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1- INTRODUGCION

Las enzimas son catalizadores biolégicos que facilitan la conversion de sustratos en
productos facilitando las condiciones que disminuyen la energla de activacion de la
reaccién (Karigar y Rao, 2011). Una de sus caracteristicas mas sobresalientes es su
elevada especificidad, es decir, que cada tipo de enzima se une a un énico tipo de
sustancia (el sustrato) sobre la que actia (Lehninger, 2009). Las enzimas lienen
muchas aplicaciones en diversos tipos de industrias, como son la de detergentes,
tratamiento de afluentes industriales, panaderia, queseria, vinicola, textil, y peleterfa,
entre otros (Natalucci et al, 2000); asi como también ayudan a optimizar un gran
nimero de procesos, ya que ufiizan una baja cantidad de sustrato y reducen la
formacién de productos secundarios (Natalucci et al, 2000). Las enzimas més
importantes comerciaimente son las enzimas hidroliticas, que incluyen a las
proteasas y las lipasas, las cuales se utiizan para el ablandamiento de cames, para
fragmentar las proteinas presentes en la cerveza, en la produccion de hidrolizados,
degradar aguas industriales que contengan proteinas, entre otros. Actuaimente, se
dispone de estas enzimas relativamente puras, extraidas industrialmente de
bacterias y hongos principaimente, y s6lo algunas son extraidas de plantas o frutos,
como la papaya y la pifia.

En la actualidad se buscan alternativas en plantas para la extraccion de enzimas,
aue puedan ser utiizadas en diversos procesos. El latex es una fuente abundante en
enzimas, proviene de las células laticiferas de un gran numero de plantas de las
familias: Apocynaceae, Caricaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Teixeira ef al,
2008; Tomar el. af, 2008). El latex es una emulsion acuosa que contiene muchos
compuestos, por ejemplo, lipidos, gomas, resinas, azicares y enzimas (Fonseca of
al., 2010). Dentro de las enzimas que contiene el latex, se ha encontrado que es ico
en proteasas, lipasas y quitinasas en cantidades tan elevadas que se ha dado lugar a
su aprovechamiento biotecnolégico. La presencia de enzimas proteoliticas en el latex
cumple funciones fundamentales en los procesos bioldgicos de Ia planta, ya que en

algunas ocasiones actza como mecanismo de defensa contra patégenos, parasitos y



herbivoros por ataque al invasor una vez que la célula de Ia planta hace lisis y en
otras ocasiones actua como cicatrizante (Vierstra, 1996).

La jaca (Artocarpus heterophyllus) pertenece a la famiia Moraceae, se cultiva
ampliamente en regiones con ciima tropical y produce latex en todas sus partes, el
cual es una fuente de enzimas. Por ello, el objetivo de este proyecto fue identificar y
caracterizar las proteinas con actividad de proteasa y lipasa del latex del fruto e jaca
(Artocarpus heterophyllus L.).

En el presente estudio, se identific la presencia de actividad proteolitica y lipolitica
en el latex de Artocarpus heterophyllus L. (jaca) por medio de zimogramas de
sustrato. Las electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes (ND-PAGE) revelaron que las proteinas con pesos moleculares
(PM) de 30, 80, 123 y 172 kDa tienen actividad proteolitica. Asimismo, la actividad
lipolitica se identific en Ias proteinas con PM de 75, 123 y 163 kDa. Sin embargo, no
se observ actividad proteolitica ni lipolitica en los geles SDS-PAGE renaturalizados,
lo cual sugiere que puede tratarse de enzimas multiméricas o un complejo
multienzimético. Esto apoyado en los resultados obtenidos en la 2-DE que mostraron
proteinas con PM de 70y 75 kDa y pl de 8.5 y 8.9, respectivamente. Que una vez
separadas no mostraron actividad después de haber sido renaturalizadas en los
geles de poliacrilamida.



Il - REVISION DE LITERATURA
24, La planta de jaca

El arbol de jaca, Artocarpus heterophyllus Lam., es importante en regiones tropicales
y subtropicales. La jaca se ha cultivado en India desde tiempos remotos y ahora se
ha propagado a lo largo de los trépicos (Hag, 2006)

El género Artocarpus es uno de los miembros de la familia Moraceae, familia que
incluye cietto numero de especies econémicamente importantes. La jaca es
considerada como una especie que merece atencion e investigacion por su amplio
potencial a aumentar los ingresos locales (Hag, 2006). El género contiene alrededor

de 60 especies que producen un fruto maltiple (un sincarpio), estando los aquenios
rodeados de pulpa camosa (Hag, 2006).

2.4.1. El 4rbol de jaca
€1 arbol es siempre verde, alcanzando 10 a 20 m de altura (Fig. 1-B), en ocasiones
legando hasta los 30 m, con raices largas y una corona densa. La corona es cénica
cuando los 4rboles son jévenes o crecen bajo la sombra; el tronco alcanza un
diametro de 3.5 a 6.7 m a los cinco afios (Haq, 2006). Su madera es dura y las hojas
s0n de color verde oscuro de forma ovalada (Fig. 1-A y 1-B). Todas las partes del
4rbol contienen Iatex blanco y pegajoso (Fig. 1-C). Es un 4rbol con larga vida,
generalmente de 60 a 70 afios (SCUC, 2006).



Figura 1. Morfologia general de ia planta de Jaca.

A El tronco, Ia corona y fas ramas del 4rbal. B) La altura que alcanza et Arbol de jaca va de 10
220 m y los frutos cuelgan a diferentes alturas. C) I I4lex sé encunira en el arbol, las ramas y
elfuto,

2.1.2.El fruto

Lajaca produce un sincarpio grande amarillento con longitud de 30 a 100 cm y de 25
50 cm de didmetro, de forma cilindrica a forma de pera que cuelga de un tallo
grueso. La superficie del fiuto es verrugosa con numerosas secciones piramidales
sobresalientes (Fig. 2-A). En el interior, la fruta se mantiene unida por un nicleo
central fibroso, como se muestra en la Fig. 2-8. €1 fruto mide de 30-40cm de longitud
¥ llega a pesar hasta 50 kg (Haq, 2006; Prakash et at, 2009).

N



A B

Figura 2. El fruto d¢
A) La_pared de nlo es gruesa, verugosa y con rumerosas secciones pramideles
sobresalientes. B) La jaca es un fnto sincarico, donde el pencarpio camoso rodea a las
semillas, siendo cada uno un fruto individual

2.1.3. Producclén de Jaca en México
En México, al fruto de jaca se le da un uso comercial enfocado a la alimentacion, del
fruto completo o de la parte netamente comestible. La industrializacién de productos
derivados del fruto es minima y estd enfocada a la obtencién de subproductos del
fruto. La produccion nacional del fruto se concentra en los estados de Nayam
Colima, Jalisco, Veracruz, y Sinaloa una de

10,103.25 toneladas en el afio 2012, siendo el estado de Nayarit el principal
productor con 9,052.45 toneladas (SIAP, 2012) en el que a su vez el municipio de
San Blas es el que produce més, seguido por los municipios de Bahfa de Banderas y
Compostela (SIAP, 2012).

o



Entidad Produccién (Ton)

TNAYART 05245
coLmMA 358.00
VERACRUZ 330.00
SINALOA 208.00
JALISCO 135.70
MICHOACAN 1910

10,103.25

Tabla 1 - Principales estados productores de jaca (SIAF, 2012)

Municipio Produccion (Ton)
SANBLAS 6,855.50
COMPOSTELA 1,659.20
BAHIA DE BANDERAS 157.50
SANTIAGO IXCUINTLA 153.00
TEPIC 96.00
XALISCO 60.00
TECUALA 49.00
TUXPAN 16.00
ROSAMORADA 6.25

9,052.45

‘Tabla 2 Froguccion de Jaca por municipio, en ol Estado do Nayarit (SIAP, 2012)




2.2. El latex

El latex es un fluido lechoso compuesto por un suero liquido que contiene, en
suspension o en solucion, una mezcla compleja de componentes (Morcelle of al,
2004). En el complejo emulsién/suspension se encuentran proteinas, alcaloides,
almidones, azicares, grasas, taninos, resinas y gomas (Domsalla y Melzig, 2008)
Miles de especies de plantas hacen uso de estructuras especializadas llamadas
laticiferos para asegurar al menos parciaimente, su defensa. Los laticiferos
presentan una intensa actividad metablica. In situ contienen los organelos usuales
de las celulas vegetales, incluyendo nicleo, pléstidos, vacuolas, ribosomas, aparato
de Golgi y reticulo endoplasmético (Jacob ot al., 1989)

El Iatex también es rico en compuestos tales como sales, minerales, lipidos,
carbohidratos y en particular sistemas complejos de membranas que pueden ser
extraldos junto con las proteinas. (Duan et al., 2006)

Los laticiferos se encuentran bajo presion positiva, lo que implica que, en respuesta a
cortaduras o mordidas de predadores de plantas sobre éstos, resulta en una rapida
expulsion de latex hacia el exterior (Huang ef af,, 2003).

2.2, Distribucién en la planta y funcién

El latex se encuentra ampliamente distribuido en las plantas, se ha reportado que de
12,000 a 35,000 especies lo contienen (Dussourd y Denno, 1991; Harbome, 1993),
ubicadas dentro de 40 familias, aunque existe un numero significativamente mayor
de especies laticiferas en climas tropicales que en climas templados (Lewinsohn,
1991) El latex es una de las caracteristicas mas sobresalientes de las familias
¥ Moraceae (Rajesh et al,, 2005).

El latex e diversas plantas se ha estudiado desde hace varias décadas (Balakrishna
y Seshadri, 1947; Lépez et al, 1989, Giordani et al, 1991). Existen evidencias
experimentales de que uno de los roles que se la han adjudicado al létex es como

mecanismo de defensa contra el ataque de insectos (Sethi et al, 2009; Ramos et al.,

2010) y proteger contra infecciones por- patégenos (Liggieri et al, 2004) de dos

maneras distintas: mecnicamente (por su coagulacion sobre la herida) y
7




quimicamente por la presencia de sustancias téxicas (Kyndt et al, 2007). Ademas,
las sustancias téxicas han mostrado tener un impacto negativo tanto en la tasa de
alimentacién de los insectos, como en el estado de salud de los predadores (Malcolm
y Zalucki, 1996).

Por otro lado, también se ha descrito ampliamente Ia presencia de enzimas en el
latex de diferentes especies, se han detectado lipasas y principalmente proteasas
(Bertoluzzo ef al,, 2008; Caro et al., 2000; Cavalli et al, 2003; EI Moussaoui et al,
2001) como la papaina y Ia ficina, dos de las proteasas de mayor aplicacion industrial
(Caffini et al, 1988) y que provienen del latex de frutos de Carica papaya
(Caricaceae) y de Ficus carica o F. glabrata (Moraceae), respectivamente.

2.2.2 Caracteristicas fisicoquimicas basicas del latex de jaca

La jaca es una planta que produce latex en todos sus 6rganos. Pocos han sido los
analisis realizados al latex de jaca, entre ellos se ha determinado la presencia de 4-
hidroxiundecil docosanoato y cicloartenona coma ésteres de acidos grasos (Pant y
Chaturvedi, 1989), el latex del 4rbol y del fruto tienen la misma composicion. Adems.
de proteinas y minerales los dos contienen un alto porcentaje de materia cerosa
(Balakrishna y Seshadri, 1947).

2.3. Las enzimas
Las enzimas tienen un gran numero de ventajas sobre los calalizadores quimicos
su y no solo para algunas reacciones en
particular, sino también en su discriminacién entre partes similares de una molécula
(regioespecificidad) o isémeros Gpticos (estereoespecificidad). Pueden catalizar sdlo
las reacciones de rangos de sustratos muy estrechos, lo que consiste en un nimero
pequefio de clases de compuestos relacionados estrechamente o un solo
compuesto. Ademds, el producto es generado en un estado sin contaminar, lo que

reduce el costo de purificacion y la carga ambiental. A menudo se requieren pocos
pasos para obtener el producto final deseado. Las enzimas trabajan bajo condiciones
de moderadas de ¥ pH. Esto disminuye fos




requerimientos de energia y reduce reacciones secundarias indeseables
(Shanmugan y Sathishkurnar, 2009).

2.3.1. Propiedades fisicas y quimicas de las enzimas

Como las enzimas son proteinas combinadas con otros grupos quimicos, poseen las
mismas propiedades y caracteristicas de las proteinas: se desnaturalizan con el
calor, precipitan con el etanol o concentraciones elevadas de sales inorgénicas como
el sulfato de amonio y no dializan a través de membranas semipermeables (Obregdn,
2008)

2.4. Enzimas proteoliticas
Las enzimas proteoliticas (comanmente llamadas proteasas, EC 3.4) hidrolizan los
enlaces peptidicos de ofras proteinas con diferentes grados de intensidad y de
selectividad, modificando su estructura y Ia actividad catalitica de las enzimas (Dubey
et al,, 2007).
Las enzimas proteoliticas tienen la habilidad de llevar a cabo modificaciones
selectivas de proteinas por escision limitada, tales como la activacion de formas
zimogénicas de enzimas, coagulacion de la sangre, lisis de cogulos de fibrinas
(fibrinolisis) y procesamiento y transporte de proteinas a través de las membranas
(Rao et al, 1998) También son utilizadas en procesos biolégicos cruciales tales
como regulacién del metabolismo, sistema complementario, rutas de apoptosis, etc.
(Rani ot al,, 2012). Adems, se utiizan en varias formas de terapias médicas y tienen
gran importancia como reactivos en procesos de laboratorio, clinicos e industriales
(Rao et al,, 1998).
Las proteasas también son reguladores clave. Determinan imeversiblemente el
destino de otras proteinas y regulan diferentes procesos en respuesta a sefiales de
desarrollo y ambientales. Esto implica que las proteasas tienen un sustrato especifico
¥ que su actividad esta estrechamente regulada en tiempo y en espacio (van der
Hoomn, 2008).



2.4.1. Clasificacién de las proteasas

Dependiendo del sitio de accion, las proteasas o peptidasas se clasifican en dos

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

regiones internas de la proteina — y las exopeptidasas ~ que rompen el enlace

peptidico préximo al término amino o carboxilo del sustrato (Rani et al., 2012).

Las endopeplidasas son divididas en cuatro sub-grupos de acuerdo a los residuos

cataliticos en su sitio activo: seri . y

metaloproteasas. (Rani, 2012).

Las serinproteasas se caracterizan por la presencia de un grupo serinico en
su sitio activo. Todas las serinproteasas contienen tres residuos en su sitio
activo: una serina, una histidina y un aspartato, que comprenden la triada
catalitica caracteristica. Generalmente son activas a pH neutro y alcalino,
siendo el éptimo entre 7 y 11 Tienen amplia especificidad de sustrato
incluyendo actividad esteroltica y amidasa.

Las proteasas asparticas, cominmente conocidas como proteasas 4cidas, son
las endopeptidasas que dependen de dos residuos conservados de 4cido
aspartico para su actividad catalitica. La mayoria de las proteasas asparticas
muestran su actividad méaxima a pH bajo (pH de 3 a 4) y tienen puntos
isoeléctricos en el rango de pH 32 4.5.

Las se tanto en como en
eucariontes. La actividad de todas las cisteinproteasas depende de una diada
catalifica compuesta por cisteina e histidina. Tienen pH 6plimo neutro, sin
embargo algunas de ellas, por ejemplo las proteasas lisosomales, tienen su
maxima actividad a pH 4cido. Las cisteinproteasas catalizan la hidrdlisis de
derivados del dcido carboxilico a través de una ruta de doble desplazamiento
que involucra la formacion general de 4cido-base y la hidrolisis de un
intermediario acil-tiol

Las metaloproteasas son las mas diversas de las proteasas. Se caracterizan
por su requerimiento de un i6n metalico divalente para su actividad. Las
proteasas neutras muestran i por




mientras que las alcalinas poseen una amplia especificidad (Mahajan y
Badgujar, 2010)
Por olro lado, las exopeptidasas actian sélo cerca de los extremos de la cadena
polipeptidica. Basandose su sitio de accion en el extremo amino (NH2) o carboxilo
(COOH), se dlasifican en y i
(Rani ot al, 2012),
«+ De acuerdo a su sitio de accion en un amino terminal libre, existen las

aminopeptidasas, dipeptidil peptidasas o tripeptidil peptidasas que liberan
residuos de un solo aminoacido, un dipéptido o un tripéptido, respectivamente
Se sabe que remueven la metionina N-terminal que puede ser encontrada en
proteinas  heterélogamente expresadas, pero no en muchas proteinas
maduras que se dan naturalmente (Mahajan y Badgujar, 2010).

Las carboxipeplidasas, liberan un solo aminoécido o un dipéptido. Estas se
dividen a su vez en tres principales grupos: serin, metalo y cistein
carboxipeptidasas basandose en el grupo funcional presente en su sitio activo
(Dos Santos, 2011)

La presencia de las terminales libres amino y carboxilo tendran un impacto negativo
enla actividad de la enzima (Rao et al, 1998)

2.4.2. Mecanismo de accion de las proteasas

Todas las proteasas se unen al sustrato en una hendidura donde ocurre la hidrélisis
del enlace peptidico (Fig. 3). Los residuos de aminoacidos del sustrato (P) se unen a
subsitios del sitio activo de la enzima (S). Estos residuos se numeran a partir del
enlace a ser hidrolizado, hacia el N-terminal como P P, P elc, en tanto que los
que se encuentran hacia el C-terminal se denominan P", P, P, etc. Los subsitios
de la proteasa que embonan con los residuos del susirato se numeran como S, S,

S,¥8,.5,. 5, respectivamente (Barrett ot a., 2004).



Proteasa

-COOH  Sustrato

i
Enlace escindible

Figura 3. Representacién esquematica de la regién de union dei sitio catalitico de una
protea roteasa hipolética posee seis subsilios (S1-53 y $1-53) en su silio catallico,
Gomo consecusncia, 65 capaz de reconacer y Lirse a seis aminodcidos (P1-P3 y P1-P3) al
sustrato. Daspués da Ia protedlisis, 56 genaran por o manos dos péptidos mas paquafios como
productos de Ia reaccién (Schecter y Barger, 1967).

2.5. Enzimas lipoliticas
Las lipasas (EC 3.1.1.3) son enzimas ubicuas que catalizan la hidrolisis de grasas y
aceites con la subsecuente liberacién de &cidos grasos, diacilgliceroles,
monoacilgliceroles y glicerol, rompiendo y modificando los enlaces éster de los
lipidos y sus derivados (Villenueve et al, 2000). También catalizan reacciones de
sintesis, tales como aminlisis, (acidelisis,
alcoholisis e oximolisis y i (Villenueve et al,

2000). Su pH 6ptimo es generaimente de 7 a 8 (Lehninger, 2009).

La presencia de actividad lipolitica en el latex de varias familias de plantas,
incluyendo i Moraceae, Caricacea y
Bromeliacea se ha reportado desde 1935 (Paques y Macedo, 2006). La funcién de
estas enzimas no ha sido completamente €lucidada; sin embargo. se sabe que estn
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involucradas en el metabolismo de terpenos y en la defensa de la planta contra

agentes externos (Rivera ef al,, 2012),

2.5.1. Clasificacion de las lipasas
Las lipasas son clasificadas de la siguiente forma:
1. Regioselectivas — subdivididas en
a) Lipasas no especificas - hidrolizan ésteres de 4cidos grasos primarios
© secundarios, liberando 4cidos grasos en fa posicion 1(3) 0 2;
b) Lipasas 1,3-especificas — hidrolizan stlo ésteres de acidos grasos
primarios en las posiciones 1 o 3. Aungue existen algunos estudios en
a literatura sobre una lipasa de Candida antarctica que hidroliza en la
posicién 2.
1. Tiposelectivas con relaciéon al tamano de cadena carbénica y/o el nimero de
insaturaciones del grupo acilo
2. Enantioselectivas (Paques y Macedo, 2006).

2.5.2. Mecanismo de accion de las lipasas
El mecanismo de hidrolisis incluye al aminocido nucleofilico serina, un residuo acido
(usualmente aspartato, o en ocasiones glutamato) y una histidina (triada catalitica).
(Chahinian et al,, 2006).

En el mecanismo catalitico de las lipasas (desarrollado en Ia Fig. 4) estan implicados
los aminoacidos que conforman la triada catalitica, con Ias siguientes etapas:

1. € sustrato (R-COOR;) accede al centro activo de la enzima (complejo
enzima-sustrato), situandose de forma que el carbono carbonilico es atacado
por la serina catalltica, a través de su grupo hidroxilo activado. Esta activacion
se produce por la colocacion especial de los tres aminodcidos cataliticos, que
provoca una disminucion del valor de pK del grupo hidroxilo de la serina: el
proton del grupo ~OH de Ia serina es captado por el nitrégeno Ne del anilo
imidazelico de la His del centro activo, cuya carga positiva es estabilizada por
el aspartato (0 glutamato) que forma parte de la triada. Se forma asl, el primer
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intermedio tetraédrico (I). La carga negativa, en principio situada en el oxigeno
Oy de la serina, sufre una translocacion hacia el oxigeno del grupo carbonilo,
originandose un oxianion, el cual es estabilizado a través de la formacién de
uno o varios puentes de hidrégeno con los aminoécidos que constituyen el
“hueco oxianiénico™

El intermedio tetraédrico se rompe al transferirse al oxigeno del alcohol
saliente, el protén previamente cedido a la His, liberandose el alcohol y
formandose el complejo acil-enzima.

Se produce un segundo ataque nucleofilico por parte del segundo sustrato Ry-
OH (H,0 en sistemas biolégicos), previa activacién similar a la descrita en el
apartado 1, sobre el carbono carbonilico del complejo acil-enzima, formandose
un nuevo intermedio tetraédrico (1)

. Elintermediio tetraédrico Il colapsa tras la cesién al oxigeno de la serina del H

captado por la His a partir del nucledfilo atacante, lierandose el producto (un
4cido graso como producto natural) y regenerandose la serina catalllica
(Hemtiz, 2012).




Figura 4 Mocanismo de Narélisis e 1as ipasas. (Tomado de Hemaiz, 2012)




2.6. Aplicaciones de las enzimas proteoliticas y lipaliticas

Se estima que en el mundo las industrias que aplican enzimas para sus productos
invierten anualmente cerca de un billbn de ddlares en su comercializacin, de las
cuales el 75% son enzimas hidrollticas; de este porcentaje, las proteasas
representan el 60% de total de las ventas mundiales (Rao ef af,, 1998)

Las proteasas se utilizan en el procesamiento de los afimentos, en el ablandamiento
de las cames, en la elaboracién de quesos y panes, en las industrias textiles y del
cuero, entre otros (Natalucai et al., 2000)

Ademss, algunas proteasas también han sido utiizadas como sistemas modelos
para el estudio de fa relacion estructura-funcion. (Yadav ef al., 2006). Con la biologla
molecular en auge, las enzimas proteoliticas se han convertido en un campo fértil en
investigacion basica y aplicada (Dubey et af, 2007)
Las enzimas proteoliticas que provienen de fuentes vegetales han recibido una
atencion especial en Ia industria farmaceutica, alimentaria, médica y biotecnologica,
debido a que son activas en un amplio rango de pH y temperatura; es por ello que la
bisqueda de nuevas proteasas vegetales con aplicabilidad industrial es continua
(Yadav ot af,, 2006); de este grupo, las mejor conocidas por tener valor comercial son
la papaina (de Carica papaya), fa ficina (de Ficus spp.) y la bromelina (de Ananas
comosus) (Liggieri ot al., 2004).
Por otro lado, las fipasas son catalizadores naturales ampliamente empleados para
estructurar lipidos, grasas y aceites en las industrias de os agroquimicos, cosmeética,
farmacéutica, alimentaria y componentes aromaticos (Jaeger y Egger, 2002; Palocci
st al, 2005). Asi como también han cobrado gran atencion por su potencial
aplicacion en biotecnologia (Rivera et al,, 2012)
En fa industria alimentaria existe un interés creciente en el estudio y aplicacion de
lipasas como catalizadores alternativos a los utiizados, en especial en la industria
oleaginosa, para poder reutiizar los aceites de fritura luego de un tratamiento
enzimatico. También se utiizan para afectar las caracteristicas de sabor en algunos
alimentos, sobre todo en la industria de los quesos, creando sabores caracterlsticos
(Mathewsan, 1998), asimismo, en la industria de la leche y los quesos para la
16




elaboracién de productos bajos en grasas y colesterol, en panaderla para
mejoramiento de sabores y en la industria de las bebidas,

La caracterizacién de las lipasas ho slo en reacciones hidrslisis de triglicéridos, sino
también en reacciones de sintesis constituye un paso necesario para expandir el
campo de apiicacion a otros campos (Foresti ef af,, 2005). Sin embargo, la aplicacién
de las lipasas vegetales a escala industrial es complicada debido a la dificultad de
extraerlas y de obtener suficiente cantidad de lipasa del material vegetal (Villenueve,
2003). Para superar este problema, clonarlas y expresarlas en un huésped adecuado
&5 una alternativa que puede ser explorada (Rivera et al,, 2012).

En la actualidad se buscan alternativas en plantas para la extraccion de enzimas,
que sean factibles de ser utilizadas en diversos procesos. El latex es una fuente de
enzimas que actualmente se estd expiorando ampliamente; proviene de de las
células laticiferas de un gran nimero de plantas de las familias: Apocynaceae,
Caricaceae, Euphorbiaceae y Moraceae (Teixeira o al, 2008; Tomar et al, 2008)




1l - JUSTIFICACION

En la actualidad el uso de enzimas en los procesos industriales ha aumentado
debido a las ventajas que presentan al ser utiizadas sustituyendo a reactivos
quimicos y sustancias sintéticas, reduciendo el numero de reacciones en el proceso
y la formacion de productos secundarios, ademés de ser empleadas en pequefias
cantidades para la transformacion de grandes cantidades de sustrato en productos.
EI 75% de las enzimas u
hidrolasas, grupo en el que se incluyen, entre otras, las proteasas y las lipasas.

adas en la industria corresponden a la clase de las

Las enzimas proteoliticas que provienen de fuentes vegetales son activas en un
amplio rango de pH y temperatura, pemitiendo anorro de tiempo y costo de
produccién, mejorando el aprovechamiento de las materias primas y subproductos,
asi como la generacion de desechos menos perjudiciales para el medio ambiente,
Las lipasas vegetales también trabajan en amplios rangos de temperatura y pH,
ademés que también realizan reacciones de sintesis. La busqueda de nuevas
fuentes de lipasas vegetales se ha identificado en los (itimos afios debido al elevado
casto de lipasas animales y microbianas, fo que restringe su uso a escala industrial

€l tiempo utizado para obtener una enzima pura utilizando métodos tradicionales es
prolongado; sin embargo, el progreso de la biotecnologia enzimética nos permite
obtener enzimas en tiempos cortos e identificar sus actividades. EI latex de las
plantas es una fuente rica de enzimas con actividades diversas, por lo que es una
excelente alternativa para identificar y caracterizar sus componentes enzimaticos, lo
cual convierte al latex de jaca en una potencial fuente de proteasas y lipasas cuyas

no han sido ¥ que pueden ser adecuadas
para su aplicacion en procesos industriales.



W - HIPOTESIS

El latex de jaca contiene proteinas con actividad de proteasa o lipasa con
caracteristicas bioquimicas potenciales de ser utiizadas en el procesamiento de
alimentos.




V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Identificar y caracterizar proteinas con actividad de proteasa y fipasa en el latex del
fruto de jaca (Artocarpus heterophylus L.).

5.1.1. Objetivos especificos

Estandarizar el método de extraccién por solubilidad de proteasas y lipasas
del latex de jaca.

Identificar por zimogramas la actividad de proteasas y lipasas.

Separar las protelnas por cromatografias de filtracién en gel e intercambio
i6nico.

Caracterizar por 2-DE las proteasas y lipasas identificadas en el latex de la
jaca.
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VI~ MATERIALES Y METODOS
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Figura 5. Estrategia experimental general.
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6.1. Material vegetal
Los frutos fueron obtenidos de una huerta de poblade Benito Juarez, municipio de
Tepic, Nayarit en el periodo de enero a julio de 2012. Fueron cortados de! arbol en un
estado de madurez fisiologica, evidenciado por el tamafio y color del fruto. Se
eligieron frutos que no presentaran dafio fisico o patolbgico.

6.2. Recolecta del latex
El latex se obtuvo a partir del pedinculo de los frutos recién cortados del arbol. Una
vez identificado el fruto de interés, se cort6 del arbol y se colocs invertido en un tripié,
de tal manera que el litex fuera recuperado en tubos de centrifuga estériles
(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
degradacion de las enzimas.

Figura 6. Colecta del latex.
E1fruto recién cortado se invierte y Se apoya en un ripié para recibir el I4tex en lubos estériles.
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6.3. Obtencién d
Una vez en el laboratorio, el latex se peso y se le agregaron dos veces el peso del
Iitex en volumen de buffer de fosfatos 0.2 M que contiene &cido citrico 0.1M, EDTA §
mM y cisteina 5 mM, pH 6.4 (Liggieri et al, 2009) a una temperatura de 4°C. La
suspensién fue primero sometida a centrifugacién a 8,000 x g (HERMLE, Z 326 K,
fotor 221.18) por 30 minutos a 4°C. Se descartaron los materiales insolubles y al
sobrenadante se le agregé el equivalente a 1 volumen mas del mismo buffer y se
centrifugé a 10,000 x g por 30 minutos a 4°C. La nueva fase acuosa se almacend a -
20°C para las pruebas posteriores.

xtracto crudo (fase acuosa)

6.4. Liofilizado del extracto crudo
Para evitar su posterior degradacion enzimatica, los extractos crudos fueron secados
por liofilizacién (LABCONCO, Free Zone 2.5) a una temperatura de -54°C por 24
horas, hasta observar la formacion de un polvo fino. Este polvo se conservé a
temperatura ambiente.

6.5. Cuantificacion de la proteina soluble

La cuantificacién de proteinas en el extracto acuoso se llevé a cabo por el método de
Bradford (1976), utilizando el reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich No.Cat. B6916).
Para realizar la curva de calibracién se uliizé albimina de suero bovino como
estandar (Calbiochem, CAS 9048-46-8) en un rango de concentraciones de 0.1 1.4
mgiml diluido en el mismo buffer en que se encuentra la muestra (seccion 6.3) y se
utiiz6 éste mismo buffer como blanco. Se tomaron muestras del extracto crudo sin
diluir, y diluciones 1:5 y 1:10, por triplicado para su cuantficacién. Se tomaron 5 ul
de muestra y se colocaron, cada una, en un pocillo de una microplaca de 96 pozos
Posteriormente, se le agregaron 250 L del reactivo de Bradford. Se dej6 reaccionar
la muestra por 5 minutos y se midi6 la absorbancia a 595 nm en un lector
espectrofotométrico de microplacas (Power Wave XS, Biotek). Se graficaron los
datos de absorbancia neta contra la concentracién conocida de proteina y para
determinar la concentracion de proteinas de las muestras se compararon los valores
de la absorbancia de las muestras contra la curva estandar. De las dos repeticiones
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que se hicieron para cada muestra, se calculé el promedio de ambas y esto se
feport como concentracién de proteina de la muestra

8.6. Métodos electroforéticos

6.6.1. is en icic i (SDS-PAGE)
EJ extracto crudo se sometid a electroforesis en gel de poliacrilamida a diferentes

en en un equipo Tetra
System (Bio-Rad) (Laemmii, 1970). Las muestras se sometieron a bafio de ebullicion
por 5 minutos en presencia del buffer de muestra (20 ul). La corriente se mantuvo
constante a 100 mV por 120 minutos Los geles fueron tedidos con azul de
Coomassie Brillante R-250 (Sigma-Aldrich, 27816). Se realizé una curva estandar
con los Rf del marcador de peso molecular Prestained SDS-PAGE Standards, Broad
Range (Bio-Rad, 161-0318) y posteriormente se calculo el Rf (seccién 2.7.1) de las
proteinas para estimar los pesos moleculares (ver Anexo A) (Sambrook et al., 1989)

6.6.2. en ick no i (ND-PAGE)
Para observar a las enzimas en sus condiciones nativas y detectar su actividad, se

corrieron geles a de 8y 12% en no

esto es, en ausencia de SDS y de B-ME. Las muestras no se sometieron a bafio en
temperatura de ebullicion (ver Anexo A) (Sambrook ef al., 1989).

6.6.3. Determinacién del peso molecular de las proteinas
Los pesos moleculares de las proteinas en las muestras de latex se calcularon con
base en la movilidad relativa de proteinas de peso molecular conocido (marcador de
peso molecular). En funcion de su movilidad (Rf) en geles de poliacrilamida, primero
se midit la distancia recarrida por cada una de las proteinas estandar en milimetros,
¥ se graficaron los valores dei logaritmo en base 10 (log) de los pesos moleculares
de stas proteinas contra el valor de Rf de cada una. EI Rf se calcula dividiendo la
distancia recorrida por la banda proteica entre Ia longitud de corrida total del gel, Una
vez construida la curva estandar, se obtiene una ecuacién lineal
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Conociendo la distancia de migracién de las proteinas en las muestras, se
determinaron los pesos moleculares utilizando la ecuacién lineal obtenida y
finaimente aplicando la inversa del logaritmo en base 10 (10%).

6.7. Actividad proteolitica en placa

Del extracto crudo, se agreg6 el equivalente a 20 mg/m de proteina total a placas de
Petri con geles de grenetina preparados a una concentracion de 8% y se incubaron
por un periodo de 15 horas a temperatura ambiente (Huber-Baur of al,, 2008),

De esta misma forma se probaron las fracciones obtenidas de la cromatografia de
filtacion en gel y las cromatografias de intercambio ionico.

6.8 Identificacion de proteinas por actividad caseinolitica (zimogramas)
En esta técnica se hicieron modificaciones a la metodologia empleada por
Westergaard et al, (1980) y Liggieri et al, (2009).
Se prepararon geles de sustrato, que consisten en geles de agarosa (1%) disuelta en
glicina-NaOH 0.1 M, pH 975, dispuestos sobre vidrios de tamario similar a los
moldes de los geles de poliacrilamida. Una vez polimerizada la agarosa, el gel fue
sumergido durante 20 minutos en una solucion 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%, en los que se cargaron las fracciones con los valores més altos de absorbancia,
evitando fa formacion de burbujas entre ellos.
El conjunto fue colocado dentro de una camara himeda e incubado en una estufa a
50°C por 10 minutos y posteriormente a temperatura ambiente por 15 horas
Después, el gel de agarosa fue tefido con Azul de Coomassie Brilante R-250
(Sigma-Aldrich, No.Cat. 27816) y destefiido en solucién fijadora. La actividad
proteolitica se observé como bandas claras en el gel de agarosa tefido (Liggieri et
al., 2009, Westergard et al,, 1980),




6.9. Identificacion de proteinas por actividad lipolitica (zimogramas)
En esta técnica se hicieron modificaciones a la metodologia empleada por Turner y
colaboradores (2001).
Se prepararon geles de sustrato que consisten en geles de agar (1.5%), pirpura de
bromaocresol (0.5%), tributinina (0.5%) y tween 20 (0.1%). Los geles se prepararon de
a siguiente manera: primero se agregaron la tributirina y el tween 20 en el 50% de
agua destilada a 60°C y se sometio a agitacion por sonicacion para tratar de obtener
una emulsién homogénea. Cuando se formo espuma y las gotitas de tributirina eran
muy pequefias, la emulsion se pasé a una placa caliente para llevarla a ebullicion
(con agitacién constante) y se agregé el agar. Cuando el medio se torno transparente
se agreg el resto de agua y el purpura de bromocresol. Finalmente, se agregaron
gotas de NaOH 0.1 N hasta observar un color azul oscuro (pH 7.5 - 8.0). El medio se
vaci6 a vidrios de tamario similar a los moldes de los geles de poliacriamida. Cada
gel se puso en contacto con otro gel ND-PAGE al 8%, en los que se cargaron las
fracciones con los valores més altos de absorbancia, evitando la formacion de
burbuias entre ellos.
El conjunto fue colocado dentro de una camara himeda e incubado por 20 horas a
temperatura ambiente. La actividad lipolitica se observé como bandas claras o
ausencia de color azul en el gel de sustrato. Se utilizé el mismo procedimiento para
los extractos crudos y para todas las fracciones obtenidas de la cromatografia de
fitracion en gel y las cromatografias de intercambio inico.

6.10. Cromatografia de filtracion en gel
Primero, se prepar6 una suspensién con el liofiizado del extracto crudo con una
concentracion final de 10 mg/mi de proteina. La suspensin se pasé por un filto
Millex de 0.22 um estéril. De esta suspension se cargaron 0.5 ml a una columna
Econo-Column (Bio-Rad) empacada con Sefinose Fast Flow SF006-6F (Bio Basic
Inc.). Se utiizé como fase movil buffer de Tris-HCI 25 mM, pH 8.8. La velocidad de
fijo fue de 1 mimin y se recolectaron 80 fracciones de 0.5 mi que fueron
almacenadas a -20°C. De cada fraccion se tomaron 200 L y se midi6 la absorbancia
3 una longitud de onda de 280 (Sirtapetawee y Thammasiirak, 2011) y 220 nm. Se
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probo la actividad proteolitica en placa (seccion 6.9) de cada una de las fracciones.
Asl mismo, se realizaron zimogramas de las actividades caseinolitica (seccion 6.10)
y lipolitica (secci6n 6.11) de las fracciones con presencia e proteina.

6.11. Cromatografias de intercambio ionico
Una vez identificadas las fracciones de la cromatografia de filtracion en gel que
presentaron actividad proteolitica y lipolitica, se hizo un pool. De este pool, se tomo
el equivalente a 0.4 mg y se cargd a una columna empacada con DEAE Sepharose
(SIGMA, DCL-6B-100) y equilibrada con Tris-HCI 25 mM pH 8.8 como fase movil. La
velocidad de flujo (2 miimin) se controlé con una bomba peristaltica (Fisher Scientific,
13-876-2). Para eluir las proteinas se utiizd un gradiente escalonado de 0 a 0.5 M de
NaCl (Siritapetawee et al,, 2012).
A todas las fracciones se les midi6 la absorbancia a 280 y 220 nm y las actividades
proteolitica y lipolitica (seccién 6.9 y 6.11) en placa. A las fracciones activas se les
cuantifico la proteina soluble (seccion 6.5), SDS-PAGE (seccion 6.6), ND-PAGE
(seccién 6.7) y zimogramas (secciones 610y 6.11).

6.12. Electroforesis en dos dimensiones
Estos ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Fisiologia Vegetal de la
Unidad de Biotecnologla y Prototipos (UBIPRO), en la Universidad Nacional
Auténoma de México

Primero, se identi las f actividad de las
+ Cromatografia de filtracion en gel Fracciones 112 20
« Cromatografia de intercambio aniénico: Fracciones 60 a 78

De estos dos conjuntos de fracciones activas, se hizo el respectivo pool, en los
cuales se cuantifict la proteina soluble. Para concentrar las proteinas, se tomaron 2
ml de cada pool por separado. A cada tubo se agregaron 4 volumenes de acetona a -
20°C y se agité en vértex por 1 minuto. Cada tubo fue incubado por 1 hora a -20°C.
Posteriormente, se centrifugaron los tubos a 15,000 x g por 15 minutos a 4°C; se
desech6 el sobrenadante y se dejo secar el pellet
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El pellet fue resuspendido en 125 uL de buffer de rehidratacion (urea 8 M, CHAPS
2% (mwv), buffer IPG 2% (m:v), azul de bromofenol 1% y DTT 2.8 mg/mi) utiizando
agitacién en vértex. Los 125 ul_ del resuspendido de cada muestra, se distribuyeron
en un caril de la bandeja de rehidratacion. Cada extracto se corrié en electroforesis
bidimensional, utiizando tiras de geles comerciales para IEF (tiras IPG Immabiline
DryStrips, GE Healthcare, 17-6001-11) de 7 cm de longitud con rango de pH 3a 10 y
se colocaron con el gel boca abajo sobre Ja muestra. Las tiras IPG se cubrieron con
Immobiline DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare, 17-1335-01) y se dejaron
hidratando toda la noche

Posteriomente, se realizé la efectroforesis en primera dimension en un equipo Ettan
IPGphor 3 (GE Healthcare): las tiras IPG rehidratadas se colocaron en la bandeja
colectora haciendo coincidir los electrodos sobre las almohadillas. Las condiciones
de la corrida fueron:

Paso 1) 300 V (0:30, himin), 0.2 kvh

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

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

Paso 4) 1,200 V (0:30, himin), 1.0 kvh.

Una vez terminada Ia corrida, cada una de las tiras IPG se pusa en contacto con el
buffer de equilibrio (urea 6M, Tris-HCI 75 mM pH 8.8, Glicerol 29.3%, SOS 2%, azul
de bromofenol 0.002%) adicionado con 10 mg#mi de DTT por 10 minutos; con el
objetivo de resolubilizar las proteinas y reducir los puentes disulfuro después del
enfoque isoeléctrico. Inmediatamente, las tiras IPG se pusieron en contacto con el
mismo buffer de equiibrio adicionado con 25 mgimi de icdoacetamida, esto con el fin
de evitar Ia oxidacion de los grupos tiol durante la electroforesis (Pérez-Pérez, 2011).
Se prepararon geles SDS-PAGE a una concenracién del 10% en un sistema
continuo. Cada una de las tiras se colocd en la parte superior de un gel y se sellé con
agarosa 1%. Las condiciones de la corrida fueron 150 mV por 80 minutos.

Al finalizar la corrida, los geles se tireron en solucién con azul de Coomassie
Brilante R-250 (Sigma-Aldrich, 27616) por toda la noche y después decolorados en
solucién fijadora por 2 horas
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VII. - RESULTADOS Y DISCUSION

71 i del método de del latex y obtencién del
extracto crudo

En la primera etapa del proyecto se probaron diferentes métodos de recoleccion de
Ilétex, ya que por su consistencia espesa y pegajosa, es una sustancia de difici
manipulacién. Se tomaron muestras de diferentes partes de los frutos, asi como del
arbol.
Las muestras de latex se identificaron y se nombraron de acuerdo a la parte de la
que se obtuvieron, como se observa en fa siguiente tabla.

"FECHA DEOBTENCION  MUESTRA OBTENIDO DE:
16 - Febrero - 2012 A2 Arbol de jaca
16 - Febrero - 2012 F22 Nicleo central del fruto m
29— Febrero - 2012 c22 Nicleo central del fruto g g
29 - Febrero - 2012 P22 Pedinculo del fruto g g_
26 - Marzo - 2012 622 Pedunculo del fruto § %
26 - Marzo - 2012 H22 Pedunculo del fruto ElH
28 - Marzo - 2012 122 Pedunculo del fruto &
28 - Marzo - 2012 922 Pedinculo del fruto
12 - Julio - 2012 cH Pedinculo del fruto iz
12 - Julio - 2012 6D Pedunculo del fruto g §
Tabia 3. v o 1as muestras do fAtox.

Después de la centrifugacién se obtuvieron tres fases: 1) la fase superior o cerosa
(es una capa blanca, muy espesa, pegajosa y de dificil manipulacion); 2) la fase
acuosa (de color ligeramente café, semitransparente) y 3) fa fase de stlidos
insolubles o pastila (Fig. 7). Las fases 1y 3, se descartaron y se conservé sélo la
fase acuosa,
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Figura 7. Las tres fases en que separa el dtex de jaca.
En 1a figuwa se puede observar la fase superior o fase
cerosa (de color blanco). la fase acosa (de color café claro)
¥ los siidos insolubles al fondo del tubo.

El buffer que se utilizo para la extraccion esta adicionado con EDTA 5 mM, lo que
impide la accion de las fenoloxidasas, que poseen Cu® en su centro activo
(Anderson, 1968) y con cisteina 5 mM para mantener el medio reductor y para evitar
la oxidacién de los sitios cataliticos de las proteasas (Liggieri et al, 2009). Asi
mismo, el pH del tampén esta lo suficientemente alejado del pH 6ptimo reportado de
las proteasas aisladas del latex de jaca, que es 8.0 (Prasad y Virupaksha, 1990;
Siritapetawee ef al,, 2012), lo que minimiza la autodigestion durante los procesos de
extraccion y purificacion.

7.1.1. Cuantificacién de la proteina soluble en los extractos crudos

A los extractos crudos se les determinG la concentracion de proteina total por el
método de Bradford (1976).




F2 C22 J22 G2 A2 P22 H2 12
[2013 2025 2231 2265 2668 3041 3089 3257

0
[CONGENTRACION (mg/mi)|

Flgura 8. Concentracion de proteina en los exiractos crudos del 4tex de jaca, obtenidos con
diferent del . ver Tabla 3

Cabe mencionar que las muestras H22, 122 y 22 fueron tomadas del mismo fruto en
el dia 0 (dia del corte del fruto, muestra H22), a los 2 dias después del corte (122) y a
los 4 dias posteriores al corte (J22). Obteniendo menor cantidad de litex conforme el
fruto va madurando, por o que se obtiene menor contenido de proteina.

Patrones electroforéticos de las proteinas presentes en el latex
del arbol y fruto de la jaca

Los i icos en condi mostraron un

patrén proteicos de al menos 13 bandas con pesos moleculares de los 7 a los 105

kDa en geles, como se puede observar en la Fig. 9.

Los resultados mostraron un patrén electroforético simiar en los extractos crudos de
latex de diferente fuente de obtencion. Asimismo, los estudios realizados por
Balakrishna y Seshadri, (1947) en su investigacién con latex de jaca, habian
reportado que el latex del 4rbol y del fruto tienen la misma composicion, y que
ademés de proteinas y minerales los dos contienen un alto porcentaje de materia
cerosa.




Figura 9. Electroforesis en gel SDS-PAGE (16%) y tabla de pesos moleculares. M)
Marcador de peso molecular Prestained (Bio-RAD). A22) latex de arbol: F22) nicleo central def
fruto; C22) nicleo central del fruto; P22) pedindulo del fruto. En cada camil se cargé el
equivalente a 20 ug de proleina. En la tabla se muesiran los pesos moleculares oblenidos
calculando el Rf de las proteinas.

De esta manera se determiné que el mejor método de extraccin de latex es tomarlo
directamente del pedinculo de un fruto en estado de madurez fisiolégica recién
cosechado, lo que facilita su manipulacion y reduce el riesgo de contaminacion.

Los extractos crudos fueron liofilizados, la figura 10 muestra que el extracto crudo
conserva su patrén electroforético después del proceso de liofilizacion, es decir, no
se observa degradacion en las proteinas.

El proceso de liofilizacion presenta ventajas en este tipo de estudios, ya que retarda
el proceso de autodegradacion en las muestras, permite preparar suspensiones con
concentraciones especificas y las muestras pueden ser conservadas a temperatura
ambiente, ocupando un espacio reducido y por largos periodos de tiempo. A pesar de
esto, se han encontrado pocos reportes de su aplicacion en investigaciones similares
(Freitas et al,, 2007).
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Figura 10. Verficacton de la calldad de las proteinas posterior al proceso de liofiiizacion. SOS-
PAGE (16%). M) Marcador de peso molecular Prestained (Bio-RAD). G22) sin liofiizar. G22 L)
liofiizado; H22) sin fofiizar, H22) liofiizado; 122) sin liofizar, 122) liofiizado. En cada carril sé cargé e
equivalente a 20 ug de protelna. En la tabla se musstran los pesos moleculares obtenidos calculando
&l Rf de fas proteinas.

7.1.3. Ensayo de la actividad proteolitica en placa

Los extractos crudos presentaron actividad proteolitica en geles de grenetina al 8%
(Fig. 11). La actividad se presenta como halos de hidrélisis en el gel. También se
comprobd que esté actividad no se ve afectada por &l proceso de liofizacion

7.1.4. Ensayos de la actividad lipolitica en placa

Los extractos crudos probados en geles de agartributiina 0.5% en placa,
presentaron actividad lipolitica (Fig. 12)
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Flgura 11~ Pruebas de actividad proteolitica en placa.
Geles do grenetina (8%). Se muestran los halos de hidrdiisis
del extracto crudo como el gel icuado o convertido a liquido
(actividad proteolitica)

Figura 12 - Pruebas de actividad lipolitica en placa. Geles
de agar-ibutiina (0.5%). Se muestran Ios halos de nidrdisis
del exracto crudo, como el cambio de coloracion de azul
amarillo (actividad lipoltica).

7.1.5. Zimogramas de actividad proteolitica
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Las muestras del extracto crudo fueron corridos en condiciones nativas (ND-PAGE)
al 8% de poliacritamida, donde se observaron bandas de pesos moleculares de 215,
172, 164, 145, 139, 133, 123, 117, 91 y 75 kDa; e incubadas en gel de sustrato para
la actividad de proteolitica, en zimograma, observando actividad en las bandas en el
rango de 133 a 172 kDa (Fig. 13).

Figura 13. Electroforesis en gel y zimograma de actividad proteolitica.
A) Gel de poliacrilamida al 8% en condiciones nativas. M) marcador de peso
molecular. 1) Extracto crudo de Iétex de fruto de jaca. B) Gel de agarosa-
caselna 1% en contacto con ol gel A por 15 horas. Muestra cargada” 20 ug
de proteina.

Como muestran los resultados, la actividad de proteasa esta dada por proteinas de
alto peso molecular en condiciones nafivas. Cuando se probaron con geles corridos
en fos no revelaron actividad. De tal

manera que fueron ensayados los zimogramas probando diferentes composiciones y
pH en los buffers de renaturalizacién {(Anexo B). Asi también se variaron los tiempos
¥ temperaturas de incubacién, sin embargo, no se obtuvieron resultados de hidrolisis
en los zimogramas.




7.1.6. Zimogramas de actividad lipolitica

Se prepararon geles ND-PAGE a una concentracién del 8%, donde se observaron
bandas de pesos moleculares de 215, 172, 164, 145, 139, 133, 123, 117, 91y 75
kDa. La actividad de lipasa fue observada en los extractos crudos de proteina a parti
de los geles en condiciones nativas en zimogramas utilizando como sustrato
tributirina al 0.5%, a pH 7.5 e incubacién a temperatura ambiente por 20 horas,
detectando la actividad por los halos de hidrélisis en las bandas con peso molecular
de 75 kDa, 133 kDa, 139 kDa y 172 kDa como se observar en la Fig. 14.

Flgura 14. Electroforesls en gel y imograma de actividad llpolitica. A)
Gel de poliacnlamida al 8% en condiciones nativas. M) marcador de peso
molecular. 1) Extracto cnudo de Itex de fruto de jaca. B) Gel de agar-
ributirina (0.5%) en contacto con el gel A por 20 horas Muestra cargada: 20
ug de proteina,

Estudios realizados por Lazreg-Aref y colaboradores (2012) reportaron una lipasa del
latex de Ficus carica L. (Moraceae) con peso molecular de 29 kDa. La actividad
lipolitica mas alta se encontré en el extracto crudo del latex extraido de frutos en
proceso de maduracion.
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Dhouib y colaboradores (2011) identificaron una lipasa putativa de 45 kDa, pH 6ptimo
de 8.0 a 9.0 y sugieren que ésta es la lipasa responsable de la importante actividad
lipolitica detectada en el latex de papaya. Siendo estas lipasas reportadas de bajo
peso molecular, mientras que fas identificadas en esta investigacion son de alto peso
molecular, estos resultados seran los primeros en reportar esta actividad lipolitica en
el latex de jaca

Por otro lado, en los geles que se corrieron en condiciones desnaturalizantes y que
fueron sometidos a y probados en utilizando como
sustrato agar-tributirina 0.5%, no se observaron halos de hidrolisis. Misma condicion
que fue observada cuando se probaron los zimogramas para la actividad proteolitica.

7.2. Separacion las proteinas por cromatografia de filtracion en gel

Se obtuvieron 80 fracciones de 0.5 ml. A cada fraccién se le midio la absorbancia a
una longitud de onda de 220 nm (datos no mostrados) y 280 nm (Anexo C), donde se
observa que Ias fracciones 1 a la 12 presentan valores de absorbancia bajos; las
fracciones 13 a la 16 corresponden a una ligera elevacion en el cromatograma,
formando un pico chico. Posteriormente, de las fracciones 17 a la 24 se aprecia un
pico de valores altos de absorbancia, claramente definido, el cual tiene un valor
maximo en la fraccion 22. Este pico es seguido por otro formado por las fracciones
25 ala 28 en el que el valor mas alto es el de la fraccion 26, Finalmente, los valores
de absorbancia comienzan a descender a partir de Ia fraccion 29 hasta valores muy
cercanos a cero (Fig. 15).
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7.2, Actividad proteclitica en piaca de las fracciones obtenidas de la
cromatografia filtracién en gel
Los ensayos de actividad protecitica en placa de las fracciones obtenidas de la
cromatografia en ge! (80 fracciones), mostraron actividad las fracciones de la 11 a la
20. Cabe mencionar que las fracciones 21 a la 31, a pesar de ser las fracciones con
fos valores mas altos de absorbancia a 280 nm, se descartaron debido a que: 1) no
actvidad itica; 2) no actividad lipolitica; 3) Ia cantidad
de proteina en eflas es muy baja y 4) no se visualizan bandas de proteina al corerlas
en geles de poliacriamida
Esta condicion puede explicarse por la composicion de los anilos aromaticos de las
moléculas presentes o compuestos fendlicos que absorben a 280 nm al igual que las
proteinas. En reportes hechos por Mahajan y Badgujar (2008) realizados en latex de
21 especies de plantas, reporan metabolitos secundarios como alcaloides,
2 ides, glucsidos i i fendlicos, taninos y

‘saponinas.

7.22 Actividad lipolitica en placa de las fracciones obtenidas de la
cromatografia filtracion en gel

De tas 80 fracciones obtenidas en la cromatografia en gel sometidas a actividad

Wpolitica en placas de agar-tributiina-tween 20, las fracciones que mostraron

actividad fueron de la 132 la 16.

7.2.3. Cuantificacion de la proteina en las fracciones de interés

Se cuantifics la proteina en las fracciones con actividad (11 a 20). Como se puede
observar en el Cuadro 5, las fracciones 12 a 20 son las que tienen los valores ma:
altos de proteina y son las fracciones que presentan actividad enzimatica




FRACCION Proteina, mg/ml
i3]

Tabla 4 - Concentracion do protoia do las fraccionos do la
cromatografia de filtracién en gel. Las fracciones 11 a 20 presentaron
actvidad protealitica. Las fracciones 14 a 16 son las fracciones con la mayor
concentracién de proteina y actividad Ipolitica.

7.24. is en gel en condici i en las
fracciones con actividad proteolitica y lipolitica

El corrimiento de las fracciones con actividad proteoiitica y lipolitica en electroforesis

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

Mostraron un patrén electroforéticos con bandas de 99, 89, 79.5, 60, 55.5, 48, 30, 21

¥ 11Da, siendo estos patrones semejantes entre si
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Figura 16. Electroforesis en gel SDS-PAGE (12%) de las fracclones con actividad de ta
Cromatografia da filracion en gel. M) marcador ds peso moscutar 1) Fraceion 11, 2)
Fraccion 12; 3) Fraccion 13; 4) Fraccién 14; 5) Fraccion 18, 6) Fraccién 16; 7) Fraccion 17, 8)
Fraccitn 18, 9) Fraccion 19. Las cantidades cargadas fueron: 1) 0.86 ug; 2) 1.51 ug; 3) 1.44 ug:
4) 435 ug; 5) 8.53 ug; 6) 7.04 ug: 7) 3.59 ug: 8) 152 ug; 9) 195 ug. En la imagen se Muestran
105 pesos moleculares obtenidos calculando el Rf de las proteinas.

7.2.5. Zin de actividad ica en nativas

Los corrimientos de las proteinas en condicicnes nativas at 8% de poliacrilamida,

expuestos a de sustrato con na 1% mostraron actividad
como halos de hidrdlisis, las muestras de las fracciones 12 a la 18, una banda de 172
kDa en la que se observa una fuerte actividad proteolitica, las fracciones 12 a la 17
presentan una banda de 133 kDa con una marcada actividad proteolitica (Fig. 17).

7.2.6. Zimogramas de actividad lipolitica en condiciones nativas

Los corrimientos de las proteinas en condiciones nativas al 8% de poliacrilamida
expuestos a zimogramas para detectar la actividad lipolitica, mostraron que las
fracciones 13 a la 16 tuvieron actividad observada como halos de hidrélisis en las
proteinas con pesos moleculares 80 kDa, 133 kDa y 172 kDa. (Fig. 18). Los pesos

a1




moleculares de estas proteinas son similares a los de las proteinas con actividad
lipolitica en los extractos crudos, lo que sugiere que las proteinas no han perdido su
actividad al ser sometidas a la cromatografia.

Figura 17. Electroforesls en gel y zimograma de actividad proteoiftica de las fracciones
de la cromatografla de filtracion en gel. A) Gel de acriamida al 8% en condiciones nativas
M) marcador de peso molecular. 1) Fraccién 11. 2) Fraccion 12, 3) Fraccién 13; 4) Fraccion 14;
5) Fraccién 15, 6) Fraccién 16, 7) Fraccién 17. 8) Fraccion 18, 9) Fraccién 19. B) Gel de
‘agarosa-caseina al 1% en contacto con el gel A por 20 horas, Las canldades cargadas fueron
1)086 ug, 2) 151 ug. 3) 144 g, 4) 435 Ug; 5) 8.53 ug; 6) 7.04 ug, 7) 359 ug. 8) 1,52 ug, 9)
115 ug. En s magen s muestran s pescs maleculares obteidos calcuiando of R da as
proteina:
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Figura 18 Electroforcsls en gel y zimograma de actividad ipolitica de (as fracclones de I
cromatografla de flitracion en gel. A) Gel de acriamica al 8% en condiciones nativas. M)
marcador de peso molecular. 1) Fracaon 11, 2) Fraccién 12, 3) Fraccién 13, 4) Fraccion 14, 5)
Fraccién 15, 6) Fraccién 16, 7) Fraccion 17, 8) Fraccion 18; 9) Fraccion 19. B) Gel de agar-
tbutirina 0.5% en contacto con el gel A por 15 horas. Las cantidades cargadas fueron: 1) 0.66
U9:2) 1514 ) 144 ug,4) 435 . 9 B83 09,0 7.04 161 7) 350 1. ) 152 U5 ) 115 ug
En la imagen Rf de las proteinas,

42



7.27. Zimogramas de actividad proteolitica y lipolitica después de

SDS-PAGE
Los ensayos de actividad de proteasa y lipasa utiizando los corrimientos
icos en y tatados con buffer de

renaturalizacion de las fracciones 12 a la 20 no mostraron halos de hidrolisis después
de 20 horas de incubacion.

7.3. Cromatografia de intercambio aniénico

De las fracciones que mostraron actividad en la cromatografia de filtracion en gel,
fracciones de la 11 a la 20, se formé un lote que fue sometido a cromatografia de
intercambio aniénico para separar las proteinas por su carga y no por su tamaio, ya
que los resultados apuntaban a la posiiidad de que ser un complejo
multienzimatico, debido a que la actividad s6lo se observé en las proteinas en sus
condiciones nativas.

Se obtuvieron 120 fracciones de 1 mi cada una. A cada fraccion se le midi la
absorbancia a una longitud de onda de 280 nm (Fig. 19), se observa que las
fracciones 1 a la 31 que corresponden al lavado con buffer a bajas concentraciones
de NaCl (0.0 y 0.1 M) presentan valores bajos de absorbancia. A partir de la fraccion
32 se observan varios picos conlinuos que terminan en la fraccion 71. Estos picos
corresponden a las concentraciones 0.2 M y 0.3 M de NaCl en el buffer de elucin.
Sin embargo, estos valores son considerablemente menores a los obtenidos en las
fracciones recolectadas en la cromatografia de fitracion en gel. EI pico mejor definido
esta entre las fracciones 63 a la 72, siendo la fraccién 69 la que presenta el valor
més alto de absorbancia (Anexo C)
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7.3.1. Actividad proteolitica y lipolitica en placa fracciones de la
cromatografia de intercambio aniénico
Las fracciones que presentaron la actividad proteoliica en placa fueron las
fracciones 58 a la 88, y la actividad lipolitica en placa de la fraccion 62 a la 72
Los resultados de la cuantificacion de la proteina presente en las fracciones 58 a la
89 se presentan en la Tabla 5, rango dentro del que caen las fracciones con las dos

actividades. A diferencia de la ia de filtracion en gel, no se observa un
pico o rango de fracciones donde se encuentre concentrada la mayor cantidad de
proteina

FRACCION FRACCION  Proteina,
58 74 0.0973
59 5 0.0981
0 i3 o212
6 ” 0.0913
62 . 0.0921
[ 13 0.0844
68 80 0.0879
65 81 0.1100
66 82 0.0913
o7 8 0.1050
68 8 01161
69 85 0.0921
7 8 00887
7 0.1024 87 0.0819
72 0.0021 88 0.0716
73 0.0921 89 0.0913

Tabla 5 Concentracion do proteina o 1as Tracciones do 1a cromatografia de
intorcambio aniénico. Las fracciones 58 a la 88 son las fracciones que presentaron
actividad proteolitca. Las fracciones 62 a ta 72 presentaron actvidad ipoltica.
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732, i6n de los pesos de las proteinas en las
fracciones con actividad proteoltica y lipolitica por SDS-PAGE

Por fo observado en los ensayos anteriores, se seleccionaron como fracciones de
interés las fracciones 60 a 78. Se cargt el equivalente a 2 ug de proteina en cada
caril

En los bajo i de las
fracciones de interés se visualizaron proteinas con pesos moleculares de 30, 45, 48,
78, 80, 92 y 99 kDa (Fig. 20)

6 o6 w o

Figura 20 - Electroforesis en gel SOS-PAGE (12%) de las fracciones con actividad de ta
cromatografia de intercambio aniénico. En la parte Superior de los geles se indica el nimero
de fraccidn en cada cartil. £n cada cami se cargo el equivalente a 2 ug de proteina

Enla ica en de estas fracciones
se puede observar una proteina de aproximadamente 80 kDa, misma que se habia
observado en los comimientos de los extractos crudos preparados a una
concentracién del 16% de poliacrilamida (Fig. 9) y que también se observd en los
SDS-PAGE de las fracciones con actividad de la cromatografia de filtracién en gel
(Fig. 16) y que después de la cromatografia de intercambio aniénico se observa con
mejor resolucin (Fig. 20). Esta proteina de 80 kDa observada, tiene un peso
molecular semejante a la proteasa reportada por Prasad y Virupaksha (1990), de
795 kDa, la cual fue purificada por cromatografia de intercambio anénico. En ese
estudio se determin que era una proteina de un solo polipéptido con tamario de 79.5
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kDa, p/ 6.3 y un pH 6ptimo de 8.0, a la que se le denoming artocarpina. Esta
proteasa tiene una relativamente amplia especificidad de sustratos. Sin embargo, fue
Ia Gnica actividad que encontraron en el latex de jaca

La proteina observada de peso 48 kDa, coincide en tamafio con una proteasa
reportada por Sitapetawee y colaboradores (2012), purificada a partir del latex de
jaca por cromatografias de intercambio anionico (con Q Sepharose Fast Flow) y
cationico (con SP Sepharose). Esta enzima mostré actividad protedlitica contra
gelatina y caselna y ademas presento propiedades antibacteriana y antifingica; sin
embargo no se han encontrado reportes de actividad de lipasa

Otros reportes pero en glicoproteinas encontradas en el latex de jaca por
Siritapetawee y Thammasirirak en el 2011, identificaron una glicoproteina
heteromultimérica (HSGPL1) con peso molecular superior a los 97 kDa que esté
conformada por tres monmeros de 29, 31y 33 kDa. Los autores demostraron que la
glicoproteina tiene propiedades inhibitorias de serinproteasas e inhibicion de la
coagulacion de la sangre. Los tamafios moleculares identificados en este estudio
apuntan a la aposibilidad de enconlrar a una protelna heteromuitimerica dados los
tamafios de las diferentes bandas identificadas en los geles en condicion
desnaturalizante.

7.3.3.2i de actividad itica en condiciones nativas
Los resultados de los en geles en no

(8%), en agarosa-caseina 1% como sustrato (Fig. 21), revelaron actividad proteolitica
en las fracciones 60 a la 68 en una proleina de 123 kDa, cabe sealar que el peso
corresponde con el observado en los ensayos de actividad con los extractos crudos y
con Ia observada después de la cromatografia de fitracion en gel. Es decir, que esta
proteina no ha perdido su actividad al ser sometida a dos procesos de separacion,
sin embargo, en los geles en condiciones desnaturalizantes no se ha detectado la
actividad, lo que sugiere que esta enzima de peso aproximado a los 123 kDa podrla
ser una enzima compuesta por varias subunidades que necesitan estar en su

conformacion nativa,




Figura 21— en g de actividad litica de 60

la 88 de la cromatografia de Imgrc:mnlo aniénico. A) Gei de acrilamida al 8% en condiciones
nativas. M) marcador de peso moleculer. B) Gel de agarosa.caseina al 1% en contacto con el get A
por 20 horas.

En las fracciones 69 a 75 también se observé actividad proteolitica en las proteinas
de 123 y 172 kDa, las cuales se observaron en los extractos crudos y en las
fracciones obtenidas de la cromatografia de filtracion en gel. Ya que en los geles
SDS-PAGE no se observaron bandas de este tamafio, estos resultados podrian
evidenciar una enzima multimérica cuya actividad no fue posible recuperar tras la
renaturalizacion




Figura 22 - Electroforesis en gel y zimograma de actividad proteoitica de las fracciones
632 la 77 de la cromatografia de Intercamblo anionico. A) Gel de acriamida al 8% en
condiciones natvas. M) marcador de peso molecuiar. B) Gel de agarosa.caseina al 1% en
contacto con el gel A por 20 horas

En las fracciones 69 a 77 se observo hidrolisis en los zimogramas en las bandas de
81y 30 kDa (Fig. 22). Como ya se mencion6, una de las proteasas purificadas a
partir de I4tex de jaca (Prasad y Virupaksha, 1990) tiene peso molecular de 79.5 kDa,
¥ como se describio, es una proteina monomérica que se puede ver en geles
desnaturalizantes y no desnaturalizantes

7.3.4. Zimogramas de actividad lipolitica en condiciones nativas
En los zimogramas para identificar la activiad fipoitica, no fue posible detectar la
actividad lipolitica, a pesar de que en los ensayos en placa si se observa esta
actividad. Esto puede deberse a que se trata con un complejo multienzimatico que
aumenta tanto su estabilidad como su actividad. Los geles ND-PAGE, aunque no
someten a las proteinas bajo condiciones que las desnaturalicen, pueden ocasionar
cambios conformacionales, que disminuyen la afinidad entre el sitio catafitico y el
sustrato. La actividad catalitica de la mayoria de las lipasas depende del estado de
agregacion de sus sustralos. Se supone que la activacién de fa lipasa requiere el
desenmascaramiento y la estructuracién del sitio activo de la enzima a través de
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cambios conformacionales que involucran la presencia de gotitas de aceite en el
agua. Este fenémeno ha sido llamado activacion interfacial (Pignol ef al., 1998)
También se ha reportado la formacién de agregados moleculares con baja o nula
actividad catalitica debido al bloqueo de los centros activos (Snellman et al, 2002)
por las propias moléculas enzimaticas, debido a la interaccién de las enzimas con
otras sustancias. Este tipo de interaccién no es descartable, dada la naturaleza
hidrofébica de Ia zona de contacto lipidico cercana al centro activo (Gonzélez-
Bacerio et al,, 2010). El fenémeno de agregacion en soluciones acuosas ha sido
demostrado experimentalmente por varios grupos de investigadores  (Flaschel y
Renken, 1991; Guisan et al,, 1996, Palomo et al, 2003) quienes obluvieron un répido
descenso de la actividad enzimatica al aumentar la concentracion de enzima
(Pedersen et al., 2006).

7.4. Electroforesis en doble dimensién (2-DE)

El corrimiento de Ias proteinas con actividad de lipolitica y proteolitica, obtenidas de
la cromatografia de filtracion en gel, por electroforesis en doble dimension (2-DE),
permitio la resolucion y separacion de las proteinas, obteniendo un patron de 10
manchas proteicas observables, Figura 23, las cuales tienen pl que van desde 5.22a
7.98 y pesos moleculares de 39, 43, 48, 75, 62, 99, 110, 120 y 125 kDa. Mientras
que la cromatografia de intercambio anionico, muestran dos proteinas cuyos P.M
son 70 y 75 kDa y pl de 8.5 y B.9 respectivamente. Sin embargo no permite
determinar si hay otras proteinas (Fig. 24). por lo que es necesario realizar otros
ensayos para separar las manchas proteicas. Los patrones proteicos observados en
estos ensayos refuerzan la hipdtesis de que es posible que estas actividades se
estén llevando a cabo por un complejo multienzimético o heterodimérico, como
muestran los resultados del corrimiento electroforético en condiciones nativas, y que
al resolver en 2-DE las muestras observamos los diferentes pesos moleculares que
tienen las proteinas identificadas.




Flgura 23 - Proteoma de las fracciones con actividad proteolltica y lipolitica obtenidas de
la_cromatograffa de filtraclén en gel. En la electroforesis 2-D se observan 10 manchas
principales con puntos isoeléctricos desde 52 hasta 7.98 y pesos moleculares desde 39 hasta
125kDa.

Flgura 24 - Proteoma de las fracclones con actividad proteolitica y lipolttica obtenidas de
la_cromatografia de Intercamblo aniénico. En la electioforesis 2-D hay dos manchas
claramente visibles con puntos isoelécinicos de 8.5y 8.9 y pesos moleculares de 70 y 75 kDa,
respectivamente.




VIIl - CONCLUSIONES

En los extractos de latex de jaca se encontraron actividades proteolitica,

caseinolitica y lipolitica

2. La actividad proteolitica se observs en las bandas proteicas de 30, 81, 133 y
172 kDa en condiciones natvas.

3. Laactividad lipolltica se observé en las protelnas con pesos moleculares de 81

kDa, 133 kDa y 172 kDa en condiciones nativas.

La resolucién en 2-DE mostrd que hay un complejo enzimatico con actividad

proteolitica.

5. La resolucion en 2-DE moslrd que hay un complejo enzimatico con actividad

lipolitica




RECOMENDACIONES

En relacién a los aspectos contemplados en la presente investigacion, se proponen
como perspectivas del trabajo

1

~

w

>

@

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

determinar sus parametros cinéticos.

Continuar con los estudios necesarios para la obtencién de proteinas
recombinantes.

Continuar la bisqueda de enzimas con otras actividades en el latex de jaca,
que puedan tener diferentes aplicaciones

Buscar potenciales usos de las proteasas y lipasas identificadas en el latex de
jaca, en procesos de alimentos.

Hacer estudios de factivilidad para produci alguna de estas enzimas a nivel
industrial y obtener una presentacion comercial y de grado alimenticio, del
complejo enzimtico presente en el latex de jaca.
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ANEXO A SISTEMA DE BIBLIOTECAS
BUFFERS Y SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA

v AZUL DE BROMOFENOL
Stock: 10 mg en 1 ml de Agua destilada (0.01 g en 1000 ul).

¥ BUFFER DE MUESTRA 2X (SDS)
Solucitn a parlir de la cual se preparan los buffer de muestra 1X y 2X
Para: 100 mi 50 ml

m
Trisma base, 12M 15261 076 gr 0076 g
SDS, 0.12M 2000 109 o1gr
Ajustar pH 2 6.8
Glicerol, 2M 20mi 10mi 1mi

Posteriormente
‘Agregar 500 ulL de la solucién de Azul de Bromofenol (para 5 )
- Agregar 500 ul de B-mercaploetanol (para 5 mi)

¥ SOLUCION DE PERSULFATO DE AMONIO 10%
Preparar al momento (almacenar 4°C por 1 semana)
40mg 0040g

400 uL de agua bidesfilada 400 UL de agua bidestilada

¥ 48X Tris-HCI-SDS, pH 6.8
_Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado antes de aforar a 100 ml
Para:

100 ml
Trisma base 6055 g1 30275
Agua bidestilada 100 ml 50mi

¥ 4x Trig-HCI-SDS, pH 8.8
_Austar el pH 2 6.8 con HCI concentrado antes de aforar a 100 ml

Par: 00 mi 50 mi
Trisma base 18170 g 9085
Agua bidestilada 100 mi 50mi




v MIX DE ACRILAMIDA AL 30%
Disolver la acrilamida en 40 ml de agua (se puede calentar hasta 37°C), ageger ta

bisacrilamida y aforar a 100 ml. Filtrar por 0.45 um, proteger de Ia luz y almacenar a
T

Para: 00 mi 50 mi
“Acrilamida 292 146
Bis-acrilamida 08 04
Agua bidestilada 100 ml 50 ml

¥ _5x BUFFER DE CORRIDA

1000 ml 500 ml 250 ml
Trisma base 15.1gr 755gr 3775gr
Glicina 7290 36or 18gr
SDS 5qr 25¢r 1250
Agua desionizada 1000 mi 500 ml 250 ml

¥ BUFFER DE TINCION AZUL DE COOMASSIE
1. Agitar por 24 hrs el metanol y el azul de Coomassie con magneto. Mantener en
agitacion hasta la disolucion de fa mayor parte de colorante.
2. Agregar &cido acético glacial (mezclar en hielolagua)
3. Adicionar el agua por las par

4._Fitrary simacenar a 4°C en botelas de color topacio.
Para: o 500 ml

Azul de Coomassie R-250 059
i 100 mi 50 ml
500 mi 250 mi

400 ml 200 ml

[ Para T q000m [ s00m ]
[Acidoacético | f0om | Som |
[Metanol
destilada

[ s00m | 250m |
[a00m | 200m |




Preparacién de geles de separacitn para SDS-PAGE. Los geles en condiciones nativas no
lievan SDS

Componentes Volumen (mi) dé 165 Componentes requendos para preparar geles

Volumen Ias concentraciones y voiumenes indicados.

PEFCM 5m  10ml 15ml 20ml 25ml 30ml 40mi 50ml
HO 26 53 79 106 132 159 212 265
30% mix do acrilamida 1 2 3 4 5 6 8 10
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8) 13 25 38 5 63 75 10 125
SDS (10%) 005 01 015 02 025 03 04 05
10% persulfato deamonio 005 0.1 045 02 025 03 04 05
TEMED 0004 0008 0012 0016 002 0024 0032 004

H:0
30% mix do acrilamida

TrisHCI 1.5 M, pH 8.8) 13 25 38
SDS (10%) 005 01 015
10% persulfato de amonio 005 01 015
TEMED 0003 0.006 0009

H,0
30% mix do acrilamida
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8)
SDS (10%)

10% persulfato de amonio
TEMED

H0

30% mix de acrilamida

Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8)

SDS (10%)

10% persulfato de amonio
EMED

H0

30% mix de acrilamida
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8)
S0S (10%)

10% persulfato de amonio
TEMED

aoos um)a 0010012 DNS 0.02
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Preparacion del gel separador para SDS-PAGE. Los geles en condiciones nalivas no llevan
08

Componentes Volumen () de [os componentes requendos para preparar
Volumen geles a los volimenes indicados
PEPRM i 2mi 3ml 4ml 5m_6ml_8ml_{0ml
H0 068 14 21 27 34 41 55 68

30% mix de acrilamida 017 033 05 067 083 10 13 17
Tris-HCI1.5M,pH8B) 013 025 038 05 063 075 10 125
SDS (10%) 001 002 003 004 005 006 008 0.1
10% persufasto  de 001 002 003 004 005 006 008 01
amonio

TEMED 0001 0002 0003 0004 0005 0006 0.008 0.001




ANEXO B

Buffer de lavado

Compuesto Concentraci6n final
Tris-HCI pH 8.8 25 mM

NaCl 150 mM

caCl, 5mM

NaN; 0.02%

Tritén X-100 0.025%

Buffer de incubacién

Compuesto Concentracién final
Tris-HCI pH 8.8 25mM
NaCl 150 mM
caCl, 5mM
NaN; 0.02%
Se utilzé el método descrito por Siri y (2012) con

donde el gel de poliacrilamida al 8% que contiene 0.1% SDS y 1 mg/ml de caseina se lavé
tres veces en buffer de renaturalizacion y después se incubo en el mismo buffer sin Triten X-
100 & 37°C por 20 horas. Se tifé y se buscd Iz presencia de haios de hidrdlisis.




ANEXO C
TABLA DE VALORES DE ABSORBANCIA DE LA CROMATOGRAFIA DE FILTRACION

1 [l 2 1.047 4 0.058 51 0.103
2 o 2 1189 a2 0 52 o

3 0.026 23 101 s 0.025 & 0072
4 ] 2 0284 s oot 64 0.069
s 0092 25 055 s ona 65 0.084
5 0,003 26 0885 4 0076 6 o

7 0051 a7 0249 a [l &7 [

8 o 28 0135 8 0.057 ) [

9 0004 29 0176 a9 0038 59 [
10 0036 30 0082 50 0013 70 0079
11 ] 3 0055 st 0213 7 0211
12 [ 32 o012 52 0085 72 0107
3 305 33 0 53 0025 7 o
18 283 34 oo 54 0027 78 0131
15 312 35 0.066 55 0 75 0012
16 301 36 0106 56 [l 76 [J
17 0 3 0.009 22 [ fia 0026
T 0033 38 o 58 o 78 0
1 0.366 3 0113 s | 0 | o |
20 0818 40 0047 0 o 80 o

Valores do absorbancia do las fracciones do G fillracion on gol.

Valores de absorbancia a una longitud de onda de 280 nm. de Ias fracciones eluidas con Tris-
HCI 25 mM. pH 8.8 en una columna empacada con Sefinose Fast Flow SFO06-GF. Muestra
cargada: extracto crudo lofilzado resuspendido en el buffer de elucion a una concentracién de
10 mgimi. Velocidad de flujo: 1 miimin. Tamario de fas fracciones. 0.5 ml




TABLA DE VALORES DE DE LA DE

I16NICO
o o 0.0165
00055 0103 0001
0.0525 0.0615
00745 00725 54
o
00465 7885
0173 1385
00185 00315 2295 00725
0275 0
0135 100 0
45 0025 01 00265
00585 [ 102 0001
0105 [ 103
0.0685 [ 108
0,095 0.0385 105
0.207 706
00575 0 07
o 131 108
0 01685 109
0 00685 0
0 00935 1
00305 [ 2 0052
0 3 [
54 o I [
0 0
0.0205 0063
[ 0.0025
0018 [
0.0065 0,008 [
0082 ) 120 [
fracciones dola

o las do

Valores de absorbancia a una longitud de onda de 280 m, de las fracciones eluidas con un
radiente escalonado de NaCl 0 = 0.5 M en buffer Tris-HCI 25 mi, pH B8, Intercambiador
anénico: DEAE Sepharose. Muesta argadsi pool 11:20 3 una concaniracin de 0.4
Velocidad de flujo- 2 mymin. Tamafio de las fracciones: 1 mi.
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