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"LAS PROTEASAS VEGETALES do ( Yucca n7ifera), COMO 

SUSTITUTOS DE ENZIMAS PROTEOLfTICAS " 

1.·RESUMEN 

Las enzimas son b1ocat<:!ll.::adores que se emplean en el procesamiento de 

alimentos. En México la producción de ellas es limitada según lo indican fas 

estadísticas del sector oficial teniendose en una alta proparcJón la importación de 

las mismas. 

Las enzimas del cua10 desde tiempos remotos se han utilizado para 

coagular las proteinos de la leche y obtener así el queso. En la actualidad también 

es posible utilizar proteasas de origen vegetal, con este mismo propósito Existen 

antecedentes de que en Jas zonas sem1<indas de nuestro pais se utiliza como 

substituto del cuajo la ho1a de la Yucca filtfera (palma barreta). que crece en 

Tula Tamaulipas y su entorno 

Por tal motivo en el presente traba10 se pretende aislar y caractenzar a las 

proteasas presentes en Yucca Fillfera La enzrma o enzimas presentes se 

extraerán con solución reguladora en un pH de 4 - 8 con un intervalo de O 5. 

ayudando a me1orar la extracción con la adición de NaCI al 5°1;) se meo1r<:l Ja 

actividad quimosinica. la act1v1dad proteolít1ca por Kun1U modrficado por Ortega y 

Del Castillo. también se medirá la concentración proterca por Lcwry S1 e:>oste 

actividad se procederá a aislar y separ3r !a enzima en el meJor pH de extraccJón 

obtenido, prec1p1t.3ndola con Sulfato de Amomo al 1 00~~ de saturación, la 

proteína floculada se separara y d1nl1zara Una vez dializada la proteína se 

determinará el peso molec..ular de la enzima. su punto 1soeléctnco. y s1 la enzima 
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presenta més de una banda en la plectrofóres1s, se procederá a determinar un 

fraccionamiento por cromatografía en columna con las cond1c1ones establecidas 

por (Outoit, 1975). utihzando Sephadex G75 y G200. enseguida se procederá a 

determinar la actividad proteolit1ca por Kun1tz modificado por (Ortega y Del 

Castillo. 1982) de las fracciones recolectadas asi como su concentración 

proteínica y actividad quimosinica. Postenormente de acuerdo a los 

sobrenadantes que tengan mayor act1v1dad proteolítica. se procederá a determinar 

la cinética enzimática. determinando el pH óptimo en un intervalo de ( 4 - 8), 

temperatura óptima (5 - 65ºC). efecto de concentración de enzima con caseína 

(O.So/o) y efecto de concentración de sustrato utilizando caseína a diferentes 

concentraciones. Así mismo se procederá a deterrmnar un análisis quimico 

proximal para observar como afectan estos componentes en la extracción de las 

posibles enzimas. 

Una vez realizados los ensayos propuestos se procederá a reportar los 

resultados obtenidos. 
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2.- INTRODUCCIÓN 

2. 1 Generalidades 

Las proteínas están dentro de los prinopafes constituyentes de los organismos 

y deben ser renovadas continuamente y esta es tarea de las enzimas 

proteoliticas. 

las proteasas catalizan el rompimiento h1drolitico del enlace peptídico 

produciendo pequeñas unidades de pépt1dos 

Las enzimas proteoliticas son de una amplio interés para la comunidad 

cientifica ya que desempeñan papeles criticos en los sistemas b1ológ1cos. y 

además se les puede ut1hzar como herramientas. para los químicos de proteínas. 

químicos de síntesis biólogos clin1cos y biólogos de membrana. las proteasas 

son herramientas o las usan como sondas para el estudio de pcllpeptidcs y de la 

estructura macro molecular (Ol1ver. 1994) 

Las enzimas proteolit1cas constituyen uno de !os grupos mas importantes de 

las enzimas industnales representan aproximadamente el 25~-'::i de fas ventas de 

las enzimas (Ollver, 1994). 

En México. la 1mportac1ón de enzimas para cualquiera de las ramas 

industriales que las utilizan. resulta muy costoso. por lo que el desarrollo de 

tecnologías basadas en estos productos implica un nesgo de dependencia 

externa cada vez mayor. cabe señalar que en 1994, la 1mportac1ón de enzimas. 



alcanzó un costo de$ 26. 540. OOO(Anuano Est. 1994) disminuyendo el uso de las 

mismas por su alto valor comercial con respecto al año anterior que fue tres veces 

más la cantidad importada. por esta razón os necesano la generación de 

tecnología propia así como la búsqueda de fuentes de obtención de enzimas en 

el país por la importancia mdustnal que representan puesto que las enzimas 

proteoliticas son empleadas en la 1ndustno.. cervecera. para ta clanficac1on de 

mostos fermentados; como ablandadores de carne. en pan1flcac1ón. en farmacia 

para disminuir edemas. como ant1helmirnt1co. entre otros. (lb~rra. 1968) 

2.2 Fuentes de Enzimas 

Las enzimas proteolíticas pueden ser de ongen animal. (quimosina); de ongen 

vegetal como la mexicaina) y de origen microbiano (A. oryzeae). (E. Parasítica) 

Diversas fuentes bibliográficas mencionan que en el periodo que comprende 

entre 1940 y 1970 hubo un crec1m1ento notable en el uso de las enzimas en la 

Industria Alimentana . Durante este periodo se empezaron a emplear diversas 

enzimas proteoliticas (Cruz y Victona. 1993) 

2.3 Enzimas de origen vegetal 

La fuente principal para la elaboración de proteinasas son las plantas. aunque 

algunos investigadores en 1949. (Berger. Jhonson y Peterson). demostraron la 

presencia de proteínas con actividad prcteolit1ca y peptid1ca en los cultivos de A 

oryzae, entre otros.(lbarra, 1968) 

Algunas de las plantas que producen las prcteasas son . la piña (Anana sativa. 

A. comosa. Bromelía ananas). 
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Vanas es..,:>ec1es del género Ficus (higueras) contienen en su látex una proteasa 

conocida como fic1na. empleodi'.l como ant1helminuco 

La Asclep1as mexicana y A spec1osa. (Algodonc1llo o Tlalayatl) contienen 

enzimas llamadas asclepainas 

Estudios realizados por Castaileda y colaboradores en el año de 1943 informan 

de la presencia de otra proteasa. llamada por los autores forbaina. que se 

encuentra en la candelilla (Euphorb:a cenfero) 

AL.in cu<Jndo existe una gran cantidad de organismos de donde obtener 

proteinasas Henry menciona en el ailo 1959 que dentro de las enzimas que se 

producen a más ba10 costo se encuentra la papaina Que se extrae del látex de la 

papaya (Canea papaya) (lbarra. 1968)(Anuano Estadístico. 1994) 

Datos Estadísticos de INEGI mencionan qut~ hast.:s 1993 la papaina seguía 

siendo una enzima de relcYante 1mportanaa económ1ca por sus 1mportaoones 

siendo esta la de mayor voiumen que s.e ut11tza en el mercado nacional e 

internacional siendo la proteínas.a mas popular de las plantos supcnores y de uso 

más extendido. 

2.4 Aplicac1ones 

Estas proteasas de ongen vegetal tiene muchas oplccac1ones 1ndustnales tales 

como en la producción de h1drohzados proteínicos de ongen an1mal, y vegetal. en 

la elaborac1on de quesos. detergentes. en la mdustna pasteiera. en los procesos 

de fabncación de cerveza. como ablandadores de carne. entre otrcs 
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2.5 Ctasificac1ón de Proteasas 

En 1960 Harttey hizo una clas1ficac1on de las enzimas proteoliticas y las 

dividió en 4 grupos con base .a su mecanismo de acción 

a) Proteasas serfnicas 

b) Proteasas sulfhtdrihcas 

e) Proteasas que contienen metal 

d) Proteasas áodas (Whitaker, 1994) 

Los d.atos expenmentaJes reunidos hasta el momento. permiten suponer que 

las enzimas pertenecientes al gruPo (a) y (b) operan por mecanismos similares. 

en tanto Que las (e) y (d) fo hacen de modo distinto Al pnmer grupo (a) 

corresponden proteinas de ongen animal y m1crob1ano, como la quimosina y 

rripsína . En el segundo grupo (b) se encuentran la mayoria de tas proteínas de 

origen vege<al. Las enzimas de los dos pnmeros grupos 1'1rdrollzan enlaces eri el 

interior de la cadena peptid1ca, por ro que se fes llama endopeptidasas A 

diferencia de estas. las del tercer gtupo (e) o exopept1dasas. Gnic.arnente pueden 

actuar sobre el enlace eX"tremo de la cadena. bien sea el carooxilico 

(carboxipept1dasas) o el amínico (aminopepfldasas) Finalmente como e;empfo del 

cuarto grupo (d), se puede c1t.ar a la pepsina del 1ugo gastnco de los mnrn1feros 

(Cruz y Victona, t973) 

Las proteasas suffh1drilicos tienen la caracrer•st1c...1 comUn de 5er inh1b1das 

por reactivos sulfhidri/1cos /os cuales reaccionan con el grupo tiol del s1f10 activo 

A este gn.;po pertenecen las enzimas de plantas supenores como· papoina. ficma, 

bromelina. mexicaina, etc (Yeh Ceba/los. 1991) Estudios realizados señalan que 



no tOda& las proteasc:s de plantas supenores son sulfh1drH1cas como es el caso de 

la proteasa encontrada en el trompillo (Solanum etegndolwm)(Velasco, 1984) 

Las enzimas proteollt1cas de origen vegetal presentan una propiedad 

común. la de coagular la caseína de la leche. caracterist1ca que les permite ser 

utilizada en la fabncación de quesos (Whitaker. 1994) 

2.6 Coagulacion de la Leche 

La coagulacion de la leche en la producción de quesos y la habilidad de fa 

quimosina por conducir !a formac1on del coagulo ha sido conocida por largo 

tiempo La adición de la qurmos1ra a la leche a pH 5 - 6 resulta en una hidrólisis 

rápida de los enlaces peptíd•cos que destruye la ec;;tab1l1dad de las m1celas de .. : -

caseína . La h1drólls1s de los enlaces peptid1cos que destruye la estabilidad de la 

micela de la ..:: - caseina la cual esta asociada con la formación del coagule El 

paso inicial es una catal1s1s enz1mát1ca los otros pasos son no enzimáticos La 

energía de act1vac1on para el pnmer paso es cercana a 6 kcal/mol, mientras que 

la disociación y pasos de agrego.eran es cercana a 40 kcal/mol (Alais_ 1984) 

No todas las enzimas proteoliticas son iguales para coagular la leche y 

producir quesos Algunas enzimas proteolit1cas al ~drc:cnar::;e a la lecht: no solo 

fonnan coagulo sino que continúan h1drolizando los enlaces peptid1cos en teda la 

caseína dando lugar a una proteol1s1s general La aceptabilidad de las enzimas 

proteoliticas para prcducc1ón de quesos esta determinada per la velocidad de 

actividad de coagufac1ón de la leche en una protol1s1s general. y por la inhabilidad 

para formar péptidos que produzcan sabores amargos a los quesos almacenados 

{Whitaker. 1994) 
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2.6.1 ~..1ecamsmos de coagulac1on 

La comple11dad del fenómeno de coagulac1on de la leche. comprende una sene 

de transformac1ones con pos1b1l1dad de superponerse entre s1. y puede 

producirse por tres diferentes mecanismos a) ac1da. b) enz1m3.t1ca; c) mixta 

(Veíseyre. 1972)(Ala1s. 1984) 

2.6 1.1 La coagulac16n acioa consiste en que la leche normalmente 

presenta una flora vanada. formada pnncipalmente por Lactococcus y 

Lactobac1/lus. Estos m1croorgarnsmos son los responsables de la fermentacion 

de la lactosa produaendo ácido láctico. el cual es capaz de d1sm1nu1r el pH de la 

leche hasta alcanzar el punto 1soeléctnco de las caseinas que es de 4 6 

originando su prec1p1taoón 

Las caracterist1cas de textura (firmeza. fragilidad, permeabilidad) de la cua1ada 

se ven disminuidas por este mecanismo. así mismo el rend1m1ento se reduce 

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

elimina caloo, lo cual no es muy cor.ven.ente desde el punto de vista nutnc1onal 

2.6.1.2 La coagulación enz1matica se puede efectuar por tres vnnedades de 

enzimas, \as de origen vegetal. animal y m1crob1ano Dentro de las cuales las 

proteasas de origen vegetal son las que ocupan nuestro 1nteres 

En la coagulación enz1rnát1ca la enzima que mas se ut1ltza es la quimosina o 

cuajo que rompe el enlace especifico i 05 - 1 C6 de la K - casei na el cuál contiene 

una gran cantidad de cargas. desestabilizando la m1ceta de caseina compuesta 

por tas caseinas us. \\. ¡..,; y de esta manera las c:..'""einas sensibles al calcio (ns. p ) 
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se agregan entre sí para formar propiamente el coélgulo, el cuál presenta una 

consistencia gelatinosa, elástica. gran impermeab1fldnd y contract1bilidad de las 

micelas. La gran impermeabilidad de la cuajada 1mp1de el desuerado espontáneo 

lo que trae como consecuencia la intervención mecánica que implica corte 

agitación y prensado, al evitarse perdida de calcio por este tipo de coagulación se 

permite obtener pastas más firmes y mayor rend1m1ento en obtención de quesos. 

A causa de la escasez y carencia del cuaJO (quimosina) de ternero en 

determinadas épocas del año se han ut1hzado diferentes sustitutos entre los que 

se encuentran las proteasas vegetales. aunque estos no se preparan 

industrialmente. (Ala1s, 1984) 

2.6.1. 3 Coagulación mixta: la leche se coagula por ta acción conjunta del 

cuajo y ta acidificación. es la más ampliamente difundida y utilizada por todas las 

queserias, ya que permite obtener características de cuajado intermedias entre 

las dos antenores además de disminuir el tiempo de coagulación. 

2.7 Descnpción de las zonas áridas y semiándas 

La cubierta vegetal de las regiones de clima ándo y semiárido de México. es 

tan variable desde el punto de vista económico que diversos autores (Metler, 

1947; Miranda y Hernández. 1968. Rzedowsky, 1966) reconocieron y denominaron 

para esta parte del pais una serie de tipos de vegetación caracterizados por su 

aspecto sobresaliente. En síntesis reconocieron reunir todas las comunidades de 

porte arbustivo de las zonas ándas y semiándas dentro de un colectivo 



denominado matorral xorófüo La vegetación xérof1ta encuadra de manera 

armónica diferentes sistemas de tipos de vegetación 

El matorral xérofito cubre la mayor parte del terntono de la peninsu\a de Baja 

California, grandes extensiones de la planicie costera. de las montañas de 

Sonora, altas áreas del Alt1planic1e, desde Chihuahua. Coahu1la hasta Jalisco. 

Guanajuato, Hidalgo, Estado de México. Puebln. Onxac..~. Además constituye ta 

vegetación de una parte de ta P\arnc1e Costera noronent;:il desde Coahu1\a 

Tamauhpas la sierra madre onental etc 

Los matorrales xerofitos se pueden observar prácticamente en todo tipo de 

condiClones topográficas y no hacen mayor discnminac1ón en lo relativo al 

sustrato geológico. aunque estos factores. al igual que el tipo de suelo, con 

frecuencia influyen en forma notable en la fisonomía y en la cornpos1c1ón f1oríst1c.a 

de las comunidades. 

Los matorrales xerófitos. considerados en conjunto son quiz3 de las 

comunidades menos afectadas por las actividades del hombre. consecuencia 

lógica de las condiciones climáticas imperantes que por lo general no son 

favorables ni en el desarrollo de la agrlcultura . ni al de ta ganadería intensiva y el 

aprovechamiento de las plantas silvestres es limitado 

Pero a su vez la falta de recursos hace que el hombre que habita las regiones 

áridas se empeñe más en obtener provecho de la vegetación natural que el que 

vive en áreas con suficiente agua. De esta manera un gran número de plantas 

silvestres se utilizan para fines de construcctón. como ceras. como combustible. 

como textiles, med1c1nales y aún como productos alimenttcios, sobre todo en 

épocas de escasez 
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Los efectos de su empleo a menuao son muy poco notables en los alrededores 

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

cambio son o han sido objeto de explotación intensiva con fines de comercio e 

industrialízación en escala más o menos importante.(Rzedowski, 1978) 

2.7 .1 La Yucc:a fitifera 

La Yucca fllifera se encuentra distnbuida como lo muestra la figura Las 

mayores densidades se \ocalizan en dos zonas. ubicadas una en el Mpio. de 

Salinas Victoria. N. L.; y la otra en el Mpio. de Guadalcazár. S.L.P. (hasta más de 

300 plantas por ha). Su hábitat se encuentra en planicies con suelos profundos. 

bien drenados o con deficiente drenaje: con altitudes entre 500 y 2400 m snm. 

Fonna parte del estrato arbóreo, principalmente en el Matorral desértico. Es la 

Y. fllifera la especie con más amplia distribución y que presenta tas mayores 

densidades, aunque tal como sucede con otras especies, cada dia son 

substituidas sus áreas de dispersión por terrenos de cultivo. (Pit'\a, Matuda. 1980) 

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

articula de la Vucca fllifera (palma barreta) como un sustituto de cuajo para \a 

elaboración de quesos y/o jocoque, que consiste en adicionar a ta \eche recién 

ord~a aproximadamente 2g de cutícula de la palma. dejaria reposar cerca de 

la chimenea, (1 - 2h), posteriormente ya formado el coagulo . cortan y desueran la 

cuajada. la muelen. salan y moldean ta cuajada para formar el queso. O bien 

solo coagulan la leche recién ordei\ada, con la cutícula la dejan reposar y una 

vez formado el coagulo adicionan sal y consumen el ¡acoque. 
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Distribución geogr*fica del género Yucca en México 

Figura 1 
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LB yucca filifera es conocida entre lo- 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 fllifero de aproximadamente 3 cm de ancho. y hasta 55 cm de largo, 

flores blancas de hasta 3 cm de largo en paniculas més o menos cilíndrica 

pendular, por lo contrario a otras palmas (o Yuccas. por e1emplo la Y CamProsana ) 

con la cual se le confunde por sus características fisiol6g1cas. la fibra de~ 

l!li!Jl!1!. los campesinos no la consideran explotable por su frag1hdad, las flores y 

frutos son comestibles.(Pifla, Matuda, 1980) 

En el centro y la parte superior de la planta se encuentra un cúmulo de hojas 

jóvenes entremezcladas que se le denomina vulgarmente cojullo 

Las monocotiledoneas arborecentes como aloe y Yucca, presentan un 

crecimiento secundario de un tipo especial. En la corteza se forma un campo que 

produce grupos de células en su lado interno que se des.arrollan en haces 

vasculares cerrados típicos y en el lado externo en relativamente pocas células de 

parénquima. (Robbins, 1974) 

En la figura 2 se muestra como la cutícula se encuentra protegiendo el espesor 

de la epidemiis 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 coagulación de leche. 

Por lo que se pensó que probablemente esta cuticula podria tener actividad 

prot~lítica. 

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

Agave amen·cana van·egata pudieron hidrolizar ciertas proteínas. Esto fue 



establecido después de una observación en la que la savia que se encuentra en 

lllls hojas. de la planta imtaba la piel humana en un marcado grado. Esta 

observación ocasiono que en 1975 Dutoit aislará una nueva proteasa del extracto 

de las hojas del Agave americana , la proteasa EC 3.4 .... 

Se decidió que en el proceso de aislamiento y purificación de la(s) proteasa(s) 

que se obtengan en Yucca, coincidan parcialmente. por el proceso efectuado en 

las investigaciones hechas por Dutoit. 

El Agave americana pertenece a la familia Agavaceae al igual que la Yucca 

f1!!!!!!r!J ,sin embargo las hojas de esta planta no imtan la piel humana de acuerdo a 

lo establecido por la información de los lugarei'\os del entamo del municipio de 

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

3.- JUSTIFICACIÓN 

La falta de recursos hace que el hombre que habita las regiones áridas se 

empei\e más en obtener provecho de la vegetación natural De esta manera un 

número de plantas silvestres se utilizan para diferentes fines entre los que destaca 

por su importancia actual a nivel mundial la alimentación que en épocas de 

escasez de alimentos estas plantas se utilizan como un recurso alternativo del 

lugar. 

Debido a que en la zona de Tula Tamaulipas se utiliza la cutícula de las 

hojas de "palma" (Yucca filifera) como un elemento con características para 

coagular la leche, hecho que se ha realizado tradicionalmente por los habitantes. 

Se piensa que posiblemente esta cutícula podría tener actividad proteolítica. Por 
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lo que se cree importante realizar un estudio de es~ planta, para evaluar cuales 

son los factores determinantes de este fenómeno y si lo que actúa 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 año (cuando hay una 

alta producción de quesos) se han ut1hzado diferentes sustitutos de quimosina 

entre los que se encuentran las proteasas vegetales, por lo que esta '"enzima '" 

podría ser una alternativa de uso para estas épocas. 

4.- OB.JETIVO GENERAL 

• Detenninar si en la cutícula de hojas de Yucca fllifera que utilizan para 

coagular ta leche hay una o más enzimas proteoliticas. 

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Determinar que tipo de sustancia es la responsable de la coagulación. 

• Evaluar mediante el método de actividad quimosínica las mejores 

condiciones de extracción a diferentes pH de 4-8, con intervalos de 0.5 y 

determinar el tiempo de coagulación más corto. 

• Evaluar el uso potencial de una nueva enzima extraída de Yucca fllifera 

tipo quimosinico 

• Evaluar la cinética enzimittica. 



• Aislar y punficar la (s). enzima responsable de la coagulación de la leche 

extraida de Yucca -fllifera. 

• Determinar la actividad proteolit1ca de la enzima tanto cruda como durante 

todo el proceso de punficac16n. 

• Evaluar los efectos de la concentración de proteina durante el proceso de 

purificación. 

• Cuantificar los efectos de Temperatura, fEJ. [S]. pH en la enzima 

punficada y comparar con los efectos del extracto enzímát1co 

• Deterrrnnar el Peso Molecular (PM). Punto lsoeléctrico (pi) 

[S] = Concentraoón de sustrato 

[E] = Concentracíón de enzima 

5. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

En el presente trabajo se emplearán métodos de actividades coagulantes. 

proteolíticas. concentración proteica. y separación e identificación de la proteína. 

De las hojas jóvenes sanas y limpias de Yucca fíl1fera. se obtendran muestras 

de extractos almacenándose en fracciones de 40 mi a t~mperaturas de C°C. 

Determinándose los pnrneros ensayos de actividad de la ·enzima"" como se 

muestra en el diagrama de flujo. y se determmará el me1or pH de extracción. la 

concentración proteica y la posible act1v1dad proteo1itica de la(s) proteasas 

presente(s) además de determinar una cinética enzimático. Postenormente se 
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procederá. a precipitar la proteína con (NH•) 2 SO• al 100°/o a saturación y 

dializarto. 

AJ dializado recuperado se le determinará la concentración proteica por el 

procedimiento de Lowry. método que se utilizará a lo largo de la 

caractenzación parcial de la enzima. actividad químosirnca. y alternativamente se 

determinara la act1v1dad proteolitica de la muestra por el método de Kunrt.z. 

modificado Así mismo al dializado recuperado se le determinara el Peso 

molecular de las proteina(s) presente(s) en la suspens1on por el método de 

electrofóres1s nativa en un gel de pol1acntam1da (7 5'% acrilam1da, 2 5~~" de bis -

acrilam1da), utilizando marcadores moleculares.(Duto1t. 1975) 

Postenormente se determinará el punto isoelee!.nco en un periodo de 72 H 

usando 1 º/o (w/v) de concentraciones de anfolitas cercanas a los rangos de pH de 

3 - 10 En función a las proteinas presentes. usando enfoque 1soeléctruco en 

cilindros de gel de po!Jacnt:Jm1da utilizando una e.amara clectroforétic.a Buci1Jer 

Así mismo. al dializado dependiendo de (los) pesos moleculares encontrados 

en la proteina se hace pasar por cromatografia en columna por filtr;:icion en gel 

usando Sephadex G- 75 n G 200 Duto1t reccmicnoa para ese tipo de proteasas 

columnas de (2.5 - 90 cm) Al !levnrse a caco este fracc;onamiento se le 

determinará tanto la actividad enz1méit1ca como la cancentrac1ón proteica 

sucesivamente en todas las tracciones obtenidas 

Posteriormente se le determinara ln composic:ón de a011noóc1dos. así como 

se determinará el contenido sulfhidnlico de la enzima con (OTNB). también se 

evaluará el an.31iz¡s qu1m1co prox1m.:i! ( contenido ce carbohidr:itos. extracto 

etéreo y m1neraies '/ humedad de la muestra) 
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AJtemativamente a la(s) fracción(es) que presenten la máxima actividad 

proteolftica serán utilizadas para caracterizar onéticamente a las proteasa(s) 

presentes en las hojas jóvenes de Yucca fflifera Se determinará el pH óptimo de 

actividad, la temperatura óptima de actividad, el efecto de concentración de 

enzima utilizando caseína desnaturahzada (O.So/o) como sustrato y obtener por 

consiguiente la especificidad enzimática, así como el efecto de concentración de 

sustrato utilizando diferentes concentraciones de caseína desnaturalizada como 

sustrato. 
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5. 1 DIAGRAMA DE FLU..JO 

~MATERIA PRIMA (Vuec- ,_,_•) LIMPIEZA 

PESAR 

ACONOICIONAMIENTO 

f-----· E.XTRACCIÓN ( 1 .& pJp) 12h 
'--------' 

SELECCION DE pfof DE EXTRACCIÓN (pH .& - 8) a 11 de C~ 

AESWUOj -----

O•T....-.pode~ 

(EJ•~de~ 

[SJ ·~de...-.to 

SEPARACIÓN 

EXTRACTO 

CINOICA ENZIMATICA 

- T~a.. opoma 
[EJ. [SJ,pH 

AISLAMIENTO 

PRECIPtTAC10N (NH4)2S04 

SEPÁRAc:JoN 

OIA.LLZAOO (72h AGUA) 

EL.ECTROFORi!::>IS 

ELECTROENFOOUE 

EJ.eclroti.-
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5.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 

5.2.1 Muestras 
Se colectará cojullos (hojas jóvenes) de la palma barreta {Yucca filifera) 

5.2.2 Lugar de muestreo 

El muestreo se llevará a cabo en la región árida de Tula Tamaulipas en un 
área aproximada de 1 O Ha. donde es utilrz.ada la cutícula de las hoJaS de palma 

5.2.3 Recoleccl6n 
La recolección se llevará a cabo al azar y de las palmas que se encuentre más 

accesibles para su recolecc1ón. que sean Jóvenes. 

5.2.4 Obtención de la Cutfcula 

a) A las hojas de Yucca se les separará la cutícula manualmente. 

b) Debido a que el teJido secundario en donde se encuentra el pnncípio activo 

se localiza entre Ja cuticula y la epidenms, se cortaran las hojas en cuadntos de 

aproximadamente 1 cm 2 

e) Expenmentas previos mQstraron que tanto la cutícula 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 molerá para evitar en lo posible la interferencia de 

algunos otros compuestos, presentes en la hoja. 

Los reactivo que se utilizaran en el presente trabajo serán de grado analítico, 

además det material de uso común del laboratorio. 

5.3 METODOS 

5.3.1 Análisis Químico Próximal 

Para tener un análisis completo de la planta se efectuará el contenido de 

humedad, proteína. lípidos, fibra cruda, cenizas y carbohidratos, determinándolos 

por los métodos recomendados por el AOAC ( 1995) 
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5.3.2 DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA.. 

El método de Lowry para la detenninación de la concentración de proteína se 

llevará a cabo en dos pasos: a) reacción del cobre con la proteína en medio 

alcalino. b) reducción del reactivo de Fonn - C1ocalteu ( ácido fosfomolibdfco -

ácido - fosfotúngstico), por la proteína tratada con cobre 

En este método. se obtiene una curv3 de calibración de proteína utihzando 

albúmina sérica de bovino cnstalizada. se prepararán senes de tubos con 

concentraciones de albúmina entre 20 µg I mi hasta 200 J.19 I mi, en un volumen 

final de 6.5 mi 

La proporción de Jos reactivo será la s1gu1ente. 

Reactivo A.- Soluaón al 2°/a de Na2C03 en NaOH 0.1 N. 

Reactivo B.- Solución de Cu2SO .. •SH20 en citrato de sodio al 1o/o. 

Reactivo C.- 1 mi de reactivo B + SO mi de reactivo A 

Reactivo O.- Reactivo de Folin - Cicalteu d1lu1do ( 1: 1) 

Una vez mezclada la solución tipo con los reactivos. Ja absorción de la luz del 

compuesto colorido, se mide en el espectrofótometro a una longitud de onda de 

750 nm y con el promedio de los valores obtenidos en las determinaciones, se 

traza la gráfica de absorbancia contra concentración de proteina. Esta curva de 

calibración cumple la ley de Lambert - Beer. dentro de las concentraciones 

usadas. La ecuación de la recta se obtendrá por el método de los minimos 

cuadrados y es 

y= ax •b y = absorbancia : X = Conce.,tración proteica 
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Para la determinación de la concentración proteínica .Jurante el trabajo, en 

cada ocasión se prepararan una sene de tubos por tnplicado con cantidades 

iguales de solución enzimática, siguiendo la adición de reactivo en orden. es 

importante que después de la ad1c16n de e se dejen pasar 1 o minutos de 

reacción, posteriormente se adicionan los O 5 mi de solución D. al cabo de media 

hora se mide la ab5.0rción de luz en el espectrofótometro El valor obtenido de 

absorbancia se sustituye en la ecuación para encontrar el valor de la 

concentración proteínica. Se considera como valido el valor aue este dentro del 

intervalo de la curva de calibración 

5.3.3 DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD COAGULANTE 

El método utilizado para esta determinacón. es el tiempo de coagulaoón de Ja 

leche. el cuál consiste en ai'\adir la solución enzimática a 5 mi de leche. contenidos 

en tubos de ensaye, colocados en un bai'\o de agua a una temperatura constante 

de 35ªC, se mide el tiempo inicial al ai'\adir 1 mi de enzima y se agita el tubo, 

observándose sus paredes. hasta el momento en que se observan partículas de 

caseína preapitada en las paredes del tubo, este es el tiempo final (tiempo de 

coagulación) de la determinaaón. 

El procedimiento se lleva cabo como sigue: 

Se pesaran 11 g de leche en polvo descremada por 100 mi de regulador de 

acetatos 0.2M, pH = 5, 

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

en el cuadro 1. 
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CUADRO 1 

Concentración final de la Enzima 

Volumen de la Leche 

desconocida 

5ml 

Concentración final del cloruro de calcio en leche. 1 mg I mi 

pH 5.0 

Enzima mi 

Se colocaran por tnplicado los tubos de ensaye en un baf'lo a la temperatura 

deseada. A cada extracto se hace un testigo, que en vez de 1 mi de enzima se 

lleva 1 mi de regulador. (Wtutaker, J .. 1995) 

5.3.4 ACTIVIDAD PROTEOLITICA . 

Método de Kunitz: 

La determinación de la actividad protealitica se realizará 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 {Kurntz, 1946). Dicha actividad se detendrá por la adición de ácido 

tricJoroacético al 5°/o. 

Procedimiento: El sustrato se prepara de la siguiente forma 2 g de caseina se 

disuelven en 

regulador de fosfato O.OSM pH 7.6. La caseína se desnaturaliza en baño Maria a 

ebullición durante 10 min .. se deja enfriar y el volumen se lleva a 190 mi con el 

regulador. quedando al 1 º/o al mezclarse finalmente con la enzima . En un baño a 

temperatura constante a 35ºC se colocan los tubos conteniendo 1.9 mi de caseína 

para su incubación por 10 min. Posteriormente se l~s agrega 0.1 mi de la mezcla 
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de enzima de los diferentes extractos y se deja actuar el tiempo estable-::ido , la 

reacción se detiene adicionando 3 mi de ácido tricloroacético ATC al so/o. 

Paralelamente se corre un testigo. el cual se prepara adicionando primero el ATC 

al 5% y al final la solución enzimática .al tennino de la reacción. los tubos se 

filtran, en el sobrenadante se encontraran aminoácidos hbres y peptidos 

pequer'\os como producto de la hidrólisis enzimática que se leerán a 280 nm, 

ajustando previamente el aparato con una solución formada de 2 mi de regulador 

de fosfato O.OS M pH 7.6 y 3 mi de ATC al 5% . 

La actividad prateolit1ca se reportara en mg de tirosina liberados/ g de muestra , 

utilizando como referencia una curva tipo de tiros.na que se lee a 280 nm. La 

actividad proteolitica se determinará de acuerdo a la ecuación de la recta : 

y== a + bX; 

(Oliver, 1994, Cruz y Victona. 1993) 

X = Tirosina liberada ; y = Absorbancia 

5.3.5 Extracción y Aislamiento do la(s) Proteasa(s) 

La extracción de Ja enzima se llevará a cabo con 1 OOg de hojas de Yucca 

~ en 400 mi de solución extractora de regulador de acetatos (0.02M). y 

fosfatos (O.OS M), en una proporción de 1:4 (p/p), con un pH de 4 - 8 y un 

intervalos de 0.5, probándose además la adición NaCI al 5°/o, para tratar de 

mejorar la extracción. El tiempo de extracción sera de 12 horas 

Posteriormente se filtrará la solución en papel filtro de poro medio y se 

separaran los sólidos. 

De las extracciones antenores se mediré: la act1v1dad coagulante y la que 

resulte después de ensayos sucesivos con un menor tiempo de coagulación, será 
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seleccionada para efectuar los efectos de la concentración de sustrato [S], de 

extracto enzimático [EJ. utilizando como sustrato leche desgrasada. El efecto de la 

temperatura en la actividad enzimática del extracto será evaluada en un rango 

de 5 - 6C°C, con intervalos de S°C. 

Se detenninará la actividad proteolítica por el método de Kunitz modificado por 

Ortega. además de la concentración proteíca por Lowry(1951) y la actividad 

quimosínica. 

Después de haber selecCJonado la mejor extracción enzimática se procederá 

a aislar a la proteína precipitándola con sulfato de amonio (NH4)2S04 al 100 o/o 

de saturación (por cada 100 mi de solución extractora 70 g de sulfato de amonio) 

.(Outoit, 1975), se deja reposar durante 12 h. esta suspensión se centrifuga a 

5000 rpm durante 30 min el sobrenadante se lleva a dializar contra agua durante 

16 - 24 h en una membrana semipermeable de peso molecular 10 kD. 

Durante el proceso de diálisis se llevará a cabo a Temperaturas entre 4-6°C 

5.3.6 CARACTERIZACIÓN DE LA PROTEASA 

Después de dializar la muestra se determinará proteína. actividad 

quimosínica y actividad proteolitica con el fin de estar seguros de que el 

tratamiento no afecta a la enzima. En la misma muestra se procederá a realizar la 

cinética enzimática en donde se determinaran los efectos de concentración de 

sustrato [SJ, utilizando caseína desnaturalizada ( 0.2, 0.4, 0.5. 0.6, 0.8. y 1%). se 

detennínará el efecto de la concentración de la enzima [EJ. el efecto de la 

temperatura se determinará en un rango de 5 - 65°C con un incremento de SºC • 
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para el efecto del pH se les medirá actividad proteolitica en un rango de pH 4.0 -

e.o con un intervalo de 0.5. 

Se efectuarán las evaluaciones para determinar el pH y temperatura 

óptimos así como la correspondiente cinética enzimática encontrando por 

consiguiente el Km , Vmáx así como la Energía de activaaón 

Además se deterrmnará el contenido sulfhídnl1co de la enzima por el método 

empleado por (Dutoit. 1975), utilizando 5. 5' - d1t1ob1s 2 - n1trobenzoico ácido 

(OTNB), bajo condiciones do desnaturalización. 

5.3.7 DETERMINACIÓN DE PESO MOLECULAR Y PUREZA POR 

ELECTROFORESIS 

La electroforesis es generalmentA usada para la determinación de una muestra 

proteica más que para Ja punficación de la misma. La separación de las proteínas 

por este método depende de la densidad de carga , distribución de la carga. y el 

tama""o y la forma (electroforesis en gel) de las moléculas. La densidad de la 

carga de una proteína puede ser cambiada por un cambio de pH de la solución. lo 

cual ofrece invaluable herramienta en la separaoón de un¿:¡ proteína de otra. La 

electroforesis nativa será la que se utilizará en el presente trabaJO 

Con el fin de determinar s1 se aisló una o más proteasas se realizará 

electroforesis nativa. además de determinar el PM (peso molecular) de la(s) 

proteasa(s). Para lograr esto al dializado recuperado se tomará una muestra 

tal que contenga entre 40 y 80 µg de proteína. De tal manera que al aplicarla al 

gel se utilicen 20 µI como máximo de muestra El gel que se corra la muestra 

podrá ser un gel de poliacnlam1da (7.5°/o acrilamida. 2.5°/o de bis - acnlamida), 
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(Outoit, 1975). El peso molecular se determinará estimándose por la migración 

relativa de estándares de peso molecular (Pharmacia)· Albúmina (67,000), 

Ovoalbúmina (43,000),Anhidrasa carbonica (30,000). lnhibidor de tripsina (20,000) 

y a.- Lactoalbúmina (14,000) (Phannacia, 1979) Postenonnente las bandas 

proteicas que se lleguen a presentar se tefurán con 0.1°/o de Azul brillante de 

Coomassie, y la solución destefl1dora que se ut1l1zara será (agua:metanol:ác 

acéti=. 5:5:2). (Pharmacia, 1979) 

5.3 .. 8 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA 

Esta técnica se empleará para separar en fracciones el dializado enz1mát1co 

se utilizará una columna de Sephadex G75 - G200 dependiendo de la masa 

molecular que tenga la prcteína encontrada en electroforesis con los marcadores 

moleculares. La solución empleada para eluir será regulador de fosfatos. La 

columna de gel se calibrará Posteriormente en las fracaones colectadas se 

medirá la concentración proteica. actividad proteolítica y act1v1dad quimosinica 

(Outoit, 1975) (Pharmac1a. 1982) 

Se evaluará el hecho en este punto de que a la fracción que contenga la 

mejor actividad proteolit1ca y quimosíniC'.l, de determinar los efectos de [S]. {E]. 

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

5.3 .9 PUNTO ISOELÉCTRICO 

El método de enfoque 1soeléctnco consiste en someter las proteinas a un 

campo eléctrico en un gradiente de pH En estas condioones . i:::.ada especie 

molecular emigra hasta la zona donde el pH =pt en la cual su carga neta es nula. 

)Q 
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la proteína se fija ahí constituyendo una banda. A diferencaa de la electroforesis 

común, la amplitud de la banda es independiente del tiempo y viene determinada 

por el balance de la difusión, la fuerza del campo eléctrico y la inclinación del 

gradiente del pH. A la muestra dializada se le determinará el punto 1soeléctnco 

en un periodo de 72 H usando 1 ºA, (w/v) de concentraciones de anfclitas cercanas 

a los rangos de pH de 3 - 10 En función a las proteínas presentes. usando 

enfoque isoeléctnco en etlindrcs de gel de policnlamida utilizando 50%, de solución 

de acrilamida (9.7°/o acnlamida, O 3°/o bis - acrilam1da), y 6 3°/o de anfolrtas y 13.3 

% de glicerol al 87 º/o, utilizando una cámara electroforét1ca Buchler con NaOH 1 N 

en el Cátodo y H3PO• 1 N en el anódo con un preenfoque 2 mNetlindro durante 1 

h, posterionnente se corren 5 - 10µg de proteína de las muestras en 20 µI . con 

2mAlcilindro por 3.5 - 4h (Pharmacia. 1982). Postenormente de completar el 

enfoque, los cilindros se fijan en una solución fijadora. se t1flen y SIJ destiñen 

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

Además de aplicar los métodos anteriores para aislar y punficar la prcteasa 

encontrada en Yucca flllfera se tomará una m1crofotografia entre la epidermis y 

la cutfcula lugar donde se encuentra 

hiistoquimica. 

la enzima mediante una prueba 
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