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1-INTRODUCCI6N

Lasenzimassoncatalizadoresbiol6gicosquefacilitanlaconversi6n de sustratosen

productosfacilitando las condiciones que disminuyen la energla de activaci6n de la

reacci6n (KarigaryRao, 2011). Una de suscaracterlsticas mas sobresalienteses su

elevadaespecificidad,esdecir,quecadatipodeenzimaseuneaununicotipode

sustancia (el sustrato) sobre la que actua (Lehninger, 2009). Las enzimas tienen

muchas aplicaciones en diversostipos de industrias, como son la de detergentes,

tratamientodeafluentesindustriales, panaderla, queserla, vinlcola,textil,ypeleteria,

entre otros (Natalucci etal, 2000); asi como tambien ayudan a optimizar un gran

numero de procesos, ya que utilizan una baja cantidad de sustrato y reducen la

formaci6n de productos secundarios (Natalucci et aI, 2000). Las enzimas mas

importantes comercialmente son las enzimas hidroliticas, que incluyen a las

proteasasylaslipasas,lascualesseutilizanparaelablandamientodecames,para

fragmentar las protelnaspresentesenla cerveza, en la producci6n de hidrolizados,

degradaraguas industriales que contengan proteinas, entreotros. Actualmente, se

dispone de estas enzimas relativamente puras, extraidas industrialmente de

bacteriasyhongosprincipalmente,ys6loalgunassonextraldasde plantas 0 frutos,

comolapapayaylapiria.

En la actualidad se buscan alternativas en plantas para la extracci6n de enzimas,

quepuedanserutilizadasendiversosprocesos. EI latexes unafuente abundante en

enzimas, provienede las celulaslaticiferasde un gran numerode plantas de las

familias: Apocynaceae, Caricaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Teixeira et al.,

2008; Tomaret. al., 2008). Ellatexes unaemulsi6n acuosa que contiene muchos

compuestos, porejemplo, Iipidos, gomas, resinas, azucaresyenzimas(Fonseca et

al., 2010). Dentrodelasenzimasquecontieneellatex,sehaencontradoqueesrico

enproteasas,lipasasyquitinasasencantidadestanelevadasquesehadadolugara

suaprovechamientobiotecnol6gico.Lapresenciadeenzimasproteollticasenellatex

cumplefuncionesfundamentales en los procesos biol6gicos de laplanta,yaqueen

algunasocasionesactua como mecanismo de defensacontra pat6genos,parasitosy



herbfvorosporataquealinvasorunavezquelaceluladelaplantahacelisisyen

otrasocasionesactuacomocicatrizante(Vierstra, 1996).

La jaca (Artocarpus heterophyllus) pertenece a la familia Moraceae, se cultiva

ampliamenteen regionescon clima tropicaly produce latex en todas sus partes, el

cualesunafuentedeenzimas. Porello, el objetivode este proyecto fue identificary

caracterizarlasprotefnasconactividaddeproleasaylipasadellatexdelfrutodejaca

(ArtocarpusheterophyllusL.).

En el presente estudio, se identific61a presencia de actividad proteolftica y Iipolftica

en el latex de Artocarpus heterophyllus L. Uaca) por medio de zimogramas de

sustrato. Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no

desnaturalizantes (NO-PAGE) revelaron que las proteinas con pesos moleculares

(PM) de 30,80,123 Y 172 kOa tienen aclividad proteolftica. Asimismo, la actividad

lipoliticaseidentific6enlasproteinasconPMde75, 123y163kOa.Sinembargo,no

se observ6 aclividad proteolitica ni lipolitica en los geles SOS-PAGE renaluralizados,

10 cual sugiere que puede tratarse de enzimas multimericas 0 un complejo

multienzimatico. Esto apoyado en los resultados obtenidos en la 2-0E que moslraron

proternas con PM de 70 y 75 kOa y pi de 8.5 y 8.9, respectivamente. Que una vez

separadas no mostraron actividad despues de haber side renaturalizadas en los

gelesdepoliacrilamida.



11- REVISION DE LITERATURA

2.1. La planta dejaca

EI arbol de jaca, Artocarpus heterophyllus Lam., es importante en regiones tropicales

ysubtropicales. Lajacasehacultivadoenlndiadesdetiemposremotosyahorase

ha propagadoa 10 largo de lostr6picos (Haq, 2006).

EI genero Artocarpus es uno de los miembros de la familia Moraceae, familia que

incluye cierto numero de especies econ6micamente importantes. La jaca es

considerada como una especie que mereceatenci6n einvestigaci6n porsu amplio

potencial aaumentarlos ingresos locales (Haq, 2006). Eigenerocontienealrededor

de60especiesqueproducen unfruto mUltiple (un sincarpio), estando los aquenios

rodeadosdepulpacamosa (Haq, 2006).

2.1.1. Elarboldejaca

Elarbolessiempreverde, alcanzando 10a20 mdealtura (Fig.1-B), en ocasiones

lIegandohastalos30m,conraiceslargasyunacoronadensa.Lacoronaesc6nica

cuando los arboles son j6venes 0 crecen bajo la sombra; el tronco alcanza un

diametro de 3.5 a 6.7 m a los cinco alios (Haq, 2006). Su madera es dura y las hojas

son de color verde oscuro de forma ovalada (Fig. 1-Ay 1-B). Todas las partes del

arbol contienen latex blanco y pegajoso (Fig. 1-C). Es un arbol con larga vida,

generalmente de 60 a 70 alios (SCUC, 2006).



Figura 1. Morfologlageneraldelaplantadejaca.
AIEllronco, lacoronaylasramasdelarbol. BILaalluraquealcanzaelarbol dejacavade10:1~~~. y los frulos cuelgan a d~erenles alturas. C) EI latex se encuentra en el arbol. las ramas y

2.1.2. Elfruto

Lajaca produce un sincarpio grande amarillento con longitudde30a 100emyde25

a 50 em de diametro, de forma eilfndriea a forma de pera que euelga de un tallo

grueso. La superfieiedelfrutoesverrugosa con numerosas seeeiones piramidales

sobresalientes (Fig. 2-A). En el interior, la fruta se mantiene unida por un nlleleo

central fibroso, como se muestra en la Fig. 2-8. EI fruto mide de 30-40em de longitud

y lIegaa pesarhasta 50 kg (Haq, 2006; Prakash etal., 2009).



Figura 2. EI fruto de Jaca.
A) La pared del frulo es gruesa, verrugosa y con numerosas secclones piremidales
sobresalienles, B) La jaca es un frulo sinc~rplco, donde el pericarpio carnoso rodea a las
semillas, siendocada uno unfrulo individual.

2.1.3. ProducclOn dejaca en M6xlco

En Mexico, al fruto de jaca se Ie da un uso comercial enfocado a la alimentaci6n, del

fruto completo 0 de la parte netamente comestible, La industrializaci6n de productos

derivadosdel fruto es minima yesta enfocada ala obtenci6n de subproductos del

fruto. La producci6n nacional del fruto se concentra en los estados de Nayarit,

Colima, Jalisco, Veracruz, Michoacan y Sinaloa generando una producci6n de

10,103.25 toneladas en el ano 2012, siendo el estado de Nayarit el principal

productor con 9,052.45 toneladas (SlAP, 2012) en el que a su vez et municipio de

San BIas es el que produce mills, seguido por los municipios de Bahia de Banderas y

Compostela (SlAP, 2012).



NAYARIT

COLIMA

VERACRUZ

SINALOA

JALISCO

MICHOACAN

Producci6n(Ton)

9,052.45

358.00

330.00

208.00

135.70

19.10

10,103.25

Tabla1-Principalesestadosproductoresdejaca(SIAP,2012)

Municipio

SAN BlAS

COMPOSTELA

BAHIA DE BANDERAS

SANTIAGO IXCUINTLA

TEPIC

XALiSCO

TECUAlA

TUXPAN

ROSAMORADA

Producci6n(Ton)

6,855.50

1,659.20

157.50

153.00

96.00

60.00

49.00

16.00

6.25

9,052.45

Tabla2-Produccl6n de Jaca pormunlclplo,enel EstadodeNayarit (SIAP,2012)



2.2. EI hltex

Ellatex es un f1uido lechoso compuesto por un suero Ifquido que contiene, en

suspensi6n 0 en soluci6n, una mezcla compleja de componentes (Morcelle etal.,

2004). En el complejo emulsi6n/suspensi6n se encuentran proteinas, alcaloides,

almidones, azucares, grasas, taninos, resinas y gomas (Domsalla y Melzig, 2008)

Miles de especies de plantas hacen uso de estructuras especializadas lIamadas

laticiferos para asegurar al menos parcialmente, su defensa. Los laticiferos

presentanunaintensaactividad metab6lica.lnsitucontienen los organelos usuales

de las celulasvegetales, incluyendonucleo,plastidos,vacuolas, ribosomas,aparato

de Golgiyreliculoendoplasmatico(Jacob eta/., 1989).

EI latex tambien es rico en compuestos tales como sales, minerales, Ifpidos,

carbohidratos y en particular sistemas complejos de membranas que pueden ser

extraidosjuntocon lasproteinas. (Duan etal., 2006).

Los laticfferosse encuentran bajopresi6n positiva, 10 que implicaque,enrespuestaa

cortadurasomordidasdepredadoresdeplantassobreestos,resuIta en una rapida

expulsi6n de latex hacia el exterior (Huang etal., 2003).

2.2.1. Distribucionenlaplanta.yfuncion

EI latexseencuentra ampliamente distribuidoen las plantas, se hareportadoquede

12,000 a 35,000 especies 10 contienen (Dussourd y Denno, 1991; Harbome, 1993),

ubicadas dentro de 40 familias, aunqueexiste un numero significativamentemayor

de especies laticiferas en climas tropicales que en climas templados (Lewinsohn,

1991) EI latex es una de ias caracteristicas mas sobresalientes de las familias

Asclepiadaceae, Apocynaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Rajesh et al., 2005).

Ellatexdediversasplantassehaestudiadodesdehacevariasdecadas(Balakrishna

y Seshadri, 1947; L6pez et al., 1989, Giordani et al., 1991). Existen evidencias

experimentales de que uno de los roles que se la han adjudicado al latexes como

mecanismo de defensa contrael ataque de insectos (Sethi etal., 2009; Ramosetal.,

2010)yprotegercontra infeccionespor·pat6genos(Liggieri etaI., 2004) de dos

maneras distintas: mecanicamente (por su coagulaci6n sobre la herida) y



qulmicamente por la presencia de sustancias t6xicas (Kyndt at al., 2007). Ademas,

las sustancias t6xicas han mostradotenerun impacto negativo tanto en la tasade

alimentaci6nde losinsectos, como en el estadode salud de los predadores(Malcolm

yZalucki,1996).

Por otro lado, tambilm se ha descrito ampliamente la presencia de enzimas en el

latex de diferentes especies, se han detectado Iipasas y principalmente proteasas

(Bertoluzzo at al., 2008; Caro at al., 2000; Cavalli at al., 2003; EI Moussaoui at al.,

2001) como la papalnaylaficina, dosdelasproteasasdemayoraplicaci6nindustrial

(Caffini et al., 1988) y que provienen del latex de frutos de Carica papaya

(Caricaceae) y de Ficus carica 0 F. glabrata (Moraceae), respectivamente.

2.2.2. Caracteristicasfisicoquimicas basicas del latexdejaca

La jaca es una planta que produce latex en todos sus 6rganos. Pocos han side los

analisisrealizadosal latex de jaca, entre ellos se ha determinadolapresenciade4

hidroxiundecil docosanoato y cicloartenona como esteres de acidos grasos (Pant y

Chaturvedi, 1989), el latex del arbol y del fruto tienen la misma composici6n. Ademas

de protelnas y minerales los dos contienen un alto porcentaje de materia cerosa

(BalakrishnaySeshadri,1947).

Las enzimas tienen un gran numero de ventajas sobre los catalizadores qufmicos

convencionales:suespecificidadyselectividad,nosoloparaalgunasreaccionesen

particular,sinotambienensudiscriminaci6nentrepartessimilaresdeunamolecula

(regioespecificidad) 0 is6meros 6pticos (estereoespecificidad). Pueden catalizars610

lasreaccionesderangosdesustratosmuyestrechos, 10 que consisteenunnumero

pequeno de clases de compuestos relacionados estrechamente 0 un solo

compuesto. Ademas, el productoesgeneradoen unestadosin contaminar, 10 que

reduceelcostode purificaci6nyiacargaambiental.Amenudoserequierenpocos

pasosparaobtenerelproductofinaldeseado.Lasenzimastrabajanbajocondiciones

de procesamiento generalmente moderadas de temperatura y pH. Esto disminuye los



requerimientos de energla y reduce reacciones secundarias indeseables

(ShanmuganySathishkumar, 2009).

2.3.1. Propiedades tisicas y quimicas de las enzimas

Como las enzimas son protelnas combinadas con otres grupos qurmicos, poseen las

mismas propiedades y caracteristicas de las proteinas: se desnaturalizan con el

calor,precipitanconeletanoloconcentracioneselevadasdesalesinorganicascomo

el sulfato de amonio y no dializan a traves de membranas semipermeables (Obreg6n,

2008).

2.4. Enzimas proteoliticas

Las enzimas proteolfticas (comunmente lIamadas proteasas, EC 3.4) hidrolizan los

enlaces peptrdicosde otras proteinas con diferentesgradosde intensidadyde

selectividad,modificandosuestructuraylaactividadcatalftica de las enzimas (Dubey

etal., 2007).

Las enzimas proteoliticas tienen la habilidad de lIevar a cabo modificaciones

selectivas de protelnas por escisi6n limitada, tales como la activaci6n de tormas

zimogenicas de enzimas, coagulaci6n de la sangre, lisis de coagulos de fibrinas

(fibrin6Iisis) y procesamiento ytransportede proteinas a traves de las membranas

(Rao et al., 1998). Tamblen son utilizadas en procesos biol6gicos cruciales tales

como regulaci6n del metabolismo, sistema complementario, rutas de apoptosis, etc.

(Rani et al., 2012). Ademas, se utilizan en varias formas de terapias medicas y tienen

gran importancia como reactivos en procesosde laboratorio, cllnicose industriales

(Raoetal., 1998).

Las proteasas tambien son reguladores clave. Determinan irreversiblemente el

destinodeotrasproternasyregulandiferentesprocesosenrespuesta a senalesde

desarrolloyambientales.Estoimplicaquelasproteasastienenunsustratoespeclfico

yque su actividad esla estrechamente regulada entiempo y en espacio (vander

Hoom,2008).



2.4.1. Clasificaci6n de las proteasas

Dependiendo del sitio de acci6n, las proteasas 0 peptidasas se clasifican en dos

grandes grupos: las endopeptidasas - que rompen uniones peptldicas en las

regiones intemas de la protelna - y las exopeptidasas - que rompen el enlace

peptidicopr6ximoalterminoaminoocarboxilodelsustrato(Rani 9tal., 2012).

Lasendopeptidasassondivididasencuatrosub-gruposdeacuerdoalosresiduos

catallticosensusitioactivo:serinproteasas,aspartoproteasas,cistelnproteasasy

metaloproteasas.(Rani,2012).

• Lasserlnproteasassecaracterizanporlapresenciadeungruposerfnicoen

su sitio activo. Todas las serlnproteasas contienen tres residuos en su sitio

activo: una serina, una histidina y un aspartato, que comprenden la trlada

catalltica caracteristica. Generalmente son activas a pH neutro y alcalino,

siendo el 6ptimo entre 7 y 11. Tienen amplia especificidad de sustrato

incluyendoactividadesterollticayamidasa.

• Lasproteasasasparticas,comunmenteconocidascomoproteasasacidas,son

las endopeptidasas que dependen dedosresiduos conservadosdeacido

asparticoparasuactividadcatalitica. La mayorlade las proteasasasparticas

muestran su actividad maxima a pH bajo (pH de 3 a 4) y tjenen puntos

isoelectricosenel rango de pH 3a4.5.

• Las cistelnproteasas se encuentran tanto en procariontes como en

eucariontes.Laactividaddetodaslascistefnproteasasdepende de una dlada

catalltica compuesta por cisterna e histidina. Tienen pH 6ptimo neutro, sin

embargo algunas de elias, porejemplolas proteasas lisosomales, tienen su

maxima actividad a pH acido. Las cisteinproteasas catalizan la hidr61isis de

derivadosdel acidocarboxllico a traves de una rutadedobledesplazamiento

que involucra la formaci6n general de acido-base y la hidr61isis de un

intermediarioacil-tiol.

• Las metaloproteasas son las mas diversas de las proteasas. Secaracterizan

por su requerimiento de un i6n metalico divalente para su actividad. Las

proteasas neutras muestran especificidad por aminoacidos hidrof6bicos,



mientras que las alcalinas poseen una amplia especificidad (Mahajan y

Badgujar, 2010)

Por otro lado, las exopeptidasas actuan s610 cerca de los extremos de la cadena

polipeplidica. Basandose su sitio de acci6n en el extremo amino (NHz) 0 carboxilo

(COOH), se c1asifican en aminopeptidasas y carboxipeplidasas, respectivamente

(Rani atal., 2012).

• De acuerdo a su sitio de acci6n en un amino terminal libre, existen las

aminopeptidasas, dipeptidil peptidasas 0 tripeptidil peptidasas que Iiberan

residuosdeunsoloaminoacido, undipeptidoountripeptido, respectivamente.

8e sabe que remueven la metionina N-terminal que puede ser encontrada en

proteinas heter610gamente expresadas, perc no en muchas proteinas

madurasquesedannaturalmente (MahajanyBadgujar, 2010).

• Las carboxipeptidasas, liberan un solo aminoacido 0 un dipeptido. Estas se

dividen a su vez en tres principales grupos: serin, metalo y cisteln

carboxipeptidasasbasandoseenelgrupofuncionalpresenteensu sitio activo

(Dos 8antos, 2011).

La presencia de lasterminales libresaminoycarboxilotendran un impactonegativo

enlaactividaddelaenzima(Raoetal., 1998).

2.4.2. Mecanismo de acci6n de las proteasas

Todas las proteasasse unen alsustratoen una hendidura dondeocurre la hidr61isis

del enlace peptidico (Fig. 3). Losresiduosdeaminoacidosdelsustrato(P)seunena

subsitios del silio activo de la enzima (8). Estos residuos se numeran a partir del

enlace a ser hidrolizado, hacia el N-terminal como P" Pz' P
3

, etc., en tanto que los

que se encuentran hacia el C-terminal se denominan P,', Pz', P
3
', etc. Los subsitios

de la proleasa que embonan con los residuos del sustrato se numeran como 5" 8z'

8
3
y 8,', 8

2
', 8

3
', respectivamenle (Barrett at al., 2004).



liliiiiiiiiiiiii..- Proteasa

Enlace escindible

Figura 3. Representacl6n esquematlca de la regl6n de unl6n delsltlo catalltlcode una
proteasa.Eslaproleasahipolelicaposeeseissubsitios(S1-S3yS1'·S3')en susiliocalalftico,
comoconsecuencia, escapazdereconoceryunirseaseisaminoacidos(P1·P3yP1'·P3')al
suslralo.Despuesdelaprole6Iisis,segeneranporlomenosdospeplidosmaspequenoscomo
productosdelareacci6n(SchecteryBerger, 1967)

2.5.Enzimaslipollticas

Laslipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas ubicuas quecatalizan la hidr61isisde grasasy

aceites con la subsecuente liberaci6n de acidos grasos, diacilgliceroles,

monoacilgliceroles y glicerol, rompiendo y modificando los enlaces ester de los

lipidos y sus derivados (Villenueve et al., 2000). Tambie!" catalizan reacciones de

sintesis, tales como esterificaci6n, amin6lisis, transesterificaci6n (acid6Iisis,

alcoh61isis e interesterificaci6n), oxim6lisis ytiotransesterificaci6n (Villenueve etal.,

2000). SupH6ptimoesgeneraimentede7a8 (Lehninger, 2009).

La presencia de actividad lipolitica en el latex de varias familias de plantas,

incluyendo Asclepciadaceae, Moraceae, Apocynaceae, Euphorbaceae, Caricacea y

Bromeliacea se ha reportado desde 1935 (Paques y Macedo, 2006). La funci6n de

estas enzimas no ha side completamente elucidada; sin embargo, se sabe que estan



involucradas en el metabolismo de terpenos y en la defensa de la planta contra

agentesextemos(Riveraetal.,2012).

2.5.1.Clasificaci6ndelaslipasas

Laslipasassonclasificadasdelasiguienleforma:

1. Regioselectivas-subdivididasen:

a) Lipasasnoespecificas-hidrolizanesteresdeacidosgrasosprimarios

osecundarios,liberandoacidosgrasosenlaposici6n1(3)02;

b) Lipasas 1,3-especificas - hidrolizan s610 esteres de acidos grasos

primariosen las posiciones 103. Aunqueexisten algunosestudiosen

la Iiteratura sobre una Iipasa de Candida antarctica que hidroliza en la

posici6n2.

1. Tiposelectivascon relaci6n altamanode cadena carb6nicay/oel numerode

insaturacionesdelgrupoacilo.

2. Enantioselectivas(PaquesyMacedo, 2006).

2.5.2. Mecanismodeacci6ndelaslipasas

Elmecanismodehidr6lisisinciuyealaminoacidonucieofilicoserina,unresiduoacido

(usualmenteaspartato,oenocasionesglutamato)yunahistidina (triadacatalitica).

(Chahinianetal., 2006).

Enel mecanismocataliticode las Iipasas (desarrolladoen la Fig. 4)eslanimplicados

losaminoacidosqueconformanlatrfadacatalitica,conlassiguientesetapas:

1. EI sustrato (R,-COOR2) accede al centro activo de la enzima (complejo

enzima-sustrato),situandosedeformaqueelcarbonocarbonllicoesatacado

porlaserinacatalitica,atravesdesugrupohidroxiioactivado.Estaactivaci6n

se produce poria colocaci6n especial de lostresaminoacidos cataliticos. que

provoca una disminuci6n del valor de pKdel grupo hidroxilo de la serina: el

prot6n del grupo -oH de la serina es captado porel nitr6geno NE del anillo

imidaz61icodela His del centro activo, cuyacarga positiva esestabilizadapor

elaspartato(oglutamato)queformapartedelatriada. Seforma asl,el primer



intermediotetraedrico (I). La carga negativa, en principio situada en el oxigeno

Oyde laserina, sufre una translocaci6n haciaelox[genodelgrupocarbonilo,

originandoseunoxiani6n,elcualesestabilizadoatravesdelaformaci6nde

uno 0 varios puentes de hidr6geno con los aminoacidos que constituyen el

2. EI intenmedio tetraedrico se rompe al transferirse al oxigeno del alcohol

saliente, el prot6n previamente cedido a ta His, liberandose el alcohol y

formandoseelcomplejoacil-enzima.

3. SeproduceunsegundoataquenucleofilicoporparledelsegundosustratoR3

OH (H20 en sistemas bioI6gicos), previa activaci6n similar a la descrita en et

aparlad01,sobreelcarbonocarbonilicodelcomplejoacil-enzima,formandose

un nuevo intermediotetraedrico (II).

4. EI intermediotetraedrico II colapsatraslacesi6naloxlgenodelaserinadel H

captado poria Hisa parlirdel nucle6filoatacante, liberandoseel producto(un

acido graso como producto natural) y regenerandose la serina catalilica

(Hemaiz, 2012).



Figura 4. Mecamsmo de h,d,6hs,sde las Iipasas. (TomadodeHemalz, 2012)



2.6. Aplicaciones de las enzimas proteoliticas y Iipollticas

Se eslima que en el mundo las induslrias que aplican enzimas para sus produclos

invierlen anualmenle cerca de un bill6n ded61ares en su comercializaci6n, de las

cuales el 75% son enzimas hidroHlicas; de esle porcenlaje, las proleasas

represenlaneI60%delotaldelasvenlasmundiales(Raoetal., 1998).

Lasproleasasseulilizanenelprocesamienlodelosalimenlos,enelablandamienlo

delascarnes,enlaelaboraci6ndequesosypanes,enlasinduslriaslextilesydel

cuero,enlre olros (Nalalucci etal., 2000).

Ademas, algunas proleasas lambien han side ulilizadas como sislemas modelos

paraelestudiodela relaci6neslruclura-funci6n. (yadavetal., 2006). Conla biologla

molecularenauge,lasenzimasproleolilicassehanconverlidoenuncampoferlilen

invesligaci6nbasicayaplicada(Dubeyetal., 2007).

Las enzimas proleolilicas que provienen de fuenles vegelales han recibido una

alenci6nespecialen lainduslriafarmaceulica, alimenlaria, medica y biolecnol6gica,

debidoaquesonaclivasenunampliorangodepHylemperalura;esporelloquela

busquedade nuevas proleasasvegelalescon aplicabilidad induslrialesconlinua

(Yadavetal., 2006);deeslegrupo, las mejorconocidas por lener valorcomercialson

la papaina (de Carica papaya), la ficina (de Ficus spp.) y la bromelina (de Ananas

comosus) (Liggieri eta/., 2004).

Porolrolado, las lipasas son catalizadoresnaturalesampliamenleempleados para

eslruclurarHpidos,grasasyaceilesenlasinduslriasdelosagroqufmicos,cosmelica,

farmaceulica, alimentaria y componenles aromalicos (Jaeger y Egger, 2002; Palocci

et al., 2005). Asl como lambien han cobrado gran alenci6n por su polencial

aplicaci6nenbiolecnologfa (Rivera etal., 2012).

En la induslriaalimenlaria exisle un inlerescrecienleen el esludioy aplicaci6nde

lipasas como calalizadoresallernalivos a los utilizados, en especial en la induslria

oleaginosa, para poder reulilizar los aceiles de frilura luego de un lralamienlo

enzimalico. Tambienseulilizanparaafectarlascaraclerlsticasdesaborenafgunos

alimenlos, sobre todo en lainduslria de losquesos, creandosaborescaracterlsticos

(Mathewson, 1998); asimismo, en la industria de la feche y los quesos para la



elaboraci6n de productos bajos en grasas y colesterol, en panaderla para

mejoramientodesaboresyenlaindustriadelasbebidas.

La caracterizaci6n de las lipasashos61oenreaccioneshidr61isisdetrigliceridos,sino

tambien en reacciones deslntesis constituye un paso necesario para expandirel

campo de aplicaci6n a otros campos (Foresti efal., 2005). Sinembargo,laaplicaci6n

de laslipasasvegetales aescala industrial es complicada debido a ladificultadde

extraerlasydeobtenersuficientecantidad de lipasa del material vegetal (Villenueve,

2003). Parasuperaresteproblema, clonarlasyexpresarlasen un huespedadecuado

esunaalternativaquepuedeserexplorada(Riveraefa/., 2012).

En la actualidad se buscan alternativas en plantas para la extracci6n de enzimas,

queseanfactiblesdeserutilizadasendiversosprocesos.Ellatexes una fuente de

enzimas que actualmente se esta explorando ampliamente; proviene de de las

celulas laticfferas de un gran numero de plantas de las familias: Apocynaceae,

Caricaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Teixeira ef al., 2008; Tomar ef al., 2008).



111- JUSTIFICACI6N

En la actualidad el uso de enzimas en los procesos industriales ha aumentado

debidoalasventajasquepresentanalserutilizadassustituyendoareactivos

quimicosysustanciassinteticas, reduciendoelnumerodereaccionesenelproceso

y la formaci6n de productos secundarios, ademas de ser empleadas en pequelias

cantidades para latransformaci6ndegrandes cantidades de sustratoen productos.

E175% de las enzimas utilizadas en la industria corresponden a la clase de las

hidrolasas,grupoenelqueseincluyen,entreotras,lasproteasasy las lipasas.

Las enzimas proteoliticas que provienen de fuentes vegetales son activas en un

amplio range de pH y temperatura, permitiendo ahorro de tiempo y costo de

producci6n, mejorando el aprovechamientode las materias primas y subproductos,

asicomolageneraci6ndedesechosmenosperjudicialesparaelmedioambiente.

Las lipasas vegetales tambil!n trabajan en amplios rangos de temperatura y pH,

ademas que tambil!n realizan reacciones de sintesis. La bUsqueda de nuevas

fuentesdelipasasvegetalessehaidentificadoenlosultimosaliosdebidoalelevado

costodelipasasanimalesymicrobianas, 10 que restringesu uso a escala industrial.

Eltiempoutilizadoparaobtenerunaenzimapurautilizandometodos tradicionaleses

prolongado; sin embargo, el progreso de la biotecnologia enzimatica nos permite

obtener enzimas en tiempos corlos e identificar sus actividades. Ellatex de las

plantas es unafuente rica de enzimas con actividadesdiversas, porloqueesuna

excelentealternativaparaidentificarycaracterizarsuscomponentesenzimaticos, 10

cualconvierleal latex de jaca en una potencial fuentede proteasas ylipasascuyas

propiedades bioquimicas no han sido caracterizadasyque pueden seradecuadas

parasuaplicaci6nenprocesosindustriales.



IV - HIP6TESIS

Ellatexdejacaconliene proteinas con actividadde proteasa olipasa con

caracterislicas bioqufmicas potenciales de ser ulilizadas en el procesamiento de



V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificarycaracterizarprolefnascon actividadde proleasa y lipasa en el latex del

frutodejaca (ArtocarpusheterophyllusL.).

5.1.1.0bjetivosespecificos

• Estandarizar el metodo de extracci6n porsolubilidad de proteasas y lipasas

dellatexdejaca.

• Idenlificarporzimogramaslaactividaddeproteasasylipasas.

• Separar las protelnas por cromalografias de fillraci6n en gel e intercambio

i6nico.

• Caraclerizar por 2-DE las proleasas y lipasas idenlificadas en ellalex de la

jaca.



VI- MATERIALES Y M~TODOS
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6.1. Material vegetal

Los frutos fueron obtenidos de una huerta del poblado Benito Juarez, municipio de

Tepic, Nayarit en el periodo de enero a julio de 2012. Fueron cortados del arbol en un

estado de madurez fisiol6gica, evidenciado por el tamaiio y color del fruto. Se

eligieron frutos que no presentaran daiioffsicoo patol6gico.

6.2. Recolectadel latex

EI latex seobtuvo a partir del pedunculode losfrutos reciem cortados del arbo!. Una

vez identificado elfruto de interes, secort6 del arboly se coloc6 invertidoen untripie,

de tal manera que el latex fuera recuperado en tubos de centrffuga esteriles

(Nalgene, 3110-0050), como se muestra en la Fig. 6. Los tubos fueron colocados

inmediatamente sobre hielo para su trasladado al laboratorio para evitar la

degradaci6nde lasenzimas.

Figura 6. Colectadel I6lex.
ElfTutorecillncortadoseinvierteyseapoyaenunlripillpararecibirellfllexenluboseslllriles.



6.3. Obtenci6n del extractocrudo (faseacuosa)

Una vez en ellaboratorio, ellatex se pes6 y se Ie agregaron dos veces el peso del

latex en volumen de buffer de fosfatos 0.2 M que contiene acido citrico 0.1 M, EDTA 5

mM y cisteina 5 mM, pH 6.4 (liggieri at al., 2009) a una temperatura de 4·C. La

suspensi6n fue primero sometida a centrifugaci6n a 8,000 x g (HERMLE, Z 326 K,

rotor 221.18) por 30 minutos a 4·C. Se descartaron los materiales insolubles y al

sobrenadante se Ie agreg6el equivalentea 1 volumen mas del mismo bufferyse

centrifug6a 10,000xgpor30minutosa.4·C.Lanuevafaseacuosasealmacen6a

20·C para las pruebasposteriores.

6.4. Liofilizado del extractocrudo

Paraevitarsuposteriordegradaci6nenzimatica, los extractos crudosfueronsecados

por liofilizaci6n (LABCONCO, Free Zone 2.5) a una temperatura de -54·C por 24

horas, hasta observar la formaci6n de un polvo fino. Este polvo se conserv6 a

temperaturaambiente.

6.5.Cuantificaci6ndelaproteinasoluble

Lacuantificaci6ndeproteinasenelextractoacuososellev6acaboporelmatodode

Bradford (1976), utilizando el reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich NO.Cat. B6916).

Para realizar la curva de calibraci6n se utiliz6 albumina de suero bovino como

estandar (Calbiochem, CAS 9048-46-8) en un range de concentraciones de 0.1 a 1.4

mg/ml diluido en el mismo buffer en que se encuentra la muestra (secci6n 6.3.) y se

utiliz6 aste mismo buffer como blanco. Se tomaron muestras del extracto crudo sin

diluir,ydiluciones 1:5y 1:10, portriplicado para su cuantificaci6n. Setomaron 5uL

demuestraysecolocaron, cadauna, en un pocillode una microplacade96 pozos.

Posteriormente, se Ie agregaron 250 uLdel reactivo de Bradford. Se dej6 reaccionar

la muestra par 5 minutos y se midi6 la absorbancia a 595 nm en un lector

espectrofotomatrico de microplacas (Power Wave XS, Biotek). Se graficaron los

datos de absorbancia neta contra laconcentraci6nconocida de proteina y para

determinarlaconcentraci6ndeproteinasdelasmuestrassecompararonlosvalores

de la absorbancia de las muestras contra lacurva estandar. De lasdosrepeticiones
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que se hicieron para cada muestra, se calcul6 el promedio de ambas y esto se

report6comoconcentraci6ndeprotelnadelamuestra.

6.6. Metodoselectroforeticos

6.6.1. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (50S-PAGE)

EI extracto crudo se someti6 a electroforesis en gel depoliacrilamida a diferentes

concentraciones en condiciones desnaturalizantes en un equipo Miniprotean Tetra

System (Bio-Rad) (Laemmli, 1970). Las muestras se sometieron a bai'lo de ebullici6n

por5 minutos en presencia del bufferdemuestra (20uL). La corrientesemantuvo

constante a 100 mV por 120 minutos Los geles fueron tei'lidos con azul de

Coomassie Brillante R-250 (Sigma-Aldrich, 27816). Se realiz6 una curva estandar

con los Rf del marcador de peso molecular Prestained 50S-PAGE Standards, Broad

Range (Bio-Rad, 161-0318) y posteriormente se calcul6 el Rf (secci6n 2.7.1) de las

proteinas para estimar los pesos moleculares (ver Anexo A) (Sambrook at al., 1989).

6.6.2. Electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (NO-PAGE)

Para observar a lasenzimas en sus condiciones nativasydetectar suactividad, se

corrierongeles a concentracionesde8y 12% en condiciones nodesnaturalizantes,

esto es, en ausencia de 50S y de I1-ME. Las muestras no se sometieron a bai'lo en

temperatura de ebullici6n (ver Anexo A) (Sambrook at al., 1989).

6.6.3. Oeterminaci6n del peso molecular de las proteinas

Los pesos molecularesde las protelnas en las muestrasde latexsecalcularoncon

baseenlamovilidadrelativadeproteinasdepesomolecularconocido(marcadorde

peso molecular). En funci6n de su movilidad (Rf) en geles de poliacrilamida, primero

semidi61adistanciarecorridaporcadaunadelasprotelnasestandarenmillmetros,

ysegraficaron los valores del logaritmo en base 10 (log) de los pesos moleculares

de estas proteJnas contra el valor de Rfde cada una. EI Rfse calcula dividiendo la

distanciarecorridaporlabandaproteicaentrelalongituddecorridatotal del gel. Una

vezconstruidalacurvaestandar, seobtieneunaecuaci6n lineal.



Conociendo la distancia de migraci6n de las protefnas en las muestras, se

determinaron los pesos moleculares utilizando la ecuaci6n lineal obtenida y

finalmenteaplicandolainversadellogaritmoen base 10(10').

6.7. Actividad proteoliticaen placa

Delextractocrudo,seagreg6elequivalentea20mg/mldeproteinatotal a placasde

Petricongelesdegrenetinapreparadosaunaconcentraci6nde8%yseincubaron

porunperiodode15horasatemperaturaambiente(Huber-Baureta1.,2008).

De esta misma forma se probaron las fracciones obtenidas de la cromatografia de

filtraci6nengelylascromatograffasdeintercambioi6nico.

6.8. Identificacion de proteinas por actividad caseinolitica (zimogramas)

En esta tecnica se hicieron modificaciones a la metodologfa empleada par

Westergaardetal,(1980)yLiggierietal,(2009).

Seprepararongelesdesustrato,queconsistenengelesdeagarosa (1%) disuelta en

glicina-NaOH 0.1 M, pH 9.75, dispuestos sobre vidrios de tamario similar a los

moldesde losgeles de poliacrilamida. Una vez polimerizada la agarosa, el gel fue

sumergido durante 20 minutos en una soluci6n de caseina 1% (preparada en buffer

Tris-HCI 0.1 M, pH 8.0) con cisteina 20 mM y enjuagado con agua destilada. Se retir6

el exceso de agua destilada y cada gel se puso en contacto con otro gel ND-PAGE al

8%,enlosquesecargaronlasfraccionesconlosvaloresmasaltosdeabsorbancia,

evitandolaformaci6nde burbujasentre ellos.

Elconjuntofuecolocadodentrodeunacamarahumedaeincubadoenunaestufaa

5Q°C por 10 minutos y posteriormente a temperatura ambiente por 15·horas.

Despues, el gel de agarosa fue tenido con Azul de Coomassie Brillante R-250

(Sigma-Aldrich, NO.Cat. 27816) y destenido en soluci6n fijadora. La actividad

proteoliticaseobserv6comobandasclarasenelgeldeagarosateriido (Liggieriet

al., 2009; Westergard etal., 1980).



6.9. Identificaci6n de proteinas por actividad Iipolitica (zimogramas)

EnestatecnicasehicieronmodificacionesalametodologiaempleadaporTurnery

colaboradores(2001).

Se prepararon geles de sustrato que consisten en gelesde agar (1 .5%),purpurade

bromocresol (0.5%),tributirina (0.5%) Y tween 20 (0.1%). Los gelesseprepararonde

lasiguientemanera:primeroseagregaronlatributirinayeltween20enel50%de

aguadestiladaa60·Cysesometi6aagitaci6nporsonicaci6nparatratardeobtener

unaemulsi6nhomogenea. Cuandoseform6espumaylasgotitasdetributirinaeran

muy pequelias, la emulsi6n se pas6 a una placa caliente para lIevaria a ebullici6n

(conagitaci6nconstante)yseagreg6elagar.Cuandoelmediosetorn6transparente

seagreg6el restode aguayel purpura de bromocresol. Finalmente, seagregaron

gotas de NaOH 0.1 N hasta observar un color azul oscuro (pH 7.5 - 8.0). EI medio se

vaci6 a vidrios de tamalio similar a los moldes de los geles de poliacrilamida. Cada

gel se puso en contacto con otro gel NO-PAGE al 8%, en los que se cargaron las

fracciones con los valores mas altos de absorbancia, evitando la formaci6n de

burbujasentreellos.

Elconjuntofuecolocadodentrodeunacamarahumedaeincubadopor20horasa

temperatura ambiente. La actividad lipolitica se observ6 como bandas claras 0

ausencia de color azul en elgel de sustrato. Se utiliz6elmismoprocedimiento para

los extractos crudos y paratodas las fracciones obtenidas de la cromatografia de

filtraci6nengelylascromatografiasdeintercambioi6nico.

6.10. Cromatografia de filtraci6n en gel

Primero, se prepar6 una suspensi6n con elliofilizado del extracto crudo con una

concentraci6n final de 10 mg/ml de proteina. La suspensi6n se pas6 por un filtro

Millex de 0.22 um esteril. De esta suspensi6n se cargaron 0.5 ml a una columna

Econo-Column (Bio-Rad) empacada con Sefinose Fast Flow SF006-6F (Bio Basic

Inc.). Se utiliz6 como fase m6vil buffer de Tris-HCI 25 mM, pH 8.8. La velocidad de

flujo fue de 1 mllmin y se recolectaron 80 fracciones de 0.5 ml que fueron

almacenadas a -20·C. De cada fracci6n se tomaron 200 uL y se midi6 la absorbancia

a una longitud de onda de 280 (Siritapetawee y Thammasirirak, 2011) Y 220 nm. Se



prob61aactividad proteolltica en placa (secci6n 6.9) decada una delasfracciones.

Asl mismo, se realizaron zimogramas de las actividades caseinolltica (secci6n 6.10)

ylipolitica (secci6n6.11)de las fracciones con presencia de proteina.

6.11. Cromatografias de intercambio i6nico

Una vez identificadas las fracciones de la cromatografia de filtraci6n en gel que

presentaronaclividad proteoliticay lipolltica, sehizo un pool. Oeeste pool, setom6

el equivalente a 0.4 mg y se carg6 a una columna empacada con OEAE Sepharose

(SIGMA, OCL-6B-100) Y equilibrada con Tris-HC125 mM pH 8.8 como fase m6vi!. La

velocidaddeflujo(2 mllmin)secontrol6con una bombaperistallica(Fisher Scientific,

13-876-2). Paraeluirlas protelnasse utiliz6 un gradiente escalonado deO aO.5Mde

NaCI (Siritapetawee etal., 2012).

Atodaslasfraccionesselesmidi61aabsorbanciaa280y220nmylasaclividades

proteoliticaylipolltica (secci6n 6.9y6.11) en placa. A las fracciones activas se les

cuantific6 la proteina soluble (secci6n 6.5), SOS-PAGE (secci6n 6.6), NO-PAGE

(secci6n6.7)yzimogramas(secciones6.10y6.11).

6.12.Electroforesisendosdimensiones

Estos ensayos sa lIevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiologla Vegetal de la

Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO), en la Universidad Nacional

Aut6nomadeMexico.

Primero,seidentificaronlasfraccionesconactividaddelascromatografias:

• Cromatografia de filtraci6n en gel: Fracciones11 a20

• Cromatografiadeintercambioani6nico: Fracciones60a78

De estos dos conjuntos de fracciones activas, se hizo el respectivo pool, en los

cualesse cuanlific6laproteinasoluble. Para concentrarlasproteinas, setomaron 2

ml decada pool porseparado. Acadatuboseagregaron4volumenes deacetonaa

20·Cyseagit6env6rtexpor 1 minuto. Cadatubofue incubadopor 1 horaa -20·C.

Posterionnente, se centrifugaron los tubas a 15,000 x g por 15 minutos a 4·C; se

desech6elsobrenadanteysedej6secarelpellel.



EI pellet fue resuspendido en 125 uL de buffer de rehidralaci6n (urea 8 M, CHAPS

2% (m:v), buffer IPG 2% (m:v), azul de bromofenol1% y OTT 2.8 mg/ml) utilizando

agilaci6nenv6rtex. Los 125uLdelresuspendidodecadamueslra,sedislribuyeron

en uncarril dela bandejade rehidralaci6n. Cadaextraclose corri6en eleclroforesis

bidimensional, ulilizando tiras de geles comerciales para IEF (tiras IPG Immobiline

OrySlrips, GE Healthcare, 17-6001-11) de 7 cm de longilud con rango de pH 3 a 10 y

secolocaron con el gel boca abajo sobrela mueslra. Lasliras IPGsecubrieron con

Immobiline OrySlrip Cover Fluid (GE Healthcare, 17-1335-01) y se dejaron

hidratandotodalanoche.

Posteriormente, se realiz6 la eleclroforesis en primera dimensi6n en un equipo Etlan

IPGphor 3 (GE Healthcare): las Iiras IPG rehidraladas se colocaron en la bandeja

coleclora haciendo coincidir los eleclrodos sobrelas almohadillas. Las condiciones

delacorridafueron'

Paso 1) 300 V (0:30, h:min), 0.2kVh

Paso 2) 1,000V(1:30,h:min),0.3kVh

Paso 3) 5,000 V (2:30), 4.0 kVh

Pas04)1,200V(0:30,h:min),1.0kVh.

Una vezlerminada la corrida, cada una de las liras IPG se pusoen contacto con el

buffer de equilibrio (urea 6M, Tris-HCI 75 mM pH 6.8, Glicerol 29.3%, SOS 2%, azul

de bromofenol 0.002%) adicionado con 10 mg/ml de OTT por 10 minutos; con el

objetivo de resolubilizarlas proleinasy reducir los puenlesdisulfurodespuesdel

enfoque isoelectrico.lnmedialamenle, las tiras IPG se pusieron enconlaclo con el

mismo buffer de equilibrio adicionado con 25 mg/ml de iodoacelamida, eslo con el fin

deevitarlaoxidaci6ndelosgrupostioldurantelaeleclroforesis (Perez-Perez, 2011).

Se prepararon geles SDS-PAGE a una concentraci6n del 10% en un sistema

continuo. Cada una de las tiras se coloc6 en la parte superior de un gel ysesell6con

agarosa 1%. Las condiciones de la corridafueron 150mVpor80minuios.

AI finalizar la corrida, los geles se Meron en soluci6n con azul de Coomassie

Brillante R-250 (Sigma-Aldrich, 27816) por toda la noche y despues decolorados en

soluci6nfijadorapor2horas.



VII. - RESULTADOS Y DISCUSI6N

7.1 Estandarizaci6n del metodo de recolecci6n del latex y obtenci6n del

extractocrudo

En laprimeraetapadel proyectose probaron diferentes metodos de recolecci6nde

latex,yaqueporsuconsistenciaespesaypegajosa,esunasustanciade dificil

manipulaci6n. Setomaron muestras de diferentes partes de losfrutos, asi como del

Las muestras de latexseidentificaronysenombrarondeacuerdoa la parte de la

queseobtuvieron,comoseobservaenlasiguientetabla:

FECHA DEOBTENCION MUESTRA

Arboldejaca

Tabla 3. Identiflcaci6n y nomenclatura de las mueslrasde latex.

Despues de la centrifugaci6n se obtuvieron tres fases: 1) la fase superior 0 cerosa

(es una capa blanca, muy espesa, pegajosa y de dificil manipulaci6n); 2) la fase

acuosa (de color ligeramente cafe, semitransparente) y 3) la lase de s61idos

insolubles 0 pastilla (Fig. 7). Lasfases1 y3,sedescartaronyseconserv6s61ola

faseacuosa.



Figura 7. Las tresfases en que separa el latexdejaca
Enlafigurase puedeobservarlafase superior 0 fase
cerosa(decolorblanco);lafaseacuosa(decoiorcafeclaro)
yloss6lidosinsoJublesalfondodeltubo.

EI buffer que se utiliz6 para la extracci6n esta adicionado con EDTA 5 mM, 10 que

impide la acci6n de las fenoloxidasas, que poseen Cu2
+ en su centro activo

(Anderson, 1968) y con cisterna 5 mM para mantener el medio reductor y para evitar

la oxidaci6n de los sitios cataliticos de las proteasas (Liggieri et al., 2009). As!

mismo, el pH del tamp6n esta 10 suficientemente alejado del pH 6ptimo reportado de

las proteasas aisladas del latex de jaca, que es 8.0 (Prasad y Virupaksha, 1990;

Siritapetawee et al., 2012), 10 que minimiza la autodigesti6n durante los procesos de

extracci6nypurificaci6n.

7.1.1. Cuantlficaci6n de la proteina soluble en los extractos crudos

A los extractos crudos se les determin61a concentraci6n de proterna total por el

metododeBradford(1976).
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• •• •• •• •F22 C22 J22 G22 1'.22 P22 H22 122 1
ICONCENTRACION (mglml) 2.013 2.025 2.231 2265 2.668 3.041 3.089 3.2571

Figura 8. Concentraci6n de protelnaen los extractos crudosdellalexdejaca, obtenidos con
diferentesmelodologlas.Parareferenciasdelorigendelamueslra,verTabla3.

Cabe mencionar que las muestras H22, 122 YJ22 fueron tomadas del mismo fruto en

eldfa0 {dfadel corte del fruto, muestra H22), alos2dfasdespuesdelcorte(122)ya

los4dfasposterioresalcorte{J22).Obteniendomenorcantidaddelatexconformeel

frutovamadurando,porloqueseobtienemenorcontenidodeprotefna.

7.1.2. Patrones electroforeticos de las proteinas presentes en ellatex

del arbolyfruto de lajaca

Los corrimientos electroforeticos en condiciones desnaturalizantes mostraron un

patr6nproteicosdealmenos13bandascon pesos molecularesde 1057 a los 105

kDaengeles,comosepuedeobservaren laFig. 9.

Losresultadosmostraron un patr6nelectroforeticosimilarenlosextractoscrudosde

latex de diferente fuente de obtenci6n. Asfmismo, los estudios realizados por

Balakrishna y Seshadri, (1947) en su investigaci6n con latex de jaca, habran

reportado que el latex del arbol y del fruto tienen la misma composici6n, y que

ademasde protefnasy minerales losdoscontienen un alto porcentaje de materia



Figura 90 Electroforesls en gel 50S-PAGE (16%) Y tabla de pesos moleculares. M)
Marcador de peso molecular Prestained (Bio-RAD); A22) latex de arbol; F22) nucleo central del
frulo; C22) nucleo central del frulo; P22) pedundulo del fruto. En cada caml se carg6 el
equivalente a 20 ug de proteina. En la tabla se muestran los pesos moleculares obtenidos
calculandoel Rfde las protelnas

De esta manera se determin6 que el mejor metoda de extracci6n de latex es tomarlo

directamente del pedunculo de un fruto en estado de madurez fisiol6gica recien

cosechado,loquefacilitasumanipulaci6nyreduceelriesgodeconlaminaci6no

Los extractos crudosfueron liofilizados, lafigura 10 muestraqueelextractocrudo

conserva su patr6n electroforetico despues del proceso de liofilizaci6n, es decir, no

seobservadegradaci6nen las protefnaso

EI proceso de liofilizaci6n presenta venlajas en esletipo de estudios, ya que retarda

el procesode autodegradaci6nen las muestras, permiteprepararsuspensionescon

concentraciones especificas y las muestras pueden ser conservadas a temperatura

ambiente, QCupando un espacio reducido y por largos periodos de tiempo. A pesar de

esto,sehanencontradopocosreportesdesuaplicaci6neninvesligacionessimilares

(Freilasetal.,2007).



Figura 10.Verlficacl6n de lacalldaddelasprotelnasposterloral procesodeliofilizacI6n.SDS
PAGE (16%). M) Marcador de peso molecular Prestained (Bio-RAD); G22) sin liofilizar; G22 L)
Iiofilizado; H22) sin liofilizar; H22)liofilizado; 122) sin liofilizar;122)liofilizado.EncadacaJTilsecarg6el
equivalentea20ugdeprotelna.Enlatablasemuestranlospesosmolecularesoblenidoscalculando
elRfdelasprolelnas.

7.1.3. Ensayo de la actividad proteolitica en placa

Los extractos crudospresentaron actividad proteolitica en gelesde grenetina al B%

(Fig. 11). La actividad se presenta como halos de hidr61isis en el gel. Tambien se

comprob6queestaactividad noseveafectadaporelprocesodeliofilizaci6n.

7.1.4. Ensayos de la actividad Iipolitica en placa

Los extractos crudos probados en geles de agar-tributirina 0.5% en placa,

presentaron actividad lipolitica (Fig. 12)



Figura 11-Pruebas de actlvldad proteolltlca enplaca.
Geles de grenelina (8%). Se mueslran los halos de hidr61isis
del extraclo crudocomo el gel Iicuado 0 conv8rtido a IIquido
(actividadproleolltica)

Figura 12-Pruebasdeactlvldad IIpolltlcaen placa.Geles
deagar-tributirina (0.5%). Semuestran los halos dehidr61isis
del extraeta crudo, como el cambio de coloraci6n de azul a
amarillo (actividad Iipolllica).

7.1.5. Zlmogramas de actividad proteolltica



Las muestras del extracto crudo fueron corridos en condiciones nativas (NO-PAGE)

aI8%depoliacrilamida,dondeseobservaronbandasdepesosmoleculares de 215,

172,164,145,139,133,123,117,91 Y 75 kOa; eincubadas en gel de sustrato para

laactividaddeproteolftica, en zimograma,observando actividad en las bandasen el

rangode 133a 172 kOa (Fig. 13).

Figura 13. Electroforeslsen gel yzlmograma de actlvldad proteolltlca•
A) Gel de poliacrilamida al 8% en condiciones nalivas. M) marcador de peso
molecular. 1) Exlraclocrudodelalexdefrutodejaca. B) Gel deagarosa
caselna 1% en contaclo con el gelApor 15 horas. Muestracargada:20ug
deproleina.

Como muestran los resultados, la actividad de proteasa esta dada por proteinas de

alto peso molecular en condiciones nativas. Cuandose probaron con gelescorridos

en condiciones desnaturalizantes, los zimogramas no revelaron actividad. Oe tal

manera que fueron ensayados los zimogramas probando diferentes composiciones y

pH en los buffers de renaturalizaci6n (Anexo B). As! tambilm se variaron los tiempos

ytemperaturasdeincubaci6n,sinembargo,noseobtuvieronresuItadosdehidr61isis

enloszimogramas.



7.1.6. Zimogramas de actividad IIpolitica

Se prepararon geles ND-PAGE a una concentraci6n del 8%, donde se observaron

bandas de pesos moleculares de 215,172,164,145,139,133,123,117,91 Y 75

kDa. Laaclividaddelipasafueobservadaen losextractoscrudos de proteinaa partir

de los geles en condiciones nativas en zimogramas utilizando como sustrato

tributirina al 0.5%, a pH 7.5 e incubaci6n a temperatura ambiente por 20 horas,

deteclandolaactividadporloshalosdehidr61isisenlasbandascon peso molecular

de 75 kDa, 133 kDa, 139 kDa y 172 kDa como se observar en la Fig. 14.

Figura 14. Electroforeslsen gel y zlmograma de actlvldad IIpolltlca.A)
Gel de poliacrilamida al 8% en condiciones nalivas. M) marcador de peso
molecular. 1) Extracto crudo de latex de lrulo de jaca. B) Gel de agar
tribulirina(0.5%) en conlactocon elgel Apor20horasMueslracargada:20
ugde prolefna.

Estudiosrealizados por Lazreg-Arefy colaboradores (2012) reportaron una lipasadel

latex de Ficus carica L. (Moraceae) con peso molecular de 29 kDa. La actividad

Iipolitica mas alta se encontr6 en el extracto crudo del latex extraido de frutos en

proceso de maduraci6n.



Dhouibycolaboradores (2011) identificaronunalipasaputativa de45kDa, pH6ptimo

de8.0a9.0ysugierenqueestaeslalipasaresponsabledelaimportanteactividad

lipolitica detectada en ellatex de papaya. Siendo estas lipasas reportadas de bajo

pesomolecular,mientrasquelasidentificadasenestainvestigaci6n sonde alto peso

molecular,estosresultadosseran los primeros en reportaresta actividadlipoliticaen

ellatexdejaca.

Porotra lado, en los geles que se corrieron en condiciones desnaturalizantes y que

fueron sometidos a renaturalizaci6n y probados en zimogramas utilizando como

sustratoagar-tributirinaO.5%,noseobservaronhalosdehidr6Iisis. Mismacondici6n

quefueobservadacuandoseprobaronloszimogramasparalaactividadproteolitica.

7.2.Separaci6nlasproteinasporcromatografiadefiltraci6nengel

Seobtuvieron 80fraccionesde 0.5ml. A cadafracci6n sele midi61a absorbanciaa

una longitud de onda de 220 nm (datos no mostrados) y 280 nm (Anexo C), donde se

observaquelasfracciones1ala12presentanvaloresdeabsorbanciabajos;las

fracciones 13 a la 16 corresponden a una Iigera elevaci6n en el cromatograma,

formando un pico chico. Posteriormente, de lasfracciones 17 a la24seaprecia un

pico de valores altos de absorbancia, claramente definido, el cual tiene un valor

maximo en lafracci6n 22. Este picoes seguido porotroformado porlasfracciones

25ala28enelqueelvalormasaltoeseldelafracci6n26. Finalmente,losvalores

de absorbancia comienzan a descendera partir de la fracci6n 29 hastavaloresmuy

cercanosacero(Fig.15).
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7.2.1. Actividad proteoIltic:aen pIaca de las frac:c:iones obtllnidas de Ia

c:romatografillfiltrac:iOnengei

los ensayos de actividad proteoIitica en pIaca de las fTacciones oblenidas de Ia

aomatografia en gel (80 fTacciones). mostraron actividad las fracdones de la 11 a Ia

20. Cabe mencionar que las fracdones 21 a Ia 31, a pesar de ser las fracdones con

los vaIores mas aIlos de absorbancia a 280 rvn, se descartaron debido a que: 1) no

presentaronadividad proteoIitica; 2) no presentaronactividad lipolitica; 3) Iacanlidad

de proteina en eIas es muy baja Y4) no se visualizan bandas de protelna al corrertas

engelesdepoliaailamida.

Esta condici6n puede explicarse par Ia~ de los anillos aromaticos de las

moIeaJas presentes 0 compuestos fen6licos que absorben a 280 rvn al igual que las

proteinas. En reportes hechos par Mahajan y Badgujar (2008) realizados en latex de

21 especies de plantas, reportan rnetabolitos secundarios como alcaloides,

llavonoides, terpenoides, g1uc6sidos cianog{!nicos, compuestos fen61icos, taninos y

saponinas.

7.2.2. Ac:tiYidad Iipolitica en pIaca de las fTacciones obtenidas de Ia

c:nxnatografiafiltrac:iOnengei

De las 80 fTacciones obtenidas en Ia aomatografla en gel sometidas a actividad

lipoIitica en pIacas de agar-tributirina-tween 20, las fracx:iones que rnoslraron

adividadfuerondela 13ala 16.

7.2.3. Cuantificaei6n de Ia proteina en las fTacciones de intllres

Se wantific6 Ia proteina en las fracx:iones con actividad (11 a 20). Como se puede

obsefvar en el Cuadro 5, las fracx:iones 12 a 20 son las que tienen los valores mas
altos de proteina y son las fracdones que presentan adividad enzirnalica.



FRACCION

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Proteina,mgtml
0.0431
0.0757
0.0721
0.2177
0.4266
0.3522
0.1796
0.0762
0.0578
0.0608

Tabla4-Concenlraci6n de proteina de las fracciones de la
cromatografia defillraci6n en gel. Lasfracciones 11 a 20 presentaron
actividad proteoJitica. Lasfracciones 14a 16sonlasfraccionesconla mayor
concentraci6ndeproteinayactividadlipoJitica.

7.2.4. Electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes en las

fracciones con actividad proteolitica y lipolltica

Elconimientodelasfraccionesconactividadproteoliticaylipoliticaenelectroforesis

en condiciones desnaturalizantes (50S-PAGE) al 12% de poliacrilamida (Fig. 16).

Mostraronunpatr6nelectroforeticosconbandasde99,89, 79.5,60,55.5,48,30,21

y11 kDa,siendoestospatronessemejantesentresi.



Figura 18. Electroforesls en gel 50S-PAGE (12'10) de las fracclones con actlvldad de Is
cromatografla de f1ltracl6n en gel. M) marcador de peso molecular. 1) Fracci6n 11; 2)
Fracci6n 12; 3) Fracci6n 13; 4) Fracci6n 14; 5) Fracci6n 15; 6) Fracei6n16;7)Fracci6n17;8)
Fracci6n18;9)Fracci6n19.Lascantidadescar9adasfueron;1)O.86ug;2)1.51ug;3)1.44ug;
4) 4.35 ug; 5)8.53 ug; 6) 7.04ug; 7) 3.59 ug; 8) 1.52ug;9)1.15ug. En laimagen semuestran
los pesos moleculares oblenidoscalculandoel Rfdelasproleinas.

7.2.5. Zimogramas de actividad proteolitica en condiciones nativas

Los corrimientosde las protefnas en condiciones nativas a18% de poliacrilamida,

expuestos a zimogramas de sustrato con agarosa-casefna 1% mostraron actividad

como halos de hidr6lisis, las muestras de las fracciones 12 a la 18, una banda de 172

kDa en laque seobserva una fuerte actividad proteolftica,lasfracciones 12 a la 17

presentan una banda de 133kDacon una marcadaactividad proteolitica(Fig. 17).

7.2.6. Zimogramas de actlvidad Iipolltica en condiciones nativas

Los corrimientos de las protefnas en condiciones nativas al 8% de poliacrilamida

expuestos a zimogramas para detectar la actividad Iipolitica, mostraron que las

fracciones 13a la 16tuvieron actividad observada como halos de hidr61isis en las

proteinas con pesos moleculares 80 kDa, 133 kDa y 172 kDa. (Fig. 18). Los pesos



moleculares de estas proteinas son similares a los de las proteinas con actividad

lipoiiticaenlosextractoscrudos,loquesugierequelasproteinas no han perdidosu

actividad al sersometidas a lacromatografia.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

"';,~. '--
133-+ .... .,

'M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura17.Electroforeslsengelyzlmogramadeactlvldadproteolltlcadelasfracclones
de la cromatografla de filtracl6n en gel. A) Gel de acrilamida al 8% en condiciones nativas
M) marcadorde peso molecular. 1) Fracci6n 11; 2) Fracci6n 12;3) Fracci6n 13; 4) Fracci6n 14;
5) Fracci6n 15; 6) Fracci6n 16; 7) Fracci6n 17; 6) Fracci6n 16; 9) Fracci6n 19. B) Gel de
agarosa-casefnaaI1%encontacloconelgeIApor20horas. Lascanlidadescargadasfueron'
1) 0.86 ug; 2) 1.51 ug;3) 1.44ug; 4)4.35 ug; 5) 8.53 ug; 6) 7.04ug; 7) 3.59ug;8) 1.52 ug; 9)
1.15ug. En la imagen se muestran los pesos moleculares obtenidos calculandoel Rfde las
proleinas

Figura 18. Electroforeslsen gel yzlmograma de actlvldad IIpolltica de las fracclonesde la
cromatografla de f1ltracl6n en gel. A) Gel de acrilamida al 6% en condiciones nalivas. M)
marcadorde peso molecular. 1) Fracci6n 11;2) Fracci6n 12; 3) Fracci6n 13; 4) Fracci6n 14; 5)
Fracci6n 15; 6) Fracci6n 16; 7) Fracci6n 17; 6) Fracci6n 18; 9) Fracci6n 19. B) Gel de agar
tribulirinaO.5% enconlaclo con el gel A por15 horas. Lascanlidadescargadasfueron: 1)0.86
ug;2) 1.51 ug; 3) 1.44ug; 4) 4.35 ug; 5) 8.53ug; 6) 7.04 ug; 7) 3.59 ug; 8) 1.52ug;9) 1.15ug.
EnlaimagensemueslranlospesosmolecularesoblenidoscalculandoelRfdelasprolefnas
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7.2.7. Zimogramas de actividad proteolitica y Iipolitica despues de

Los ensayos de actividad de proteasa y lipasa utilizando los corrimientos
electroforeticos en condiciones desnaturalizantes y tratados con buffer de
renaturalizaci6ndelasfracciones12ala20nomostraronhalosdehidr6lisisdespues
de 20 horasde incubaci6n.

7.3. Cromatografia de intercambio ani6nico

De lasfracciones que mostraron actividad en la cromatografia defiltraci6n en gel,

fraccionesde la 11 ala 20, seform6un lotequefue sometido a cromatografiade

intercambioani6nicoparasepararlasproteinasporsucargaynoporsutamaiio,ya

que los resultados apuntaban a la posibilidad de que ser un complejo

multienzimatico,debido a que laactividad s610seobserv6en las proteinas en sus

condicionesnativas.

Se obtuvieron 120 fracciones de 1 ml cada una. A cada fracci6n se Ie midi6 la

absorbancia a una longitud de onda de 280 nm (Fig. 19), se observa que las

fracciones1 ala31 quecorrespondenallavadoconbufferabajasconcentraciones

de NaCI (0.OyO.1 M)presentanvaloresbajosdeabsorbancia. A partir de la fracci6n

32 se observanvarios picos continuos que terminan en la fracci6n 71. Estospicos

corresponden a las concentraciones 0.2 M yO.3 M de NaCI en el buffer de eluci6n.

Sin embargo, estosvalores son considerablemente menoresa los obtenidosen las

fracciones recolectadasen la cromatografia de filtraci6n en gel.Elpicomejordefinido

estaentrelasfracciones63ala72,siendolafracci6n69Iaquepresenta el valor

masaltodeabsorbancia(AnexoC)





7.3.1. Actividad proteolitica y Iipolitica en placa fracciones de la

cromatografiade intercambioani6nico

Lasfraccionesque presentaron la actividad proteolltica en placa fueron las

fracciones58ala88,ylaactividadlipollticaenplacadelafracci6n62ala72.

Los resultados de la cuantificaci6n de la proteina presenteen las fracciones58ala

89 se presentanen la Tabla 5. rangodentrodelquecaen lasfraccionescon lasdos

actividades. Adiferencia de la cromatografiade filtraci6n engel, noseobserva un

picoorangodefraccionesdondeseencuentreconcentrada la mayorcantidadde

proteina.

FRACCI6N

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

Proteina,
mimi
0.0836

0.0827

0.1084

0.0964

0.1032

0.1032

0.0998

0.0921

0.0870

0.0990

0.0759

0.0964

0.0896

0.1024

0.0921

0.0921

FRACCI6N

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

88

89

Proteina,
mimi
0.0973

0.0981

0.1212

0.0913

0.0921

0.0844

0.0879

0.1109

0.0913

0.1050

0.1161

0.0921

0.0887

0.0819

0.0716

0.0913

Tabla 5- Concentraci6n de proteina de las fracclones de la cromatografia de
Intercambloanl6nlco. Lasfracciones58a la 88 son lasfracciones que presentaron
actividadproteolitica.Lasfracciones62ala72presenlaronactividadlipoIfUca.



7.3.2. Oetennlnaci6n de los pesos moleculares de las proteinas en las

fracclones con actlvldad proteolltica y Iipolltica por 50S-PAGE

Por 10 observado en los ensayos anteriores, se seleccionaron como fracciones de

interes lasfracciones 60 a 78. 5e carg6 el equivalente a 2 ug de proteina en cada

caml.

En los corrimientos electroforeticos bajo condiciones desnaturalizantes de las

fraccionesdeinteressevisualizaronproteinasconpesosmoleculares de 30, 45. 48,

78,80, 92y99 kDa (Fig. 20).

Figura 20-Electroforeslsen gel SDS-PAGE(12%) de lasfracclones conactlvldad dela
cromatografiadelntercambioanl6nlco.Enlapartesuperiordelosgelesseindicaelnumero
defracci6nencadacarril.Encadacarrilsecarg6elequivalenlea2ugdeproteina.

En laseparaci6nelectroforeticaencondicionesdesnaturalizantesde estasfracciones

se puede observar una proteina de aproximadamente 80 kOa, misma que se habia

observado en los corrimientos de los extractos crudos preparados a una

concentraci6n del 16% de poliacrilamida (Fig. 9) y que tambien se observ6 en los

50S-PAGE de las fracciones con actividad de la cromatografia de filtraci6n en gel

(Fig. 16)yquedespuesde lacromatografia de intercambioani6nicoseobservacon

mejor resoluci6n (Fig. 20). Esta proteina de 80 kOa observada, tiene un peso

molecular semejante ala proteasa reportada por Prasad y Virupaksha (1990), de

79.5 kOa. la cual fue purificada por cromato.grafia de intercambio an6nico. En ese

estudiosedeterrnin6 que era una protefna de un solo polipeptido contamal'\o de 79.5
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kDa, p/6.3 Y un pH 6ptimo de 8.0, a la que se Ie denomin6 artocarpina. Esta

proteasa tiene una relativamente amplia especificidad de sustratos.Sinembargo,fue

la(micaactividadqueencontraronenellatexdejaca.

La protefna observada de peso 48 kDa, coincide en tamalio con una proteasa

reportada por Siritapetawee y colaboradores (2012), purificada a partir del latex de

jaca por cromatograffas de intercambio ani6nico (con a Sepharose Fast Flow) y

cati6nico (con SP Sepharose). Esta enzima mostr6 actividad proteolitica contra

gelatinaycaseinayademaspresent6propiedadesantibacterianayantifungica; sin

embargo no se han encontrado reportesde actividad de Iipasa

Otros reportes perc en glicoproteinas encontradas en el latex de jaca por

Siritapetawee y Thammasirirak en el 2011, identificaron una glicoproteina

heteromultimerica (HSGPL1) con peso molecular superior a los 97 kDa que esta

conformada por Ires mon6meros de 29, 31 Y33 kDa. Los autores demostraron que la

glicoproteinatienepropiedadesinhibitoriasdeserinproteasase inhibici6n de la

coagulaci6n de la sangre. Los tamalios moleculares identificados en este estudio

apuntan a la aposibilidad de encontrar a una protefna heteromultimerica dados los

tamarios de las diferentes bandas identificadas en los geles en condici6n

desnaturalizante.

7.3.3. Zimogramas de actividad proteolitica en condiciones nativas

Los resultados de los zimogramas en geles en condiciones no desnaturalizantes

(8%),enagaros~-caseina1%comosustrato(Fig.21),revelaronactividadproteolitica

en las fracciones60 a la 68 en una proteina de 123 kDa, cabe serialarqueel peso

corresponde con el observado en losensayos de actividad con losextractoscrudosy

con la observada despues de la cromatografiadefiltraci6nengel. Esdecir, queesta

proteinano ha perdido su actividad al sersometida ados procesosdeseparaci6n,

sin embargo, en los geles en condicionesdesnaturalizantes no se ha detectado la

actividad, 10 que sugiere que estaenzima de peso aproximado a los 123kDa podrfa

ser una enzima compuesta por varias subunidades que necesitan estar en su

conformaci6nnativa.



Flgura21-Electroforeslsengelyzimogramadeactlvldadproteolltlcade lasfracclones60a
la 68 de la cromatograna de Intercamblo anl6nlco. A) Gel de acrilamida al 8% en condiciones
nativas. M) marcador de peso molecular. B) Gel de agarosa-caseina a11% en contaeto con elgel A
por20horas.

En las fracciones 69 a 75 tambien se observo actividad proteoliticaen las protefnas

de 123 y 172 kOa, las cuales se observaron en los extractos crudos y en las

fracciones obtenidas de la cromatograffa de filtracion en gel. Ya que en los geles

SOS-PAGE no se observaron bandas de este tamaiio, estos resultados podrian

evidenciaruna enzima multimerica cuya actividad no fue posible recuperartras la

renaturalizacion.



Figura22-Electroforesisengelyzlmogramadeactivldadproteolltlcadelasfracclones
69 a la 77 de la cromatografla de Intercamblo anl6nlco. A) Gel de acrilamida al B% en
condiciones nativas. M) marcador de peso molecular. B) Gel de agarosa-caseina al 1% en
contactoconelgelApor20horas.

En las fracciones 69 a 77 se observ6 hidr6lisis en los zimogramas en las bandas de

81 y 30 kOa (Fig. 22). Como ya se mencion6, una de las proteasas purificadas a

partir de latexdejaca (PrasadyVirupaksha, 1990) tiene peso molecularde79.5kOa,

y como se describi6, es una proteina monomerica que se puede ver en geles

desnaturalizantesynodesnaturalizantes.

7.3.4. Zimogramas de actividad Iipolitica en condiciones nativas

En los zimogramas para identificar la activiad lipolitica, no fue posible detectar la

actividadlipolitica, a pesardequeen los ensayos en placasiseobservaesta

actividad. Esto puede deberse a que setrata con un complejo multienzimaticoque

aumenta tanto su estabilidad como su actividad. Los geles NO-PAGE, aunque no

someten a las proteinas bajo condiciones que lasdesnaturalicen, puedenocasionar

cambios conformacionales, que disminuyen la afinidad entre el sitio catalitico y el

sustrato. Laactividadcataliticadelamayorfadelaslipasasdependedelestadode

agregaci6n de sus sustratos. Se supone que la activaci6n de la lipasa requiere el

desenmascaramiento y la estructuraci6n del sitio activo de la enzima a traves de



cambios conformacionales que involucran la presencia de gotitas de aceite en el

agua. Estefen6menohasido lIamadoactivaci6n interfacial (Pignol eta1.,1998).

Tambien se ha reportado la formaci6n de agregados moleculares con baja 0 nula

actividad catalltica debido al bloqueo de los centros activos (Snellman et al., 2002)

porlas propias moleculasenzimaticas, debidoa la interacci6n de las enzimas con

otrassustancias.Estetipodeinteracci6nnoesdescartable,dadalanaturaleza

hidrof6bica de la zona de contacto lipldico cercana al centro activo (Gonzalez

Bacerio et al., 2010). EI fen6meno de agregaci6n en soluciones acuosas ha sido

demostrado experimentalmente por varios grupos de investigadores (Flaschel y

Renken,1991; Guisanetal., 1996; Palomoetal., 2003)quienesobtuvieronunrapido

descenso de la actividad enzimatica al aumentar la concenlraci6n de enzima

(Pedersenetal., 2006).

7.4.Electroforesisendobledimensi6n(2-DE)

Elcorrimientodelasproteinasconactividaddelipolilicayproteolitica, obtenidasde

la cromatografia de filtraci6n en gel, poreleclroforesis en doble dimensi6n (2-DE),

permili61aresoluci6nyseparaci6ndelasprotelnas,obteniendounpalr6nde10

manchasproteicasobservables, Figura23,lascualestienenp/quevandesde5.22a

7.98y pesos moleculares de 39, 43, 48, 75, 82, 99, 110,120y 125 kDa. Mientras

que la cromatografia de intercambio ani6nico, muestran dos proteinas cuyos P.M.

son 70 y 75 kDa y pI de 8.5 y 8.9 respectivamente. Sin embargo no permile

determinarsi hayolras protelnas (Fig. 24),porloqueesnecesariorealizarotros

ensayosparasepararlasmanchasproteicas.Lospatronesproteicosobservadosen

eslosensayosrefuerzanlahip6lesisdequeesposiblequeestasactividadesse

esten lIevando a cabo por un complejo multienzimatico 0 heterodimerico, como

muestranlosresulladosdelcorrimienloelectroforelicoencondicionesnalivas,yque

al resolver en 2-DE las muestrasobservamos losdiferenles pesos molecularesque

tienenlasproleinasidentificadas.



...--10

Flgura23-Proteomadelasfracclonesconacllvldadproteolltlcaylipolitlcaobtenldasde
la cromatograna de fIltracl6n en gel. En la electroforesis 2-D se observan 10 manchas
~~~~b~es con puntos isoelectricos desde 5.2 hasta 7.98 y pesos moleculares desde 39 hasta

Flgura24-Proteomadelasfracclonesconacllvldadproteolitlcayllpolitlcaobtenldasde
la cromatografla de Intercamblo anl6nlco. En la electroforesis 2-D hay dos manchas
claramente visibles con puntos isoel6ctricos de 8.5 y 8.9 Ypesos moleculares de 70 y75 kDa,
respectivamente



1. En los extractos de latex de jaca se encontraron actividades proteolftica,

caseinoliticaylipolitica.

2. Laactividad proteoliticaseobserv6enlasbandasproteicasde30, 81 ,133y

172kDa en condiciones nativas.

3. Laactividadlipolfticaseobserv6enlasproteinasconpesosmolecularesde81

kDa, 133kDay 172 kDa en condiciones nativas.

4. La resoluci6n en 2-DE mostr6 que hay un complejo enzimatico con actividad

proteolitica.

5. La resoluci6n en 2-DE mostr6 que hay un complejo enzimatico con actividad

Iipolitica.



RECOMENDACIONES

En relaci6n a los aspectos contemplados en la presente investigaci6n, se proponen

como perspectivas del trabajo:

1. Purificar las enzimas con las actividades encontradas en ell latex de jaca y

determinarsusparametroscineticos.

2. Continuar con los estudios necesarios para la obtenci6n de proteinas

3. Continuarlabusquedadeenzimasconolrasactividadesenellatexdejaca,

que puedan tenerdiferentesaplicaciones.

4. Buscarpotenciales usosde lasproteasas ylipasasidentificadasenellatexde

jaca,enprocesosdealimentos.

5. Hacerestudios defactibilidad para produciralguna de estasenzimas a nivel

industrial y obtener una presentaci6n comercial y de grado alimenticio, del

complejoenzimaticopresenteenellatexdejaca.
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UllnRSIUAfiAUlfiNfiMAmKAYARII

ANEXO A SISTEMA DE BIBLIOTECAS
BUFFERS Y SOLUCIONES PARA LA PREPARACI6N DE GELES DE POLIACRILAMIDA

./ AZUL DE BROMOFENOL
Stock:10mgen1 mldeAguadestilada(O.01genl000uL).

./ BUFFER DE MUESTRA 2X (SDS)
Soluci6napartirdelacualsepreparanlosbufferdemuestralXy2X

Trismabase, 12M

SDS,O.12M

Glicerol,2M

1.52gr O.76gr

2.0gr 1.0gr

AjustarpHa6.8

20ml 10ml

O.076gr

O.lgr

Posleriormente
- Agregar500uLdelasoluci6ndeAzuldeBromofenol(para5ml)
- Agregar500uLdeB-mercaptoetanol(para5ml) .

./ SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIO 10%
Preparar al momento (almacenar 4"C por 1 semana)
40mg 0.040g

400uLdeaguabidestiiada 400uLdeaguabidestiiada

./ 4X Tris-HCI-SDS, pH 6.8
AjustarelpHa6.8conHClconcentradoantesdeaforara100ml

6.055gr

Aguabidestilada 100ml

./ 4x Tris-HCI-SDS, pH 8.8
AjuslarelpHa6.8conHClconcentradoantesdeaforara100ml

18.170gr

Aguabidestilada 100ml



./ MIX DE ACRILAMIDA AL 30%
Disolver la acrilamida en 40 ml de agua (se puede calentar hasta 37"C), agregar la
bisacrilamida y aforar a 100 ml. Filtrar por 0.45 um proteger de la luz y almacenar a 4"C.
Para: 100ml 50ml

29.2

0.8

Aguabidestilada

./ Sx BUFFER DE CORRIDA

15.1gr

72gr

5gr

Aguadesionizada 1000ml

7.55gr

36gr

2.5gr

500ml

14.6

0.4

3.775gr

18gr

1.25gr

250ml

./ BUFFER DE TINCION AZUL DE COOMASSIE
1. Agitar por 24 hrs el metanol y el azul de Coomassie con magneto. Mantener en

agitaci6nhastaladisoluci6ndelamayorpartedecolorante.
2. Agregaracidoaceticoglacial(mezclarenhielo/agua)
3. Adicionarelaguaporlasparedes.
4. Filtraryalmacenara4"Cenboteliasdecolortopacio.

Para: 1000ml SOOml
Azul de Coomassie R-250 19 0.5 9
Acidoacetico 100ml 50ml
Metanol 500ml 250ml
Aguadestilada 400ml 200ml

./ SOLUCION DECOLORANTE

cidoacetico 100ml 50ml
Metanol 500ml 250ml
A uadestilada 400ml 200ml



Preparaci6n degelesdeseparaci6n para SDS-PAGE. Los geles en condiciones nativas no
lIevanSDS.

Componentes
Volumen

Volumen(ml)deloscomponentesrequeridosparapreparargelesa
las concentraciones y volumenes indicados

del gel , ..,

H2O 2.6 5.3 7.9 10.6 13.2 15.9 21.2 26.5
30% mix do acrilamida 1 2 3 4 5 6 8 10
Tris-HCI1.5M,pH8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
505(10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% porsulfato do amonio 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMEO 0.004 0.008 0.012 0.016 0.02 0.024 0.032 0.04

8%g8
H2O 2.3 4.6 6.9 9.3 11.5 13.9 18.5 23.2
30% mix do acrilamida 1.3 2.7 4 5.3 6.7 8 10.7 13.3
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
505(10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10%porsulfatodoamonio 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMEO 0.003 0.006 0.009 q.012, 0.015 0.018 0.024 0.03

H2O 1.9 4 5.9 7.9 9.9 11.9 15.9 19.8
30% mix de acrilamida 1.7 3.3 5 6.7 '8.3 10 13.3 16.7
Tris-HCI1.5M,pH8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
505(10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% porsulfato doamonio 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMEO 0.002 0.004 0.006 0.008 ~.01 0.012 0.016 0.02

H2O 1.6 3.3 4.9 6.6 8.2 9.9 13.2 16.5
30% mix do acrilamida 2 4 6 8 10 12 16 20
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
505(10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10%porsulfatodoamonio 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMEO ~.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02

H2O 1.1 2.3 3.4 4.6 5.7 6.9 9.2 11.5
30% mix do acrilamida 2.5 5 7.5 10 12.5 15 20 25
Tris-HCI 1.5M,pH 8.8) 1.3 2.5 3.8 5 6.3 7.5 10 12.5
505(10%) 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
10% porsulfato do amonio 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.4 0.5
TEMEO 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012 0.016 0.02



Preparaci6ndelgelseparadorparaSDS-PAGE. Los geles en condiciones nativas nollevan
SDS.

Componentes Volumen (mil de los componentes requeridos para preparar
Volumen gelesalosvolumenesindicados

del gel 'ifflMjfuMjfuM·ifijMifiiH:tifiH.WM..GbM
H20 0.68 1.4 2.1 2.7 3.4 4.1 5.5 6.8
30% mix de acrilamida 0.17 0.33 0.5 0.67 0.83 1.0 1.3 1.7
Tris-HCI 1.5M,pH 8.81 0.13 0.25 0.38 0.5 0.63 0.75 1.0 1.25
505(10%) 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
10% persulfato de 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06 0.08 0.1
amonio
TEMED



Compuesto

Tris-HClpH8.8

CaCI2

NaN3

Compuesto

Tris-HCI pH 8.8

CaCI2

NaN3

Seuliliz6elmeiododescriioporSiriiapelaweeycoiaboradores (2012) con modificaciones,

donde el gel de poJiacriiamida al 8% que contiene 0.1% SDS y 1 mg/ml de casefna se lav6

tres veces en buffer de renaturaJizaci6nydespuesse incub6 en el mismo buffer sin Trit6n X

100 a 37'C por20 horas. Setiii6yse busc61a presencfa de halos de hidr6lisis.



ANEXOC

TABLA DE VALORES DE ABSORBANCIA DE LA CROMATOGRAFIA DE FILTRACI6N
ENGEL

Valoresdeabsorbanc.adelasfracc.onesdelacromatografiadefiltrac.6nengel.
Valoresde absorbanciaa una longitud de ondade 280 nm,de lasfracciones eluidasconTos
Hel 25 mM, pH 8.8 en una columna empacada con Sefinose Fast Flow SF006-6F. Muestra
cargada:extractocrudoliofilizadoresuspendidoenelbufferdeeluci6n a una concentraci6nde
10 mg/ml. Velocidad de flujo: 1 ml/min. Tamailo de las fracciones: 0.5 ml.

-, '. " -. " " -, '. -,
" "

1 0 21 1.047 41 0.058 61 0.103

2 0 22 1.189 42 0 62 0

3 0.026 23 1.01 43 0.025 63 0.072

4 0 24 0.284 44 0.011 64 0.069

5 0.092 25 0.595 45 0.114 65 0.084

6 0.003 26 0.895 46 0.076 66 0

7 0.051 27 0.249 47 0 67 0

8 0 28 0.135 48 0.057 68 0

9 0.004 29 0.176 49 0.038 69 0

10 0.036 30 0.082 50 0.013 70 0.079

11 0 31 0.055 51 0.213 71 0.271

12 0 32 0.012 52 0.085 72 0.107

13 0.3Q5 33 0 53 0.025 73 0

14 0.283 34 0.014 54 0.027 74 0.131

15 0.312 35 0.066 55 0 75 0.012

16 0.301 36 0.106 56 0 76 0

17 0 37 0.009 57 0 77 0.026

18 0.033 38 0 58 0 78 0

19 0.366 39 0.113 59 0 79 0

20 0.818 40 0.047 60 0 80 0



TABLA DE VALORES DE ABSORBANCIA DE LA CROMATOGRAFiA DE INTERCAMBIO
16NICO

FRACCION Abs280 FRACCION Abs280 FRACCI6N Abs280 FRACCION Abs280

1 0 31 0 61 0.0165 91 0
2 0.0055 32 0.103 62 0.001 92 0
3 0 33 0.0525 63 0.0615 93 0
4 0 34 0.0745 64 0.0725 94 0
5 0 35 0 65 0.13 95 0
6 0 36 0.0465 66 0.1885 96 0
7 0 37 0.173 67 0.1385 97 0
8 0.0185 38 0.0315 68 0.2295 98 0.0725
9 0 39 0 69 0.0275 99 0

10 0 40 0 70 0.0135 100 0
11 0 41 0.0445 71 0.0025 101 0.0265
12 0 42 0.0585 72 0 102 0.001
13 0 43 0.105 73 0 103 0
14 0 44 0.0685 74 0 104 0
15 0 45 0.095 75 0.0365 105 0
16 0 46 0.207 76 0 106 0
17 0.0575 47 0 77 0 107 0
18 0 48 0.131 78 0 108 0
19 0 49 0.1685 79 0 109 0
20 0 50 0.0685 80 0 110 0
21 0 51 0.0935 81 0 111 0
22 0.0305 52 0 82 0 112 0.052
23 0 53 0 83 0 113 0
24 0 54 0 84 0 114 0
25 0 55 0 85 0 115 0
26 0 56 0.0205 86 0 116 0.063
27 0 57 0 87 0 117 0.0025
28 0 58 0.018 88 0 118 0
29 0 59 0.0065 89 0.008 119 0
30 0 60 0.082 90 0 120 0

Valoresdeabsorbanc.adelasfracclonesdelacromalografiade.nlercamb.oano6nlco.
Valores de absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, delasfracciones eluidaseon un
gradiente escalonado de NaCI 0 -0.5 M en buffer Tris-HCI25 mM, pH 8.8.lntercambiador
ani6nico: DEAE Sepharose. Muestra cargada:pooI11-20a una concentraci6n de 0.4 mg/ml.
Velocidad de flujo: 2 ml/min. Tamailo de las !raceiones: 1 ml.


