacion o de dilucion de la

muestra.

Este método es rapido y relativamente sensible. Es utilizado frecuentemente en la
deteccion post-columna de proteinas. Al ser una técnica no destructiva, la
cantidad de muestra empleada para la estimacion cuantitativa, puede ser devuelta

a la muestra original (Yafiez, 2 006).

En Optica, la ley de Lambert-Beer es una relacion empirica que combina la

absorcion de luz con las propiedades del material atravesado.

La Ecuacion 1.1 expresa la relacion entre la absorbancia y la concentracion de

una sustancia en una solucion.

A=c¢lcll [1.1]

Donde:

A es la absorbancia.
¢ es el coeficiente de extincién, en (mg/ml)™* cm™.
C eslaconcentracion de la sustancia absorbente en la muestra, en mg/ml.

| esladistancia que la luz atraviesa por la muestra, en cm.

La ley establece que existe una relacion exponencial entre la transmision de luz a
través de una sustancia y la concentracion de la sustancia, asi como también
entre la transmision y la longitud del cuerpo que la luz atraviesa. Si se conoce el
coeficiente de extincion (¢) de una molécula determinada y la distancia (I) que el
rayo de luz atraviesa por la muestra, la concentracion de la molécula puede ser

calculada al medir la absorbancia de la solucién que la contiene.
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Para estas mediciones, se pueden utilizar espectrofotometros que posean doble
haz de luz, con el fin de medir el valor exacto de absorbancia de una muestra, al

compararlo directamente con un blanco, en cada medicion.

Se debe fijar la longitud de onda en el valor en el cual la sustancia analizada
presenta una maxima absorbancia, en el rango del espectro visible (400 a 700
nm) o en el ultravioleta (200 a 400 nm) (Skoog y otros, 2 001).

1.45. MEDICION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA  ACTIVIDAD
ENZIMATICA

1.4.5.1. Unidades enzimaticas

La cantidad de enzima en una muestra puede ser expresada en moles, como la
de cualquier otro compuesto quimico, o puede ser cuantificada en términos de
actividad enzimatica. La actividad enzimatica es una medida de la cantidad de
enzima activa presente y del nivel de actividad de la misma, por lo que su medida
es dependiente de las condiciones de trabajo que deben ser especificadas

cuando se dan valores de actividad.

La actividad expresa la cantidad de sustrato convertido en producto por unidad de

tiempo, en un volumen dado de reaccion.

En el Sistema Internacional de Unidades la unidad para la actividad catalitica es el
katal (kat), pero es una unidad demasiado grande y suele usarse la unidad de
actividad enzimatica (U). Su equivalencia esta dada por (Gonzélez, 2 004):

1 kat = 1 mol sustrato convertido x s* = 6 x 10’ U

1 U = 1 ymol sustrato convertido x min.™ = 16,67 nkat

Otra unidad comunmente usada es la actividad especifica, que se refiere a la

actividad de una enzima por miligramo (mg) de proteina y se suele expresar en
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pmol / min mg o U/mg. La actividad especifica da una idea de la pureza de la
enzima (Gonzélez, 2 004).

1.4.5.2. Ensayos espectrofotométricos

Todos los ensayos enzimaticos miden la cantidad de sustrato consumido o la
cantidad de producto generado en la reaccion, catalizada por las enzimas,
durante un lapso de tiempo. Existen diversos métodos para medir la
concentracion de sustratos y productos, con el proposito de determinar la

actividad enzimatica. Entre ellos esta el método espectrofotométrico.

En los ensayos espectrofotométricos puede seguirse el curso de una reaccion
mediante la observacion de la cantidad de luz absorbida por la solucién, en la que
se esta dando la reaccion. Para poder utilizar un ensayo de este tipo, debe haber
entre los sustratos o los productos alguno que absorba luz a una longitud de onda
determinada, y que sea la Unica molécula de la mezcla de reaccion que lo hace a
esa longitud de onda; de esta forma, se puede observar el aumento o la
disminucién de la absorbancia con el transcurso del tiempo (Casamayor y
Gonzalez, 2 008).

Es conveniente realizar un ensayo testigo o blanco, que permita determinar el
efecto real que tiene sobre el avance de la reaccion, la presencia de las moléculas

de interés.

Para la medicion de la actividad proteolitica, se pueden mencionar dos tipos de

ensayos:

a) Ensayos que emplean proteinas como sustratos. Tienen como base el
Método de Anson, el cual consiste en cuantificar la cantidad de producto formado
por la protedlisis enziméatica de un sustrato proteico, como la caseina o la
hemoglobina. En esta técnica, se detiene la reaccion de hidrdlisis, mediante la
adicién de una solucién de acido tricloroacético (TCA) a la mezcla de reaccion, de

modo que precipitan tanto el sustrato aun sin degradar, como la enzima, mientras
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gue los péptidos resultantes se mantienen estables en la solucién (Universidad de
la Habana, 2 008).

b) Ensayos que emplean sustratos cromogeénicos. La accion de las proteasas
sobre estos sustratos, produce la hidrolisis del enlace peptidico y genera, entre
otros productos de reaccidén, moléculas coloreadas. Por ejemplo, la hidrélisis de
BApPNA produce p-nitroanilina, de color amarillo, de modo que se puede seguir
espectrofotométricamente el progreso de la reaccibn mediante la medida del
aumento de la absorbancia de la mezcla de reaccién con el tiempo, a la longitud
de onda de maxima absorcion de la p-nitroanilina (Universidad Pablo de Olavide,
2 008).

En la Figura 1.7, se presenta un esquema de la hidrolisis de BApNA, catalizada

por papaina, en la que se produce p-nitroanilina.

o)
N
LT |
NH
NH NH oH 0§N¢o
o]
Papaina 0
/NLH HN +
H.O
\ S, L\
NH

H,N' NH
H,N

BApNA p-nitroanilina

Figura 1.7.Esquema de la reaccion de hidrolisis de BApNA , lzatda por papaina
(Universidad de Oviedo, 2 008)

1.4.6. EVALUACION DE LOS PROCESOS DE PURIFICACION DE LOS
EXTRACTOS ENZIMATICOS

Entre los indicadores que permiten evaluar la efectividad de los procesos de
purificacion se encuentran la actividad especifica, el rendimiento y el grado de

purificacion.
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La actividad especifica es la relacion entre la actividad enzimética y la cantidad de

proteina presente en una muestra, de acuerdo con la Ecuaciéon 1.2.

. e Actividad enzimatica
Actividad especifica= — - [1.2]
Concentramn deproteina

El rendimiento es el porcentaje de la actividad enzimética o de la cantidad de
proteina que se tiene en cada etapa, con respecto a los valores de estos
paradmetros al inicio de la purificacion. La Ecuacién 1.3 expresa el rendimiento en

actividad enzimatica y la Ecuacion 1.4, el rendimiento en concentracion proteica.

% Rendimient, = Actividadenzimaticdotal (Etapan) 100 L3

Actividadenzimaticdotal (Etapdl)

% Rendimiert., = Cantidadleproteing Etapan) 100 4]

Cantidadleproteing Etapal)

El grado de purificacion relaciona la actividad especifica en una etapa del proceso
de purificacion, con la actividad especifica en la primera etapa, para determinar el
namero de veces que se ha purificado la enzima en estudio. La Ecuacion 1.5

expresa esta relacion.

p= ActividadespecificdEtapan)
Actividadespecificg Etapal)

[1.5]

1.4.7.CARACTERIZACION CINETICA DE LAS ENZIMAS

Dentro de un estudio enzimatico, es importante determinar los parametros
cinéticos Ky Y Vimax, €l pH Optimo y la temperatura 6ptima, con el fin de establecer
las condiciones en las que la actividad de una enzima puede llegar a su valor

maximo.
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1.4.7.1. Cinética de Michaelis y Menten

Leonor Michaelis y Maud Menten propusieron un modelo para explicar la mayoria
de las reacciones catalizadas por enzimas, de acuerdo con el cual, la enzima (E)
se combina reversiblemente con su sustrato (S), para formar el complejo enzima-
sustrato (ES), que luego se rompe para formar irreversiblemente el producto (P) y
regenerar la enzima. El esquema de este modelo se muestra a continuacion:

K, K,
ES——> P + E [1.6]

E+ S

K

En esta expresion ki, ko y k3 son las constantes de velocidad de reaccion. Se
supone que la reaccion enzimatica es irreversible y que el producto se separa de

la enzima después de la reaccion.

De acuerdo con la aproximacion del estado estacionario, que sefiala que la
concentracion del complejo enzima-sustrato (ES) es pequefia y se mantiene casi
constante a lo largo de la reaccion enzimatica; que la concentracion total de
enzima es la sumatoria de la concentracion de enzima libre mas la concentracion
del complejo (ES), y que la conversion de reactivos a productos se da con una
reaccion de primer orden (Boyer, 2 000), se obtiene la Ecuacion 1.7:

— Vméx [ [S]

Vo = [S]-l'—KM [1.7]

Donde:

V, eslavelocidad de reaccion catalizada enzimaticamente, en U/ml.
Vmax €s la velocidad méaxima de reaccion.
[S] es la concentracion de sustrato, en mM.

Km  es la constante de Michaelis y Menten, en mM.
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En la ecuacion se incluyen dos parametros que describen las propiedades de la

enzima:
a) La velocidad maxima (Vmay, que es el valor limite de la velocidad de reaccion

a una muy elevada concentracion de sustrato.
b) La constante de Michaelis y Menten (Ky), que es la concentracion de sustrato
a la cual la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad maxima. Una

alta afinidad de la enzima por el sustrato genera valores bajos de Ky y

viceversa.

En la Figura 1.8, se muestra el grafico de la curva hiperbdlica V, vs. [S], a partir de

la ecuacion de Michaelis y Menten y los parametros Ky Y Vmax:

Vo (UM/min)
=

%Vméx [~ |
|
|
|
|
|
|
|

>

Kwu [S] (mM)

Figura 1.8.Esquema de la curva hiperbdlica cuadrética correipote al modelo de
Michaelis - Menten
(Universidad Nacional de Costa Rica, 2 007)

El diagrama de Lineweaver - Burk se emplea como herramienta grafica para
calcular los parametros cinéticos de una enzima. Su utilidad consiste en que el
reciproco de la cinética de Michaelis-Menten es facilmente representable y que de

él se puede obtener informacion de interés.
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La grafica del inverso de la velocidad de reaccion (1/Vo) frente al inverso de la
concentracion de sustrato (1/[S]) permite identificar Ky y Vmax; €l punto de corte
con el eje de ordenadas es el equivalente a 1/ Vmax, Y con el de abscisas es el
valor de -1/ Ky. Ademas se utiliza este método para determinar el mecanismo de

accion de los diversos tipos de inhibidores (Boyer, 2 000).

La Ecuacién 1.8 describe el diagrama de Lineweaver - Burk:

1 K 1 1
v [1.8]

+
V V max [ S] V max

(o]

En la Figura 1.9, se esquematiza el grafico de 1/V vs. 1/[S], segun la ecuaciéon de

Lineweaver-Burk:

[
>

1/Vo (uM/min)’*

-1/Km

\ 1/Vmé\x
/ 1/[S] (mM)’!

Figura 1.9.Esquema de la grafica correspondiente al Modelarmveaver-Burk para

determinar i Y Vmax
(Diberri, 2 004)
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1.4.7.2. Efecto de la concentracion de sustrato seda actividad enziméatica

Al medir la velocidad inicial de una reaccidn enzimatica, con una cantidad
constante de enzima, a diferentes concentraciones de sustrato, se obtienen los
datos para construir la curva de Michaelis y Menten. Este grafico muestra que la

velocidad de reaccién varia en funcién de la concentraciéon de sustrato.

En la Figura 1.8, presentada en el acapite 1.4.7.1, se puede observar que, al
incrementar la concentracion del sustrato, la velocidad de reaccion aumenta hasta
un valor maximo. En la parte inicial de la curva, practicamente, V, es directamente
proporcional a [S]; mientras que, cuando la curva se vuelve asintética, la enzima

esta saturada con el sustrato y V, llega al valor de Vpsx.

Se debe resaltar que la presencia de producto en el medio, puede ocasionar que
la velocidad de reaccién sea mas lenta e incluso invertir su sentido, por lo cual, se

favoreceria la formacion de sustrato.

Finalmente, cuando se conoce el valor de Vs, Se puede calcular la constante
conocida como el nimero de recambio de una enzima (Boyer, 2 000); que es el
namero de moles de sustrato transformado por moles de enzima, en un tiempo

determinado, de acuerdo con la Ecuacién 1.9.

K, = e [1.9]

Donde:

[E+] es la concentracidn total de enzima.

1.4.7.3. Efecto de la temperatura sobre la actividbenzimatica

En general, los aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas. Las

reacciones catalizadas por enzimas siguen esta ley general. Sin embargo, al
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tener una estructura proteica, a partir de cierta temperatura, las enzimas se

empiezan a desnaturalizar por el calor.

La temperatura a la cual la actividad catalitica es maxima se llama temperatura
Optima. Por encima de esta temperatura, el aumento de velocidad de la reaccién
debido a la temperatura es contrarrestado por la pérdida de actividad catalitica
debida a la desnaturalizacion térmica y la actividad enzimatica decrece

rapidamente hasta anularse (Gonzéalez, 2 004).

Generalmente, la curva de actividad enzimatica contra la temperatura es
asimétrica y presenta un valor de temperatura en el que la actividad alcanza un

punto maximo. La Figura 1.10 muestra este comportamiento:

100

S
- 80
o
S
=
= 60 -
<

40 A

20 --------- -~ ----emperatura

optima
0 Y
5 15 25 35 45 55 65 75
Temperatura [°C]

Figura 1.10.Efecto de la temperatura sobre la actividad enziaat

1.4.7.4. Efecto del pH sobre la actividad enzimatc

Las enzimas poseen grupos quimicos ionizables (carboxilo -COOH; amino -NHy;
tiol -SH; etc.) en las cadenas laterales de sus aminoacidos. Segun el pH del
medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica positiva, negativa o neutra.
Como la conformacion de las proteinas depende, en parte, de sus cargas
eléctricas, existe un pH en el cual la conformacién es la mas adecuada para la
actividad catalitica. Este es el pH 6ptimo.
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La mayoria de las enzimas son muy sensibles a los cambios de pH. Desviaciones
por encima o por debajo del pH 6ptimo pueden afectar drasticamente su actividad
o incluso desnaturalizarlas; de modo que, con el objetivo de mantener el pH de un
sistema que contiene enzimas en un rango cercano a su valor optimo, se deben

utilizar soluciones tampones o amortiguadores fisioldgicos (Gonzalez, 2 004).

Diferentes enzimas presentan diferentes comportamientos en la curva de la
actividad enzimética contra el pH. Asi, enzimas como la pepsina, tienen un
maximo de actividad a pH acidos; mientras que, otras enzimas pueden presentar
una actividad estable en amplios rangos de pH. La Figura 1.12 representa el
comportamiento de la actividad de una enzima con un pH 6ptimo de 7.

100,0

80,0

Actividad (%)

60,0

40,0

20,0 1

0,0
25 4 55 7 8,5 10

Figura 1.11.Esquema del efecto del pH sobre la actividad ertimé
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

2.1.1. MATERIALES

Para el desarrollo de la presente investigacion se utilizaron los siguientes
materiales: frutos verdes de plantas del género Vasconcella;, agua desionizada,
celdas de cuarzo para espectrofometria; columna de vidrio de 1 m de longitud con
sus respectivos pistones; columna de polietiieno de 34 cm de longitud con sus

respectivos pistones y, micropipetas ajustables de 5 a 50 ul y de 200 a 1 000 pl.

2.1.2. REACTIVOS

 Acido clorhidrico (BDGH Chemical, U.K.), grado analitico.

» Alcohol etilico absoluto (J. T. Baker, U.S.A.), grado analitico.

» Hidrocloruro de N-a Benzoil L-arginina p-nitroanilida — BApNA, (SIGMA), grado
analitico.

* Cloruro de sodio (Baker Analyzed, U.S.A.), 100% puro.

e DEAE sepharosa CL-6B (Pharmacia, Suecia).

* Dimetil formamida (Riedel Seelze, Germany), grado analitico.

» Fosfato diacido de sodio dihidratado (BDGH Chemical, U.K.), 99,8% de pureza.

» Hidréxido de sodio ACS (J.T. Baker, U.K.), 99% de pureza.

» Sepharosa CL-6B (SIGMA, U.S.A)).



38

2.1.3. EQUIPOS

* Balanza analitica (Acculab LH 110, Alemania). De 110 g x 0,0001g

» Centrifuga 200 E swing out rotor (WIFUG).

» Centrifuga IEC HN-S (DAMON).

* Conductimetro Sension 7 (HACH).

» Espectrofotometro UV-visible (Shimadzu, Japon).

* pHmetro portatil (Schott Glaswerke Mainz, Alemania).

» Sistema de separacion por cromatografia de columna (PHARMACIA LKB /
GILSON).

2.2. METODOS

2.2.1. PRUEBAS PRELIMINARES CON LATEX DE FRUTOS DE BABACO
(Vasconcella x heilborniivar. babaco) Y DE CHAMBURO (Vasconcella

cundinamarcenci}

Para la realizacién de las pruebas preliminares, se utilizaron frutos verdes de
babaco (Vasconcella x heilbornii var. babaco) y de chamburo (Vasconcella
cundinamarcencis), recolectados en Quito, en el sector de Chillogallo.

En el laboratorio, se lavaron los frutos y se hicieron de 3 a 5 cortes longitudinales
en la superficie de los mismos, para obtener el latex. Se recolectaron, por
separado, los latex fluidos que cayeron en forma de gotas de cada fruto (latex

fluido) y los latex que se coagularon (latex coagulado).

A continuacion, se procediéo al secado de los latex en estufa. Un grupo de
muestras de latex fue secado a 40° C (Gémez, 2 008) y otro grupo a 55° C

(Scheldeman y otros, 2003), durante aproximadamente 24 horas.

Con los latex en polvo obtenidos, se prepararon extractos acuosos, de acuerdo al
procedimiento que se describe en la seccién 2.2.5 y se midié la concentracion
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proteica y la actividad caseinolitica de cada extracto, mediante los procedimientos
descritos en los acdpites 2.2.6 y 2.2.7.1, respectivamente.

Se utilizé el programa Microcal Origin 5.0 para determinar si existieron diferencias
estadisticas significativas entre los valores de actividad caseinolitica de los latex
fluidos, con respecto a los de los latex coagulados y, entre los valores de
actividad de los latex secados a 40° C, con respecto a los de los latex secados a

55° C. En cada caso se trabajo con 4 repeticiones.

Adicionalmente, para determinar si el almacenamiento en congelacion de los latex
secos permitia una adecuada conservacién de su actividad, se compar6 la
actividad caseinolitica de los extractos acuosos preparados inicialmente, con la
actividad de otro grupo de extractos, que se prepararon segun el mismo
procedimiento con dichos latex, luego de que estuvieron almacenados durante

tfres semanas.

2.2.2. SELECCION DE TRES ESPECIES REPRESENTATIVASDEL GENERO
Vasconcella

Se realiz6 una revision bibliografica acerca del género Vasconcella, con el fin de
determinar las caracteristicas botanicas de las plantas de este género; las
especies que han sido encontradas en el Ecuador; los lugares en los que se han
encontrado plantas pertenecientes a dichas especies, los nombres con los que se
les conocen y la informacion referente a la actividad proteolitica presente en el

latex de sus frutos.

Ademas, se visitaron los lugares mencionados, con el fin de comprobar la
presencia de plantas del género Vasconcella, a las cuales se podia acceder para

recolectar sus frutos verdes.
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2.2.3. RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE LOS FRUTOS

La recoleccion de los frutos pertenecientes a las tres especies del género
Vasconcella seleccionadas, se realizd en zonas aledafias a la ciudad de Loja. La
identificacion de las plantas fue realizada con ayuda del Ing. Nixon Cumbicus,
quien es investigador de la Unidad de Boténica y Etnoboténica, de la Universidad

Técnica Particular de Loja.

Se utilizaron guantes de nitrilo, con el fin de evitar el contacto de la piel con el
latex que la planta exuda al retirar los frutos. Se tomaron de 6 a 8 frutos de una
misma planta. Los frutos fueron envueltos en papel aluminio, colocados en fundas

plasticas y transportados al laboratorio.

En el laboratorio, se seleccionaron los frutos verdes que presentaban una mejor
apariencia y se hizo un lavado con agua, una desinfeccidon con una solucion de

etanol al 5% y un enjuague con agua destilada.

2.2.4. OBTENCION Y SECADO DEL LATEX

Se colocaron los frutos, agrupados por especie, en posicion vertical y se
realizaron 3 cortes longitudinales, de aproximadamente 2 mm de profundidad, en
su superficie. Se recolectd, en cajas Petri, el latex exudado que cay6 en forma de
gotas, para su secado.

El latex fue secado a 40° C, durante aproximadamente 24 horas, hasta que el
peso del mismo se mantuvo constante durante 15 segundos, en la balanza
analitica (Nufiez, 2 008).

A continuacion, se removié el latex seco de las cajas Petri y se coloco en tubos

Eppendorf para su almacenamiento en congelacion (Montiel, 2 005).

En la Figura 2.1, se presenta un diagrama de bloques para la obtencion del latex

seco, a partir de los frutos verdes, agrupados segln su especie.
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Frutos verdes de una
especie del Género
Vasconcella

v

Lavadoy
desinfeccion

A 4 Resto de
Recoleccion del los frutos
2 >
latex
\ 4
Secado H20 .
24 h,40°C >

l Polvo de latex

Almacenamiento
-10°C

Figura 2.1.Diagrama del proceso para la obtencion de latex seglantas del
géneroVasconcella

2.2.5. PREPARACION DE EXTRACTOS ACUOSOS A PARTIR DEL LATEX
SECO

Para la preparacion del extracto acuoso de 5 mg/ml a partir del latex seco
obtenido en la etapa anterior, se colocaron 55 mg de latex seco en un mortero y
se redujo su tamafo lentamente, con el fin de evitar un aumento de temperatura a

causa de la friccion.

A continuacioén, se colocaron 50 mg del polvo de latex en un matraz de 10ml y se
afiadi6 tampon fosfato 50 mM y pH 7,5 hasta aforarlo. Se coloco el matraz en
refrigeracion durante 24 horas, para la solubilizacion de las proteinas.
Posteriormente, se centrifugo la suspension a 2 700 x g, durante 10 minutos. Se

tomd el sobrenadante con una pipeta y se coloc6 en un tubo de vidrio. Se
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prepararon tres extractos acuosos, uno por cada muestra de latex seco. En la

Figura 2.2, se presenta un diagrama de bloques de este proceso.

Polvo de latex

v

Reduccién de
tamafo en mortero

A

Pesado

Tampon fosfato 50 mg de polvo

de sodio de latex
50mM pH 7,5 \
(10 ml) .
»  Suspension
A
Maceracién
24 h,4°C
A
Centrifugacion Sélidos
2700 x g, 10 min

|

Extracto acuoso

Figura 2.2. Diagrama del proceso para la preparacion de ezFactuosos a partir
de polvo de latex

2.2.6.DETERMINACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA CONCENTRA-
CION DE PROTEINA EN LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

Para la determinacion de la concentracion proteica en los extractos acuosos, se
utilizé el método de absorcién en el ultravioleta (Yafiez, 2 006). Cuando las
lecturas de la densidad 6ptica de las muestras estuvieron sobre el valor de 1,000,
se realizaron diluciones de las mismas con la solucién tampoén, en relaciones 1 a

5mly1al0ml
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La Ecuacién 2.1 fue utilizada para calcular la concentracion de proteina.

DO, 2.1)
L
pl=—t
€
Donde:
[P] es la concentracion de proteina soluble, en mg/ml.

DO,g9 es la densidad éptica medida a 280 nm.

f es el factor de dilucion.
L es la longitud del paso de la luz en la celda, en cm.
€ es el coeficiente de extincion de la enzima a 280 nm, cuyo valor se

considera igual a 1,0 (mg/ml)*cm™.

2.2.7DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS

2.2.7.1. Determinacion de la actividad caseinolitc

La actividad caseinolitica fue determinada mediante el método de Anson
modificado (Bastidas, 2 005). Por cada extracto acuoso, se prepararon dos
muestras y dos blancos, debido a que se realiz6 un ensayo en paralelo (Félix,
2 008).

Se colocaron 0,1 ml de extracto acuoso en cada tubo de ensayo. En los tubos
correspondientes a las muestras, se afiadieron 1,1 ml de solucion de caseina al
1,0%; mientras que, en los tubos correspondientes a los blancos, se vertieron 1,8
ml de una solucién al 5% de de acido tricloroacético (TCA) y luego se afadieron

1,1 ml de caseina.
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Todos los tubos fueron incubados en un bafio termostatico a 37° C, durante 20
minutos. A continuacion, se procedié a detener la reaccion en los tubos

correspondientes a las muestras, adicionando 1,8 ml de TCA.

Antes de la lectura de la densidad optica, a 280 nm, de todas las muestras y
blancos, fue necesario realizar una centrifugacion a 3 500 x g, por 20 minutos y

recuperar el sobrenadante en tubos de vidrio.

En las Figuras 2.3 y 2.4, se muestran los diagramas de los procesos seguidos en
la preparacion de los blancos y de las muestras, respectivamente, para la

determinacion de la actividad caseinolitica de los extractos acuosos.

Extracto acuoso

‘s 100 pl
Soll'JCIon d% ( H) Solucion de TCA al
caseina al 1% ¢ 5%

(1,1 ml) (1,8 ml)
> Mezcla <€

v

Incubacion
20 min, 372 C

v

Centrifugacion >
20 min, 3500 x g

precipitado

sobrenadante l

Mediciéon de DO280

Figura 2.3.Diagrama de procesos para la determinacion deiladaa
caseinolitica de los blancos



Solucién de
caseina al 1%
(1,1 ml)

Extracto acuoso
(100 pl)

v

Solucién de TCA
al 5%
(1,8 ml)

Mezcla

v

Incubacién
20 min, 37°C

v

Detencién de la
reaccion

v

Centrifugacion
20 min, 3500 x g

precipitado

sobrenadante l

Medicion de DO280

>

Figura 2.4.Diagrama de procesos para la determinacion deilacac

caseinolitica de los extractos acuosos

Para el célculo de la actividad caseinolitica, se utilizé la Ecuacion 2.2 (Caramori y

otros, 2 004).

h
0,1y

Ac.=

Donde:

Ac es la actividad caseinolitica, en unidades enzimaticas por ml de solucion de

enzima (U/ml).

h es el promedio de las variaciones de DO.g, Obtenida en cada ensayo, en

paralelo.

45
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2.2.7.2. Determinacioén de la actividad esterasica

La mezcla de reaccion para la determinacion de la actividad esterasica, fue
realizada en una celda de cuarzo para espectrofotbmetro. Se colocaron 2,5 ml de
tampoén fosfato de sodio 50 mM y pH 7,5 y se afiadieron 30 pl de extracto acuoso
y 30 ul de una soluciébn de acetato de para — nitro fenilo (p-NPA), con una

concentracion de 15 mg/ml, en acetonitrilo anhidro.

A continuacion, se agitdé la mezcla y se procedio a realizar la medicién de la
absorbancia a una longitud de onda de 348 nm. Se registraron los valores de la
densidad 6ptica cada 15 segundos, durante tres minutos (Félix, 2 008).

Para determinar la actividad del blanco, se realiz6 el ensayo de una forma similar,
con la diferencia de que se colocaron 30 ul de tampdn fosfato de sodio 50 mM y
pH 7,5, en lugar del extracto acuoso.

Las Figuras 2.5 y 2.6 muestran los diagramas de los procesos que se siguieron
para la determinacion de la actividad proteolitica del extracto enzimatico y de la

hidrélisis espontanea del blanco.

Extracto acuoso

Tampon fosfato (30 pl) Solucién 15 mg/ml
de sodio i de p-NPA en
50 mM pH 7,5 acetonitrilo anhidro
(2,5 ml) (30 pl)
> Mezcla <
Agitacion

A

Medicién de DOa34s
Cada15s, 3 min

Figura 2.5. Diagrama de procesos para la determinacion deiladac esterasica de
los extractos acuosos
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Tampén fosfato de sodio

50mM pH 7,5
Tampon fosfato (30 pl) Solucién 15 mg/mi
de sodio de p-NPA en
50 mM pH 7,5 ¢ acetonitrilo anhidro
(2,5 ml) (30 pl)
> Mezcla <
Agitacion

A

Medicién de DOs34s
Cada 15 s, 3 min

Figura 2.6.Diagrama de procesos para la determinacion deiladacl esterasica de
los blancos

Se determind la actividad esterasica en unidades enziméticas por mililitro de
solucién de enzima (U/ml), a través de la Ecuacién 2.3 (Reina, 2 000).

A = ADO,,q d.OOOB/C [2.3]
= A el LV,

Donde:

Ae es la actividad esterasica, en unidades internacionales por ml de

solucion de enzima, en U/ml.
ADOg,s es la diferencia entre la DO de la mezcla de reaccion con el extracto

enzimatico y la DO de la mezcla para la hidrdlisis espontanea.

At es el tiempo en el que se mide el avance de la reaccién, en min.
V. es el volumen de la mezcla de reaccion, en pl.
Ve es el volumen del extracto acuoso en la mezcla de reaccién, en pl.

1 000 es el factor de conversion de mmol/ml a pmol/ml.
L es la longitud del paso de luz en la celda, en cm.

€ es el coeficiente de extincion del p-nitrofenol a 348 nm=5 150 M™* cm™.
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2.2.7.3. Determinacion de la actividad proteoliticaon BApNA

Para la determinacion de la actividad proteolitica con BApNA (N-a-benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida), se realiz6 una mezcla de reaccion en una celda de cuarzo
de volumen reducido, para espectrofotometro, de acuerdo con el método de
Earlanger et al. (1 961) modificado por el autor. Se colocé 1,0 ml de tampodn
fosfato de sodio 50 mM y pH 7,5 y se afadieron 0,1 ml de extracto acuoso y 0,1
ml de una solucion de BApNA, con una concentracion de 10 mg/ml, en dimetil
formamida (DMF).

A continuacién, se agito suavemente la mezcla y se coloco la celda en el
espectrofotometro, para realizar la medicién de la absorbancia a una longitud de
onda de 400 nm. Se registraron los valores de la densidad Optica, cada 15

segundos, durante tres minutos.

Para determinar la actividad del blanco, en la mezcla de reaccién se colocaron 0,1

ml de tampdn fosfato de sodio 50 mM y pH 7,5, en lugar del extracto acuoso.

Las Figuras 2.7 y 2.8 muestran los diagramas de los procesos que se siguieron
para la determinacion de la actividad proteolitica del extracto enzimatico y de la

hidrolisis espontanea del blanco.
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Extracto acuoso

Tampon fosfato (100 i)
de sodio i Solucién 10 mg/ml
50mM pH 7,5 de BApNA en DMF
(1,0 ml) (100 pi)
> Mezcla <
Agitacion

|

Medicién de DOa4oo
Cada 15 s, 3 min

Figura 2.7.Diagrama de procesos para la determinacién deiladad proteolitica con
BApNA de los extractos acuosos

Tampodn fosfato

de sodio
50mM pH 7,5
Tampon fosfato (100 )
de sodio l Solucién 10 mg/ml
50mM pH 7,5 de BApNA en DMF
(1,0 ml) (100 pi)
» Mezcla <
Agitacion

A
Medicion de DOa4oo
Cada 15 s, durante
3 min

Figura 2.8.Diagrama de procesos para la preparacion de latraw@sla determinacion de
la actividad proteolitica con BApNA
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Se determiné la actividad proteolitica con BApNA, en unidades enzimaticas por
mililitro de solucién de enzima (U/ml), a través de la Ecuacién 2.4 (Reina, 2000).

A = ADO, 1000V, 2.4]
° At eIV,

Donde:

Ag es la actividad proteolitica con BApNA, en unidades internacionales

por ml de solucién de enzima, en U/ml.
ADQO,q es la diferencia entre la DO de la mezcla de reaccidén con el extracto

enzimatico y la DO de la mezcla para la hidrdlisis espontanea.

At es el tiempo en el que se mide el avance de la reaccion, en min.

V. es el volumen de la mezcla de reaccion, en pl.

Ve es el volumen del extracto acuoso colocado en la mezcla de reaccion,
en pl.

€ es el coeficiente de extincién de la p-nitroanilina a 400 nm = 8 800 M*

cm™ (Earlangery otros, 1 961).

1 000 es el factor de conversion de mmol/ml a pmol/ml.

L es la longitud del paso de luz en la celda, en cm.

2.2.7.4. Calculo de la actividad enzimatica espeicé

El calculo de la actividad enzimatica especifica se realiz6 mediante la Ecuacion
2.5 (Chavez y otros, 1 990), que define la actividad enzimatica por cantidad de

proteina presente en el extracto.

_AE
esp ﬁ [2.5]

Donde:
Acsp esla actividad especifica, en unidades internacionales por mg de proteina

(U/mg).
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AE es la actividad enzimatica, en U/ml.

[P]  eslaconcentracién de proteina, en mg/ml.

2.2.8. PRECIPITACION DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN LOS EXTRAC-
TOS ACUOSOS

Se realizé una precipitacion de las proteinas por adicion de solvente organico.
Para esto, se colocaron 20 ml de extracto acuoso en un vaso de precipitacion, se
afadié 1 ml de una solucién de cloruro de sodio 4 M, se agité la mezcla y se
agregaron 40 ml de una solucién de etanol al 96% en volumen. Posteriormente,
se realizd una agitacion leve y se distribuy6 la mezcla en 4 tubos plasticos para

centrifugar a 2 700 x g, durante 5 minutos.

En seguida, se desecho el sobrenadante y se colocaron los tubos hacia abajo,
sobre una toalla de papel absorbente, durante aproximadamente 30 minutos,

hasta que el precipitado se presentd semiseco.

A continuacion, se resuspendio el precipitado en 40 ml de tampdn fosfato de sodio
50 mM a pH 7,5, para obtener un extracto semipurificado. La Figura 2.9 presenta
el diagrama del proceso de purificacion del extracto acuoso, por adicién de etanol
al 96%.
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Extracto acuoso

(20 ml)
Solucién de i
NaCl 4M
(1 ml) .
» Agitacién
Solucién de
etanol 96% v/v \ 4
(40 ml)

Agitacién leve

v
Centrifugacion | sobrenadante

>

2700 x g, 5 min
Secado
Tampédn fosfato 30 min
de sodio
50mM pH 7,5 \ 4
(40 ml)

Resuspension

A 4

v
Extracto
semipurificado

Figura 2.9.Diagrama del proceso de precipitacion y resusperdedoroteinas a
partir del extracto acuoso

2.2.9. PURIFICACION DEL EXTRACTO MAS ACTIVO POR
CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL

Se realiz6 una cromatografia de filtracion en gel, con el extracto semipurificado
gue presentd la mayor actividad enzimatica especifica. Se utilizé una columna de

vidrio, de 1 m de longitud, con un relleno de Sepharosa CL-6B.
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2.2.9.1. Lavado y relleno de la columna

Se tomaron aproximadamente 100 ml de Sepharosa CL-6B y se elimind la
solucion de etanol en la que el gel se mantiene conservado, con ayuda de una

frita y una bomba de succion.

Se resuspendié el gel en agua destilada y se agité durante 10 minutos, luego, se
colocé el gel nuevamente en la frita para realizar tres lavados con agua destilada
y con la solucion tampon fosfato 50 mM y pH 7,5. Al final, se dejo el gel

suspendido en el tampon.

Se empaco la suspension preparada en la columna, hasta 5 cm antes del extremo

superior y se coloco el segundo piston (Félix, 2 008).

Finalmente, se lavo el sistema con el mismo tampén, en una cantidad igual a tres

veces el volumen ocupado por el relleno.

2.2.9.2. Alimentacion y elucion de la muestra

Se fijaron las condiciones para la cromatografia de filtracion en gel, en los valores

gue se muestran en la Tabla 2.1 (Félix, 2 008).

Tabla 2.1.Condiciones de operacion del detector, el colabtdracciones y el registrador
para la cromatografia de filtracion en gel

Altura del relleno de Sepharosa CL-6B 86 cm
Flujo de alimentacién 1,0 ml/min
Tiempo por fraccion 3,00 min
Ganancia 0,2
Sensibilidad 100 mV
Velocidad del papel 1 mm/min

Entonces, con ayuda de la bomba peristéltica, se alimentaron a la columna 30 ml

del extracto semipurificado, obtenido después de la precipitacion. Enseguida, se
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aliment6 tampédn fosfato 50 mM a pH 7,5 al sistema, hasta que ya no se detecté
proteina a la salida del mismo.

2.2.10. PURIFICACION DEL LOTE DE FRACCIONES MAS ACTIVAS POR
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Para la purificacion por cromatografia de intercambio i6nico, se utilizé una
columna, de 34 cm de longitud, con un relleno de DEAE Sepharosa CL-6B. La
muestra consistio en una mezcla de las fracciones mas activas, resultantes de la

cromatografia de filtracion en gel.

2.2.10.1. Preparacion de la columna de intercambidnico

Se tomaron aproximadamente 50 ml del gel de DEAE Sepharosa CL-6B y se
elimino el liquido del mismo por filtracion en una frita. Posteriormente, se lavo el
soporte con soluciones de tampén fosfato a pH 7,5, en concentraciones de 1 000,
500, 200 y 50 mM, sucesivamente, en la misma frita. En el ultimo lavado, se dejé
el soporte en suspension con tampon fosfato 50 mM y pH 7,5 y se empaco la

columna, hasta una altura de 20 cm (Bastidas, 2 005).

Finalmente, se procedio a lavar el sistema con tampon fosfato 50 mM y pH 7,5,

durante aproximadamente 30 minutos.

2.2.10.2. Alimentacioén de la muestra

Se midio la conductividad del tampén fosfato 50 mM y pH 7,5, tomado a la salida

de la columna, luego del lavado. Entonces, se procedio a igualar con ese valor, la

conductividad de la muestra, mediante la adicion de agua desionizada.
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A continuacion, se aliment6 la muestra preparada a la columna, con ayuda de una
bomba peristaltica y se lavo la columna con el tampén fosfato 50 mM y pH 7,5,

hasta que a la salida de la columna ya no se detecto proteina (Bastidas, 2 005).

2.2.10.3. Elucioén de la proteina fijada al soporte

Se realizé una elucién por gradiente de la proteina fijada al soporte. Para esto, se
colocaron, en el mezclador de gradiente, como solucién inicial 50 ml de tampdn
fosfato 50 mM y pH 7,5 y como solucién final, 50 ml de tamp6n fosfato 200 mM y
pH 7,5. Luego, se colocaron 50 ml de tampon fosfato 200 mM y pH 7,5 como
solucion inicial y 50 ml de tampdn fosfato 500 mM y pH 7,5 como solucién final.

Por ultimo, se realizé un lavado con tampdn fosfato 500 mMy 1 M, y pH 7,5.

Se recogieron todos los eluatos en un colector de fracciones y se determiné la

concentracion proteica y la actividad proteolitica en cada uno de ellos.

En la Tabla 2.2 se detallan las condiciones en las que se realiz6 la cromatografia
de intercambio i6nico (Bastidas, 2 005).

Tabla 2.2.Condiciones de operacion del detector, el coled¢dracciones y el registrador
para la cromatografia de intercambio ionico.

Altura del relleno de DEAE 22 em
Sepharosa CL-6B

Flujo de alimentacion 1,0 ml/min
Tiempo por fraccion 3,0 min
Ganancia 0,2
Sensibilidad 100 mV
Velocidad del papel 1 mm/min
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2.2.11. EVALUACION DE LOS PROCESOS DE PURIFICACION

Se evaluaron los tres procesos de purificacion (la precipitacion de proteinas, la
cromatografia de filtracion en gel y la cromatografia de intercambio i6nico)
mediante el célculo del rendimiento en proteina, el rendimiento en actividad y el

grado de purificacion, de acuerdo con las Ecuaciones 1.3, 1.4y 1.5.

Para esto, fue necesario determinar el contenido de proteina y de unidades
enzimaticas en el extracto acuoso, en el extracto semipurificado y en las
fracciones resultantes de las cromatografias de filtracion en gel y de intercambio

idnico.

Con el fin de tener un parametro de comparacion entre los procesos de
purificacion, los rendimientos y el grado de purificacion de cada etapa fueron
calculados con respecto a la etapa anterior, mientras que, para evaluar el proceso
completo de purificacion, se determinaron dichos valores, con respecto a la etapa
inicial de todo el proceso. En el Anexo E, se muestran ejemplos de célculo de los

parametros mencionados.

2.2.12. DETERMINACION DE LOS EFECTOS DEL pH, LA TEMPERATUR A'Y
LA CONCENTRACION DE SUSTRATO, SOBRE LA ACTIVIDAD
PROTEOLITICA EN LA FRACCION MAS ACTIVA

Al final del proceso de purificacidn, se seleccion6 la fraccion mas activa y con ella

se realizo la caracterizacion de su actividad proteolitica.

2.2.12.1. Determinacion del efecto del pH sobre la actividagroteolitica

Se prepararon soluciones tampoén fosfato de sodio 50 mM a valores de pH de 5,5;
6,5;7,0;75;8,5;95y 10,5.
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A continuacion, se determinG espectrofotométricamente la actividad proteolitica
con BApNA para cada valor de pH, de manera igual al procedimiento
esquematizado en la Figura 2.5, con una mezcla de reaccién de 1 ml de solucién

tampodn, 100 pl de la fraccion seleccionada y 100 ul de sustrato.

Finalmente, se realizd la grafica de actividad enzimatica (U/ml) contra pH y se
determiné el pH 6ptimo, en el programa Microcal Origin 5.0. Se trabajé con

tampon fosfato a ese valor de pH, para los ensayos posteriores.

2.2.12.2. Determinacién del efecto de la temperatusobre la actividad proteolitica

Se procedio a determinar la actividad proteolitica con BApNA, de la fraccion mas

activa al final del proceso, a las temperaturas de 20, 30, 37,5, 45, 50, 60y 70° C.

En cada ensayo, se realiz6 una incubacion previa de la solucién de tampon
fosfato 50 mM al pH Optimo, hasta que alcanzé la temperatura requerida.
Entonces, se hizo una mezcla de reaccién, con 3,0 ml de tampdn, 300 ul de la
muestra y 300 ul de sustrato, en un tubo de ensayo que fue mantenido en

incubacion, a la misma temperatura.

En seguida, se procedi6 a medir el valor de la densidad Optica en el
espectrofotometro, cada minuto, durante 3 minutos. Para cada medicién, se utilizé

un volumen de 1,2 ml de la mezcla de reaccion.

Al final, se realiz6 la grafica de actividad enzimatica (U/ml) contra temperatura y

se determind la temperatura 6ptima, en el programa Microcal Origin 5.0.

2.2.12.3. Determinacion del efecto de la concentian de sustrato sobre la actividad

proteolitica

Se prepararon soluciones de BApNA en dimetil formamida, en concentraciones de
1,3,5,7,9y 10 mg/ml.
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A continuacion, se determinG espectrofotométricamente la actividad proteolitica
para cada concentracion de sustrato, con una mezcla de reaccién de 1,0 ml de
solucion tampon, 100 pl del extracto enzimatico y 100 pl de la solucion de

sustrato.

Finalmente, se realiz6 la grafica de actividad enzimatica (U/ml) contra
concentracion de BApNA (mM) y con ayuda del programa Microcal Origin 5.0, se
realizé una regresion no lineal hiperbdlica, con el fin de determinar los parametros

cinéticos Ky Y Vmax-
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. METODOS PRUEBAS PRELIMINARES PARA LA OBTENCION
Y EL SECADO DEL LATEX DE FRUTOS DE PLANTAS DEL
GENERO Vasconcella

Para establecer un proceso adecuado de obtencion y secado del latex de frutos
verdes de plantas del género Vasconcella, se realizaron pruebas preliminares,
x heilbornii var.

con frutos de babaco (V. babaco) y de chamburo (V.

cundinamarcencis).

3.1.1. OBTENCION DEL LATEX

Se observo que, al realizar cortes en la superficie de los frutos, el latex fue
exudado y pudo ser recogido. Se tomaron, por separado, el latex que cay6 en
forma de gotas, al cual se lo denomin¢ latex fluido y el latex que se coagulé en la
superficie del fruto, al cual se lo denominé latex coagulado, para, posteriormente,
comparar la concentracion proteica, la actividad caseinolitica y la actividad
caseinolitica especifica, en los extractos acuosos preparados a partir de los latex

secos, cuyos valores se muestran en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1.Concentracién proteica, actividades caseinoliticaseinolitica especifica en
extractos acuosos de latex fluido y latex coagyldddrutos de babac® (x heilbornii
babacq y de chamburo\{. cundinamarcenc)s

Concentracion Actividad ACt'.V |da}q
. . . S caseinolitica
Muestra | Tipo de latex | de proteina caseinolitica o
(mg/mi) (U/ml) especifica
(U/mg)
Fluido 2,63 36,58 13,91
Babaco
Coagulado 2,34 29,63 12,69
Fluido 3,20 101,80 31,81
Chamburo
Coagulado 2,85 79,46 27,88
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Se observa que los valores de concentraciéon proteica y de actividad son menores
en los extractos acuosos que se prepararon a partir de los latex que se
coagularon. Esto se explicaria porque, parte de la muestra activa pudo haber
quedado encerrada en el interior de los coagulos que se formaron. Ademas, es
posible que, al momento de retirar el latex coagulado de la superficie de los frutos,
se hayan incorporado impurezas, como trozos de corteza o de pulpa, a las
muestras. Estos factores pudieron haber dificultado la solubilizacion de las
proteasas en los extractos acuosos Yy, por consiguiente, haber disminuido la

actividad proteolitica en los extractos.

En ambos casos, la actividad caseinolitica especifica en el latex fluido es mayor
que en el latex coagulado. En el babaco, es 10,0% mayor, mientras que en el

chamburo, es 14,0% mayor.

Se decidié no colocar aditivos, como antioxidantes, preservantes o reductores, en
el latex, debido a que el secado fue realizado inmediatamente después de la
obtencion en el laboratorio. Para esta decision, también se considerdé que el
estudio de Novoa (2 005) concluyd que no se justificaba la utilizaciébn de
antioxidantes (ascorbato de sodio, sorbato de sodio, sal cuaternaria del EDTA,
metabisulfito de sodio y cisteina) con los latex de lechero y de flor de nochebuena,
debido a la estabilidad que presento la actividad proteolitica de los latex, durante

los 17 dias de almacenamiento de los mismos.

3.1.2. SECADO DEL LATEX

El secado en estufa fue elegido como método apropiado, debido al estudio de
Alcayaga (2 004), que determind la influencia de tres métodos de secado (secado
al vacio, secado en estufa y liofilizacién), sobre la actividad enzimatica en el latex
de chamburo y concluy6 que: “la actividad especifica del latex deshidratado, no

fue afectada por el método de secado utilizado”.

Se compararon los efectos sobre la actividad proteolitica en el latex, de un secado
a 40° C (Gomez, 2 008) y un secado a 55° C (Scheldeman y Van Damme, 2 005)
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en estufa. Los valores de concentracidbn proteica, actividad caseinolitica y
actividad caseinolitica especifica, en los extractos acuosos preparados a partir del

latex secado a las dos condiciones mencionadas, se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2.Concentracién proteica, actividades caseinoliticaseinolitica especifica en
extractos acuosos de latex de frutos de babace Keilbornii babacdy chamburoV.
cundinamarcenc)s a diferentes temperaturas de secado

., . Actividad
Concentracion| Actividad o
. Temperatura ) .. _| caseinolitica
Especie proteica caseinolitica -
de secado (mg/ml) (U/mi) especifica
9 (U/mg)
40° C 2,63 36,09 13,73
Babaco
550 C 2,64 29,00 11,01
40° C 3,21 101,80 31,76
Chamburo
550 C 3,20 83,93 26,27

Se observa que la temperatura de secado de los latex tuvo un efecto considerable
sobre la actividad caseinolitica de los extractos acuosos. La actividad caseinolitica
especifica de los extractos acuosos correspondientes a la temperatura de secado
de 40° C, es mayor en un 25% para el babaco y en un 21% para el chamburo, con
respecto a los extractos preparados a partir de los latex secados a 55° C. Esto se
explicaria directamente por el efecto desnaturalizante que tiene la temperatura

sobre las proteinas.

Segun los resultados de las pruebas preliminares, seria conveniente utilizar en los
ensayos definitivos, el latex en polvo, obtenido luego de un secado en estufa, a
40° C, del latex fluido que se extrae de los frutos verdes de las plantas del género

Vasconcella.

En los Anexos B y C, se muestran los resultados del analisis de la significancia de
la diferencia entre los valores obtenidos para las distintas condiciones de
obtencién y de secado del latex, respectivamente.
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3.1.3. ESTABILIDAD DEL LATEX SECO ALMACENADO EN REF RIGERACION

Se determind la concentracidn proteica, actividad caseinolitica y actividad
caseinolitica especifica de los extractos acuosos, que se prepararon segun lo
descrito en el acéapite 2.2.1, para tener una medida de la estabilidad de las
proteasas del latex seco, almacenado en congelacién. Los valores obtenidos se

muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3.Concentracién proteica, actividades caseinoliticaseinolitica especifica en
extractos acuosos de latex de frutos de babacwe leilborniivar. babaco ) y de
chamburo Y. cundinamarcencjspreparados con 3 semanas de diferencia

Concentracion| Actividad ACt'.V'd"’,‘q
. L caseinolitica
Muestra Semana de proteina | caseinolitica e
(mg/mi) (U/ml) especifica
(U/mg)
1 2,63 36,58 13,91
Babaco
4 2,64 36,33 13,76
1 3,20 103,05 32,20
Chamburo
4 3,19 100,83 31,66

Los valores obtenidos muestran que las proteasas presentes en el latex seco,
almacenado en congelacion, muestran una alta estabilidad, puesto que luego de
tres semanas, han perdido Unicamente un 1,09% en el babaco y un 1,69% en el
chamburo, de su actividad caseinolitica especifica.

Con base en este andlisis, se considera que no es necesario afadir preservantes

al latex en polvo, para su almacenamiento.
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3.2. EXTRACTOS ACUOSOS PREPARADOS A PARTIR DE LATEX
DE CHAMBURO (V. cundinamarcenciy COL DE MONTE (V.
monoicgd Y TORONCHE (V. stipulatg

El chamburo (V. cundinamarcencis), la col de monte (V. monoica) y el toronche
(V. stipulata) fueron las tres especies seleccionadas del género Vasconcella,
debido a que han sido encontradas en el Ecuador (Yaguache y Medina, 2 003), a
que se han realizado estudios acerca de la actividad proteolitica del latex de sus
frutos (Scheldeman y otros, 2 003) y a que se hallaron plantas con frutos verdes,
a las que fue posible acceder para recolectarlos.

3.2.1. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS

En primer lugar, se procedio a obtener y secar los latex de los frutos recolectados
en la provincia de Loja, pertenecientes a las tres especies del género
Vasconcella, seleccionadas de acuerdo con los criterios que se explicaron en la
seccion 2.2.2. Ademas, se trabajoé con frutos verdes de babaco, que es la especie
mas conocida y de mayor importancia comercial de este género, con el fin de

comparar los resultados obtenidos con los de estudios similares.

Para ello, se tomd Unicamente el latex fluido de cada fruto y se sec6 en la estufa,
a 40° C, segun el acapite 2.2.4.

Las cantidades de latex fluido y de latex seco, que se obtuvieron de cada fruto, se
relacionan directamente con su tamafo. De este modo, del babaco, que es el
fruto mas grande, se obtuvo el rendimiento mas alto, mientras que, la menor

cantidad de latex fue obtenida del fruto mas pequerio, la col de monte.

En la Tabla 3.4, se muestran los valores del rendimiento en latex por fruto, de

cada especie, asi como el contenido de humedad en ellos.



64

Tabla 3.4.Latex fluido y latex seco obtenidos de frutos dedza /. x heilbornii var.
babaco), chamburd®/( cundinamarcencjscol de monte\(. monoica y toronchey.

stipulatg
Latex fluido por Latex seco por Porcentaje de
Muestra fruto fruto humedad en el latex
(mg/fruto) (mg/fruto) (%)
Babaco
(V. x heilbornii var. 722,6 1421 80,34
babaco)
Chamburo 480,3 126,5 73,67
(V. cundinamarcencjs ' ' '
Col de monte 465,9 125,9 72,97
(V. monoica)
Toronche
(V. stipulatd 602,2 135,1 77,57

El porcentaje de humedad del latex de babaco, es semejante al valor obtenido por
Marcillo (2 005), que es de (79,24 £ 0,40) % y se muestra en la Tabla 1.2. Los
latex del chamburo, la col de monte y el toronche tienen apariencias similares vy,

en los tres casos, una humedad cercana al 75,0%.

Se observo que el latex seco, tuvo forma de polvo blanquecino, con una tonalidad
crema, en el caso del babaco y la col de monte, y una tonalidad rosacea, en el

chamburo y el toronche.

Para determinar la concentracion proteica y la actividad proteolitica de los latex,
Se prepararon suspensiones, con una concentracion de 5 mg/ml, de polvo de latex
en tampoén fosfato diacido de sodio, 50 mM y pH 7,5, mediante el procedimiento

descrito en el acapite 2.2.5.

3.2.2. CONCENTRACION DE PROTEINA Y ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN
LOS EXTRACTOS ACUOSOS

Se procedié a determinar la concentraciéon proteica y las actividades caseinolitica,
esterasica y proteolitica, en los extractos acuosos preparados de acuerdo con los
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procedimientos indicados en los acapites 2.2.6 y 2.2.7. Los valores obtenidos se
muestran en la Tabla 3.5.

Tabla 3.5. Concentracion proteica, actividades caseinoligstgrasica y proteolitica en
los extractos acuosos de latex de frutos de bapaeoheilbornii var. babaco), chamburo
(V. cundinamarcencjscol de monte\(. monoicdy toronche. stipulatg

., Actividad Actividad Actividad
Concentracion L ;. oy
. caseinolitica esterasica proteolitica
Extracto acuoso de proteina if o i
(mg/ml) especifica especifica especifica
(U/mgq) (mU/mgq) (mU/mg)
Babaco
(V. x heilbornii var. 2,71 8,11 85,76 51,35
babaco)
Chamburo 3,20 31,81 112,19 78,91
(V. cundinamarcencjs
Col de monte 3,10 28.44 117,59 77,93
(V. monoica)
Toronche 2,99 44,08 127.46 110,77
(V. stipulatg

En todos los casos fue necesario realizar diluciones, para determinar la
concentracion proteica en los extractos acuosos. La concentracion proteica mas
alta, observada en el extracto acuoso de chamburo, fue 18,30% mayor que la mas

baja, correspondiente al extracto acuoso de babaco

El extracto acuoso mas activo corresponde al latex de toronche. Los valores
correspondientes a sus actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica son
mayores que las actividades de los extractos de latex de chamburo y de col de

monte.

Ademas, se observa que los valores de las actividades caseinolitica, esterasica y
proteolitica son considerablemente menores en los extractos acuosos
correspondientes al babaco. Existe entonces, correspondencia con los resultados
obtenidos por Scheldeman y Van Damme (2 005), que se muestran en la Tabla
1.4, los cuales determinan que la actividad proteolitica en el latex de babaco, es la

menor, entre los frutos analizados. Por esto, desde este punto, se trabajo
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Gnicamente con los extractos correspondientes a los latex de las tres especies

seleccionadas del género Vasconcella.

3.3. EVALUACION DE LA PURIFICACION PRIMARIA DE LOS
EXTRACTOS ACUOSOS

Se realizo la purificacion primaria de los extractos acuosos, por adicion de etanol
al 96,0%, de acuerdo con lo descrito en el acapite 2.2.8. En los extractos
obtenidos, se determiné la concentracién proteica y las actividades caseinolitica y
esterasica, con el fin de evaluar el proceso. Ademas, se determinaron los
rendimientos en cantidad de proteina y en actividad proteolitica, y el grado de
purificacion, para cada extracto. En los Anexos D y E, se muestran ejemplos del

calculo de estos parametros.

En los extractos semipurificados en los que se determind la actividad proteolitica
con BApNA, la resuspension de las proteinas precipitadas fue realizada en un
volumen de 20 ml de tampdn fosfato 50 mM y pH 7,5, es decir, igual al volumen
del extracto acuoso utilizado. El propésito fue tener extractos con mayor
concentracion de proteina. En la Tabla 3.6, se presentan los valores de

concentracion proteica de los extractos semipurificados obtenidos.

Tabla 3.6.Concentracion proteica de los extractos semipaudfs de latex de
chamburo Y. cundinamarcencjstoronche Y. stipulatg y col de monteV{.
monoicg, resuspendidos en diferentes volimenes de tafogéato 50 mM y

pH 7,5
Concentracion proteica)] Concentracion proteica
en el extracto en el extracto
Especie resuspendido en 40 m|l resuspendido en 20 ml
de tampon de tampon
(mg/ml) (mg/ml)
Chamburo
(V. cundinamarcencis) 0,91 1.87
Toronche
(V. stipulata) 0,79 Ll
Col de monte 0.82 173
(V. monoica)
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Los valores de las mediciones realizadas para determinar la concentracion
proteica y las actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica de cada extracto

acuoso, se incluyen en el Anexo G.

3.3.1. PURIFICACION PRIMARIA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LATEX DE
CHAMBURO (V. cundinamarcenci}

La Tabla 3.7 muestra los valores de las actividades caseinolitica, esterasica y
proteolitica del extracto de latex de frutos de chamburo, obtenido de la purificacion

primaria.

Tabla 3.7. Actividades caseinolitica, esterasica y protaaign el extracto semipurificado
de latex de chambur®( cundinamarcenc)s

Actividad Actividad Actividad
caseinolitica esterasica proteolitica

(U/ml) (mU/ml) (mU/ml)
38,23 135,32 190,00

En la Tabla 3.8, se muestran los rendimientos en cantidad de proteina y en
actividad y, el grado de purificacion, luego de la purificacion primaria del extracto

de latex de chamburo.

Tabla 3.8. Rendimiento en proteina y en actividades caseicmli¢sterasica y
proteolitica y grado de purificacion en el extrastonipurificado de latex de
chamburo Y.cundinamarcenc)js

Actividad caseinolitica | Actividad esterasica Actividad proteolitica
Rendimiento| Rendimiento Rendimiento Rendimiento
' L G.P. L G.P. L G.P.
en proteina | en actividad en actividad en actividad
(%) (%) (veces) (%) (veces) (%) (veces)
57,03 75,10 1,31 75,38 1,32 79,01 1,45

Los valores de rendimientos en actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica
con BApNA indican que, en casi un 20%, se eliminaron proteinas que no

presentaban actividad proteolitica. En otros términos, se logré obtener enzimas
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con mayor actividad, esto se confirma con el grado de purificacién, que es mayor

a 1 en todos los casos.

3.3.2. PURIFICACION PRIMARIA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LATEX DE
COL DE MONTE (V. monoica)

En la Tabla 3.9 se presentan los valores de actividad caseinolitica, actividad
esterasica y actividad proteolitica, del extracto correspondiente al latex de col de

monte, después de la purificacion primaria.

Tabla 3.9. Actividades caseinolitica, esterésica y prote@ién el extracto
semipurificado de latex de col de mori¥enjonoica

Actividad Actividad Actividad
caseinolitica esterasica proteolitica

(U/ml) (mU/ml) (mU/ml)
32,48 110,46 177,95

La Tabla 3.10 muestra los rendimientos en cantidad de proteina y en actividad v,
el grado de purificacion en el extracto semipurificado de latex de col de monte,

con respecto a sus actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica.

Tabla 3.10. Rendimiento en proteina y en actividades caseica|i¢sterasica y
proteolitica y grado de purificacion en el extrasemipurificado de latex de col de monte

(V. monoica
Actividad caseinolitica | Actividad esterasica Actividad proteolitica
Rendimiento| Rendimiento Rendimiento Rendimiento
. L G.P. L G.P. L G.P.
en proteina | en actividad en actividad en actividad
(%) (%) (veces) (%) (veces) (%) (veces)
52,90 73,68 1,39 60,61 1,15 77,34 1,63

Los grados de purificaciéon de 1,39; 1,15y 1,63 veces, indican que se recuperaron

enzimas activas y se eliminaron otras proteinas presentes en el extracto acuoso.
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3.3.3. PURIFICACION PRIMARIA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LATEX DE
TORONCHE (V. stipulata)

En la Tabla 3.11 se muestran los valores de las actividades caseinolitica,

esterasica y proteolitica, en el extracto semipurificado del latex de toronche.

Tabla 3.11. Actividades caseinolitica, esterasica y protea@ligo el extracto
semipurificado de latex de toronchégtipulatg

Actividad Actividad Actividad
caseinolitica esterasica proteolitica

(U/ml) (mU/ml) (mU/ml)
49,98 115,99 327,27

A continuaciéon, se determinaron los rendimientos en cantidad de proteina y en
actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica y, el grado de purificacion, en el

extracto semipurificado. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12.Rendimiento en proteina y en actividades caseica/iesterasica y
proteolitica y grado de purificacion en el extras¢mipurificado de latex de toronche

(V.stipulatg
Actividad caseinolitica | Actividad esterasica Actividad proteolitica
Rendimiento| Rendimiento Rendimiento Rendimiento
. L G.P. L G.P. L G.P.
en proteina | en actividad en actividad en actividad
(%) (%) (veces) (%) (veces) (%) (veces)
52,84% 75,83 1,44 60,87 1,15 88,63 1,73

Mediante la purificacion primaria, se obtuvo un extracto con una mayor
concentracion de enzimas activas, lo cual se refleja en los valores del grado de

purificacion, que son de 1,44; 1,15y 1,73 veces, respectivamente.

En los tres casos, la precipitacion por adicion de etanol, permitié recuperar
enzimas activas y eliminar otras proteinas, por lo tanto, es un proceso adecuado
para la purificacion de los extractos acuosos preparados a partir de latex de

especies del género Vasconcella.
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3.4. SELECCION DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO MAS
ACTIVO

Se compararon las actividades caseinolitica especifica, esterasica especifica y
proteolitica especifica, de los extractos semipurificados obtenidos. El extracto mas
activo fue el del latex de toronche. Su actividad caseinolitica fue 51,08% mayor a
la del chamburo, que tuvo el segundo mas alto valor. Su actividad esterasica fue
apenas 0,97% menor que la del chamburo, que fue la mayor de las tres y, su
actividad proteolitica fue 85,43% y 87,73% mayor que las actividades de la col de

monte y del chamburo, respectivamente.

Por este motivo, se selecciond el extracto de toronche para continuar con el
proceso de purificacion. En el estudio de Scheldeman et. al. (2 003), resumido en
el acapite 1.3.2.4, el latex de toronche (V. stipulata) también present6 la mayor
actividad proteolitica con BApNA, con respecto al de chamburo (V.

cundinamarcencis) y al de col de monte (V. monoica).

En la Figura 3.1, se muestran los valores obtenidos.
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Chamburo Col de monte Toronche
B Act. caseinolitica especifica 41,87 39,62 63,26
(U/mg)
1 Act. esteréasica especifica 148,28 134,63 146,84
(mU/mg)
Act. proteolitica especifica 101,96 103,22 191,40

Figura 3.1.Actividades caseinolitica especifica y esterassgee€ifica en los extractos semipurificados de Ideeghamburo\(.

cundinamarcencjs toronche Y. stipulatg y col de monte\{. monoica
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3.5. PURIFICACION CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO
SEMIPURIFICADO DE TORONCHE (V. stipulatg, CON
RESPECTO A LAS ACTIVIDADES CASEINOLITICA Y
ESTERASICA

3.5.1. PURIFICACION CROMATOGRAFICA POR FILTRACION E N GEL

Se determind la cantidad de proteina y el nimero de unidades de actividad
caseinolitica y de actividad esterasica en un volumen de 30 ml del extracto
semipurificado de toronche (V. stipulata), que fue seleccionado por ser el mas

activo. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.13.

Tabla 3.13.Contenido de proteina y unidades de actividadimal$tica y de actividad
esterasica en el extracto semipurificado de lagetotbncheV. stipulatg

Parametro Valor
Contenido de proteina (mg) 23,70
Actividad caseinolitica (U) 1499,25

Actividad esterasica (U) 3,48

Se llevd a cabo la purificacion cromatogréafica del extracto semipurificado de latex
de toronche, por filtracion en gel, de acuerdo con el procedimiento indicado en el
acapite 2.2.9. Se recolectaron las fracciones resultantes y se determinaron la
concentracion proteica y las actividades caseinolitica y esterasica en ellas. Los
valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.14 y se representan graficamente en

la Figura 3.2.

Los valores de las mediciones realizadas para determinar los parametros

mencionados, se muestran en el Anexo G.
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Tabla 3.14.Concentracion de proteina y actividades caseioalitiesterasica en las
fracciones recolectadas de la cromatografia daditin en gel del extracto semipurificado
de latex de toronché&/(stipulatg

., Actividad Actividad
Fraccion Conpentraaon caseinolitica esterasica

proteica (mg/ml) (U/mi) (mU/mi)
1 0,000 0,00 0,00
2 0,020 0,00 0,00
3 0,045 0,05 0,00
4 0,058 0,10 0,00
5 0,066 0,15 0,00
6 0,071 0,20 0,00
7 0,073 0,20 0,00
8 0,076 0,30 0,00
9 0,036 0,10 0,00
10 0,005 0,00 0,00
11 0,004 0,00 0,00
12 0,004 0,00 0,00
13 0,000 0,00 0,00
14 0,045 0,30 0,00
15 0,213 8,38 8,28
16 0,481 25,76 16,57
17 0,724 60,03 38,66
18 0,888 71,87 93,89
19 1,001 59,84 135,32
20 0,990 52,96 140,84
21 0,854 55,07 138,08
22 0,563 35,69 77,32
23 0,292 13,01 16,57
24 0,127 2,03 5,52
25 0,072 0,30 0,00
26 0,047 0,25 0,00
27 0,029 0,15 0,00
28 0,014 0,05 0,00
29 0,004 0,00 0,00
30 0,001 0,00 0,00

Se puede observar que las fracciones 17, 18 y 19 presentan la mayor actividad
caseinolitica, mientras que las fracciones 19, 20 y 21 tienen la mayor actividad

esterasica.
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Actividad Caseinolitica (U/ml) y
Actividad Esterasica (mU/ml)

(Juw/Bw) vUIS101d Bp UIDRIIUBIUOD

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

20

19

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Fraccion recolectada

—&— Actividad esterasica (mU/ml)

—=— Actividad caseinolitica (U/ml)

= Concentracion proteica (mg/ml)

Figura 3.2. Concentracion proteicactividades caseinolitica y esterasica contra ndrderfraccion recolectada de la cromatografia de

filtracion en gel del extracto semipurificado preguo a partir de latex de toronché étipulatg
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Se observa que las fracciones 2 a la 9, presentan una concentracidon proteica
baja, que corresponde a una ligera elevacién en el cromatograma. Posterior-
mente, de la fraccion 14 a la 25, se aprecia un pico de concentracion, claramente
definido, el cual tiene un valor maximo en la fraccibn 19. Finalmente, la

concentracion de proteina desciende hasta cero, en la fraccion 30.

Con respecto a la actividad caseinolitica, se observan picos superpuestos, con
sus puntos mas altos en las fracciones 18 y 21. Mientras que en la curva de
actividad esterasica, se observa un solo pico, desplazado hacia el lado derecho,

con respecto al pico de concentracion proteica.

Con el fin de identificar las fracciones mas activas, se determinaron las
actividades caseinolitica especifica y esterasica especifica, de cada fraccion. Los
valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.15 y se representan en la Figura 3.3.
No se incluyen las fracciones cuya actividad caseinolitica especifica fue igual a

cero.

Tabla 3.15.Actividades caseinolitica especifica y esterassgee€ifica en las
fracciones recolectadas de la cromatografia daditin en gel del extracto
semipurificado de latex de toronchégtipulatg

Actividad Actividad Actividad Actividad
., caseinolitica | esterasica ., caseinolitica | esterasica
Fraccidon e P Fraccion o e
especifica especifica especifica especifica
(U/mg) (U/mg) (U/mg) (U/mg)
3 1,11 0,000 18 80,96 0,106
4 1,72 0,000 19 59,78 0,135
5 2,27 0,000 20 53,49 0,142
6 2,82 0,000 21 64,52 0,162
7 2,74 0,000 22 63,38 0,137
8 3,95 0,000 23 44,62 0,057
9 2,78 0,000 24 16,03 0,044
14 6,65 0,000 25 4,20 0,000
15 39,27 0,039 26 5,29 0,000
16 53,59 0,034 27 5,24 0,000
17 82,94 0,053 28 3,50 0,000
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Actividad caseinolitica espec ifica (U/mg)

180,0 1+ -

(Bwy/Nw) eolyoadsa eolIselslss peplAldY

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

8

Fraccioén recolectada

—— Actividad caseinolitica especifica (U/mg)

asica especifica (mU/mg)

7

—— Actividad ester

Figura 3.3. Actividades caseinolitica especifica y esterassge€ifica contra numero de fraccion recolectada deomatografia de

filtracion en gel del extracto semipurificado, pregdo a partir de latex de toronche gtipulatg
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caseinolitica especifica y la 21, por su actividad esterasica especifica.

La Tabla 3.16 muestra los rendimientos obtenidos en proteina, en actividades

caseinolitica y esterasica y el grado de purificacion de cada fraccidn, con respecto

al extracto semipurificado. No se

incluyeron

rendimientos en actividad caseinolitica de cero.

Tabla 3.16.Rendimientos en proteina, en actividad caseinalitien actividad esterasica
y grado de purificacion en las fracciones recoltasade la cromatografia de filtracién en

las fracciones que tuvieron

gel del extracto semipurificado de latex de torenghstipulatg

Actividad caseinolitica Actividad esterasica
Rendimiento
Fraccion | en proteina | Rendimiento | Grado de | Rendimiento | Grado de
(%) en actividad | purificacion | en actividad | purificacion
(%) (veces) (%) (veces)
3 0,66 0,01 0,02 0,00 0,00
4 0,84 0,02 0,02 0,00 0,00
5 0,96 0,03 0,03 0,00 0,00
6 1,03 0,05 0,04 0,00 0,00
7 1,06 0,05 0,04 0,00 0,00
8 1,11 0,07 0,06 0,00 0,00
9 0,52 0,02 0,04 0,00 0,00
14 0,66 0,07 0,10 0,00 0,00
15 3,11 1,93 0,56 0,83 0,26
16 7,00 5,93 0,77 1,67 0,23
17 10,54 13,81 1,19 3,89 0,36
18 12,92 16,54 1,16 9,44 0,72
19 14,57 13,77 0,86 13,61 0,92
20 14,41 12,19 0,77 14,17 0,97
21 12,43 12,67 0,93 13,89 1,10
22 8,20 8,21 0,91 7,78 0,93
23 4,24 2,99 0,64 1,67 0,39
24 1,84 0,47 0,23 0,56 0,30
25 1,04 0,07 0,06 0,00 0,00
26 0,69 0,06 0,08 0,00 0,00
27 0,42 0,03 0,08 0,00 0,00
28 0,21 0,01 0,05 0,00 0,00
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El rendimiento total en cantidad de proteina, del proceso de purificacion por
cromatografia de filtracién en gel, fue del 98,64%, valor que indica que casi toda

la proteina fue recuperada en las fracciones resultantes.

El eluato mostr6 mayor rendimiento en proteina en las fracciones de la 17 a la 21,
las cuales, a su vez, presentaron el mayor rendimiento en actividad caseinolitica.
Los porcentajes de rendimiento mas altos en actividad esterasica, se presentaron

en las fracciones 19 a la 22.

La fraccién 17, con un valor de 1,19 veces es la fraccion que se purific6 de mejor
manera, con respecto a su actividad caseinolitica, mientras que con respecto a la

actividad esterasica, fue la fraccion 21, purificada 1,10 veces.

Finalmente, por los resultados obtenidos, se decidi6 formar un lote con las
fracciones 15 a la 24 y con él, llevar a cabo la purificacidon por cromatografia de

intercambio iénico.

3.5.2. PURIFICACION CROMATOGRAFICA POR INTERCAMBIO IONICO

Se determin6 el contenido de proteina y el numero de unidades de actividad
caseinolitica y de actividad esterasica en el lote formado por las fracciones mas
activas de la filtracion en gel. Los valores obtenidos se incluyen en la Tabla 3.17,

gue se presenta a continuacion.

Tabla 3.17.Contenido de proteina y unidades de actividad naktca y de actividad
esterasica en el extracto de latex de toron¢hes{ipulata purificado por cromatografia
de filtracién en gel

Parametro Valor
Contenido de proteina (mg) 18,01
Actividad caseinolitica (U) 765,21

Actividad esterasica (U) 1,39
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Entonces, se llevé a cabo la purificacién por cromatografia de intercambio i6nico,
de acuerdo al procedimiento indicado en el acapite 2.2.9. En la Tabla 3.18, se
muestran los valores de concentracion proteica y actividades caseinolitica y
esterasica en las fracciones recolectadas. No se incluyen las fracciones que
presentaron una actividad caseinolitica menor a 0,05 U/ml. En la Figura 3.4, se

presenta una grafica de los valores mencionados, frente al nUmero de fraccion.

Tabla 3.18.Concentracion de proteina y actividades caseioalitiesterasica en las
fracciones recolectadas de la cromatografia decentgbio i6nico, con el extracto de latex
de toronche\{.stipulatg purificado por filtracién en gel

Concentracion | Actividad | Actividad
Fraccion protéica caseinolitica| esterasica
(mg/ml) (U/ml) (mU/ml)
5 0,042 0,15 0,00
12* 0,045 0,35 0,00
13 0,072 0,80 0,00
14 0,213 2,60 5,52
15 0,474 4,95 16,57
16 0,671 11,90 33,14
17 0,693 12,00 44,19
18 0,615 8,75 44,19
19 0,487 4,55 22,09
20 0,355 2,50 5,52
21 0,127 0,60 0,00
28* 0,039 0,15 0,00
29 0,758 6,50 16,57
30 0,430 0,45 5,52
31 0,086 0,25 0,00
32 0,058 0,25 0,00
33 0,044 0,15 0,00
34 0,028 0,10 0,00
35 0,030 0,10 0,00
36 0,075 0,25 0,00
37 0,062 0,20 0,00
38 0,041 0,10 0,00
39 0,033 0,10 0,00
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Actividad Caseinolitica (U/ml) y
Actividad Esterasica (U/ml)
o o o

(Juw/Bw) eujaloid ap UOIDRIUBIUOD
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Fraccion recolectada

—&— Actividad esterasica (mU/ml)
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=& Concentracion proteica (mg/ml)

Figura 3.4.Concentracion proteica, actividades caseinolitieatgrasica contra numero de fraccion recolectada cromatografia de

intercambio idnico del extracto de latex de torangh stipulatg purificado por filtracién en gel
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Las fracciones 1 a la 11 corresponden al lavado con tampoén fosfato 50 mM y pH
7,5, luego de la alimentacibn de la muestra. Las fracciones 12 a la 27
corresponden a la elucién con gradiente de concentracion, desde 50 mM hasta
200 mM. Mientras que, las fracciones 28 a la 48, corresponden a una elucidn con
gradiente, desde 200 mM hasta 500 mM.

Se observa que las fracciones 16, 17, 18 y 29 son las que presentan los valores
mas altos, tanto de concentracién proteica, como de actividades caseinolitica, y
esterasica. Sin embargo, estos valores son considerablemente menores a los

obtenidos en las fracciones recolectadas de la cromatografia de filtracién en gel.

El cromatograma muestra dos picos principales de concentracion proteica, que
coinciden con los picos de actividad. ElI primero de ellos, se extiende de la

fraccion 12 a la 22 y el segundo abarca las fracciones 28 a la 31.

La fraccion de mayor concentracion en proteina es la nimero 29, mientras que la

fraccion 17 es la que presenta mayor actividad caseinolitica y esterasica.

Para determinar cudles son las fracciones mas activas de la cromatografia de
intercambio idnico, se determind la actividad especifica de cada una de ellas. En
la Tabla 3.19 se muestran los valores de las actividades caseinolitica especifica y
esterasica especifica, de cada fraccion, excepto las que no presentaron
actividades caseinolitica ni esterasica. En la Figura 3.5, se representan dichos

valores, graficamente.

Los valores de las mediciones realizadas para determinar la concentracion
proteica y las actividades caseinolitica y esterasica de cada fraccion, se presentan

en el Anexo G.
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Tabla 3.19. Actividades caseinolitica especifica y esterasspeeeifica en las fracciones
recolectadas de la cromatografia de intercambiigadatel extracto de latex de toronche
(V.stipulatg purificado por filtracion en gel

Actividad Actividad
Fraccion caseino'litica esteré's?ca
especifica especifica
(U/mg) (mU/mg)
2,94 0,00
5 3,57 0,00
3,57 0,00
12* 7,78 0,00
13 11,11 0,00
14 12,21 25,93
15 10,44 34,96
16 17,73 49,39
17 17,32 63,76
18 14,23 71,85
19 9,34 45,37
20 7,04 15,56
21 4,72 0,00
22 1,72 0,00
28* 3,85 0,00
29 8,58 21,86
30 1,05 12,84
31 2,91 0,00
32 4,31 0,00
33 3,41 0,00
34 3,57 0,00
35 3,33 0,00
36 3,33 0,00
37 3,23 0,00
38 2,44 0,00
39 3,03 0,00
40 1,79 0,00
41 1,92 0,00
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Las fracciones mas activas son la 16, por su actividad caseinolitica especifica de
17,73 U/mg y la 18, por su actividad esterasica especifica de 71,85 mU/mg. Sin
embargo, al comparar estos valores con los presentados por las fracciones mas
activas de la purificacion por filtracion en gel, que son 82,94 U/mg y 161,76

muU/mg, respectivamente, se observa que son significativamente menores.

Con el fin de tener otros parametros de comparacién, se procedio a determinar los
rendimientos en cantidad de proteina y en actividades caseinolitica y esterasica,

asi como el grado de purificacion en los eluatos recolectados.

La Tabla 3.20 presenta los valores obtenidos, sin incluir las fracciones cuyo

rendimiento en actividad caseinolitica fue de cero.

La fraccion de mayor rendimiento en cantidad de proteina, fue la numero 29. La
fraccion 17 fue la que presentd el mayor rendimiento tanto en actividad

caseinolitica, como en actividad esterasica.

El rendimiento total en cantidad de proteina fue del 94,72%, que indica que hubo
una adecuada recuperacion de las enzimas luego de la purificacion. Por otro lado,
el rendimiento total en actividad caseinolitica fue de apenas el 22,74% y en

actividad esterasica, del 43,13%.

Con respecto a la actividad caseinolitica, la fraccion 16 fue la que se purificé de
mejor manera, con un valor de 0,42 veces, mientras que la fraccion 18, purificada

0,75 veces, presento el grado de purificacion mas alto, en actividad esterasica.
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Tabla 3.20.Rendimientos en proteina, en actividad caseinalitien actividad esterasica
y grado de purificacion en las fracciones recoltarsede la cromatografia de intercambio
idnico del extracto de latex de toronchestipulatg purificado por filtracion en gel

Actividad caseinolitica Actividad esterasica
Rendimiento
Fraccion | en proteina | Rendimiento | Grado de | Rendimiento | Grado de
(%) en actividad | purificacion | en actividad | purificacion
(%) (veces) (%) (veces)
4 0,3 0,02 0,07 0,00 0,00
5 0,7 0,06 0,08 0,00 0,00
6 0,2 0,02 0,08 0,00 0,00
12 0,7 0,14 0,18 0,00 0,00
13 1,2 0,31 0,26 0,00 0,00
14 3,5 1,02 0,29 1,31 0,34
15 7,9 1,94 0,25 3,92 0,45
16 11,2 4,67 0,42 7,84 0,64
17 11,5 4,70 0,41 10,46 0,82
18 10,2 3,43 0,33 10,46 0,93
19 8,1 1,78 0,22 5,23 0,59
20 59 0,98 0,17 1,31 0,20
21 2,1 0,24 0,11 0,00 0,00
22 0,5 0,02 0,04 0,00 0,00
28 0,6 0,06 0,09 0,00 0,00
29 12,6 2,55 0,20 3,92 0,28
30 7,2 0,18 0,02 1,31 0,17
31 14 0,10 0,07 0,00 0,00
32 1,0 0,10 0,10 0,00 0,00
33 0,7 0,06 0,08 0,00 0,00
34 0,5 0,04 0,08 0,00 0,00
35 0,5 0,04 0,08 0,00 0,00
36 1,2 0,10 0,08 0,00 0,00
37 1,0 0,08 0,08 0,00 0,00
38 0,7 0,04 0,06 0,00 0,00
39 0,5 0,04 0,07 0,00 0,00
40 0,5 0,02 0,04 0,00 0,00
41 0,4 0,02 0,05 0,00 0,00
TOTAL 94,72% 22,74% - 45,76% -
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Los valores de actividad obtenidos fueron menores de lo esperado, si se
consideran los resultados de la cromatografia de filtracion en gel. Las causas
pudieron estar en el proceso de purificacion o en el método de determinacion de

la actividad proteolitica en las fracciones.

Es probable que el método de Anson modificado (Bastidas, 2 005), descrito en el
acapite 2.2.6.1, no haya sido pertinente para medir la actividad en todas las
fracciones obtenidas del proceso cromatografico, 46 en total, tanto por la duracion
de cada ensayo (de aproximadamente 1 hora), como por su sensibilidad cuando

se tienen extractos de concentracion proteica baja.

Se decidio realizar una repeticion de los procesos cromatogréaficos de purificacion
y esta vez, medir la actividad proteolitica de las fracciones obtenidas mediante el
método que utiliza como sustrato BApNA (N-a-Benzoil-DL-Arginina-p-Nitroanilida),

por su menor duracion.

3.6. PURIFICACION CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO
SEMIPURIFICADO DE LATEX DE TORONCHE ( Vasconcella
stipulata), CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

3.6.1. PURIFICACION CROMATOGRAFICA POR FILTRACION E N GEL, CON
RESPECTO A LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Se llevé a cabo una purificacion cromatografica por filtracion en gel, con el
extracto semipurificado del latex de toronche mas concentrado, que se mencioné

en el acdpite 3.3.

En la Tabla 3.21, se presentan los valores de concentracién proteica, actividad
proteolitica y actividad proteolitica especifica, en las fracciones resultantes del

proceso cromatografico, excepto aquellas que no presentaron actividad.
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Tabla 3.21.Concentracion de proteina y actividades protealifiproteolitica especifica
en las fracciones recolectadas de la cromatogiaffdtracion en gel del extracto
semipurificado de latex de toronchégtipulatg

Concentracion Actividad AC“V'O',"%O'
Fraccion proteica proteolitica proteollt!ca
(mg/mi) (U/ml) especifica
(mU/mg)
10 0,057 0,001 11,92
11 0,058 0,001 11,69
12 0,068 0,001 10,00
13 0,081 0,001 16,75
14 0,086 0,001 15,89
15 0,042 0,001 16,31
18 0,045 0,001 15,12
19 0,171 0,007 39,99
20 0,695 0,027 38,54
21 1,069 0,138 128,69
22 1,386 0,275 198,74
23 1,474 0,309 209,54
24 1,496 0,413 276,58
25 1,397 0,288 205,96
26 0,863 0,201 232,99
27 0,526 0,025 46,68
28 0,180 0,006 34,02
29 0,144 0,003 23,66
30 0,073 0,001 9,39

La fraccion 24 presenta la concentracion proteica mas alta y las mayores
actividades proteolitica y proteolitica especifica. Por tanto, el punto mas alto de

concentraciéon coincide con el valor maximo de actividad.

En la Figura 3.6, se representan graficamente los valores obtenidos, para cada

fraccion resultante de la purificacion cromatografica por filtracion en gel.
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La grafica muestra que la parte superior del pico de concentracion proteica,
coincide con los puntos mas altos de la actividad proteolitica y la actividad

proteolitica especifica, en las fracciones 23 a la 26.

En la Tabla 3.22, se muestra la cantidad de proteina y de unidades de actividad
proteolitica, presentes en el volumen de 20 ml del extracto semipurificado de latex

de chamburo, con el que se realiz6 la cromatografia.

Tabla 3.22.Contenido de proteina y unidades de actividad plititea en el extracto
semipurificado de latex de toronché (stipulatd

Parametro Valor
Contenido de proteina (mg) 32,49
Actividad proteolitica (U) 6,22

Con base en esta informacion, se determin6é el rendimiento en contenido de
proteina y en actividad proteolitica, asi como el grado de purificacion en las
fracciones resultantes de la cromatografia, con respecto al extracto semipurificado

de latex de toronche. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.23.

No se incluyen las fracciones cuyo rendimiento en actividad proteolitica fue cero.
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Tabla 3.23.. Rendimientos en cantidad de proteina y en activalatéolitica y grado de
purificacion de las fracciones resultantes dedanatografia de filtracion en gel del
extracto semipurificado de latex de toroncte étipulatg

Rendimiento Rendlr_m_ento Grado de
., p en actividad P
Fraccion en proteina . purificacion
0 proteolitica

(%) (%) (veces)

10 0,55 0,03 0,06
11 0,56 0,03 0,06
12 0,66 0,03 0,05
13 0,79 0,07 0,09
14 0,83 0,07 0,08
15 0,40 0,03 0,09
18 0,44 0,03 0,08
19 1,65 0,34 0,21
20 6,71 1,35 0,20
21 10,32 6,94 0,67
22 13,37 13,89 1,04
23 14,22 15,57 1,09
24 14,44 22,32 1,55
25 13,48 14,51 1,08
26 8,33 10,14 1,22
27 5,07 1,24 0,24
28 1,74 0,31 0,18
29 1,39 0,17 0,12
30 0,70 0,03 0,05

TOTAL 97,95% 87,12% -

El pico de rendimiento en actividad proteolitica, coincide con el pico de
rendimiento en proteina, y se extiende de la fraccion 22 a la 25. El rendimiento
total en cantidad de proteina fue del 97,95% y en actividad, del 87,12%. Estos
valores muestran que la cromatografia de filtracion en gel, permitié purificar el
extracto de latex de toronche y, ademas, que el método utilizado para la medicion

de la actividad proteolitica en las fracciones resultantes, fue adecuado.

Finalmente, se formo un lote con las fracciones 19 a la 28 y con él, se llevo a cabo

una cromatografia de intercambio idnico.
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3.6.2. PURIFICACION CROMATOGRAFICA POR INTERCAMBIO
CON RESPECTO A LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

IONICO,

Se realizdé una cromatografia de intercambio ionico, mediante el procedimiento
descrito en el acapite 2.2.9, del lote formado por las fracciones mas activas de la
filtracion en gel.

La Tabla 3.24 presenta los valores de concentracion proteica, de actividad
proteolitica y de actividad proteolitica especifica, en las fracciones obtenidas,

excepto las que presentaron una actividad proteolitica igual a cero.

Tabla 3.24.Concentracion de proteina y actividades protealifiproteolitica especifica
en las fracciones recolectadas de la cromatogitafiatercambio idnico del extracto de
latex de toroncheVstipulatg purificado por filtracion en gel

Concentracion | Actividad Activid,e}d
Fraccion proteica proteolitica pég;,ee(ﬂ;;ilgz
(mg/ml) (mU/ml) (mU/mg)
8 0,112 3,564 31,90
9 0,511 33,186 65,00
10 0,867 55,585 64,09
11 1,141 99,003 86,76
12 1,244 191,009 153,49
13 1,196 240,630 201,12
14 1,061 285,082 268,77
15 0,955 258,364 270,54
16 0,750 254,545 339,59
17 0,322 45,818 142,32
18 0,154 10,182 66,00
19 0,096 5,091 52,98
20 0,040 1,273 31,63
28 0,199 6,364 32,00
29 0,193 6,364 32,95
30 0,059 1,273 21,71
36 0,089 1,273 14,38
37 0,063 1,273 20,13
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Las fracciones 1 a la 6 correspondieron al lavado con tampén fosfato 50 mM y pH
7,5, luego de la alimentacibn de la muestra. Las fracciones 7 a la 24
correspondieron a la elucion con gradiente de concentracion, desde 50 mM hasta
200 mM; mientras que, las fracciones 25 a la 33, a una elucion con gradiente,
desde 200 mM hasta 500 mM vy las fracciones 34 a la 40, a un lavado con una
solucién tamp6én 500 MMy pH 7,5.

La concentracion proteica mas alta se encontré en la fraccion 12 y la mayor
actividad proteolitica en la fraccion 14. La fraccibn mas activa es la numero 16,

puesto que su valor de actividad proteolitica especifica fue de 278,95 mU/mg.

En la Figura 3.7, se representan graficamente los valores de concentracion

proteica y actividad proteolitica, frente al numero de fraccion.
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El cromatograma muestra que el pico mas pronunciado de concentracion proteica,
va de la fraccién 7 a la 22. Mientras que, en cuanto a las actividades proteolitica y
proteolitica especifica, se observan picos superpuestos, que alcanzan los valores
mas altos entre la fraccion 14 y la 16, es decir, se encuentran desplazados

ligeramente hacia el lado derecho del valor maximo de concentracion en proteina.

Los parametros de referencia, para evaluar este proceso cromatografico de
purificacion, fueron la cantidad de proteina y el nimero de unidades de actividad
proteolitica en el lote formado por las fracciones méas activas de la cromatografia

de filtracion en gel. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.25.

Tabla 3.25.Contenido de proteina y unidades de actividad plitiea en el extracto de
latex de toronched. stipulatg purificado por cromatografia de filtracion en gel

Parametro Valor
Contenido de proteina (mg) 30,14
Actividad proteolitica (U) 4,15

Se procedié a determinar el rendimiento en cantidad de proteina y en actividad
proteolitica, asi como el grado de purificacion en las fracciones resultantes de la
cromatografia, con respecto al extracto de latex de toronche, purificado por
filtracion en gel. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 3.26. No se

incluyen las fracciones cuyos rendimientos en actividad proteolitica fueron cero.
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Tabla 3.26.Rendimientos en cantidad de proteina y en actividatkolitica y grado de
purificacién en las fracciones recolectadas dedenatografia de intercambio iénico del
extracto de latex de toronché. (stipulatg purificado por filtracion en gel

- Rendimiento en Grado de
Fraccién Rendlrplento en actividad purificacion
proteina (%) proteolitica (%) (veces)
8 1,11 0,25 0,22
9 5,08 2,31 0,46
10 8,63 3,87 0,45
11 11,36 5,90 0,61
12 12,38 12,31 1,07
13 11,91 15,77 1,41
14 10,56 18,87 1,88
15 9,50 17,01 1,89
16 7,46 16,74 2,38
17 3,20 3,19 1,00
18 1,54 0,71 0,46
19 0,96 0,35 0,37
20 0,40 0,09 0,22
28 1,98 0,44 0,22
29 1,92 0,44 0,23
30 0,58 0,09 0,15
36 0,83 0,09 0,10
37 0,63 0,09 0,14
TOTAL 91,72% 89,79% -

Los mayores rendimientos en proteina se encuentran entre la fraccion 11 y la 14,
mientras que, el mayor rendimiento en actividad proteolitica se ubica entre la

fraccion 13y la 16.

Los parametros de evaluacion obtenidos muestran que, a través de la
cromatografia de intercambio ionico, se obtuvieron fracciones mas activas y con
mayor grado de pureza, que el lote formado por las fracciones mas activas de la

filtracion en gel.



96

Para realizar la caracterizacion cinética con BApNA como sustrato, se eligi6 la
fraccion 16, por ser la que presentd el mayor grado de purificacién, con un valor

de 2,38 veces.

3.7. CARACTERIZACION CINETICA DE LA FRACCION MAS
ACTIVA DE LATEX DE TORONCHE ( V. stipulatd,
PURIFICADA POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO
IONICO

La determinacion de la actividad proteolitica con BApNA como sustrato, fue el
método elegido para la caracterizacion cinética, debido a que se obtuvieron
mejores resultados en cuanto a actividad, rendimiento en actividad y grado de
purificacion, que con los otros métodos. Ademas el procedimiento
correspondiente, que se describe en el acapite 2.2.7.3, permite una optimizacion
de tiempo y una reduccién de la pérdida de muestra activa en cada ensayo.

Entonces, se llevd a cabo la caracterizacion cinética de la fraccion mas activa del
proceso de purificacion del extracto de latex de toronche, de acuerdo a los

procedimientos descritos en la seccién 2.2.11.

3.7.1. EFECTO DEL pH

Con el fin de determinar el efecto del pH sobre la reaccion de hidrélisis de BApNA,
catalizada por la fraccion mas activa de latex de toronche, se midié su actividad
proteolitica, a valores de pH comprendidos entre 55 y 10,5 y a temperatura

ambiente.

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3.28 y en la Figura 3.8. Se
observa que la actividad proteolitica es menor en ambos extremos del rango de
pH con el que se realizaron los ensayos, mientras que, dicha actividad se

incrementa a valores de pH neutro.
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Tabla 3.27.Actividad proteolitica con BApNA de la fraccion mastiva de latex de
toronche V. stipulatg, purificada por intercambio iénico, a diferentesores de pH

H Actividad proteolitica

P (U/ml)

55 16,67

6,5 51,67

7,5 59,17

8,5 43,33

9,5 33,33

10,5 5,83
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Figura 3.8. Actividad proteolitica con BApNA contra pH, enftaccion mas activa de |
extracto de latex de toronché. (stipulatg, purificada por intercambio iénico
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El pH 6ptimo para la actividad proteolitica con BApNA, de la fraccion més activa
de latex de toronche, determinado experimentalmentem fue 7,0. Esto es
congruente con las caracteristicas de las cisteino proteinasas, que se describen
en la seccion 1.3.2, entre las cuales se encuentra la papaina, obtenida del latex

de la papaya, cuyo pH éptimo esta entre 6 y 7 (Worthington, 2 008).

El valor del coeficiente de correlacion r, para la regresion polinébmica de orden 3

que se realizo en el programa Microcal Origin 5.0, fue de 0,983.

Para los préoximos ensayos, se mantuvo un pH de 7,0 en el tampén utilizado para
la mezcla de reaccién que permite determinar la actividad proteolitica con BApNA.

3.7.2. EFECTO DE LA TEMPERATURA

El efecto de la temperatura sobre la cinética de la reaccion de hidrélisis de
BApNA, catalizada por las proteasas presentes en la fraccion mas activa de latex
de toronche, fue determinada mediante ensayos realizados a diferentes
temperaturas, en el rango entre 20° y 70° C. La Tabla 3.29 y la Figura 3.9
muestran los valores de actividad proteolitica con BApNA, obtenidos para cada

temperatura de trabajo.

Tabla 3.28.Actividad proteolitica con BApNA de la fraccion mastiva de latex de
toronche Y. stipulatd, purificada por intercambio i6nico, a diferentesperaturas

Actividad
Temperatura ro
©C) proteolitica
(U/ml)
20,0 34,83
30,0 51,33
37,5 71,50
40,0 79,44
60,0 62,33
70,0 27,68
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Figura 3.9. Actividad proteolitica con BApNA contra temperatpen la fraccion mas
activa de latex de toronch¥.(stipulatg, purificada por intercambio i6nico

Los resultados muestran que, en las temperaturas de los extremos del rango de

trabajo, se presentaron los valores mas bajos de actividad proteolitica.

La actividad proteolitica de la fraccion seleccionada, se incrementa conforme la
temperatura aumenta, hasta los 50° C, donde alcanza su valor méximo. Desde
ese punto, comienza a descender, hasta alcanzar un valor de 27,68 U/ml, a los
70° C, debido a la desnaturalizacion que experimentan las enzimas por efecto de
la temperatura. Este comportamiento esta dentro de lo esperado para las

reacciones catalizadas por enzimas, que se explica en el acapite 1.4.6.3.
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3.7.3. EFECTO DE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO. CAL CULO DE Ky
Y Vméx

Para determinar el efecto de la concentracion del sustrato sobre la actividad
proteolitica, se realizaron varios ensayos, en los que se trabajé a pH 7,0y a 50° C
y como sustrato para las distintas mezclas de reaccion, se utilizaron soluciones de

BApNA en DMF, en concentraciones entre 1 y 10 mg/ml.

La Tabla 3.30 presenta los valores de la actividad proteolitica obtenidos para cada

concentracion de sustrato.

Tabla 3.29.Actividad proteolitica con BApNA de la fraccidon mastiva de
latex de toroncheM stipulatg, purificada por intercambio iénico, a diferentes
concentraciones de sustrato

Concentracion de o
sustrato Actividad
BApNA (U/ml)
mg/ml mM
1 0,192 13,33
3 0,575 35,67
S 0,958 59,67
7 1,341 70,33
9 1,725 74,67
10 1,916 81,00

La Figura 3.10 fue realizada en el programa Microcal Origin 5.0 (1 997) mediante
una regresion hiperbdlica con los datos obtenidos. En la misma, se determinaron

los valores de los parametros cinéticos Ky Y Vmax,-
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Figura 3.10.Actividad proteolitica con BApNA contra concenitatde sustrato de la
fraccion mas activa de latex de toronctegtipulatg, purificada por intercambio iénico

En la grafica se observa que, inicialmente, el incremento en la actividad
proteolitica es casi lineal, hasta una concentracion de sustrato de
aproximadamente 1,0 mM. Luego, la actividad continla aumentando, pero de una
manera menos pronunciada, lo cual indica que se acerca asintoticamente a su

valor maximo.

La curva se ajusta al modelo cinético de Michaelis y Menten, descrito en el
acapite 1.4.7.1. Por este motivo, se aceptan como validos los valores obtenidos

de Km Y Vmax, que son 2,04 mM y 163,62 U/ml, respectivamente.

El valor de Ky refleja que existid una afinidad relativamente alta de las enzimas
presentes en la fraccion purificada de latex de toronche, por el sustrato. Dicho
valor es comparable con el Ky de la quimotripsina para la N-benzoiltirosinamida,
que es igual a 2,5 mM y con dicho parametro de la B-galactosidasa, para el
sustrato lactosa, cuyo valor es de 4,0 mM, (Boyer, 2 000).
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El nUmero de recambio, K3, calculado mediante la Ecuacién 1.9, tiene un valor de
212,27 U/mg; es decir, 212,27 umoles de BApNA degradado por miligramo de

enzima, por minuto.

Finalmente, en la Tabla 3.30, se presenta un resumen de los valores de volumen,
cantidad de proteina, actividad proteolitica con BApNA, rendimientos y grado de
purificacion, obtenidos en cada etapa del proceso de purificacion, del extracto

correspondiente al latex de toronche.
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Tabla 3.30. Resumen de los parametros de concentracion proteieactividad proteolitica en BApNA, obtenidosetn
proceso de purificacion del extracto acuoso de ldgetoronche\(asconcella stipulaja

Concentracion de|  Actividad Actividad Grado de Rendimiento en| Rendimiento en
Volumen ., o . R . L
Etapa (mi) proteina proteolitica especifica purificacién proteina actividad
(mg/ml) (mU/ml) (mU/mg) (veces) (%) (%)
Extracto acuoso 20 3,50 387,71 110,77 1,00 100,00 00,00
Extracto semipurificadd 20 1,71 327,27 191,40 1,73 48,86 84,41
Lote seleccionado -
cromatografia de 20 1,51 215,24 142,81 1,29 43,14 55,52
filtracion en gel
Fraccion mas activa -
cromatografia de 3 1,50 413,77 276,58 2,50 6,43 16,01
filtracion en gel
Fraccion mas activa -
cromatografia de 3 0,75 254,55 339,59 3,07 3,21 8,48

intercambio iGnico
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

1. Se lograron obtener muestras de latex en polvo, con actividad proteolitica
presente en ellas. Los latex fueron extraidos de frutos verdes de las tres
especies del género Vasconcella seleccionadas para el estudio, el toronche
(Vasconcella stipulata), el chamburo (Vasconcella cundinamarcencis) y la col

de monte (Vasconcella monoica).

2. La actividad proteolitica de las muestras de latex seco, obtenidas mediante el
secado en estufa a 40° C de los latex fluidos que se extrajeron, solamente
disminuyé en un rango entre 1,09% y 1,69%, luego de tres semanas de

almacenamiento en congelacion.

3. Las proteasas presentes en las muestras de latex en polvo, se solubilizaron al
preparar extractos acuosos, con una solucion tampon fosfato didcido de sodio
50 mMy pH 7,5. En dichos extractos, se encontraron actividades caseinolitica,

esterasica y proteolitica con BApNA.

4. Mediante la purificacion primaria, por adicion de etanol al 96%, se alcanzaron
rendimientos en proteina de 52,84%; 57,03% y 52,90%; en actividad caseinoli-
tica de 75,83%; 75,10% y 73,68% y en actividad esterasica de 60,87%;
75,38% y 60,61%, para las muestras de toronche (V. stipulata), chamburo (V.

cundinamarcencis) y col de monte (V. monoica), respectivamente.

5. Los grados de purificacion, con respecto a la actividad caseinolitica, obtenidos
en los extractos semipurificados de latex de toronche, chamburo y col de
monte fueron de 1,44; 1,31 y 1,39 veces, respectivamente. Mediante la
purificacion primaria, se obtuvieron extractos con mayores concentraciones de
proteasas activas, al eliminar otros compuestos presentes en los extractos

acuosos.
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El extracto semipurificado mas activo, fue el correspondiente al latex de
toronche (V. stipulata), el cual presenté una actividad caseinolitica especifica
de 41,87 U/mg, una actividad esterasica especifica de 148,28 mU/mg y
actividad proteolitica especifica de 191,40 mU/mg. Present6 un grado de
purificacion de 1,73 veces, con respecto a la actividad proteolitica. Este

extracto fue seleccionado para continuar con el proceso de purificacion.

El lote formado por las fracciones mas activas de la purificacion
cromatografica por filtracién en gel, tuvo un grado de purificacion de 1,29
veces, con respecto a la actividad proteolitica; un rendimiento en proteina de
43,14% y un rendimiento en actividad de 55,52%.

La fraccion mas activa de la cromatografia de intercambio i6nico, llevada a
cabo con el lote de las fracciones mas activas de la purificacion por filtracion
en gel, presentd una actividad proteolitica de 254,55 mU/mg, un rendimiento
en proteina de 3,21%, un rendimiento en actividad de 8,48% y un grado de
purificacion de 3,07 veces.

La determinacion de la actividad proteolitica con BApNA, fue el método con el
que se obtuvieron los mejores resultados, en la evaluacion de los procesos de
purificacion. Esto es confirmado por los valores de rendimiento en actividad,
actividad especifica y grado de purificacibn obtenidos en cada etapa del

proceso.

El pH 6ptimo para la fraccion mas activa, correspondiente al latex de toronche,
fue 7,0, mientras que la temperatura optima fue 50° C. La cinética enzimatica
de esta fraccion se ajusto al modelo de Michaelis — Menten y los valores de las
constantes cinéticas Ky Yy Vmax fueron 2,04 mM vy 163,62 U/ml,

respectivamente.
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4.2. RECOMENDACIONES

Complementar esta investigacion con una electroforesis y una zimografia, que
permitan determinar qué enzimas estarian presentes en las fracciones mas
activas obtenidas, de acuerdo con sus pesos moleculares y, cudles de ellas
son proteasas.

Estudiar con mayor profundidad el mecanismo de accion de las enzimas
proteoliticas encontradas, con el fin de determinar a qué familia pertenecen,

dentro de las proteasas.

Investigar los usos potenciales de las proteasas aisladas y purificadas del latex
de frutos de plantas del género Vasconcella, en las industrias en las que
actualmente se emplean otras enzimas proteoliticas, como la papaina o la

bromelina.

Investigar la posibilidad de utilizar las enzimas proteoliticas obtenidas, en la
guimionucledlisis, que es una aplicacion biomédica de la quimiopapaina, para

el tratamiento de hernias discales.

Llevar a una escala piloto, las investigaciones acerca de las fitoproteasas que
se han desarrollado dentro del proyecto PIC — 111.

Como investigacion complementaria, se podria obtener una presentacion
comercializable y de grado alimentario, del complejo enzimatico presente en el
latex de los frutos de las plantas del género Vasconcella. En dicho estudio, se

determinaria, ademas, la factibilidad de una produccion a nivel industrial.
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ANEXO A

Fotografias de las plantas del género  Vasconcella de las que se
recolectaron los frutos

Nombre comun:

Chamburo

Nombre cientifico:

Vasconcella cundinamarcencis

Caracteristica principal:  Presencia
de pubescencia en el envés de las

hojas y apice del tallo

Figura A.1. Fotografias y descripcion de la planta de champéasconcella
cundinamarcencjs de la que se recolectaron los frutos para atest
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Nombre comun:

Col de monte

Nombre cientifico:

Vasconcella monoica

Caracteristica principal:
Son plantas monoicas, con 14 a 16
flores, de las cuales solamente la

apical es femenina

Figura A.2. Fotografias y descripcion de la planta de col datenasconcella
monoicg, de la que se recolectaron los frutos para abést
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Nombre comun:

Toronche

Nombre cientifico:

Vasconcella stipulata

Caracteristica principal:
Presencia de estipulas a los lados de
las cicatrices foliares

Figura A.3. Fotografias y descripcion de la planta de col datemasconcella
monoicg, de la que se recolectaron los frutos para abést
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ANEXO B

Significancia de la diferencia entre los valores de actividad proteolitica
obtenidos para las dos temperaturas de secado de 14  tex utilizadas

La Figura B.1 muestra que, con un nivel de confianza del 95%, los valores de
actividad caseinolitica en el latex de frutos de chamburo, secado a 40° C,
presentan una diferencia significativa, con respecto a los valores obtenidos en el
latex secado a 55° C. Se consideraron los valores promedio de las mediciones
gue se hicieron de cada una de las dos muestras preparadas, correspondientes a

las dos temperaturas de secado.

Chamburo

One-Yay AHOUA on Secado a 482 C -> Secado a 552 C:

Data Mean Uariance H
A 101,8 19,845 2
B 83,025 a,5512% 2

F = 31,33882

p = 8,083047

At the A,.05% level,

the means are significantly different.

Figura B.1. Resultados obtenidos en el programa Microcal Oig para los
valores de actividad caseinolitica en latex de ¢ham(/. cundinamarenc)s
secadosa40°Cyab5s°C

La Figura B.2 muestra que, también existe diferencia significativa con un nivel de
confianza del 95%, entre los valores de actividad caseinolitica en el latex de frutos
de babaco secados a 40° C y a 55° C.
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Babaco

One-Way AHOUA on 5ecado a 482 C -> Secado a 552 C:

Data Hean Uariance H
A 36,089 1,00882 2
B 29 8,8z 2

F = 97,77884

p = 8,81807

At the 8,85 level,

the means are significantly different.

Figura B.2. Resultados obtenidos en el programa Microcal Oig para los
valores de actividad caseinolitica en latex de talfp&. x heilbornii babacy,
secadosa40°Cyab5s°C
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ANEXO C

Significancia de la diferencia entre los valores 0 btenidos para la actividad
proteolitica en latex fluido y en latex coagulado

La Figura C.1 muestra que, con un nivel de confianza del 95%, los valores de
actividad caseinolitica en el latex fluido de frutos de chamburo, presentan una
diferencia significativa, con respecto a los valores obtenidos en el latex coagulado.
De manera similar al caso anterior, se consideraron los valores promedio de las
mediciones que se hicieron para cada una de las dos muestras preparadas,

correspondientes a los dos tipos de latex analizados.

Chamburo

One-Way ANOVUA on Latex fluido -> Latex coagulado:

Data Hean Uariance H
A 181,8 19,845 2
B 79 .46 a,:t 2

F = 49,06125

p = 8,81978

At the B,85 level,

the means are significantly different.

Figura C.1. Resultados obtenidos en el programa Microcal OBgy para los
valores de actividad caseinolitica en latex fluyden latex coagulado de
chamburo Y. cundinamarenc)s
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Babaco

One-Way ANOVA on Latex fluido -> LAatex coagulado:

Data Hean Uariance H
A 36,575 1,208125 2
B 29 625 A,36125 2
F = 61,8272
p = 8,81579

At the 8,85 lewvel,
the means are significantly different.

Figura C.2. Resultados obtenidos en el programa Microcal OBgy para los
valores de actividad caseinolitica en latex fluyden latex coagulado de babaco
(V. x heilbornii babac
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Ejemplos de calculo para la determinacién de conc  entracidn proteica,

actividad caseinolitica, actividad esterasica, acti
BApNA y actividad especifica

Concentracion de proteina

Para determinar la concentracion proteica (en mg/ml) de una muestra, se

multiplicé el valor obtenido experimentalmente de la DOygo, por el factor de

dilucion empleado.

Por ejemplo, la DO,gy del extracto acuoso de latex de chamburo fue de 0,317. Ese
valor fue multiplicado por 10, debido a que fue necesario diluir 1 parte del extracto

en 9 partes de la solucion tampon, para poder realizar la lectura en el

vidad proteolitica con

espectrofotometro. Al reemplazar los datos en la Ecuacion 2.1, se tiene:

DOZSOEE 0,317%0

[P

Por tanto, la concentracion de proteina en el extracto acuoso de latex de

chamburo fue 3,17 mg/ml

Actividad caseinolitica

Para el calculo de la actividad caseinolitica en el extracto acuoso de latex de col

€ 1

=317

de monte, se realizaron las mediciones que se muestran en la Tabla D.1.

Tabla D.1.Datos experimentales de b para la determinacion de la
actividad caseinolitica en el extracto acuoso txlde col de monté/(

monoica
DOZSO
Muestra | Muestra | Blanco | Blanco Delta
1 2 1 2 promedio (h)
1,130 1,090 0,123 0,124 0,987
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El valor h corresponde al promedio de las variaciones entre la DOygy de las
muestras y la DOygp de los blancos. Al reemplazar h en la Ecuacion 2.2, se tiene:

h 0,987

A.= = =98,65
° (017 (0,17

Entonces, la actividad caseinolitica en el extracto acuoso de latex de col de monte
fue 98,65 U/ml.

Actividad esterasica
Por ejemplo, para determinar la actividad esterasica en el extracto semipurificado
de latex de toronche, se midid la DOgs4s de la mezcla de reaccidon, a los tres

minutos, tanto para la muestra como para el blanco.

Al reemplazar los valores obtenidos en la Ecuacion 2.3, se obtiene:

A, =800 J00OV, _ 4, 1000:2560_ ), o
N eV 5150¢1x 30

e

La actividad esterasica en el extracto semipurificado de latex de toronche fue de
0,116 U/ml.

Actividad proteolitica con BApNA

Para determinar la actividad proteolitica en la fraccion 23 de la cromatografia de
filtracion en gel con el extracto semipurificado de latex de toronche, se midio la
DOg400 de la mezcla de reaccion, a los tres minutos, tanto para la muestra como

para el blanco.

Al reemplazar los valores obtenidos en la Ecuacion 2.4, se obtiene:

_ ADO 4 D’I_OOO Ve _ (0,151) x 1000 x1200 _ 0,309
At e [L OV, 8800 x1x100

AB

La actividad proteolitica con BApNA en la fraccion 23 fue 0,309 U/ml.
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Actividad especifica

La actividad especifica puede ser determinada mediante la division de la actividad
enzimatica, para la concentracion de proteina de una muestra. Por ejemplo, la
actividad caseinolitica especifica en el extracto acuoso de latex de chamburo

seria:

Por tanto, la actividad caseinolitica especifica en el extracto semipurificado de
latex de chamburo fue 41,87 U/mg.
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ANEXO E

Ejemplos de calculo para la determinacion del gra  do de purificacion y los
rendimientos en proteina y en actividad, de un proc  eso de purificacion

Rendimiento en proteina y rendimiento en actividad
Para determinar el porcentaje de rendimiento en proteina es necesario conocer el
contenido de proteina (en mg) del extracto inicial y del extracto que se obtiene,

luego del proceso de purificaciéon que se desea evaluar.

De manera similar, para determinar el porcentaje de rendimiento en actividad, se
deben conocer las actividades enzimaticas (en unidades enzimaticas) presentes

en los extractos antes y después de la purificacion.

Por ejemplo, para determinar los rendimientos en proteina y en actividad de la
semipurificacion por adicion de etanol, del extracto de latex de toronche, se

necesitan los datos que se encuentran en la Tabla E.1.

Tabla E. 1.Contenido de proteina y unidades de actividad BAgNAos
extractos acuosos y semipurificado de latex dentire

. Extracto Extracto
Parametro A
acuoso semipurificado
Contgmdo de 69.90 3501
proteina (mg)
Acuwda(mg)BApNA 7755 6.873

Al reemplazar los datos en la Ecuacion 1.3, se tiene:

% Rendimiemot, :% x100=8863%

Por tanto, el rendimiento en actividad proteolitica con BApNA es del 88,63%

Al reemplazar los datos del contenido de proteina, en la Ecuacion 1.4, se tiene:
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% Rendimieno, :W x100=5137%
90 mg

Entonces, el rendimiento en proteina del proceso de semipurificacion por adicion
de etanol, es del 51,37%

Grado de purificaciéon
Para determinar el grado de purificacion, se debe relacionar la actividad
especifica de un extracto en una etapa del proceso, con la actividad especifica en

la primera etapa.

Por ejemplo, para determinar el grado de purificacion, con respecto a la actividad
caseinolitica, de la cromatografia de filtracion en gel, para la fraccion 17, se
reemplazan los datos respectivos en la Ecuacion 1.5. La actividad caseinolitica
especifica del extracto semipurificado de toronche es 69,59 U/mg, mientras que

en la fraccion 17 es 82,94 U/mg:

p= 82,94U/mg _
69,59 U/mg

Por tanto, el grado de purificacion en la fraccion 17 de la cromatografia de
filtracion en gel, con respecto a la actividad caseinolitica, es de 1,19 veces.
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ANEXO F

Cromatogramas obtenidos para los extractos de toron che (Vasconcella
stipulata)

En la Figura F.1, se muestra el cromatograma correspondiente al proceso de
purificacion por cromatografia de filtracion en gel, con el extracto semipurificado

de latex de toronche, llevado a cabo en las condiciones que se especifican en la
Tabla 2.1.
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Figura F.1. Cromatograma obtenido de la filtracion en gel aélaeto
semipurificado de latex de toronché étipulatg
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En la Figura F.2, se muestra el cromatograma correspondiente al proceso de
purificacion por cromatografia de intercambio iénico, con el lote formado por las
fracciones mas activas de la filtracién en gel, para el latex de toronche, que se

llevo a cabo en las condiciones que se especifican en la Tabla 2.2.
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Figura F.2. Cromatograma obtenido de la cromatografia de iatebdo idnico
con el lote de fracciones mas activas, purificgotadiltracion en gel, para el
latex de toronched stipulatg
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ANEXO G

Valores de las mediciones realizadas para determina  r la concentracion
proteica, las actividades caseinolitica, esterasica y proteolitica con BApNA
de los extractos y fracciones obtenidos en el estud i0

Tabla G.1. Valores de las mediciones realizadas para detarrt@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoagseparados a partir de latex de
chamburo, a diferentes temperaturas de secado

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Temperatura factor |Muestra 1l | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectlfra
desecado | TP | PO | yicion | (DO2s0) | (DO280) . 2 | caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
40° C 1 0,317 10 1,130 1,090 0,123 | 0,124
2 0,324 10 1,200 1,150 0,126 | 0,125 5 69
550 C 1 0,318 10 0,962 0,956 0,124 | 0,126 '
2 0,321 10 0,967 0,971 0,125 | 0,124

Tabla G.2. Valores de las mediciones realizadas para detarrt@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoaqueparados a partir de latex de babaco,
a diferentes temperaturas de secado

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Temperatura factor |Muestra 1l | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectlfra
desecado | TP | PO | yicion | (DO2s0) | (DO280) . 2 | caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
40° C 1 0,265 10 0,486 0,469 0,123 | 0,124
2 0,261 10 0,504 0,483 0,126 | 0,125 569
550 C 1 0,263 10 0,417 0,411 0,124 | 0,126 '
2 0,264 10 0,412 0,419 0,125 | 0,124

Tabla G.3. Valores de las mediciones realizadas para detarr@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoageeparados a partir de latex fluido y
latex coagulado de chamburo

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Tipo de f Muestra 1 | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectgra
latex | P | DO28O | yycion | (DO2so) | (DO2s0) |, L 2 caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
Fluido 1 0,317 10 1,130 1,090 0,123 | 0,124 569
2 0,323 10 1,200 1,150 0,126 | 0,125 ’
Coaaulado 1 0,282 10 0,908 0,914 0,121 | 0,122 572
g 2 0,288 10 0,919 0,922 0,122 | 0,120 '
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Tabla G.4. Valores de las mediciones realizadas para detarrt@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoaqueparados a partir de latex fluido y
latex coagulado de babaco

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Tipo de f Muestra 1 | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectgra
latex | P | DO28O | yycion | (DO2so) | (DOze0) |, L 2 caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
. 1 0,265 10 0,487 0,476 0,124 0,123
Fluido 2 | 0,261 10 0,505 0493 | 0,125 | 0,126 5,69
Coaaulado 1 0,232 10 0,426 0,418 0,122 0,121 572
9 2 0,235 10 0,415 0,411 0,120 0,122 '

Tabla G.5. Valores de las mediciones realizadas para detarrt@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoagweeparados con 3 semanas de
diferencia, a partir de latex de chamburo almacergadcongelacion

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Tipo de f Muestra 1 | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectgra
latex | P | DO28O | yycion | (DO2so) | (DOze0) |, L 2 caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
. 1 0,317 10 1,160 1,110 0,123 0,124
Fluido 2 | 0323 10 1,200 1150 | 0,126 | 0,125 5,69
Coaaulado 1 0,321 10 1,150 1,110 0,117 0,116 578
9 2 0,316 10 1,150 1,090 0,118 0,116 '

Tabla G.6. Valores de las mediciones realizadas para detarrt@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoagweeparados con 3 semanas de
diferencia, a partir de latex de babaco almaceeadmngelacion

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
Tipo de f Muestra 1 | Muestra 2 Blanco | Blanco Lectlfra
latex | P | DO28O | yycion | (DO2so) | (DO2s0) |t 2 caseina
(DO280) | (DO280) | (DO280)
Fluido 1 0,265 10 0,487 0,476 0,122 | 0,125 569
2 0,261 10 0,505 0,493 0,125 | 0,126 '
Coaaulado 1 0,262 10 0,481 0,471 0,118 | 0,115 578
9 2 0,266 10 0,482 0,488 0,117 | 0,117 '
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Tabla G.7.Valores de las mediciones realizadas para detarr@rconcentracion proteica
y la actividad caseinolitica de los extractos aoagseparados con los latex secos de
babaco, chamburo, col de monte y toronche

Extracto acuoso Actividad caseinolitica
. f Muestral | Muestra 2 Blanco | Blanco
Especie Rep. |DO280 | 4y cion | (DO280) | (DO280) (D012 ) (D022 )
Babaco 1 0,275 10 0,331 0,119 0,115 | 0,331
(V. heilbornii ‘babaco’) | 2 0,266 10 0,334 0,116 0,118 | 0,334
Chamburo 1 0,317 10 1,130 1,090 0,123 | 0,124
(V. cundinamarcencis) [ 2 0,323 10 1,200 1,150 0,126 | 0,125
Col de monte 1 0,308 10 1,010 0,998 0,124 | 0,124
(V. monoica) 2 0,312 10 1,020 0,991 0,122 | 0,123
Toronche 1 0,297 10 1,445 0,125 0,124 | 1,445
(V. stipulata) 2 0,301 10 1,451 0,124 0,123 | 1,451

Tabla G.8. Valores de las mediciones realizadas para detarr@rconcentracion proteica
y la actividad esterasica de los extractos acupsgsarados con los latex secos de babaco,
chamburo, col de monte y toronche

Extracto acuoso Actividad esterasica

. f (ADO348/At) (ADO348/At)
Especie Rep. DO 280 dilucién Muestra Blanco
Babaco 1 0,275 10 0,019 0,005
(V. heilbornii 'babaco’) 2 0,266 10 0,020 0,005
Chamburo 1 0,317 10 0,027 0,005
(V. cundinamarcencis) 2 0,323 10 0.028 0.006
Col de monte 1 0,308 10 0,028 0,005
(V. monoica) 2 0,312 10 0,027 0,005
Toronche 1 0,297 10 0,029 0,005
(V. stipulata) 2 0,301 10 0,028 0,005
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Tabla G.9. Valores de las mediciones realizadas para detarr@rconcentracion proteica
y la actividad proteolitica con BApNA de los exti@eacuosos preparados con los latex
secos de babaco, chamburo, col de monte y toronche

Extracto acuoso Actividad BApNA
. f (ADOa400/At) (ADO400/At)
Especie Rep. DO 280 dilucién Muestra Blanco
Chamburo 1 0,362 10 0,186 0,001
(V. cundinamarcencis) 2 0,358 10 0,185 0,001
Col de monte 1 0,385 10 0,179 0,001
(V. monoica) 2 0,377 10 0,176 0,001
Toronche 1 0,346 10 0,279 0,001
(V. stipulata) 2 0,353 10 0,290 0,001

Tabla G.10.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad caseinolitica de los extrasemipurificados correspondientes a los
latex de chamburo, col de monte y toronche

Extracto

o Actividad caseinolitica
semipurificado

Blanco | Blanco
Especie Rep. |DO 280 | .. f Muestra 1 | Muestra 2 1 )
diueien | (Oz60) (DOz20) (DO280) | (DO280)

Chamburo 1 0,181 5 0,521 0,509 0,158 | 0,153

(V. cundinamarcencis) [ 2 0,184 5 0,593 0,532 0,155 | 0,160
Col de monte 1 0,161 5 0,476 0,484 0,150 | 0,156

(V. monoica) 2 0,167 5 0,482 0,473 0,159 0,151
Toronche 1 0,156 5 0,646 0,653 0,152 0,157

(V. stipulata) 2 0,160 5 0,655 0,659 0,150 | 0,155
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Tabla G.11.Valores de las mediciones realizadas para detarri@rconcentracion
proteica y la actividad esterasica de los extrastosipurificados correspondientes a los
latex de babaco, chamburo, col de monte y toronche

E_xtrgpto Actividad esterasica
semipurificado
. f (ADO348/At) | (ADO34s/At)
Especie Rep. DO 280 dilucion Muestra Blanco
Chamburo 1 0,181 5 0,0130 0,0050
(V. cundinamarcencis) 2 0,184 5 0,0137 0,0053
Col de monte 1 0,161 5 0,0113 0,0050
(V. monoica) 2 0,167 5 0,0120 0,0050
Toronche 1 0,156 5 0,0117 0,0047
(V. stipulata) 2 0,160 5 0,0120 0,0050

Tabla G.12.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad proteolitica con BApNA @s lextractos semipurificados
correspondientes a los latex de babaco, chambaolrdeanonte y toronche

Extracto Actividad BApNA
semipurificado
. f (ADOa400/At) | (ADO400/At)
Especie Rep. DO 280 diluciéon Muestra Blanco
Chamburo 1 0,181 10 0,1393 0,001
(V. cundinamarcencis) 2 0,192 10 0,1400 0,001
Col de monte 1 0,169 10 0,1320 0,001
(V. monoica) 2 0,176 10 0,1297 0,001
Toronche 1 0,169 10 0,2393 0,001
(V. stipulata) 2 0,173 10 0,2413 0,001
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Tabla G.13.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad caseinolitica de las franes resultantes de la cromatografia de
filtracion en gel del extracto semipurificado deelade toronche

Actividad Caseinolitica
Eraccion Conpii?ériigén Muestra 1 | Muestra2 | Blanco1 | Blanco 2
(DO280) (DO2s0) (DO2s0) (DO280) (DO280)
1 0,000 0,067 0,067 0,067 0,067
2 0,000 0,067 0,067 0,067 0,067
3 0,020 0,078 0,076 0,078 0,076
4 0,045 0,064 0,072 0,064 0,071
5 0,058 0,066 0,071 0,065 0,070
6 0,066 0,148 0,146 0,146 0,145
7 0,071 0,119 0,119 0,118 0,116
8 0,073 0,151 0,150 0,148 0,149
9 0,076 0,147 0,142 0,143 0,140
10 0,036 0,065 0,071 0,063 0,071
11 0,005 0,068 0,068 0,068 0,068
12 0,004 0,068 0,068 0,068 0,068
13 0,004 0,068 0,068 0,068 0,068
14 0,000 0,067 0,067 0,067 0,067
15 0,045 0,140 0,144 0,137 0,141
16 0,213 0,239 0,235 0,153 0,153
17 0,481 0,358 0,364 0,106 0,101
18 0,724 0,814 0,803 0,214 0,202
19 0,888 0,831 0,845 0,118 0,121
20 1,001 0,806 0,801 0,199 0,211
21 0,990 0,659 0,641 0,119 0,122
22 0,854 0,756 0,720 0,193 0,182
23 0,563 0,523 0,448 0,128 0,130
24 0,292 0,315 0,315 0,187 0,184
25 0,127 0,147 0,144 0,124 0,127
26 0,072 0,140 0,142 0,139 0,137
27 0,047 0,066 0,073 0,064 0,070
28 0,029 0,070 0,070 0,068 0,069
29 0,014 0,078 0,076 0,078 0,075
30 0,004 0,067 0,067 0,067 0,067
31 0,001 0,067 0,067 0,067 0,067
32 0,000 0,067 0,067 0,067 0,067
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Tabla G.14.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad esterasica de las fracdonsultantes de la cromatografia de
filtracion en gel del extracto semipurificado deelade toronche

Actividad Esterasica
ccion Conrfri’;gi?g'é” (ADO34g/AY) | (ADO348/AY)

(DO280) Muestra Blanco

1 0,000 0,005 0,005
2 0,000 0,005 0,005
3 0,020 0,005 0,005
4 0,045 0,005 0,005
5 0,058 0,005 0,005
6 0,066 0,005 0,005
7 0,071 0,005 0,005
8 0,073 0,005 0,005
9 0,076 0,005 0,005
10 0,036 0,005 0,005
11 0,005 0,005 0,005
12 0,004 0,005 0,005
13 0,004 0,005 0,005
14 0,000 0,005 0,005
15 0,045 0,005 0,005
16 0,213 0,006 0,005
17 0,481 0,006 0,005
18 0,724 0,007 0,005
19 0,888 0,011 0,005
20 1,001 0,013 0,005
21 0,990 0,014 0,005
22 0,854 0,013 0,005
23 0,563 0,010 0,005
24 0,292 0,006 0,005
25 0,127 0,005 0,005
26 0,072 0,005 0,005
27 0,047 0,005 0,005
28 0,029 0,005 0,005
29 0,014 0,005 0,005
30 0,004 0,005 0,005
31 0,001 0,005 0,005
32 0,000 0,005 0,005
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Tabla G.15.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad caseinolitica de las franes resultantes de la cromatografia de
intercambio i6nico del extracto de latex de toranphrificado por filtracion en gel

Actividad Caseinolitica
- Concentr_aci(’)n Muestra 1 | Muestra 2 Blanco | Blanco
Fraccion proteica (DO280) (DO280) 1 2
(DO280) (DO280) | (DO280)

2 0,005 0,068 0,068 0,068 0,068
3 0,005 0,068 0,068 0,068 0,068
4 0,017 0,069 0,068 0,068 0,068
5 0,042 0,069 0,071 0,068 0,069
6 0,014 0,069 0,068 0,068 0,068
7 0,011 0,068 0,068 0,068 0,068
8 0,010 0,068 0,068 0,068 0,068
12 0,045 0,129 0,128 0,125 0,125
13 0,072 0,136 0,137 0,128 0,129
14 0,213 0,155 0,150 0,127 0,126
15 0,474 0,104 0,120 0,064 0,061
16 0,671 0,169 0,167 0,049 0,049
17 0,693 0,169 0,169 0,049 0,049
18 0,615 0,140 0,135 0,050 0,050
19 0,487 0,103 0,095 0,058 0,049
20 0,355 0,086 0,081 0,058 0,059
21 0,127 0,131 0,129 0,125 0,123
22 0,029 0,127 0,127 0,127 0,126
23 0,007 0,068 0,068 0,068 0,068
24 0,006 0,068 0,068 0,068 0,068
25 0,006 0,068 0,068 0,068 0,068
28 0,039 0,128 0,124 0,126 0,123
29 0,758 0,187 0,189 0,123 0,123
30 0,430 0,124 0,123 0,121 0,117
31 0,086 0,132 0,131 0,129 0,129
32 0,058 0,130 0,129 0,127 0,127
33 0,044 0,126 0,127 0,125 0,125
34 0,028 0,128 0,129 0,128 0,127
35 0,030 0,126 0,127 0,125 0,126
36 0,075 0,132 0,131 0,129 0,129
37 0,062 0,131 0,131 0,129 0,129
38 0,041 0,126 0,126 0,125 0,125
39 0,033 0,126 0,127 0,125 0,126
40 0,028 0,126 0,126 0,125 0,126
41 0,026 0,126 0,126 0,125 0,126
42 0,013 0,068 0,068 0,068 0,068
43 0,015 0,068 0,068 0,068 0,068
44 0,012 0,068 0,068 0,068 0,068
45 0,013 0,068 0,068 0,068 0,068
46 0,006 0,068 0,068 0,068 0,068

No se incluyen las fracciones cuya concentraciotepra (DQgg fue menor que 0,005.
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Tabla G.16.Valores de las mediciones realizadas para detarri@rconcentracion
proteica y la actividad esterasica de las fracdonsultantes de la cromatografia de
intercambio i6nico del extracto de latex de toranphrificado por filtracion en gel

Actividad Esterasica
| Concentracion | \pGa/at) | (ADO34s/AY)
Fraccion proteica Muestra Blanco
(DO2s0)
2 0,005 0,0053 0,0053
3 0,005 0,0053 0,0053
4 0,017 0,0053 0,0053
5 0,042 0,0053 0,0053
6 0,014 0,0053 0,0053
7 0,011 0,0053 0,0053
8 0,010 0,0053 0,0053
12 0,045 0,0053 0,0053
13 0,072 0,0053 0,0053
14 0,213 0,0057 0,0053
15 0,474 0,0063 0,0053
16 0,671 0,0073 0,0053
17 0,693 0,0080 0,0053
18 0,615 0,0080 0,0053
19 0,487 0,0067 0,0053
20 0,355 0,0057 0,0053
21 0,127 0,0053 0,0053
22 0,029 0,0053 0,0053
23 0,007 0,0053 0,0053
24 0,006 0,0053 0,0053
25 0,006 0,0053 0,0053
28 0,039 0,0053 0,0053
29 0,758 0,0053 0,0053
30 0,430 0,0057 0,0053
31 0,086 0,0053 0,0053
32 0,058 0,0053 0,0053
33 0,044 0,0053 0,0053
34 0,028 0,0053 0,0053
35 0,030 0,0053 0,0053
36 0,075 0,0053 0,0053
37 0,062 0,0053 0,0053
38 0,041 0,0053 0,0053
39 0,033 0,0053 0,0053
40 0,028 0,0053 0,0053
41 0,026 0,0053 0,0053
42 0,013 0,0053 0,0053
43 0,015 0,0053 0,0053
44 0,012 0,0053 0,0053
45 0,013 0,0053 0,0053
46 0,006 0,0053 0,0053

No se incluyen las fracciones cuya concentraciotepra (DQgg) fue menor que 0,005.
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Tabla G.17.Valores de las mediciones realizadas para detarrfi@rconcentracion
proteica y la actividad proteolitica con BApNA @ fracciones resultantes de la
cromatografia de filtracion en gel del extracto gemficado de latex de toronche

Actividad BApNA
| Concentracion | An600/a1) | (ADO0O/AY)
Fraccion proteica

(DO280) Muestra Blanco
1 0,000 0,001 0,001
2 0,005 0,001 0,001
3 0,002 0,001 0,001
4 0,020 0,001 0,001
5 0,011 0,001 0,001
6 0,007 0,001 0,001
7 0,027 0,001 0,001
8 0,026 0,001 0,001
9 0,032 0,001 0,001
10 0,052 0,002 0,001
11 0,053 0,002 0,001
12 0,062 0,002 0,001
13 0,074 0,003 0,001
14 0,078 0,003 0,001
15 0,038 0,002 0,001
16 0,020 0,001 0,001
17 0,028 0,001 0,001
18 0,041 0,002 0,001
19 0,155 0,004 0,001
20 0,632 0,013 0,001
21 0,972 0,068 0,001
22 1,260 0,135 0,001
23 1,340 0,151 0,001
24 1,360 0,217 0,001
25 1,270 0,141 0,001
26 0,785 0,099 0,001
27 0,478 0,012 0,001
28 0,164 0,003 0,001
29 0,131 0,002 0,001
30 0,066 0,002 0,001
31 0,028 0,001 0,001
32 0,011 0,001 0,001
33 0,001 0,001 0,001
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Tabla G.18.Valores de las mediciones realizadas para detarri@rconcentracion
proteica y la actividad proteolitica con BApNA @ fracciones resultantes de la
cromatografia de intercambio i6nico del extractdatiex de toronche purificado por
filtracion en gel

Actividad BApNA
5 Concentracion | (A p6400/A1) | (ADO400/AL)
Fraccion proteica Muestra Blanco
(DO280)
2 0,011 0,001 0,001
3 0,017 0,001 0,001
4 0,023 0,001 0,001
5 0,008 0,001 0,001
6 0,002 0,001 0,001
8 0,118 0,004 0,001
9 0,537 0,009 0,001
10 0,913 0,015 0,001
11 1,201 0,026 0,001
12 1,310 0,050 0,001
13 1,259 0,063 0,001
14 1,117 0,075 0,001
15 1,005 0,068 0,001
16 0,789 0,067 0,001
17 0,339 0,012 0,001
18 0,162 0,003 0,001
19 0,101 0,002 0,001
20 0,042 0,002 0,001
21 0,035 0,001 0,001
22 0,004 0,001 0,001
23 0,001 0,001 0,001
24 0,001 0,001 0,001
27 0,010 0,001 0,001
28 0,209 0,002 0,001
29 0,203 0,002 0,001
30 0,062 0,002 0,001
31 0,022 0,001 0,001
32 0,010 0,001 0,001
33 0,006 0,001 0,001
34 0,004 0,001 0,001
35 0,040 0,001 0,001
36 0,093 0,002 0,001
37 0,067 0,002 0,001
38 0,041 0,001 0,001
39 0,005 0,001 0,001

No se incluyen las fracciones cuya concentraciotepra (DQgg) fue igual a 0,000.
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Tabla G.19.Valores de las mediciones realizadas para detarmirefecto del pH sobre
la actividad proteolitica con BApNA de la fraccidrds activa del extracto de latex de
toronche purificado por intercambio iénico

Actividad BApNA

oH (ADOa400/At) (ADO400/At)

Muestra Blanco
5,5 0,007 0,001
6,5 0,021 0,001
7,0 0,003 0,001
7,5 0,024 0,001
8,5 0,018 0,001
9,5 0,014 0,001
10,5 0,003 0,001

Tabla G.20.Valores de las mediciones realizadas para detarmlrefecto de la
temperatura sobre la actividad proteolitica con BAple la fraccion mas activa del
extracto de latex de toronche purificado por irdgerbio i6nico

Actividad BApNA
Temperatura (ADO400/At) (ADO400/At)
°C Muestra Blanco
20 0,015 0,001
30 0,021 0,001
37,5 0,029 0,001
45 0,039 0,001
50 0,042 0,001
60 0,026 0,001
70 0,011 0,001
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Tabla G.21.Valores de las mediciones realizadas para detarrelrefecto de la
concentracion de sustrato sobre la actividad plititssocon BApNA de la fraccidon mas
activa del extracto de latex de toronche purificadointercambio i6nico

Actividad BApNA
Cc&ncentramon (ADO400/At) (ADO400/At)
e sustrato
Muestra Blanco
(mg/ml)

1 0,011 0,001
3 0,016 0,001
5 0,026 0,001
7 0,030 0,001
9 0,031 0,001
10 0,034 0,001




