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“ LAS PROTEASAS VEGETALES de ( Yucca filifera ), COMO
SUSTITUTOS DE ENZIMAS PROTEOLITICAS =

1.- RESUMEN

Las enzimas son biocatalizadores que se emplean en el procesamiento de

alimentos. En México la produccion de ellas es hmitada segun lo indican las

estadisticas del sector oficial teniendose en una alta proporcién la importacién de

las mismas.

Las enzimas del cuajo desde tempos remotos se han utihizado para

coagular las proteinas de la leche y obtener asi el queso. En la actualidad también
es posible utilizar proteasas de ongen vegetal, con este mismo propadsito. Existen

antecedentes de que en las zonas semiandas de nuestro pais se utihza como
substituto del cuajo la hoja de la Ywucca filifera (paltma barreta). que crece en
Tula Tamaulipas y su entorno

Por tal motivo en el presente trabajo se pretende aislar y caractenzar a las

proteasas presentes en Ywucca Filifera La enzima o enzimas presentes se

extraeran con soluctdn reguladeora en un pH de 4 - 8 con urn intervaio ce 0.5,

ayudando a mejorar la extraccion con la adicion de NaCl al 5%, se medira la

actividad quimosinica, la actividad proteolitica por Kunitz modificado por Ontega y
Del Castillo, también se medira la concentracion proteica por Lowry. Si existe

actividad se procedera a arslar y separar !a enzima en el mejor pH de extraccion

obtenido, precipitandola con Sulfato de Amenio al 1007%: de saturacion, la
Una vez dializada la proteina se

proteina floculada se separara y dializara

detarminara el peso molecular de 1a enzima, su punto isoeléctnco, y si la enzyima
10



presenta mas de una banda en la electroféresis, se procedera a determinar un
fraccionamiento por cromatografia en columna con las condiciones establecidas
por (Dutoit, 1975). utiizando Sephadex G75 y G200, enseguida se procedera a
determinar la actividad proteolitica por Kunitz modificado por (Ortega y Del
Castillo, 1982) de las fracciones recolectadas asi como su concentracion
proteinica y actividad quimosinica. Posteriormente de acuerdo a los
sobrenadantes que tengan mayor actividad proteolitica, se procedera a deterrminar
la cinética enzimatica., determimnando el pH &ptimo en un intervalo de ( 4 - 8),
temperatura optima (5 - 65°C), efecto de concentracidn de enzima con caseina
(0.5%) y efecto de concentracidn de sustrato utilizando caseina a diferentes
concentraciones. Asi mismo se procedera a determinar un analisis quimico
proximal para observar como afectan estos componentes en la extraccion de las
posibles enzimas.

Una vez realizados 1os ensayos propuestos se procedera a reportar los

resultados obtenidos.




2.. INTRODUCCION

2.1 Generalidades

Las proteinas estan dentro de !os principales constituyentes de los organismos
y deben ser renovadas continuamente y esta es tarea de las enzimas
protecliticas.
tas proteasas catalizan el rompimiento hidrolitico del enlace peptidico
produciendo pequefias unidades de peéptidos
Las enzimas proteoliticas son de una amplic interés para la comunidad
cientifica ya que desempedan papeles criticos en Jjos sistemas bioldgicos, y
ademas se les puede utilizar como herramientas, para los quimicos de proteinas.
quimicos de sintesis. bidlogos clinicos y bidlogos de membrana, !las proteasas
son herramientas o las usan como sondas para el estudio de polipéptides y de la
estructura macromolecular. (Oliver. 1994)

Las enzimas proteoliticas constituyen uno de 'os Grupes mas importantes de
las enzimas ndustnales representan aproximadamente el 25% de las ventas de
las enzimas (Oliver, 1894).

En Meéxico, la importacién de enzimas para cualquiera de las ramas
industriales que las utilizan. resulta muy costoso. por lo que el desarrollo de
tecnologias basadas en estos productos implica un nesgo de dependencia

externa cada vez mayor, cabe sefalar que en 1994, la importacién de enzimas,



alcanzd un costo de $ 26, 540, 000(Anuano Est. 1994) disminuyendo el uso de las
mismas por su alto valor comercial con respecto al afio anterior que fue tres veces
mas la cantidad importada, por esta razdén es necesano la generacion de
tecnologia propia asi como la busqueda de fuentes de obtencidn de enzimas en
el pais por la imponancia industnal que representan puesto que las enzimas
proteoliticas son empleagdas en la industna, cervecera, para la clarnficacion de
mostos fermentados; como ablandadores de carne. en panificaciédn, en farmacia

para disminuir edemas, como anthelminitico, entre otros, (ibarra. 1568)

2.2 Fuentes de Enzimas
Las enzimas proteoliticas pueden ser de ongen animal, (gquimosina), de ongen
vegetal como la mexicaina) y de origen microbiano (A. oryzeae), (E. Parasitica).
Diversas fuentes bibliograficas mencionan que en el periodo que comprende
entre 1940 y 1970 hubo un crecimiento notabie en el uso de las enzimas en la
industria Alimentaria , Durante este periodo se emperaron a emplear diversas

enzimas proteoliticas (Cruz y Victona, 1993)

2.3 Enzimas de ongen vegetal
La fuente prnncipal para la elaboracidn de proteinasas son ias plantas., aungue
algunos investigadores en 1949, (Berger, Jhonson y Peterson). demostraron la
presencia de proteinas con actividad prcteclitica y peptidica en los cultivos de A.
oryzae, entre otros.(lbarra, 1968)
Algunas de las plantas que producen las proteasas son : la pifia (Anana sativa,

A. comosa, Bromelia ananas).



Vanas especies del género Ficus (higueras) contienen en su latex una proteasa
conocida como ficina, empleada como antihelmintico

La Asclepias mexicana y A speciosa, (Algodoncillo o Tialayoti) contienen
enzimas llamadas asclepainas

Estudios realizados por Castafieda y colaboradores en e! afio de 1943 informan
de la presencia de otra proteasa, llamada por los autores forbaina, Que se
encuentra en la candelilla (Euphorb:a cenfera)

Aun  cuando existe una gran cantdad de orgamsmos de donde obtener
proteinasas Henry menciona en ei anc 1958 que dentro de 1as enzimas que se
producen a mas bajo costo se encuentra la papaina que se extrae del latex de la
papaya (Canca papaya) (Ilbarra, 1968} Anuanc Estadistico. 1994}

Datos Estadisticos de INEGI mencionan que hasta 1953 la papaina seguia
siendo una enzima de relevante i/mportancia econdmica por Sus importaciones
siendo esta la de mayor voiumen gue se utihza en el mercado nacional e
internacionai siendo la proteinasa mas popular de las plantas supenores y de usc

mas extendido.

2.4 Aplicaciones
Estas proteasas de ongen vegetal hene muchas aplicaciones industriates tales
como en la produccion de hidroiizados proteimcos de origen animal, y vegetal, en
la elaboracion de quesos,. detergentes, en la industna pasteiera, en los procesos

de fabncacion de cerveza, como ablandadores de carne. entre otrcs

14



2.5 Clasificacion de Proteasas
En 1960 Harnley hizo una clasificacion de ias enzimas proteoliticas y las

dividié en 4 grupos con base a su Mmecanismo de acgion

a) Proteasas serinicas
b) Proteasas sulfrudrilicas

¢} Proteasas que contienen metat
d) Proteasas acidas {(Whutaker, 1984)
Los datos experimentales reumdos hasta el momento, permuten suponer gue
las enzimas pertenecientes al grupo (a) y (b) operan por mecanismos similares,
lo hacen de modo distinto. Al primer grupo (a)

(c} y (d)
y microtrane, como la quimosina y

en tanto que las

corresponden proleinas de ongen animal
En el segundo grupo (b) se encuentran la mayoria de las proteinas de

tipsina .
origen vegetal. Las enzimas de los dos pnmeros grupos idrohran  enlaces en el
A

interior de la cadena peptidica, por 10 que se les Hlama endopeptidasas

diferencia de éstas. las del tercer grupe (€) © exopeptidasas. Unicamente pueden
la cadena. bien sea e carboxilico

actuar sopre el enlace extremo de
{carboxipeptidasas) o el aminico {(aminopeptidasas) Finalmente como ejempio det

cuanto grupo {d)., se puede citar a la pepsina def jugo gastrnco de fos mamiferos

{Cruz y Victona, 1973)

Las proteasas sulfhidrikcas tienen la caracterishca comdn de ser mbtubidas
por reactivos sulfhidriiicos 1os cuales reaccionan con el grupe tiol det siho activo
A este grupo pertenecen las enzimas de plantas superncres como: papaina, ficina,

bromeiina, mexicaina, etc {(Yeh Ceballos, 1991} Estudios realizados sefalan que



no todas las proteascs de plantas supenores son sulfhidrihcas como es el caso de
ia proteasa encontrada en el rompillo (Solanum elegnifoliurm)(Velasco, 1984).

Las enzimas protectiticas de origen vegetal presentan una propiedad
comun. la de coagular la caseina de la leche, caracteristica que les permite ser

utilizada en la fabricacion de quesos (Whitaker, 1994)

2.6 Coagulacion de la Leche
La coagulacion de la leche en la produccion de quesos y la habilidad de fa

quimosina por conducir la formacion del coaguloc ha sido conocida por largo

tiempo. La adicion de ia quimosira a la leche a pH 5 - 6 resulta en una hidrolisis
rapida de los enlaces peptidicos que destruye la estabiidad de las micelas de » -
caseina . La hidrolisis de los eniaces peptidicos que destruye la estabididad de la

micela de la x - caseina la cual esta asociada con la formacicn del coaguic £l

paso inicial es una catalisis enzimatica los otros pasos son no enzimaticos. La

energia de activacion para el pnmer paso es cercana a 6 kcal/mel, mientras que

la disociacidn y pasos de agregacion es cercana a 40 kcal/mol. (Alais. 1984)

No todas las enzimas protecliticas son iguales para coaguilar ia leche y

producir quesos Algunas enzimas proteoliticas al adicicnarse a la leche no solc
forman coagulo sino que contintan hidrolizanco los enlaces peptidicos en toda la

caseina dandc lugar a una proteolisis general La aceptab:icad age las enzimas

proteoliticas para proccuccicn de gquesos esta deterrminada per la velocidad de

actividad de coagulacion de la leche en una protolisis general, y por la inhabilidad

para formar péptidos gue produzcan sabores amargos a los quesos almacenados

(Whitaker, 1594)

i
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2.6.1 JAecanismos de coagulacion

La complejidad del fendmenc de coagulacion de fa leche, comprende una serne

de transformaciones con posibiidad de superponerse entre s, Y puede
producirse por tres diferentes mecanismos a) acida, b) enzimatca; ¢) mixta

(Veiseyre, 1972)(Alais, 1984)

2.6.1.1 La coagulacidn aciaa consiste en que la leche normalmente

presenta una flora wvanada. formada principalmente por Lactococcus y

Lactobacillus. Estos microorganismos son jos responsables de la fermentacion
de la lactosa produciendo acido lactico, el cual es capaz de disminuir el pH de la

leche hasta alcanzar el punto isoelécinco de las caseinas que es de 46

originando su precipitac:on.
Las caracteristicas de textura (firmeza, fragilidad, permeabiidad) de la cuajada

se ven disminuidas por este mecanismo, asi mismo el rendimento se reduce

debido que durante el desuerado se perde parte de la caseina. ademas se

elimina caicio, 1o cual no es muy conrveniente cdesde el punto de vista nutncional

2.6.1.2 La coagulacién enzimatica se puede efectuar por tres vanedades de
enzimas, las de origen vegetal. animal y micrcbianc Dentro de las cuales las
proteasas de origen vegetal son las que ocupan nuestro interes

En la coagulacion enzimatica. la enzima que mas se uhhza es la qumosina o
cuajo que rompe el enlace especifico 105 - 106 de la » - caseina el cudl contiene
una gran cantidad de cargas. desestabiizando la micela de caseina compuesta

por las caseinas us, 3. x y de esta manera las caseinas sensibles al calcio (as. B )

17



se agregan entre si para formar propiamente el codgulo, el cual presenta una
consistencia geiatinosa, elastica, gran impermeabilidad y contractibilidad de las
micelas. La gran impermeabilidad de la cuajada impide el desuerado espontaneo
o que trae como consecuencia la intervencion mecanica que implica core
agitacidon y prensado, al evitarse pérdida de calcio por este tipo de coagulacién se
permite obtener pastas mas firmes y mayor rendimiento en obtencién de quesos.

A causa de !a escaser y carencia del cuajo (Quimosina) de temero en
determinadas épocas del aflo se han utilizado diferentes susttutos entre los que
se encuentran las proteasas vegetales. aungue estos NoO  se preparan

industriaimente. (Alais, 1984)

2.6.1.3 Coagutacién mixta: 1a leche se coagula por la accidén conjunta del
cuajo y la acidificaciéon, es la mas ampliamente difundida y utilizada por todas las
queserias, ya que permite obtener caracteristicas de cuajado intermedias entre

las dos antenores ademas de disminuir el tiempo de coagulacion.

2.7 Descripcidon de las zonas aridas y semiaridas
La cubierta vegetal de las regiones de clima arido y semiarido de México, es
tan variable desde el punto de vista econdmico que diversos autores (Metler,
1947, Miranda y Hernandez, 1968, Rzedowsky, 1966) reconocieron y denominaron
para esta parte del pais una serie de tipos de vegetacién caracterizados por su
aspecto sobresaliente. En sintesis reconocieron reunir todas las comunidades de

porte arbustivo de las zonas aridas y semiaridas dentro de un colectivo

P




denominado matorral xeréfilo La vegetacidn xerofita encuadra de manera

armonica diferentes sistermas de tipos de vegetacion

El matorral xérofito cubre la mayor pane del terntorio  de la peninsula de Baja

California, grandes extensiones de la planicie costera de las montafias de

Sonora, altas areas del Altiplanicie, desde Chihuahua, Coahuiia hasta Jalisco,

Guanajuato, Hidalgo, Estado de México, Puebla, Oaxaca, Ademas constituye la

vegetacion de una parte de la Planicie Costera nororiental desde Coahuila

Tamaulpas !a sierra madre onental etc

Los matorrales xerofitos se pueden observar practicamente en todo tipo de

condiciones topograficas y no hacen mayor discriminacion en fo relativo a!

sustrato geoldgico, aungque estos factores, at igual que el tipo de suelo, con

frecuencia influyen en forma notabie en la fisonomia y en la composicién floristica
de las comunidades.

Los matorrales xeréfitos, considerados en conjunto son quiza de las

comunidades menos afectadas por las aclividades del hombre, consecuencia

\bgica de las condiciones climaticas imperantes que por lo general no son

favorables ni en el desarrollo de ta agricultura | ni al de la ganaderia intensiva y el
aprovechamiento de las plantas silvestres es timitado

Pero a su vez ia faita de recurscs hace que el hombre que habita las regiones
aridas se empefie mas en obtener provecho de la vegetacidn natural que el que
vive en areas con suficiente agua. De esta manera un gran numeroc de piantas

silvestres se utilizan para fines de construccidn, como ceras, como combustible,

como textiles, medicinales y aun como productos alimenticios, sobre todo en

épocas de escasez .
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. Cojullo en de:sarrollo

3.- Yucca filifera. 4



Los efectos de su empleo a menuao sSon Muy poco notables en los alrededores

de los poblados, pero pocas veces a mayor distancia,. Unas cuantas especies, en

cambio son © han sido objeto de explotacidn intensiva con fines de comercio e

industrializacion en escala mas o menos importante. (Rzedowski, 1978)

2.7.1_La Yucca filifera
La Yucca filifera se encuentra distnbuida como lo muestra ta figura 1 . Las

mayores densidades se localizan en dos zonas, ubicadas una en el Mpio. de

Salinas Victoria, N. L_; y 1a otra en el Mpio. de Guadalcazar, S.L.P. (hasta mas de
300 plantas por ha). Su habitat se encuentra en planicies con suelos profundos.
bien drenados 0 con deficiente drenaje. con altitudes entre 500 y 2400 m snm.
Forma pane del estrato arbdreo, principalmente en el Matorral desértico. Esla

Y. flifers la especie con mas amplia distribucion y que presenta las mayores
densidades, aunque tal

como sucede con otras especies, cada dia son
substituidas sus areas de dispersion por terrenos de cultivo. (Pifia, Matuda, 1980)

Debido a que en la zona de Tula, Tamaulipas (ver figura 1 * ) utilizan la

cuticula de 1a Yucca filifoera (palma barreta) como un sustituto de cuajo para la

elaboracion de quesos y/o jocoque, que consiste en adicionar a la leche recién
ordefiada aproximadamente 2g de cuticula de la paima, dejaria reposar cerca de

fa chimenea, (1 - 2h), posteriormente ya formado el coagulo , cortan y desueran la
cuajada, la muelen, salan y moldean la cuajada para formar el queso. O bien
solo coagulan la leche recién ordeiflada, con la cuticula la dejan reposar y una
vez formado el coaguio adicionan sal y consumen el jocoque.
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Lea_Yuycca filifera es conocida entre 10~ pobladores como palma barreta, es una

planta arborecente que llega a medir hasta 20 m de altura con el tallo
generalmente simple, con las hojas aglomeradas y en forma de daga, agudas con
el borde filifero de aproximadamente 3 cm de ancho. y hasta 55 cm de largo,
flores blancas de hasta 3 cm de largo en paniculas mas o menos cilindrica
pendular, por o contrario a otras palmas (o Yuccas, por ejemplo la ¥ _Carpernsana )
con la cual se le confunde por sus caracteristicas fisiolégicas, la fibra de_Yucca

filifers los campesinos no la consideran expiotable por su fragilidad, las flores y

frutos son comestibles.(Piffa, Matuda, 1980)

En el centro y la parte superior de la planta se encuentra un cumulo de hojas
jovenes entremezcladas que se le denomina vulgarmente cojullo.
Las monocotiledoneas arborecentes como aice y Ywucca, presentan un
crecimiento secundarno de un tipo especial. En la coneza se forrma un campo que
produce grupos de células en su lado intermo que se desarrollan

en haces
vasculares cerrados tipicos y en el lado externo en relativamente pocas células de

parénquima. (Robbins, 1974)

En la figura 2 se muestra como la cuticula se encuentra protegiendo el espesor
de la epidermis a lo largo del haz fibroso, y se observa los estomas hundidos en
las cavidades de las hojas de Yucca que es donde se cree se encuentran las
proteasas culpables de la coagulacién de leche.

Por lo que se pensd que probablemente esta cuticula podria tener actividad
proteclitica,

En la literatura se encontrd que la base de extracto de hojas de la planta de

Agave amencana vanegala pudieron hidrolizar ciertas proteinas. Esto fue
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establecido después de una observacidn en la que la savia que se encuentra en
Ias hojas, de la planta irritaba la piel humana en un marcado grado. Esta
observacion ocasiono que en 1975 Dutoit aislara una nueva proteasa del extracto
de !as hojas de!/ Agave americana . la proteasa EC 3.4.-

Se decidid que en el proceso de aislamiento y punficacién de la(s) proteasa(s)
que se obtengan en Yucca, coincidan parcialmente. por el proceso efectuado en
las investigaciones hechas por Dutoit.

El_Agave amencana pertenece a la familia Agavaceae al igual que la Yucca
fllifera ,sin embargo las hojas de esta planta no imtan la piel humana de acuerdo a
lo establecido por la informacion de los lugarefios del entormo del municipio de

Tula Tamaulipas donde utilizan la Yucca como un recurso para coagular la leche.

3.- JUSTIFICACION

La falta de recursos hace que el hombre gque habita las regiones aridas se
empefie mas en obtener provecho de la vegetacion natural . De esta manera un
numero de plantas silvestres se utilizan para diferentes fines entre los que destaca
por su importancia actual a nivel mundial la alimentacién que en épocas de
escasez de alimentos estas plantas se utilizan como un recurso alternativo del
fugar.

Debido a que en la zona de Tula Tamaulipas se utiliza la cuticula de las
hojas de "palma” (Yucca filifera) como un elemento con caracteristicas para
coagular ia leche, hecho que se ha realizado tradicionalmente por los habitantes.

Se piensa que posiblemente esta cuticula podria tener actividad proteclitica. Por
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fo que se cree importante realizar un estudio de est planta, para evaluar cuales
s0n los factores determinantes de este fendmeno y si lo que actua es una enzima.
También como menciona Alais(1984) y Yeh Ceballos(1991) que a causa de la
escasez y carencia de cuajo en determinadas épocas del afo (cuando hay una
alta produccién de quesos) se han utilizado diferentes sustitutos de quimosina
entre los que se encuentran las proteasas vegetales, por lo que esta "enzima *

podria ser una altemativa de uso para estas épocas.

4.- OBJETIVO GENERAL

» Determinar si en la cuticula de hojas de Yucca filifoera que utilizan para

coagular ia leche hay una o mas enzimas proteoliticas.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Determinar que tipo de sustancia es la responsable de la coagulacién.

e Evaluar mediante el método de aclividad quimosinica las mejores
condiciones de extraccidn a diferentes pH de 4-8, con intervalos de 0.5 y
determinar el tiempo de coagulacidén mas corto.

« Evaluar el uso potencial de una nueva enzima extraida de Yucca filifera
tipo quimosinico

« Evaluar la cinética enzimatica.



« Aislar y punficar la (s), enzima responsable de la coagulacién de la leche

extraida de Yucca -fllifera.

« Determinar la actividad proteolitica de la enzima tanto cruda como durante
todo el proceso de purificacién.

= Evaluar los efectos de la concentracidon de proteina durante el proceso de
purificacion.

« Cuantificar los efectos de Temperatura, [E]. [S]. pH en la enzima
purificada y comparar con los efectos del extracto enzimatico.

« Determinar el Peso Molecular (PM), Punto 1soeléctrico (pl)

{S}] = Concentracion de sustrato

{E] = Concentracién de enzima

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el presente trabajo se emplearan métodos de actividades coagulantes,

proteoliticas, concentracion proteica, y separacion e identificacion de la proteina.
De las hojas jovenes sanas y limpias de Yucca filifers, se obtendran muestras
de extractos almacenandose en fracciones de 40 ml a temperaturas de 0°C.
Determinandose los prnmeros ensayos de actividad de la “enzima” como se
muestra en el diagrama de flujo. y se determinara ei mejor pH de extraccién, la
concentracion proteica y la posible actividad proteclitica de la(s) proteasas

presente(s) ademas de determnar una cinética enzimatica. Postenormente se




procederd a precipitar la proteina con (NHd«) 2 SO+ al 100% a saturacion y
dializarto.

Al dializado recuperado se le determinara la concentracidn proteica por el
procedimiento de Lowry. meétodo que se utiizars a lo largo de la
caracterizaciéon parcial de la enzima, actividad quimosinica, y alternativamente se
determinara la actividad proteoclitica de la muestra por el método de Kunitz
modificado Asi mismo al dializado recuperado se le determinara el Peso
molecular de las proteina(s) presente(s) en la suspension por el método de
electroforesis nativa en un gel de poliacntamida (7 5% acnlamida, 2 5% de bis -
acrilamida), utilizando marcadores moleculares,. (Dutoit, 1975)

Postenormente se determinara el punto iscelecirico en un periodo de 72 H
usando 1% (w/v) de concentraciones de anfolitas cercanas a los rangos de pH de
3 - 10 . En funcidn a las proteinas presentes. usando enfoque isocelectriico en
cilindros de gel de polacnlamida utilizando una camara electroforetica Buchler

Asi mismo, al dializado dependiendo ce (los) pesos moleculares encontrados
en la proteina se hace pasar por cromatografia en columna por filtracicn en gel
usando Sephadex G- 75, a G 200 Dutoit reccmienca para ese tipo de proteasas
columnas de (2.5 - 90 cm) Al llevarse a cato este fraccionamienio se le
determinara tante la actvidad enzimatca como la concentracion protleica
sucesivamente en todas las fracciones obtenidas

Posteriormente se le determinara la composic:én de aminoacidos, asi como
se determinara el conterido  sulfhidriico de la enzima con (DTNB), también se
evaluara el analisis quimico proximal ( comenido ce carbohidratos,  extracto

etéreo y mineraies y humedac de la muestra)
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Altemativamente a la(s) fraccidén(es) que presenten la maxima actividad
proteolitica seran utilizadas para caracterizar cinéticamente a las proteasa(s)

presentes en las hojas jévenes de Yucca filifera . Se determminara el pH éptimo de

actividad, la temperatura Optima de actividad, el efecto de concentracion de
enzima utiizando caseina desnaturalizada (0.5%) como sustrato y obtener por
consiguiente la especificidad enzimatica, asi como el efecto de concentracién de
sustrato utilizando diferentes concentraciones de caseina desnaturalizada como

sustrato.
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5.2 MATERIALES Y METODOS.

5.2.1 Muestras
Se colectara cojullos (hojas jovenes) de la paima barreta (Yucca filifera)

5.2.2 Lugar de muestreo
El muestreo se llevarad a cabo en la regidn arida de Tula Tamaulipas en un

érea aproximada de 10 Ha. donde es utilizada la cuticula de las hojas de palma

5.2.3 Recoleccién
La recoleccidn se llevara a cabo al azar y de las palmas que se encuentre mas

accesibles para su recoleccion, que sean jévenes.

5.2.4 Obtencién de la Cuticula

a) A las hojas de Yucca se les separara la cuticula manualmente.

b) Debido a que el tejido secundarno en donde se encuentra el principio activo
se localiza entre la cuticula y la epidermis, se cortaran las hojas en cuadnitos de
aproximadamente 1 cm?

c) Experimentos previos mestraron que tanto la cuticula como la epidermis de

las hojas indicaban actividad proteolitica por lo que se trabajara con ambas

partes de las hojas.
d) La muestra no se molera para evitar en lo posibie la interferencia de

algunos otros compuestos, presentes en la hoja.

Los reactivo que se utilizaran en el presente trabajo seran de grado analitico,

ademas del material de uso comun del laboratono.

5.3 METODOS

5.3.1 Analisis Quimico Préoximal

Para tener un analisis completo de la planta se efectuara el contenido de
humedad, proteina, lipidos, fibra cruda, cenizas y carbohidratos, determinandolos

por los métodos recomendados por el AOAC (1995)
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5.3.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA.

El método de Lowry para la determinacién de la concentracidn de proteina se
flevara a cabo en dos pasos: a) reaccion del cobre con la proteina en medio
alcalino, b) reduccidn del reactivo de Folin - Ciocalteu ( acido fosfomolibdico -
acido - fosfotungstico), por la proteina tratada con cobre

En este método, se obtiene una curva de calibracién de proteina utiizando
albumina sérica de bovino cristalizada, se prepararan senes de tubocs con
concentraciones de albumina entre 20 ng / ml hasta 200 ug/ ml, en un volumen

final de 6.5 ml

La proporcion de 1os reactivo sera ia siguiente:
Reactivo A.- Solucidén al 2% de Na2COis en NaOH 0.1 N.
Reactivo B.- Soiucidn de Cu2S04«5H20 en citrato de sodio al 1%.
Reactivo C.- 1 mi de reactivo B + 50 m! de reactivo A

Reactivo D.- Reactivo de Folin - Cicalteu diluicdo ( 1:1)

Una vez mezclada la solucién tipo con los reactivos, la absorcién de la luz del
compuesto colorido, se mide en el espectrofdtometro a una longitud de onda de
750 nm y con el promedio de los valores obtenidos en las determinaciones, se
traza la gréfica de absorbancia contra concentracion de proteina. Esta curva de
calibracién cumple la ley de Lambert - Beer. dentro de las concentraciones
usadas. La ecuacion de la recta se obtendra por el método de los minimos
cuadrados y es

y= aX +b . y = absorbancia ; X = Concentracién proteica
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Para la determinacion de la concentracién proteinica Jurante el trabajo, en
cada ocasién se prepararan una sene de tubos por triplicado con cantidades
iguales de solucidn enzimatica, siguiendo la adicidn de reactivo en orden, es
importante que después de la adicidn de C se dejen pasar 10 minutos de
reaccidn, posteriormente se adicionan los 0.5 ml de solucién D, al cabo de media
hora se mide la absorcién de luz en el espectrofétometro. El valor obterido de
absorbancia se sustituye en ia ecuacidn para enconirar el valor de la
concentracidn proteinica. Se considera como valido el valor que este dentro del

intervalo de la curva de calibracién.

5.3.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE

El método utilizado para esta determinacién, es el iempo de coagulacidon de la
leche, el cual consiste en afiadir la solucidn enzimatica a 5§ ml de leche, contenidos
en tubos de ensaye, colocados en un baflo de agua a una temperatura constante
de 35°C, se mide el tiempo inicial al afdadir 1 ml de enzima y se agita e! tubo,
observandose sus paredes, hasta el momento en que se observan particulas de
caseina precipitada en las paredes del tubo, este es el tiempo final (tiempo de
coagulacién) de la determinacién.

El procedimiento se lleva cabo como sigue:

Se pesaran 11g de leche en polvo descremada por 100 ml de reguiador de

acetatos 0.2M, pH = 5,

conteniendo la leche 1 mg / mi de cloruro de calcio, quedando como se muestra

en el cuadro 1.
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CUADRO 1

Concentracion final de 1a Enzima desconocida

Volumen de la Leche sSmi

Concentracion final de! cloruro de calcio en leche. 1Tmg/mi
pH 5.0

Enzima 1mi

Se colocaran por tnplicado 10s tubos de ensaye en un bafo a la temperatura
deseada. A cada extracto se hace un testigo, gue en vez de 1 ml de enzima se
fleva 1 ml de regulador. (Whitaker, J., 1995)

5.3.4 ACTIVIDAD PROTEOLITICA .

Método de Kunitz:

i.a determinacién de la actividad proteolitica se realizara por el método de
Kunitz, modificado por Ortega y Del Castillo,(1966). Este método consiste en
dejar actuar cierta cantidad de enzimas sobre un sustrato proteinico, la caseina
desnaturalizada (Kunitz, 1946). Dicha actividad se detendra por l1a adicién de acido
tricloroaceético al 5%.

Procedimiento: E! sustrato se prepara de la siguiente forma 2 g de caseina se
disuelven en

regulador de fosfato 0.05M pH 7.6. La caseina se desnaturatiza en baio Maria a
ebullicién durante 10 min. , se deja enfriar y el volumen se lleva a 190 mi con el
regulador, quedando al 1% al mezclarse finalmente con la enzima . En un bafic a
temperatura constante a 35°C se colocan los tubos conteniendo 1.9 mi de caseina

para su incubacidén por 10 min. Posteriormente se les agrega 0.1 mi de la mezcla
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de enzirma de los diferentes extractos y se deja actuar el tiempo establesido , la
reaccién se detiene adicionando 3 ml de acido tricloroacético ATC al 5 %.
Paralelamente se corre un testigo , el cual se prepara adicionando primero el ATC
al 5% y al final la solucidn enzimatica .al termino de la reaccién , los tubos se
filtran, en el socbrenadante se encontraran aminoacidos libres y peptidos
pequenos como producto de la hidrolisis enzimatica que se leeran a 280 nm,
ajustando previamente el aparato con una solucidn formada de 2 ml de regutador
de fosfato 0.O5M pH 7.6 y 3 ml de ATC al 5% .

La actividad proteolitica se reportara en mg de tirosina liberados/ g de muestra ,
utilizando como referencia una curva tipo de tirosina que se lee a 280 nm. La
actividad proteolitica se determinara de acuerdo a la ecuacion de la recta

y= a + bX; X = Tirosina liberada ;| y = Absorbancia

{Oliver, 1984, Cruz y Victornia, 1993)

5.3.5 Extraccién y Aislamiento de la(s) Proteasa(s)

La extraccién de la enzima se llevara a cabo con 100g de hojas de Yucca
filifera en 400 mi de sclucidn extractora de regulador de acetatos (0.02M)., vy
fosfatos (0.05 M), en una proporcién de 1:4 (p/p), conun pH de 4 - 8 y un
intervalos de 0.5, probandose ademas la adicién NaCl al 5%, para tratar de
mejorar la extraccion. El tiempo de extraccion sera de 12 horas.

Posteriormente se filtrara la solucién en papel filtro de poro medio y se
separaran los sdlidos.

De las extracciones anteriores se medira la actividad coagulante y la que
resulte después de ensayos sucesivos con un menor tiempo de coagulacion, sera
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seleccionada para efectuar los efectos de la concentracién de sustrato [S], de
extracto enzimatico [E]). utilizando como sustrato leche desgrasada. El efecto de la
temperatura en la actividad enzimatica del extracto sera evaluada en un rango
de 5 - 60°C, con intervalos de S°C.

Se determinara la actividad proteolitica por el método de Kunitz modificado por
Ortega. ademas de la concentracién proteica por Lowry(1951) y la actividad

quimosinica.

Después de haber seleccionado la mejor extraccién enzimatica se procedera
a aislar a la proteina precipitdndola con sulfato de amonio (NH4)2S04 al 100 %
de saturacién (por cada 100 ml de solucidén extractora 70 g de sulfato de amonio)
.(Dutoit, 1975), se deja reposar durante 12 h, esta suspension se centrifuga a
5000 rpm durante 30 min el scbrenadante se lleva a dializar contra agua durante
16 - 24 h en una membrana semipermeable de peso molecular 10 kD.

Durante el procesc de didlisis se llevara a cabo a Temperaturas entre 4-6°C

5.3.6 CARACTERIZACION DE LA PROTEASA

Después de dializar la muestra se determinara proteina, actividad
quimosinica y actividad proteolitica con el fin de estar seguros de que el
tratamiento no afecto a la enzima. En la misma rmuestra se procedera a realizar la
cinética enzimatica en donde se determinaran los efectos de concentracion de
sustrato {S), utilizando caseina desnaturalizada ( 0.2, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, v 1%). se
determinara el efecto de la concentracidén de la enzima [E], el efecto de la

temperatura se determinara en un rango de 5 - 65°C con un incremento de 5°C ,
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para el efecto del pH se les medira actividad proteclitica en un rango de pH 4.0 -
8.0 con un intervalo de 0.5.

Se efectuaran las evaluaciones para determinar el pH y temperatura
optimos asi como la correspondiente cinética enzimatica encontrando por
consiguiente el Km, Vmax asi como la Energia de activacion

Ademas se determinara el contenido sulfhidnlico de la enzima por el método
empleado por (Dutoit. 1975), utihzando 5, 5 - ditiobis 2 - nitrobenzoico acido

(OTNB8), bajo condiciones de desnaturalizacion.

5.3.7 DETERMINACION DE PESO MOLECULAR Y PUREZA POR
ELECTROFORESIS

La electroforesis es generaimente usada para la determinacion de una muestra
proteica mas que para la purnficacién de la misma. La separacidén de las proteinas
por este método depende de la densidad de carga , distribucidon de la carga, y el
tamafio y la forma (electroforesis en gel) de las moléculas. La densidad de la
carga de una proteina puede ser cambiada por un cambio de pH de ia solucidn, lo
cual ofrece invaluable herramienta en la separacion de una proteina de otra. La
electroforesis nativa sera la que se utilizara en el presente trabajo.

Con el fin de determinar si se aisld una o mas proteasas se realizard

electroforesis nativa, ademas de determinar el PM (peso molecuiar) de la(s)

proteasa(s). Para lograr esto al dializado recuperado se tomara una muestra
tal que contenga entre 40 y 80 ug de proteina. De tal manera que al aplicarla al
gel se utilicen 20 ul como maximo de muestra. El gel que se corra la muestra
podra ser un gel de poliacrilamida (7.5% acrilamida, 2.5% de bis - acrilamica),
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{Dutoit, 1975). E! peso molecular se determinara estimandose por la migracidn
relativa de estandares de peso molecular (Pharmacia): Albumina (67,000),
Ovoalbumina (43,000),Anhidrasa carbonica (30,000). Inhibidor de tripsina (20,000)
Y a- Llactoalbumina (14,000) (Pharmacia, 1979) Posteriormente las bandas
proteicas que se lleguen a presentar se tefiran con 0.1% de Azul brillante de

Coomassie, y la solucidon destefidora Que se utihzara serad (agua:metanolac

acético, 5:5:2). (Pharmacia, 1979)

5.3..8 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Esta técnica se empleara para separar en fracciones e! dializado enzimatico
se utilizard una columna de Sephadex G75 - G200 dependiendo de la masa
molecular que tenga la prcteina encontrada en electroforesis con fos marcadores
moleculares. La solucidn empleada para eluir sera regulador de fosfatos. La
columna de gel se calibrara . Posteriormente en las fracciones colectadas se
medira la concentracidn proteica, actividad proteolitica y actividad quimosinica

{Dutoit, 1975) (Pharmacia,1982)

Se evaluara el hecho en este punto de que a la fraccidén que contenga la
mejor actividad proteoiitica y quimosinica, de determinar los efectos de [S]. (E].

temperatura y pH en los rangos anteriores y comparar con los anteriores ensayos.

5.3..9 PUNTO ISOELECTRICO
El método de enfoque isoeléctrico consiste en someter las proteinas a un
campo eléctrico en un gradiente de pH. En estas condiciones , ~ada especie
molecular emigra hasta la zona donde el pH =pl en la cual su carga neta es nula.
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la proteina se fija ahi constituyendo una banda. A diferencia de la electroforesis
comun, la amplitud de la banda es independiente del tiempo y viene determinada
por el balance de la difusion, la fuerza del campo eléctrico y la inclinacién del
gradiente del pH. A 1a muestra dializada se le determinara el punto isoeléctrico
en un periodo de 72 H usando 1% (w/v) de concentraciones de anfolitas cercanas
a los rangos de pH de 3 - 10 . En funcdn a las proteinas presentes. usando
enfoque isoeléctrico en cilindros de gel de policniamida utilizando S0% de solucidn
de acrilamida (8.7% acrilamida, 0.3% bis - acrilamida), y 6.3% de anfolitas y 13.3
% de glicerol al 87 %, utilizando una camara electroforética Buchler con NaOH 1N
en el Catodo y H3PO« 1N en el anddo con un preenfoque 2 mAJ/cilindro durante 1
h, posteriormente se coren 5 - 10ug de proteina de las muestras en 20 ul , con
2mAJcilindro por 3.5 - 4h. (Pharmacia, 1982). Postenormente de completar el
enfoque, los cilindros se fijan en una solucidn fijadora, se ufen y s# destifen

varias veces . (Pharmacia, 1982) (Dutoit, 1975)

Ademas de aplicar los métodos antericres para aislar y punficar la proteasa
encontrada en Yucca filifera se tomara una microfotografia entre la epidermis y
fa cuticula lugar donde se encuentra ta enzima mediante una prueba

hiistoquimica.
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