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Resumen

Se investig6 la actividad proteolitica en diferentes 6rganos de especies vegetales presentes en las provincias de
Loja y Pastaza. El objetivo fue determinar el érgano vegetal o el latex con la mayor actividad proteolitica, en ca-
da provincia en estudio, para posibles aplicaciones medicinales o industriales. En total, se analizaron 95 muestras
vegetales y 6 muestras de latex. En cada muestra se determiné la concentracién de proteina, la actividad proteo-
litica, el porcentaje de hidrolisis y la actividad especifica. Para la provincia de Loja, la muestra vegetal més activa
correspondi6 al extracto semipurificado de las ramas del higuerén (Ficus apollinaris Dugand, Moraceae), con una
actividad caseinolitica de 11.10 UE /mL y la muestra de ldtex mds activa fue obtenida del toronche (Vasconcella pu-
bescens Lenné & Koch, Caricaceae), con una actividad de 7.93 UE /mg de latex seco. Para la provincia de Pastaza,
la muestra vegetal con la mayor actividad proteolitica fue la corteza de la ufia de gato (Uncaria tomentosa Willd,
Rubiaceae) con un valor de 2.65 UE /mL de extracto semipurificado y la muestra de latex mds activa fue obtenida
del higuerén (Ficus apollinaris Dugand, Moraceae), con un valor de 4.90 UE /mg de latex seco. Todas las muestras
de las especies mencionadas se pueden considerar como fuentes potenciales de enzimas proteoliticas.

Palabras claves: actividad caseinolitica, grado de hidrélisis, actividad especifica, muestras vegetales, muestras de
latex.

Abstract

Proteolytic activity was investigated in different organs and latex samples from common plants from Loja and
Pastaza provinces for possible medicinal or industrial applications. Ninety five vegetal samples and 6 latex samples
were analyzed. Protein concentration, caseinolytic activity, hydrolysis degree and specific activity were determined
for each sample. For the samples from Loja province, the most active samples corresponded to the semi-purified ex-
tract form branches of higueron (Ficus apollinaris Dugand, Moraceae), with 11.10 EU/mL of caseinolytic activity and
the latex obtained from toronche (Vasconcella pubescens Lenné & Koch, Caricaceae) with an activity of 7.93 EU/mg
dry latex. For Pastaza province, the semi-purified extract prepared from bark of cat’s claw (Uncaria tomentosa Willd,
Rubiaceae) presented the highest proteolytic activity with 2.65 EU/mL together with the latex obtained from hi-
gueron (Ficus apollinaris Dugand, Moraceae) with a caseinolytic activity of 4.90 EU/mg dry latex. All samples from
both species might be considered as potential sources of proteolytic enzymes.

Keywords: caseinolytic activity, hydrolysis degree, specific activity, vegetal samples, latex samples.

1 Introduccion

Las proteasas tienen gran importancia en varios proce-
sos bioldgicos, como la coagulacion sanguinea, la muer-
te celular, la diferenciacién de tejidos, el metabolismo, el
transporte de las proteinas a través de las membranas
celulares y la activacién de otras enzimas [5]. Estas enzi-
mas son utilizadas en diferentes procesos industriales,
tales como en las industrias alimenticia, farmacéutica,
textil, en la formulacién de detergentes, en las curtiem-
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bres y en los procesos de biorremediacién, debido a su
eficacia, accién especifica y a su alta biodegradabilidad
(5], [10].

Las enzimas proteoliticas pueden ser obtenidas de di-
versas fuentes naturales. Como el Ecuador posee una al-
ta y, hasta cierto punto, inexplorada biodiversidad ve-
getal, se desarroll6 este proyecto de investigaciéon para
identificar la presencia de enzimas proteoliticas en espe-
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cies vegetales comunes en las provincias de Loja y Pasta-
za. Dichas proteasas podrian ser empleadas en posibles
aplicaciones medicinales o industriales.

2 Materiales y métodos

2.1 Recoleccion de especies vegetales

Las muestras provinieron fundamentalmente del Parque
Nacional Podocarpus, del banco vivo y de la estacion
agroecoldgica de la Universidad Técnica Particular de
Loja en la provincia de Loja, y del Parque Etnobotéanico
Omaere en la provincia de Pastaza.

Las muestras recolectadas se identificaron con un
nombre comun, el nombre cientifico, la ubicacién del
muestreo, las caracteristicas y los usos de las especies en
la zona. Se lavaron con agua destilada, se secaron con
papel absorbente, se colocaron en bolsas plésticas, se eti-
quetaron y se almacenaron en refrigeracién hasta su uti-
lizacién en maximo 30 dias posteriores.

2.2 Preparacion de las muestras

Para la preparacién del extracto vegetal, se utilizaron al-
rededor de 15 g de muestra, que fue homogenizada por
3 min, con tampoén fosfato de sodio, 50 mmol/L, pH 7.5,
en una relaciéon de 1 : 3 (peso de muestra vegetal: vo-
lumen de tampoén). El extracto obtenido se filtré y lue-
go se centrifugd por 20 min, a 2147 g, en una centrifuga
DAMON, modelo IEC HN-S.

Para obtener el extracto semipurificado, se realizé
una precipitacion de las proteinas presentes en el extrac-
to crudo con etanol. Se emplearon 1000 L de extracto,
estabilizado con 50 puL de solucién de NaCl 4 mol/L, y
se precipité mediante la adicién de 2000 pL de etanol,
al 96 %. La proteina precipitada se separd por centrifu-
gaciéon a 2716 g, por 5 min; se dejé secar y luego se re-
suspendi6 y homogenizé en 2000 uL de tampén fosfato
didcido de sodio, 50 mmol/L, pH 7.5 [9].

En el caso de las muestras de latex, los latex frescos
fueron secados en una estufa Cenco (U.S.A.), a 42 °C, por
alrededor de 12 h. Las muestras secas se colocaron en tu-
bos Eppendorff y se almacenaron en refrigeracién hasta
su utilizacién en los 15 d siguientes.

2.3 Determinacion de la concentraciéon de
proteina

Para determinar la concentracién de proteina en los ex-
tractos vegetales, se utilizé el método espectrofotométri-
co. La muestra fue preparada previamente, con 100 uL
de extracto semipurificado diluido en tampén fosfato
de sodio 50 mmol/L y pH 7.5. La lectura de la densi-
dad 6ptica de las muestras fue a 280 nm, en un espectro-
fotémetro Shimadzu UV-240 [3].

La concentracién proteica en los extractos de latex, se
determiné con el método de Lowry et al. (1951). Para ob-
tener los extractos, se maceraron 0.005 g de latex seco en

2 mL de tampén Tris HCl 50 mmol/L y pH 8. Se cons-
truy6 una curva de calibracién con albtimina de suero
bovino (SIGMA, U.S.A.) como estandar. La lectura de la
DO fue realizada a 650 nm (Martinez, 2005).

2.4 Determinacion de la actividad
proteolitica

En los extractos vegetales, la actividad proteolitica fue
determinada por incubacién a 37 °C, durante 20 min, de
0.1mL de extracto semipurificado con 1.1mL de solucién
de caseina al 1 %, preparada en tampén fosfato de sodio
50 mmol/L, pH 7.5. Para detener la reaccién, se adicio-
naron 1.8 mL de &cido tricloroacético (TCA) al 5%. Lue-
go se realiz6 una centrifugacién a 2716 g, durante 30 min
y se determiné la DOyg( del sobrenadante [8], [7].

Una unidad enzimaética (UE) fue definida como la
cantidad de enzima necesaria para producir la eleva-
cién de 0.1 mg/mL de caseina hidrolizada, en la mezcla
de reaccién, utilizada para medir la actividad durante
20 min de incubacién [8].

La actividad proteolitica en las muestras de latex
fue determinada segin el método descrito por Nufiez
(2007). Para lo cual, 0.005 g de latex seco con 1 mL de
tampoén Tris-HCI 50 mmol/L , pH 8, y 1 mL de solucién
de caseina al 1 % en tampén fosfato de sodio 50 mmol /L,
pH 7.5, fueron incubados a 37 °C durante 30 min. Se de-
tuvo la reaccién con 3 mL de TCA al 5% y se realiz6
una nueva incubaciéon a 25 °C, durante 30 min. Enton-
ces, se centrifugé la mezcla por 30 min a 2716 g y se ley6
la DOyg; del sobrenadante [7].

En el caso de las muestras de latex, la unidad enzima-
tica fue definida como la cantidad de enzima necesaria
para producir la elevacién de 0.15 unidades en la densi-
dad 6ptica de la mezcla de reaccién, al cabo de 30 min de
incubacién [8].

2.5 Determinacion de la actividad especifica

La actividad especifica, tanto para los extractos vegeta-
les como para las muestras de latex, fue determinada
mediante la divisién de la actividad caseinolitica para la
concentraciéon de cada muestra o extracto. La actividad
enzimdtica fue expresada en unidades enzimaticas por
mg de proteina [2].

2.6 Grado o porcentaje de hidrélisis (GDH)

El GDH fue encontrado mediante la relacién entre la
concentraciéon de proteina determinada en el sobrena-
dante, luego de la hidr6lisis y la concentracién de protei-
na en la solucién inicial de caseina, utilizada en el ensayo

[7].
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3 Resultados y discusién
3.1 Muestras vegetales de la provincia de
Loja

Se analizaron 80 muestras vegetales, procedentes de la
provincia de Loja, de las cuales 30 no mostraron activi-
dad proteolitica.

La Tabla 1 presenta la concentracién de proteina de
las muestras de mayor concentracién proteica, que no
mostraron actividad proteolitica.

Tabla 1. Resultados de la concentracion de proteina para mues-
tras vegetales sin actividad de la provincia de Loja

Concentracién de
Muestra Cédigo proteina
(mg/mL extracto)
Rama de VainilloR 6.44
Vainillo
Fruto de
Matapalo(z) Matapalo2FR 6.70
Raiz de Niguilla NiguillaRZ 6.87
Flor de Matico3FL 8.15
Matlco(B)
Rama de Matico3R 9.50
MathO(S)
Hoja de Lechero LecheroH 9.84
Hoja de Matico3H 15.80
Mat1c0(3)
Hoja de
Matapaloy, Matapalo2H 15.90
Hoja de N
Niguilla NiguillaH 20.09
Vaina de VainilloVN 31.78
Vainillo

Las Figuras 1, 2, 3 y 4 presentan la concentracion de
proteina, la actividad proteolitica, el porcentaje o grado
de hidrdlisis y la actividad especifica para las 10 mues-
tras, procedentes de la provincia de Loja, que presenta-
ron los valores mas altos.
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Figura 1. Concentracién de proteina de las muestras vegetales
de la provincia de Loja, con actividad proteolitica
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Figura 3. Grado de hidrolisis de caseina de las muestras vege-
tales mas activas de la provincia de Loja

De las muestras de Loja, el extracto de las ramas de
higuerén (Ficus apollinaris Dugand) presento la actividad
proteolitica y el grado de hidr6lisis mas elevados, con
valores de 11.10 UE /mL y 1.39 %, respectivamente.

De las muestras recolectadas en la provincia de Loja,
la corteza del fruto de toronche (Vasconcella x heilbornii
Badillo), con un valor de 17.05 UE /mg de proteina, pre-
sento la mayor actividad especifica, aunque no sea de las
muestras mads activas, como se ve en la Figura 2, gracias
a su muy baja concentracién proteica (0.132 mg/mL). El
alto valor de la actividad proteolitica especifica indicaria
que dicha muestra presenta un elevado grado de pureza
y que las proteasas presentes en ella son las més activas.

3.2 Muestras vegetales de la provincia de
Pastaza

Se analizaron 15 muestras vegetales, procedentes de la
provincia de Pastaza, de las cuales 4 no presentaron ac-
tividad proteolitica. La concentracién de proteina de las
muestras sin actividad, se presenta en la Tabla 2 y Los
resultados de los andlisis enzimaticos, para las muestras
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vegetales activas de la provincia de Pastaza, se presentan
en las Figuras 5,6, 7 y 8.
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Figura 4. Actividad especifica de las muestras vegetales mas
activas de la provincia de Loja

Tabla 2. Resultados de la concentracién de proteina para mues-
tras vegetales sin actividad de la provincia de Pastaza

Concentracién de
Muestra Cédigo Proteina
(mg/mL extracto)
Fruto de Duco DucoFR 0.025
Hoja de
) PomarosaH 0.093
Pomarosa
Flor de Duco DucoFL 0.184
Rama de Una -
P UnaGatoGenR 1.090
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Figura 5. Concentracién de proteina de las muestras vegetales
de la provincia de Pastaza, con actividad proteolitica

La mayor concentracién de proteina encontrada en
las muestras de la provincia de Pastaza, se present6 en
las hojas de chalviande (Virola dixonii Little), con un va-
lor de 8.90 mg de proteina por mL de extracto semipuri-
ficado.
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Figura 6. Actividad proteolitica de las muestras vegetales co-
lectadas en la provincia de Pastaza
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Figura 7. Grado de hidrolisis de caseina de las muestras vege-
tales colectadas en la provincia de Pastaza

En la muestra de la corteza de ufia de gato comer-
cial (Uncaria tomentosa Willd), se presentaron los mayo-
res valores de actividad proteolitica y de porcentaje de
hidrélisis, con 2.65 UE /mL y 0.32 %, respectivamente.
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Figura 8. Actividad especifica de las muestras vegetales colec-
tadas en la provincia de Pastaza

87



Christian Gémez, Marco Sinche, Jessica Duchicela, Ricardo Mufioz y Patricio Castillo

La mayor actividad especifica fue encontrada en
las nervaduras de duco (Clusia sp.), con un valor de
20.27 UE /mg, a pesar de que en la actividad proteolitica,
como en el grado de hidrdlisis, esta muestra se ubica en
cuarto lugar, entre las més activas, como se ve en las figu-
ras 6 y 7; pero, se ubica en el décimo primer lugar, entre
las muestras con mayor contenido proteico, con apenas
0.07 mg/mL de extracto semi-purificado, lo que explica
su mayor actividad especifica, por encima de las de otras
muestras, como de ufia de gato y de chalviande [2].

3.3 Muestras de latex de la provincia de Loja

Los resultados obtenidos con las 4 muestras de latex, re-
colectadas en la provincia de Loja, se presentan en las
Figuras 9, 10, 11 y 12, en las que se muestran los valo-
res de concentracién de proteina, actividad proteolitica,
grado de hidrdlisis y actividad especifica.

El latex del toronche (Vasconcella pubescens) presentd
los mas altos valores de concentracién proteica, activi-
dad proteolitica, porcentaje de hidrélisis y actividad es-
pecifica, con valores de 0.67 mg de proteina por mg de
latex seco, 7.93 UE /mg, 69.63 % y 11.92 UE /mg, respec-
tivamente.

En este caso, el latex de toronche posee las cantidades
necesarias de actividad proteolitica y concentracién pro-
teica que garantizan que la misma muestra posea la mas
alta actividad total y especifica. El alto grado de hidroli-
sis alcanzado, de 69.63 %, reflejaria la alta especificidad
de las proteasas presentes por la composicién aminoaci-
dica de la caseina [2].
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Figura 9. Concentracién de protefna en muestras de latex co-
lectadas en la provincia de Loja
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Figura 13. Concentracién de proteina en muestras de latex co-
lectadas en la provincia de Pastaza

3.4 Muestras de latex de la provincia de Pas-

taza

En las Figuras 13, 14, 15 y 16 se muestran los resultados
de la concentracién de proteina, la actividad proteolitica,
el porcentaje de hidrdlisis y la actividad especifica, obte-
nidos para las 2 muestras de latex tomadas en la provin-
cia de Pastaza.

El latex de higuerén (Ficus apollinaris Dugand) pre-
sento los valores mds elevados en concentracién de pro-
teina, actividad proteolitica y porcentaje de hidrélisis,
mientras que el latex de chalviande (Virola dixonii Little)
mostr6 la mas alta actividad especifica, con un valor de
13.52 UE /mg de proteina, lo cual indicaria que la enzi-
mas proteoliticas presentes en el latex de chalviande, son
mads activas que las del higuerén, por su mayor especifi-
cidad por la caseina, usada como sustrato, a pesar de que
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la muestra de chalviande posee un 29.4 % menos activi-
dad proteolitica, pero con un 60.0 % menos de contenido
de proteina, que el higuerén [2].
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Figura 14. Actividad proteolitica en muestras de latex colecta-
das en la provincia de Pastaza
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4 Conclusiones

De las muestras de érganos vegetales, evaluadas para
las provincias de Loja y Pastaza, las ramas de la espe-
cie higuerén (Ficus apollinaris Dugand, Moraceae, Loja),

con un valor de 11.10 UE /mL de extracto semipurifica-
doy la corteza de la especie ufia de gato comercial (Unca-
ria tomentosa Willd, Rubiaceae, Pastaza), con un valor de
2.65 UE /mL de extracto semipurificado, presentaron los
valores mds altos de actividad proteolitica y las convier-
te en las mejores fuentes potenciales de enzimas proteo-
liticas, que podrian ser empleadas en aplicaciones medi-
cinales o industriales. Las muestras de latex colectadas,
que muestran las mads altas actividades proteoliticas, son
de las especies higuerén (Ficus apollinaris Dugand, Mora-
ceae, Pastaza), con un valor de 4.90 UE /mL de extracto
semipurificado, y toronche (Vasconcella pubescens Lenné
& Koch, Caricaceae, Loja), con un valor de 7.92 UE /mL
de extracto semipurificado, lo cual ratifica el uso medici-
nal del latex, de la especie Higuerén, como un cicatrizan-
te de heridas y, en el caso del latex de la especie toronche,
aunque no se atribuy6 un uso doméstico en la zona de
crecimiento, podria tener una aplicacién en la industria
alimenticia, por ejemplo.
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