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Resumen

En este trabajo se estudiaron algunas caracteristicas de las proteasas presentes en muestras de hojas de hierba
mora (Solanum nigrum) y de tallos de higuerén (Ficus apollinaris). Los extractos se trataron con etanol al 96 % y
luego fueron sometidos a la filtracién en gel. Se realiz6 una electroforesis en condiciones desnaturalizantes con
las fracciones mds activas resultantes y una caracterizacién cinética en la que se determinaron los efectos de la
temperatura, del pH y de la concentracion de sustrato sobre su actividad caseinolitica. Finalmente, se determiné
cualitativamente la presencia de alcaloides en los extractos crudos y en las fracciones purificadas mas activas de
ambas muestras. La filtracién en gel tuvo un rendimiento del 72.9 % en actividad caseinolitica para la hierba mora
y del 16.4% para el higuerén. La electroforesis con las fracciones mds activas de hierba mora present6 bandas
proteicas entre 24 y 137 kDa, mientras que en las fracciones més activas de higuerén, se encontraron bandas con
peso molecular entre 17 y 74 kDa. Cinéticamente, las fracciones mas activas de hierba mora presentron una posible
inhibicién por exceso de sustrato, con valores de Ky = 31.4 umol/L, K; = 58.5 umol/L y Vipsx = 878.7 mUE /mL,
a condiciones de pH y temperatura 6ptimas de 10.5 y 37 °C; mientras que, las de higuerén se ajustron al modelo
de Michaelis-Menten, con Ky; = 4.90 umol/Ly Vipsx = 87.3 UE /mL, a pH y temperatura 6ptimas de 8.5 y 45 °C.
Se report6 la presencia de alcaloides en ambas muestras, pero los procesos de purificacién utilizados mostraron su
efectividad en la eliminacién de estas sustancias.
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Abstract

The proteases obtained from hierba mora (Solanum nigrum) leaves and higueron (Ficus apollinaris) stems were
studied. The extracts were treated with 96 % ethanol and passed through a gel filtration column. An SDS PAGE was
performed using the most active resulting fractions and a characterization of the effects of temperature, pH and
substrate concentration on their caseinolytic activity. Finally, qualitative determinations of alkaloids presence in
semi-purified extracts and in concentrated samples of the more active fractions were made. The total yield percen-
tage, based on caseinolytic activity, for the gel-filtration was 72.95 % for Solanum nigrum leaves and 16.44 % for Ficus
apollinaris stems. SDS PAGE showed proteic bands between 137 and 24 kDa, for Solanum nigrum, while Ficus apolli-
naris showed proteins with molecular weights between 74 and 17 kDa. In the kinetics characterization with casein
as substrate, the more active fractions of Solanum nigrum samples evidenced an inhibition by substrate excess with
Ky = 31.4 umol/L, K; = 58.5 umol/L and Vimax = 878.7 mUE /mL at optimal conditions of temperature and pH
(10.5 and 37 °C). Ficus apollinaris samples followed the Michaelis-Menten kinetics model with Ky; = 4.90 umol/L
and Vimax = 87.3 mUE /mL, also at optimal conditions (8.5 and 45 °C). Alkaloid presence was positive for both
samples, but the utilized purification processes permitted the elimination of these substances.

Keywords: proteases, Solanum nigrum, Ficus apollinaris, gel filtration, electrophoresis, caseinolytic activity.

1 Introduccion

En el Ecuador existe una gran diversidad de plantas que
poseen principios activos, que pueden utilizarse en va-
rios procesos industriales, como el alimentario, textil,
farmacéutico, entre otros.
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Las fitoproteasas son enzimas que cumplen impor-
tantes funciones en el metabolismo de las plantas. Existe
un particular interés en el estudio de su actividad enzi-
matica, del efecto de sus sustratos y sus inhibidores, con
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el fin de encontrar nuevas aplicaciones [19].

Entre los usos industriales de las fitoproteasas se des-
tacan la elaboracién de ablandadores de carne y de su-
plementos dietéticos; la clarificaciéon de la cerveza; la fa-
bricacién de detergentes, la curtiembre, el blanqueo en
la industria papelera, asi como procesos de depuraciéon
de residuos liquidos.

En estudios previos, se determiné la actividad pro-
teolitica de varias especies vegetales seleccionadas, de
las provincias ecuatorianas de Pichincha, Pastaza, Boli-
var, Loja y Zamora Chinchipe, mediante el método de
Anson modificado, con caseina como sustrato [17],[6].

En dichos trabajos, la mayor actividad proteolitica
fue encontrada en las hojas de hierba mora (Solanum ni-
grum) y en los tallos de higuerdén (Ficus apollinaris). Por
tal motivo, en el presente trabajo se aislaron, purificaron
y caracterizaron cinética y molecularmente las proteasas
obtenidas a partir de las muestras de los érganos men-
cionados de dichas plantas.

2 Materiales y métodos

2.1 Preparacion de los extractos vegetales a
partir de muestras procesadas

Se recolectaron hojas de hierba mora y tallos de higuerén
en la provincia de Pichincha, especies que antes fueron
identificadas con ayuda del personal del Herbario de la
Pontificia Universidad Catdélica del Ecuador [17].

Para la preparacion de los extractos vegetales crudos
se pesaron 15 g de hojas o de tallos, en una balanza anali-
tica, y se licuaron con 45 mL de tampén fosfato de sodio
50 mmol/L, pH 7.5 [17]. Se filtr6 el extracto a través de
papel filtro.

En esta etapa se ensay¢ la presencia de antioxidan-
tes, para lo cual al tampén fosfato de sodio 50 mmol /L,
pH 7.5, se afiadi6 la cantidad necesaria para lograr
la concentracion de 40 mmol/L de las siguientes sus-
tancias: sal tetrasdédica de EDTA, metabisulfito de so-
dio, ascorbato de sodio, sorbato de sodio, cisteina,
B-mercaptoetanol, DTE (ditioerititrol) y DTT (ditiotrei-
tol) [16].

2.2 Precipitacién de las proteinas de los ex-
tractos crudos obtenidos

A 20 mL de extracto crudo se agregé 1 mL de una so-
lucién de NaCl 4 mol/L , se agit6 y posteriormente se
anadieron 40 mL de etanol al 96 % (v/v), se agit6 suave-
mente para luego centrifugar durante 5 min a 2700 g.

Se desech¢ el sobrenadante y se lavé la proteina pre-
cipitada con 20 mL de etanol al 70 % (v/v). Luego se eli-
miné el liquido sobrenadante.

A continuacién, se resuspendié el precipitado en
tampon fosfato de sodio 50 mmol/L y pH 7.5, que conte-
nia 40 mmol/L de DTE, para obtener el extracto acuoso,
segtn los resultados alcanzados en el ensayo descrito en
el acapite 2.1.

2.3 Determinacidon de la actividad caseinoli-
tica

Se colocaron 0.1 mL de extracto acuoso en 4 tubos de en-
sayo, 2 constituyeron los blancos y los otros 2, contenian
la muestra. Para la preparacién de los blancos se anadie-
ron 1.8 mL de TCA (4cido tricloroacético), al 5%y 1.1 mL
de una solucién de caseina al 1% [1]. Las muestras se
completaron con 1.1 mL de caseina al 1 %.

Los tubos se colocaron en un bafo termostatico a
37 °C, por 20 min. La reaccién en los tubos con muestra
se detuvo con 1.8 mL de TCA, en cada uno. Se centrifu-
garon a 3500 g, durante 20 min y finalmente, se determi-
no la DOygp en el sobrenadante de cada muestra y blanco

1].

2.4 Cromatografia de filtracién en gel

El soporte de Sepharosa se lavé tres veces con tampoén
fosfato de sodio 50 mmol /L, pH 7.5, se coloc6 en una co-
lumna de vidrio de 1 m de largo y se realizé un lavado
adicional con el mismo tampdn durante 30 min.

Luego se alimentaron 20 mL de extracto semi-
purificado, centrifugado y filtrado para realizar la corri-
da cromatografica. Las fracciones eluidas con el mismo
tampon fueron colectadas y se determiné la concentra-
cién proteica y la actividad caseinolitica.

2.5 Selecciéon de las fracciones mdas activas
de la cromatografia de filtracién en gel

Para la seleccién de la fraccién maés activa de la filtraciéon
en gel, se utilizé el programa estadistico SPSS 15.0, que
evaluo la distribucién  (de Student), para comprobar las
diferencias significativas entre las muestras analizadas,
con un nivel de confianza de 95 % (Norman et al., 2004).

2.6 Electroforesis

Con las fracciones que presentaron las actividades pro-
teoliticas mads altas se realizé una electroforesis, en con-
diciones desnaturalizantes (Thermo Electron Co., 2003).
Cuando fue necesario, las muestras se concentraron an-
tes de aplicarlas en el gel, mediante ultra-centrifugaciéon
realizada con la ayuda de tubos de centrifuga Amicon®
Ultra 15, dotados de membrana semipermeable de
10 kDa, durante 15 min, a 3400 g.

Se mezclaron 40 uL. de cada muestra concentrada con
10 uL de tampén en tubos Eppendorff. Los tubos fueron
sumergidos en agua a ebullicién, durante 5 min, con el
fin de desnaturalizar la proteina. Asf se obtuvieron 50 uL.
de muestra preparada, desnaturalizada y lista para ser
aplicada en el gel de poliacrilamida [15].

Como estdndar se utiliz6 una mezcla de proteinas
pretefiidas, de marca BenchMarck™, para un rango de
proteinas de 6 a 180 kDa [10]. El peso molecular prome-
dio para las bandas encontradas corresponde a 180, 115,
82, 64,49,37,26 y 19 kDa.
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La electroforesis se corri6 a voltaje constante de 100 V
para el gel concentrador y de 150 V para el gel separador.
Se determiné la movilidad electroforética relativa de las
proteinas.

Mediante el programa Corel Graphic Suite [4], se de-
dujeron las movilidades relativas electroforéticas sobre
las fotografias de los geles producidos, mediante el mon-
taje de escalas definidas [19]. Se realiz6 el gréfico del pe-
so molecular del estdndar, contra su movilidad electrofo-
rética relativa, para determinar el peso molecular de las
muestras en un rango entre 10 y 150 kDa.

2.7 Estudio del efecto del pH sobre la activi-
dad proteolitica

Se concentro6 la fracciéon maés activa del eluato de la cro-
matograffa mediante ultracentrifugacioén, se disolvieron
10 uL del concentrado obtenido en 490 pL. de tampén fos-
fato de sodio 50 mmol/L a valores de pH de 5.5, 6.5, 7.5,
8.5,9.5,10.5 y 11.5. Luego, se determino la actividad ca-
seinolitica para cada valor de pH y se graficé la activi-
dad caseinolitica contra el pH y se determiné el pH 6p-
timo.

2.8 Estudio del efecto de la temperatura so-
bre la actividad proteolitica

La muestra se preparé con la diluciéon de 40 puL de
concentrado en 1960 puL de tampén fosfato de sodio
50 mmol/L, al valor encontrado de pH éptimo y luego
se determiné la actividad caseinolitica, mediante incu-
bacién de las muestras y blancos a 18, 20, 30, 37, 45, 50 y
60 °C. Se graficé la actividad caseinolitica contra la tem-
peratura y se determind la temperatura éptima.

2.9 Estudio del efecto de la concentracién de
sustrato sobre la actividad proteolitica

Se disolvieron 40 pul. de concentrado enzimético en
1960 uL de tampoén fosfato de sodio al pH éptimo y se
determiné la actividad caseinolitica de la muestra so-
bre soluciones de caseina a concentraciones de 0.10, 0.25,
0.50, 0.75 y 1.00 % (p/V), con una incubacién a la tempe-
ratura Optima. Se grafico la actividad caseinolitica contra
la concentracién de caseina y a partir de esta grafica, se
hallaron los valores de Ky y Vimax mediante una regre-
sién con el programa Origin 6.0 [14].

210 Determinacién cualitativa de la presen-
cia de alcaloides en los extractos vege-
tales

Para la determinacién de la presencia de alcaloides en
los extractos vegetales, se utilizaron soluciones de acido
picrico al 1% (p/v) en etanol (Reactivo 1) y de &cido fos-
fomolibdico al 1% (p/v) en agua destilada (Reactivo 2)
[21].

El estdndar se preparé mediante la dilucién de 100 uL
de un concentrado de nicotina al 99 %, en peso, en 2 mL
de agua destilada y se comprob6 si ocurria la formacion
de precipitados al ponerlo en contacto con el Reactivo 1
y con el Reactivo 2.

Luego, se afiadieron 100 uL de extracto en dos tubos
de ensayo, el uno contenia 100 uL de Reactivo 1y, el otro,
100 uL. de Reactivo 2. En otro tubo se colocaron 200 L
de extracto, para comparar las coloraciones generadas
en estos tres tubos por accién de los reactivos.

3 Resultados y discusién

3.1 Efecto de la adicion de sustancias antio-
xidantes en la obtencion de los extractos
semi-purificados

La Tabla 1 muestra el efecto de los antioxidantes utiliza-
dos, a la vez, en la preparacion de los extractos crudos y
en la resuspension de los extractos semi-purificados de
hierba mora (Solanum nigrum), sobre el porcentaje de hi-
drolisis de caseina.

Tabla 1. Porcentaje de hidroélisis de caseina alcanzada por los
extractos semi-purificados de hierba mora (Solanum nigrum),
obtenidos con la adicién de antioxidantes

Aditivo % de hidrdlisis
EDTA 0.00 4 0.00
Metabisulfito 0.00 £ 0.00
Ascorbato 0.18 £ 0.04
Sorbato 0.00 +0.00
Cisteina 0.18 +0.01
B-mercaptoetanol 0.35+0.02
DTE 0.94 +0.01
DTT 0.84 +0.01
Sin aditivo 0.65 £ 0.08

La presencia de DTE y DTT aument¢ la actividad del
extracto de hierba mora, respecto del extracto sin aditi-
vo, seguramente porque sus grupos tioles, disminuyen
la actividad catalitica de las fenoloxidasas, lo cual evita
la formacién de compuestos fendlicos oxidados, respon-
sables de la inactivacién de muchas enzimas [2].

Cuando se afiadi6é DTE, solamente para la resuspen-
sién del extracto semi-purificado, el porcentaje de hidré-
lisis de caseina fue de 0.93 %, frente al 0.65 % obtenido
sin aditivo y 0.94 % alcanzado en las condiciones indica-
das en los resultados expuestos en la Tabla 1.

Adicionalmente, se determiné que al utilizar DTE,
solamente para resuspender el precipitado de la semi-
purificacién habrd un ahorro econémico del 51.9 % por
cada muestra analizada, frente a la pérdida de 0.01 % en
el porcentaje de hidrolisis de caseina. Por tanto, se esco-
gi6 al DTE como el mejor aditivo, para ser aplicado solo
en la resuspension de las proteinas, para la obtencion del
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extracto semi-purificado, tanto para la hierba mora (So-
lanum nigrum), como para el higuerdn (Ficus apollinaris).

3.2 Purificacién parcial de los extractos cru-
dos de hierba mora y de higuerén

Los resultados que aparecen en la Tabla 2, indican los
rendimientos en actividad caseinolitica y en proteina y el
grado de purificaciéon de los extractos semi-purificados
con respecto a los extractos crudos de hierba mora y de
higuerén, alcanzados luego del tratamiento de los ex-
tractos crudos con etanol al 96 %, de acuerdo con el mé-
todo indicado en el acapite 2.2.

Tabla 2. Tabla de purificacién parcial de los extractos de hierba
mora (Solanum nigrum) y de higuerén (Ficus apollinaris)

Parametro evaluado Hierba mora Higuerén
Rendlmu.ento/ en actividad 71.4 86.4
caseinolitica ( %)
Rendimiento ,en cintldad 372 78.3
de proteina ( %)
Grado de purificacién 1.93 1.10
(veces)

Con respecto a los extractos semi-purificados de hier-
ba mora, el porcentaje de rendimiento en cantidad de
proteina de 37.2 % y el grado de purificacién de 1.93 ve-
ces indican que, mediante la precipitaciéon de proteinas
con el solvente orgénico, se eliminaron otros compues-
tos presentes en los extractos crudos.

Con respecto a los extractos semi-purificados de hi-
guerén, la actividad caseinolitica recuperada fue del
86.4% y el grado de purificacion fue de 1.10 veces, un
proceso no tan eficiente como el de la hierba mora, por
las posibles diferencias estructurales de las proteinas
presentes en este extracto.

3.3 Cromatografia de filtracién en gel de los
extractos semi-purificados de hierba mo-
ra y de higuerén

En la Figura 1 se representa la concentracién de proteina,
la actividad caseinolitica y la actividad esterasica contra
el nimero de fraccién recolectada de la filtracién en gel
del extracto semi-purificado de hierba mora. Se obser-
va que las fracciones que presentaron mayor actividad
esterdsica fueron las fracciones 13-19; mientras que, las

que presentaron mayor actividad caseinolitica fueron las
fracciones 10, 14, 19 y 21.
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Figura 1. Actividad esterdsica (U/mL) y caseinolitica
(UE /mL) y concentracién de proteina (mg/mL) contra ndme-
ro de fraccién recolectada para la cromatografia de filtracién
en gel, de los extractos semi-purificados obtenidos a partir de
hojas de hierba mora

La Figura 2 muestra las curvas obtenidas de concen-
tracién de proteina, actividad caseinolitica y actividad
esterdsica contra el nimero de fracciones recolectadas de
la filtracion en gel del extracto semi-purificado de higue-
rén. El lote, comprendido entre las fracciones 16 y 26,
mostré las mayores actividades.
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Figura 2. Actividad esterdsica (U/mL) y caseinolitica
(UE /mL) y concentracién de proteina (mg/mL) contra el nu-
mero de fracciéon recolectada para la filtracién en gel de los
extractos semi-purificados obtenidos a partir de tallos de hi-
gueron

3.4 Evaluacién de los procesos de purifica-
cién de los extractos semi-purificados de
hierba mora y de higuerén

Se realiz6 un andlisis estadistico de muestreo para res-
paldar la eliminacién de las fracciones que presentaron
actividades caseinolitica y esterasica practicamente nu-
las, sin afectar el porcentaje de significancia de todo el
lote [5]. Se encontré que, en el caso de la hierba mora, las

fracciones 14-19 y 21 fueron las mds activas y concentra-
das.
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La fraccién 14, por presentar la mayor actividad ca-
seinolitica y una elevada actividad esterdsica, fue elegi-
da para la realizacién de la caracterizaciéon cinética de las
enzimas contenidas en el extracto, al mismo tiempo que
sirvieron para determinar el peso molecular, mediante
electroforesis.

En el caso del higuerén, se procedi6 de igual manera
y se establecié que las fracciones 19-22 mostraron ma-
yor actividad esterdsica; mientras que la 20 y 21, mayor
actividad caseinolitica. Las fracciones con mds proteina
recuperada fueron las fracciones 19-21 y 23.

La fraccién 20, por tener una alta concentracion de
proteina y la mayor actividad caseinolitica, fue escogida
para realizar la caracterizacion cinética. Se escogieron las
fracciones 1623 para la realizacién de la electroforesis.

3.5 Electroforesis de las fracciones mads acti-
vas de los extractos de hierba mora y de
higuerén

En la Figura 3 se muestra el gel de la electroforesis ob-
tenido con el estandar, las fracciones mads activas y los
extractos semi-purificados de las hojas de hierba mora.
En la Figura 4 se presenta la curva de calibracion, con las
movilidades relativas y el peso molecular de las protei-
nas del estdndar utilizado.

Muestra 15 16 17 ST 19 20 ESP 21
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 3. Gel de electroforesis de las fracciones mds activas ob-
tenidas de la filtracién en gel del extracto de hierba mora, junto
con el estandar de pesos moleculares conocidos

Se encontré que el peso molecular de las proteinas,
presentes en las fracciones mds activas, se hallaba entre
24 y 137 kDa. Se formaron bandas de coloracién mas in-
tensa, correspondientes a pesos moleculares comprendi-
dos entre 45 y 55 kDa, lo que significaria que dichos pe-
sos moleculares corresponden a las proteinas mds con-
centradas, posiblemente las més activas también.

Para el extracto semi-purificado (ESP) se generaron
varias bandas entre 14 y 144 kDa. La banda més inten-
sa estd ubicada en un rango de peso molecular entre 34
y 47 kDa. Se conoce que algunas cisteino-proteasas po-
seen un peso molecular que va de 20 a 50 kDa (Grzonka,
2001). Siendo asi, las bandas encontradas revelarian la
presencia de este tipo de enzimas.

Se encontré también, en la fracciéon més activa, una
banda de proteina de peso molecular 68 kDa, muy simi-
lar en peso a la de la aminopeptidasa P encontrada en el
tomate (Lycopersicum esculentum), de 72 kDa [8].
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Figura 4. Curva de calibracién para la determinacién del pe-
so molecular de las enzimas contenidas en los extractos semi-
purificados de hierba mora

En el extracto semi-purificado posiblemente existe
una glicoproteina, normalmente aislada de la propia
hierba mora, que tiene un peso molecular de 150 kDa
(Lee y Lim, 2006), ya que se encontré una banda corres-
pondiente a 144 kDa.

Al igual que en el caso de la hierba mora, se midie-
ron los recorridos de las bandas que conformaban el es-
tandar, para la construccién de la curva de calibracién
para las fracciones activas del higuerén. Se obtuvieron
los resultados que aparecen en las Figuras 5 y 6. El pe-
so molecular de las proteinas que se encontraron en las
fracciones mds activas, estuvo entre 17 y 74 kDa.

9,65 cm

ESP 21 22 ST 18 17 ESP 23 16
Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Muestra

Figura 5. Recorridos medidos para el estindar en las muestras
de higuerén

La fraccién 21, la mds activa, produjo dos bandas de
proteina de gran intensidad, por lo que se puede decir
que se encontrarfan en mayor concentracién dentro de la
fraccién seleccionada. Los pesos moleculares de dichas
bandas corresponderian a 29 y 41-45 kDa, posiblemen-
te las proteinas responsables de la actividad proteolitica
encontrada.
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Figura 6. Curva de calibracién para la determinacién del pe-
so molecular de las enzimas contenidas en las fracciones més
activas de higuerén (Ficus apollinaris)

El extracto semi-purificado de higuerén produjo va-
rias bandas, entre 17 y 137 kDa de peso molecular. Una
banda, aparentemente muy concentrada, aparece entre
los 36 y 47 kDa. En los geles se observa que la filtracién
en gel purificé a las proteinas contenidas en el extracto
semi-purificado.

Se conoce que las ficinas son las proteasas de mayor
importancia dentro de las plantas del género Ficus y que
tienen un peso molecular promedio de aproximadamen-
te 25 kDa (Pierce, 2007). Posiblemente dicha proteasa es
parte del extracto semi-purificado analizado, ya que el
gel mostré una banda de una proteina de 29 kDa.

3.6 Caracterizacion cinética de la actividad
caseinolitica de las fracciones mas acti-
vas de hierba mora y de higuerén

3.6.1 Efecto del pH

Los valores obtenidos para la fraccién mas activa de hier-
ba mora se representan en la Figura 7.
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Figura 7. Actividad caseinolitica contra pH para la fraccién
mas activa de hierba mora

Se observa que la fracciéon maés activa de hierba mo-

ra present6 mayor actividad caseinolitica a pH 10.5. Este
valor de pH se mantuvo como un pardmetro constante
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para la realizacion de los siguientes anélisis del estudio
cinético.

Los resultados obtenidos para la fraccién mads activa
de higuerén aparecen en la Figura 8.
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Figura 8. Actividad caseinolitica contra pH para la fraccién
mas activa de higuerén

La actividad caseinolitica present6é un valor maximo
a pH 8.5. Se mantuvo ese valor de pH para los estudios
cinéticos posteriores de esta fraccion.

3.6.2 Efecto de la temperatura

El efecto de la temperatura, sobre la actividad caseinoli-
tica de la fraccidon mads activa de hierba mora, se indica
en la Figura 9.
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Figura 9. Actividad caseinolitica contra temperatura para la
fraccion mads activa de hierba mora

La curva obtenida mostré una actividad caseinoliti-
ca maxima a una temperatura de 37 °C. Dicho valor se
conservo constante en el siguiente ensayo cinético.

Los resultados obtenidos para el higuerén se mues-
tran en la Figura 10.
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Figura 10. Actividad caseinolitica contra temperatura para la
fraccién mds activa de higuerén

La actividad caseinolitica alcanz6 un valor méximo a
la temperatura de 45 °C. La temperatura 6ptima se man-
tuvo en el desarrollo del estudio cinético siguiente.

3.6.3 Efecto de la concentracién del sustrato

Los resultados obtenidos para la fraccién mads activa de
hierba mora sugieren que a mayor concentracion de sus-
trato, existe una disminucién en la velocidad de la reac-
cién catalitica. Esto harfa suponer que puede existir al-
gun grado predominante de inhibicién de las enzimas
presentes, por exceso de sustrato (Marangoni, 2003).

A una concentracion de sustrato de 15 umol/L la ac-
tividad caseinolitica tiene un valor méximo cercano a
1550 mUE /mL; pero, al aumentar la concentracién de
sustrato, hasta 143 umol/L, la actividad disminuye pau-
latinamente, hasta tornarse practicamente nula [3].

De acuerdo con estas observaciones, para la determi-
nacién de los pardmetros cinéticos Ky, K1 y Vimax, se uti-
liz6 el programa Corel Graphic Suite [4]. La Figura 11
muestra la curva con los datos experimentales y la cur-
va ajustada al modelo modificado de Michaelis-Menten,
para una inhibicién por exceso de sustrato.

1500f

g
Pl
F il

50 100

0 150
Concentracion de sustrato (uM)

Figura 11. ¢ Datos experimentales medidos; B modelo no li-
neal de la ecuacién de Michaelis-Menten, ajustada, del efecto
de la concentracion de sustrato sobre la actividad caseinolitica
de la fraccién mas activa de las hojas de hierba mora
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Los valores obtenidos de los pardmetros cinéticos
son Vmax = 878.7mUE/mL; Kyy = 31.4 umol/L y
Ky = 58.5 umol /L. Con el modelo propuesto se encontré
un valor de r> = 0.87.

El valor de la constante de formacién del complejo
enzima-sustrato reactivo (Kys) es menor que la constante
de formacién del complejo enzima-sustrato no reactivo
(K1), lo que indica que el aumento de la concentraciéon
de sustrato favorecié mayoritariamente la formacién de
este dltimo complejo.

Por otra parte, los resultados obtenidos para la frac-
cién mds activa de higuerén presentaron una tendencia
hiperbélica normal, que se ajusté al modelo cinético de
Michaelis-Menten. La grafica que se muestra en la Figu-
ra 12 fue realizada en el programa Origin 6.0 [14].

Se encontraron los pardmetros Vi s v Ky, mediante
una regresioén no lineal, correspondiente a una hipérbola
cuadrada (12 = 0.83).
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Figura 12. ¢ Datos experimentales medidos; B Curva ajustada
al modelo de Michaelis-Menten del efecto de la concentraciéon
de sustrato sobre la actividad caseinolitica de la fraccion maés
activa de tallos de higuerén

Los resultados obtenidos se compararon con los de
una investigacioén similar, realizada con extractos obte-
nidos y purificados a partir de tallos de pifia [20]. Dichos
resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de los valores de Kyt y Vinsx para la frac-
cién mas activa de tallos de higuerén con los valores para tallos
de pifia (Salas, 2007)

Parametro Tallos de pifia | Tallos de higuerén
Ky (mmol/L) 0.004 0.005
Vmax (UE/mL) 0.250 87.3

A través de la comparacion realizada de los valores
de Ky, se evidencia que la afinidad por la caseina que
mostraron las enzimas purificadas a partir de los tallos
de higuerdn, serfa un 20 % menor que la afinidad que
presenta la bromelina, obtenida a partir de los tallos de
pifia, por el mismo sustrato.

Sin embargo, en cuanto al valor de Viy4«, se deduce
que a concentraciones altas de caseina, se lograria unas

81



Rubén Félix, Marco Sinche, Ricardo Mufioz y Patricio Castillo

350 veces maés actividad proteolitica con extractos de ta-
llos de higuerén, que con la bromelina extraida de los
tallos de la pifia.

3.7 Determinacién cualitativa de la presen-
cia de alcaloides en extractos de hierba
mora e higuerén

En muestras que contienen alcaloides, la adicién del
Reactivo 1 forma un precipitado fino de color amarillo
o naranja y la adicién del Reactivo 2 forma precipitados
de color verde o azul [21].

3.7.1 Alcaloides en el extracto semi-purificado y en la
fraccion mads activa de hierba mora

Al agregar el Reactivo 2 al extracto semi-purificado de
hierba mora, se observé la formacién de precipitados de
coloracién azul verdosa intensa y al afiadir el Reactivo
1, se detectaron precipitados amarillos intensos. Esto ve-
rifica la presencia de alcaloides, a pesar del tratamiento
del extracto crudo con etanol al 96 %. Con el concentrado
de la fraccién maés activa también se formaron precipita-
dos de color amarillo pero muy leve, al afiadir Reactivo
1y verde muy tenue con el Reactivo 2, lo que indica que
el proceso de purificacién cromatogréfica por filtracién
en gel, también, permiti6 eliminar, en cierto grado, los
alcaloides presentes en los extractos iniciales.

3.7.2 Alcaloides en el extracto semi-purificado y con-
centrado de la fraccién mads activa de higuerén

Para el caso del extracto semi-purificado de higuerén, el
Reactivo 1 y el Reactivo 2 formaron precipitados amari-
llos y verdes intensos, respectivamente.

Al afiadir, los Reactivos 1y 2 sobre el concentrado de
la fraccién mds activa de higuerén, también se observé
la aparicién de precipitados amarillos y azules tenues.

Aunque se evidencia la presencia de alcaloides en los
extractos semi-purificados y en los concentrados de las
fracciones mads activas, se pudo apreciar una notable di-
ferencia en la intensidad del color de los precipitados de
los extractos antes y después del proceso de purificacion.

Se confirma que la cromatografia de filtracion en gel
y la ultracentrifugacion, son procesos que eliminan com-
puestos por tamario molecular y entre ellos los alcaloides
de las muestras, que podrian conferir toxicidad a los ex-
tractos [9],[13].

4 Conclusiones

1. A través de la adicién de etanol al 96 %, se aislo
y purificé parcialmente las proteasas de las hojas
de hierba mora y de los tallos de higuerén. Ade-
mas, se determinaron las condiciones 6ptimas para
el uso de DTE (ditioerititrol) como aditivo conser-
vante de la actividad proteolitica.

2. En esta etapa de purificacién se obtuvo un porcen-
taje de rendimiento del 71.4 % en actividad casei-
nolitica para las hojas de hierba mora y del 86.4 %
para los tallos de higuerén. En estos casos, se lo-
gré un grado de purificacion de 1.93 y 1.10 veces,
respectivamente.

3. A través de la cromatografia de filtraciéon en gel
con los extractos semi-purificados de hierba mora e
higuerén, se increment6 la actividad especifica de
ambas muestras. Ademads se tuvo un rendimiento
en actividad caseinolitica, del 72.9 % para la hierba
mora y del 16.4 % para el higuerén.

4. Mediante la electroforesis de las muestras de hier-
ba mora, se determiné la presencia de proteinas
con pesos moleculares entre 14 y 144 kDa, con ban-
das més concentradas en unos 50 kDa. En cambio,
para las muestras de higuerén, los pesos molecu-
lares de las proteinas estuvieron comprendidos en-
tre 17 y 137 kDa, con bandas més concentradas en
unos 45 kDa.

5. Existié mayor actividad caseinolitica en la fraccién
mas activa de la hierba mora a pH 10.5 y 37 °C,
mientras que para la fraccién mds activa de higue-
rén, las condiciones 6ptimas fueron pH 8.5 y 45 °C.

6. La cinética enzimdtica de la fracciéon mds acti-
va de hierba mora, presenté una probable in-
hibicién por exceso de sustrato, con valores de
Kvy = 314 umol/L, K1 = 585 umol/L y
Vimax = 878.7 UE /mL.

7. La fraccion més activa de higuerén presen-
t6 un ajuste al Modelo de Michaelis-Menten.
Las constantes cinéticas obtenidas fueron
Ky =49 umol/Ly Vinsx = 87.3 UE /mL.

Se encontro la presencia de alcaloides, en los ex-
tractos semi-purificados y los concentrados de las
fracciones maés activas de las muestras de hojas de
hierba mora y de tallos de higuerén, los cuales, po-
drian conferir toxicidad a los extractos obtenidos.
Sin embargo, se demostré cualitativamente que la
cromatografia de filtracion en gel es un efectivo
proceso de purificacién, que elimina dichos com-
puestos.
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