
l (1ñlfemenlna ; 

.. )C 

·¡: ñ' 
::1 o 

UNIVERSIDAD FEMENINA DE MEXICO :¿ 

ESCUELA: QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO <)' 
CON ESTUDIOS INCORPORADOS A LA U.N.A.M. 

PURIFICACION 
Y ESTUDIO CINETICO 

DE DOS FORMAS MOLECULARES 
DE KARATASINA 

(Bromelia Karatas) 

TE~IS CON 1 
FALLA DE ORiGEN 

IS 

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO 

PRESENTA: 

LARA OSORIO MARIA MAGDALENA 

MEXICO, D. F., 1991 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

lllTRODUCCION 

OBJETIVO 

CARACT.ERISTICAS DE LA PLANTA 

GENERALIDADES 

- Historia 

- Caracteristicas estructurales de las prote[naa 

- CJaa1ficac16n general de las enzimas 

- Mecanismo de cat.1lisis de Jas enzimas 

proteol1ticas 

- M&todos de pur1iicaciGn de Ja.e prote(naa 

- Especificidad en:zimAlica y sitios activos 

- Cin,tica enzim1tica 

DIAGRAMA EXPERIMENTAL 

MATERIALES Y METODOS 

Recolecci6n de los frutoa 1 extracción del jugo, 

purificacipon de Ja karatasina. 

- Determrnaci6n de la actividad proteolltica 

- Helado de purificación de las formas moleculares 

de la karatauna 

1 2 

1 5 

1 7 

2 o 

2 2 

26 

2 7 

2 8 



- Criterios de pureza 

- An.Uists de la concentrac16n efectiva de enzima 

- Oeterminac1ones cin6ticas sobre auatratoa sintéticos 

RESULTADOS T DISCUSION 

CONCLUSIONES 

DIBLIOGHAFI.\ 

2 9 

30 

35 

3 7 

5 1 

5 3 



INTRODUCC 1011 

Laa proteaaas fueron Jaa primeras enzimas que ae purificaron 

y eatudiaron detalladamente con respecto su eatructura y 

propiedades catal1ticas. La ra26n de esto fue que laa enzimas 

proteol1ticaa de plantaa (como papaya, piña) y de fuentea 

microbianas, (como bacterias) podlan ser purificada• en 

cantidades relativamente abundante•. Haata mediado& de tos 60 1 a, 

loB grupoa de invesligaci6n que demostraron inter•• en la 

h!dr6llsi1 peptldica por enztmaa, eniocaron aua e1tudio1 

principalmente a aspectos mecanlsticoa. estructurales, etc, loa 

cuales fueron estudlados ut.ili2ando t6cn1cas talea como 

eapectroacop1a, cln,tica, crh:talo¡frafla de rayos x, etc. ( i 

Laa proteaaaa vegetales tienen uaoa m6dicca y tecnológicos, 

Comercialmente el producto m1a importante es el de la papalni., 

que ae utilíia como ablandador de carnes. Otros usoa tecno16gicoa 

aon en la preparaci6n de cuero (taner1a) y en la industria 

cervecera. Las eni ímaa proteoltticas presente• en 

medicamentos qua ayudan en ciertos tipoa de dea6rdenea digestivos 

y en el tratamiento de algunas herida& en la piel. 

La mayoria de laa pratea1a1 vecetalea aon capacea do digerir 

gusanos pariaito1 vivos, tales como Aacar1a lumbricoidea y 

Trichuri1 ~1 pero no se lea ha encontrado empleo como 

vermlcid••· ( Z l 

Las proteasas pueden clasiiicarse en aerlnicaa, las cuales tienen 

un residuo de serina en el sitio activo el que ea indi&penaable 

para au acci6n¡ a1pirtica1. estaa enzimas tienen un reaiduo de 

aspJirtico en el 1it10 activa, y tambi6n se les 1 laman proteaaaa 



• 

~cidaa¡ laa m4talo-proteaaaa que lienan un mela! en eJ ailio 

activo (zinc), aJgunas de estas enzjmas conservan su actividad 

cuando el zinc ea reemplazado por cobalto. Adem&a algunas 

moJ6culaa de enzjma pueden tener un ión calcio esencial para la 

actividad¡ y finalmente las ciatefnJcaa que son las que ae 

estudian en este trabaJo, Jaa cuales para su actividad dependen 

del grupo tiol de un re&Jduo de cistelna. Las proteasas 

cJstelnicas se han encontrado en bacterias, microorganismos 

eucariontes, en animal es en plantas tanto monocotiledóneas 

como dicotiled6necu, pero en forma muy abundante, s6Jo en muy 

escasos n~mero de ellas. 

Debido a la sen1ibil idad que tienen estas enzima ciste1nicaa 1 

(papa1na 1 ficina y bromelalna} a Ja inactivación por reactivos 

bloqueantes del grupo tiol y a la recuperación de au actividad 

por reactivos que regeneran dicho grupo, Harthey las clasif ic6 

como ''l1ot-prote1nasas" ( 1 ) 

Las tiol proteinaaas secretadas por ciertas bacterias, 

probablemente actOan como enz1ma1 digeativaa rompiendo a Jaa 

prote{naa en p6ptidos y amino~cidoa, que pueden ser asimilados 

por las bacterias. ( 3 

La proteaaa cistelnica m1s estudiada es la papalna, aislada del 

l.5;tex de Cari~ E .. ~J!!I.2· Otras enzimas aisladas de plantas 

superiores se han agrupado 

auperfamil ta, debido Ja 

secuencia de amino~cidos y 

JUnto con Ja 

semejanza que 

la presencia 

indispensable para su acción. { ~ ) 

papa1na 1 en una 

tienen en cuanto a 

de un grupo tiol 



De variaa especies del género Dromelia se han aislado enzimas 

proteoJ lticaa de tipo ciatelnicas, 

La familia BromeJ1aceae se encuentra diatribuida en varias 

regiones de la RepC.bl ica Mexicana (fig 1 ):~.!.l! hemisfA!:...!..E.! 

se encuentra en parte de Jos estados de Guerrero More loa. 

Bromelia karatas se encuentran en parte de Jos estado de Yucat~n, 

Jalisco, Sinalóa, Michoac4n, Oaxaca, Tabasco, entre otros, 

Bromelia palme!:.! en el estado de Nayarit, Bromelia pin4uin an loa 

estados de Veracruz, San Lu.ia Polos t, Chiapa1 1 entre otros, 

-ª~Jil ~tris, en el estado de Veracrui. ( 5 ) 

Los frutos de Bromelia han sido reconocidos por su actividad 

proteol1tica, y del tallo como del fruto de pi~a (Ananas comoaua) 

Je han aislado tiol proteaaas. ( 6 

Algunos investigadores han realizado diversos estudios sobre las 

enzimas de Ja piña, como loa realizados por Whitaker 7 ) que 

aisló formas moleculares de la bromela111a de tallo con 

diferente movilidad electroforética en gel de poliacrilamida. 

Posteriormente Lynn( 8 )aisló por cromatografla de intercambio 

iónico, 4 fracciones claramente visibles, a partir de bromela1na 

de tallo mercuriada • .KAzdy y Kaiser, ( 9 demostraron por medio 

de un estudjo eapectrofotomátr1co Ja liberación del p-N1troienol 

por una enzima aislada del tallo de bromelafna, obteniendo el 95X 

de enzima activa. 

Por otra parte Silverstein ( 10 ) real izó estudios cinéticos de -

enzimas aisladas del tallo de pi~a de Bromela1na denominindoJaa A 

y B, encontrando que estas enzimas son similares en su1 

' propiedades ftaicaa y que tienen una alta af 1nidad por el 



auatralo de CBZ-Lisina p-nitrofeniJ 6ater que por el de 

CBZ-Glic1na p-Hitrofenil éster. 

Por au parte Garduño, tl ~ ( 11 ) real i2aron estudios a obre 

diferentes e apee iea d• bromelia detectando por enfoque 

iaoeléctrico varias formas moleculares. Los puntos 1aoeJ6ctricos 

de dichos componentes estaban comprendidos dentro de valorea de 

pH do a tO y los cuales varian en ntimero¡ 7 en la palmerina de 

Bromelia palmer1, 11 en la a1lvestrisina de Bromelia sylvertria, 

en la hemislericina de Brome! ia hemisférica, y en la 

karatasina de Bromelia karatas, todas las formas activas, Las 

actividades espec1f1cas sobre caseina no ea igual para las 

diversas formas moleculares. Aai mismo Ochoa, ~ 12 ) 

aialaron proteaaas ciate1nicas partir del jugo de Bromelia 

hemisférica, obteniendo formas moleculares detect~ndolaa por 

electroforésia en geles de poliacr1lamida. 

Loa frutos maduros de Bromelia pinguin parecen ser una de las 

fuentes m~s ricas de proteaaaa que existen. 



DISTRIBUCION 

Fig 1.- Unicamente • 
los estados dond cstan señalados 
diferentes cspe : se encuentran las 

c1cs de Bromelias. 

DE BROMELI ACEAS 

1.· B. hemisférica 

2·" B karatas 
3. B palmerJ 

4. B plnguln 

s. B sylvertrls 



OBJETIVO 

El objetivo de eate trabajo ea llevar cabo un e1tudio 

bioqu1mico y cinético de las formas moleculares mis abundantes de 

karataaina, la cual es una eni1ma proteol1tica que se obtiene de 

loa frutos de Bromelia karataa. Esto se har1 con el fin de tratar 

de determinar la eapecif icidad de 1 •• diferentes formas 

moleculares, y ver si ea igual o diferente para cada una de 

ellas, y poder comparar estos resultados con loa reportados por -

otras tiol-protetnaaaa de origen vegetal. 



CARACTERISTICAS DE LA PLANTA 

Bromelia karata.a 

Se le conoce como guapilla 1 piñuela o cardo. Ea una planta 

ain tallo, hojaa en roseta de haata 2 cm de largo cm de 

ancho, con eaptnaa ganchudas, inflorescencia sésil¡ fruto 

fusiforme de 5-8 cm 1 4c1do 1 rojo violaceo, Crece principalmente 

en la zona del Istmo y península de YucatJ.n. ( 5 ) 

CJaaif icación de la Planta 

Reino Vegetal 

División Antofitas 

e 1 aae Monocotiled6neas 

Orden Bromeliatea 

Famll ia Bromeli~ceae 

Género ~ 

Ea pecte karA!.!,! 



GENERALIDADES 

111 STORIA 

Una gran parte de la hiatoria de la bioquimica ea la 

historia de la investigación de las en:11mas 1 las cuales son 

prole1nas eapec1al izadas en la cat.1J isia de las reacciones 

bio168icas, La propiedad fundamental de una en1 ima 1 como 

cualquier catali1ador 1 es aumentar la velocidad de una reacción. 

El nombre en:zima 1 no se emple6 hasta 1877 propuesto por Rahne, 

pero mucho antes ya se sospechaba que ciertos catal1zadores 

biológicos intervenían en la fermentación del azúcar para iormar 

alcoholes. El fen6meno catálisis fue descubierto por Kirchoff en 

1011-18tq y el vocablo cat.11isis (aflojar) fue propuesto por 

Berieliua en 1838 1 ( 13 ) el cual tnclu1a un ejemplo de lo que 

ahora se conoce como enzima, la diastasa de la malta, y señalaba 

que la hidrbl his del almidón se catal izaba por la diastasa con 

mis eficacia que por el icido sulfúrico. En 1860 Pasteur postuló 

que tal ea catalizadores estaban estrechamente relacionados con la 

estructura y la vida de las c6lulas y no podr1an ser separados de 

ellas sin perder su actividad, Pero en 1897 Büchner obtuvo un 

avance notable en Ja historia de la investigación en%im~tica al 

extraer de las células de levadura Jaa enzimas que catalizan la 

fermentación alcohólica, con Jo cual demostró que 6slas pueden 

actuar independientemente de la estructura celular, ( 14 ) 

En 1926, J. B. Sumner cristalizó la ureaaa, aislada de 

extractos de la alubia Canavalia en!yforn11s y demostró que los 

cristales estaban c:;onstituidos por prote1naa, llecanrio a la 



conclusi6n contraria a la que prevalec1a por aquel entonces, de 

que las enzimas eran prote1nas. Sus puntos de vista no fueron 

aceptados inmediatamente, sin embargo, en el periodo comprendido 

entre 1930 y 1936, Northrop aisló a la pepsina, a la tripaina y a 

la quimotripsina en forma cristalina, pudiendo demostrar que Jaa 

enzimas eran prote1nas, ( 15 ), 

En el medio siglo que ha transcurrido desde entonces, el nümera -

de enzimas que se han aislado ha aumentado aproximadamente a 

2 000. La mayor1a ha sido aislada y estudiada como preparaciones 

acuosas purificadas, varias han sido cristal izadas y alrededor de 

100 de estas QltJmaa tienen su estructura tridimensional 

determinada por difracci6n de rayos X. ( iG ) 

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LAS PROTEIHAS 

Las proteínas se pueden clasificar de diferentes maneras¡ en 

cuanto a su compoaici6n en 2 clases: 1) protelnas simples.- son 

aquellas que por hidrólisis producen solamente amíno1cídoa, sin 

ningún otro producto principal. 2) Las proteinas conjugadas son 

aquellas que por hidr6lisis producen no aolamente amin~~c1dos, 

sino también otros componentes orginicos e inorginicoa. La 

porci6n no aminoicida de una proteina conjugada se denomina grupo 

prost6llco, ( 14, 15 ) 

Tambl6n pueden clasificarse en 2 clases principales, seg6n su 

conformación: 

a) Las protelna1 fibro1a1 se hallan constituidas por cadenas 

polipept1dicas ordenadas de modo paralelo a Jo largo de un eje, 
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formando i1braa l~minas largaa, Son materiales flaicamente 

resi1tente1 1 insolubles en el agua o en las soluc1ones saJinas 

diluidas, son elementos bis1cos estructurales en el tejido 

conjuntivo de los animales superiores, tales como Ja col~gena de 

Jos tendones y Ja matri2 de los huesos. 

b} Las prote1naa ¡JobuJare•, eatin conatituidaa por cadena& 

polipeplid1caa plegadas estrechamente de modo que adoptan formas 

esféricas o globulares compactas, La mayor parte de las prote1naa 

globulares son solubles en Jos sistemas acuosos. Generalmente 

desempeñan una función móvil din4mica en la c6Jula, cabe 

señalar que todas las enzimas son proteinaa globulares, como 

también son las anticuerpos, algunas hormonas 

que desempeñan una función 

aeroalbGmina y la hemogJobina. 

de transporte 

1 q, 17 ) 

muchas prote1nas 

taJes como la 

Su organización y las fuerzas que contribuyen a mantenerlas se 

conaideran segQn diferentes niveles de compJeJidad en~ 

Nivel primario Estructura Primaria.- Se refiere a la 

variedad n6mero relativo de cada amino~cido, asi como a la 

secuencia de amino4cidoa que eat4n presentes a Jo largo de Ja 

cadena polipept1dlca al unirse por medio de sus grupos amino y 

carboxilo. ( 15 1 17 ) 

Nivel secundario o Estructura Secundaria.- Se refiere a la 

relación espacial que guarda un amino4cido con respecto con el 

que sigue y al que le antec~de en la cadena polipeptidica. En 

algunos casos el poJipéptido entero o algunas zonas de éste se 
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mantienen extendidas, mientras que en otros caaoa ae enrollan en 

forma helicoidal como si formaran un reaorte. tata eatructura 

eatA determinada por loa puentea de hidrógeno que ae forma 

dentro de la molécula dan lugar a varios tipos de estructuras: 

laa hélices, cuando se forman entre amino4cidos muy cercanoa, Jaa 

llminaa cuando ocurren entre diferentea cadenas entre 

amino~c1doa muy lejanos de la misma cadena, giros P y estructuras 

deaordenadaa. 1 ~. 16 ) 

Tercer nivel Estructura Terciaria.- Se refiere al 

plegamiento que sufre la molécula sobre al miama, obviamente 

dicta una necesidad de interacciones diferentes como: enlaces 

covalente1 1 de Jos cuales loa principales aon loa que ocurren 

entre cadenas JateraJoa de ciste1na para formar puentea de 

diaulfuro¡ interacciones electrostlticas entre cadenas laterales 

que poaeen grupos i6n1cos cargados opuestamente¡ puentea de 

hidrógeno, en las regiones helicoidales entre diferentes 

segmentos de liminas plegadas de Ja cadena1 interacciones 

hidrof6hicas entre cadenas apolares 1 como las fuerzas de Vander 

WaaJa 1 que se presentan debido a que la parte no polar de Ja 

molácula se encuentra en el interior, donde loa ~tomos est~n 

bastante compactos. 

Las interacciones hidrofóbicaa son Jas m4s importantes, ya que 

aon responaablea de la estab!Ji2aci6n de Ja matriz interna de Ja 

mol6cula. ( 1~ 1 15 ), 
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Cuarto nivel Eatruolura Cuaternaria.- Pone de manifieato 

como ae disponen en el espacio las cadenas individuales 

polipepttdicas de una prote1na que posee mAs de una cadena. La 

mayor parte de las grandes prote1nas 1 ya sean fibroaas o 

globulares, contienen 2 o mAs cadenas poi ipeptfdicaa, entre las 

cuales no existen enlaces covalentes, ( 16 } 

CLASIFICACION GENERAL DE LAS ENZIMAS 

Los m6todoa m1s uaualea para su claaificaci6n aon de acuerdo 

a su composición y con respecto al tipo de reacción que ellas 

e atal izan. 

1.- Las 6xido-reductasas,- catalizan reacciones de 6xido 

reducc16n de todos los tipos. 

a) Desh1drogenasa: catal izan la pérdida de 2 Alomas de 

hidrbgeno del sustrato, siendo el aceptar una molécula diferente 

de 1 ox lgeno mo 1ecu1 ar, 

b) Oxidasa: real iza pr-ocesos de oxidación en el cual el 

hidrógeno es transferido directamente a la mol6cula de oxigeno . 

e) Citocromo: El hierro del grupo hem en las citocromos act6a 

como un donador de electrones (Fe+2) aceptar de electronea 

(Fe+l) en una reacción con otro aceptor de electrones o donador 

de electrones, respectivamente, 

Fe+l + auat. reducida!:::=:¡. Fe+2 + auat. oxidada 

(dador de electrones) (aceptar de electrone1J 
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2.- Tran1feraaaa.- catalizan reacciones en el cual Joa grupos aon 

intercambiadoa entre 2 moléculas, 

a) Quinaaa: Transferencia del grupo fosfato del nucle6aido 

trifoafato (comúnmente ATP) a la mol6cula de sustrato 

generalmente para formar ésteres fosfóricos. 

b} Hutaaaa: catalizan Ja lranaferencia de un grupo funcional 

(fosfato por ejemplo) entre 2 posiciones en la misma mol6cuJa, 

e) Transaldolaaai catali2an la transferencia de fragmentos de 

carbonos entre carbohidratos reaccionantes. 

d) Tranacelolaaa: catalizan transferencia de fragmentos de 2 

carbonos entre carbohidratoa reaccionantea. 

e} Transaminasa: cataJizan la transferencia del grupo amino 

(-NHz) desde una sustancia donadora hasta un aceptar que tiene un 

enlace C:O, 

f) Fosforilaaa: Formación de ésteres fosfóricos a partir de 

fosfato inorg~nico {P1) y un sustrato que contenga enlaces 

R-C-OH. 

3,- Liasaa.- catalizan reacciones que implican la ruptura de e-O, 

e-e, C-N y otros enlaces fuera de hidrólisis u oxidación, 

a) Descarboxilaci6n del sustrato. 

4.- Isomerasaa.- catal1zan reacciones que implican cualquier tipo 

de isomerizaci6n 1 epimerizaci6n e isomerizacionea {cia-trana). 

a) Epimeraaaa: Ruptura y reconstitución, con orientación 

opueata de dos enlacea unidos a un carbono asimátrico para dar un 

estereoia6mero. 

5.- Li9a1a1.-castalizan reacciones que implican Ja formación de 

un producto que resulta de la condenaaci6n de 2 moléculas 
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diferentes, acopladas a la ruptura de un pirofoafato del ATP. 

a) Sintetaaa: Condenaaci6n de 2 mot6culas aeparada.a, acopladas a 

la ruptura de AT?. 

b) Tioquinasa: Formación de lio6~teres dependientes de AT?, 

R~S-C-R 1 a partir de coenzima A(CoASH) y ~cidos carboxilicos, 
11 

o 

&.- Laa eniimaa hidrolit.icas, las cuales cataliian reacciones del 

Hay 4 claJes de enzimas hidrolSticas, como Jas siguientes: 

a) Laa carboh1drasas 1 las cuaJ&a catal1zan la hidr61isia deJ 

enlace gJ1c6sido 1 el cual ocurre en los d1 y poliaaci~idos y en 

otros sustratos. 

b) Las eaterasas 1 las cuales hidroli'Jan ásteres para formar 

leido& y alcoholes. 

e) Las deaam>.nasas, las. cualeB e atal iian la hidról is ís de aminaa 1 

con liberación de amoniaco. 

d) Las eniimas proteolltjcau. laa cualea catallian Ja hidr611aia 

de enlacea pept1dicos. 

Eataa eniimaa son laa que ae estudian en este trabajo y a 

continuación se explica su mecaniamo de catllisis.( 14, 1&, 17 ) 



HECAlllSHOS DE CATALISIS DE LAS EllZIHAS PROTEOL!TICAS 

Los enlaces pepl1dicos tienen como punto susceptible de 

ataque, ya sea nucleof1lico ( al carbono ) o electroí1lico 

15 

( al oxigeno ), al ¡frupo carbonilo C:O, Las proteasaa rompen la 

unl6n por sustituci6n nucleof!lica al carbono carbonilo (fla l). 

1 1 
C=O C=o' 

H20 + 1 enzima OH 

NH proteoHllca 
N~ 

1 1 

Fig· 2.- llidr6lisis de la uni6n pepl ldica 

El producto de la rea_cci6n es el nuc:leoiilo acilado el cual puede 

~er hidrotizado en un ataque nucteof11ico subsecuente por un OH. 

Sabemos que la v1a Para realizar hidr61isia de los derivados de 

6cido~ c8rbox1licos es por ataque nucleoftlico sobre el carbono 1 

ésta reacción procede vta un intermediario tetrah,drico con carca 

negativa en el ilomo de oxigeno. Los reactivos nucleoftlicos m~s 

apropiados son HO, RO, RS y R-COO 

La actividad real de un nucle6filo atacante eati sujeta a 2 

influencias ambientales: una cat6rica y la otra el,ctrica .. 

E1 ataque nucleof11ico sobre el carbono carbon11ico conduce a un 

intermediario tetrah6drico a travbs del estado de transici6n. 

(flgl). Mientras mis baja es la energ1a libre de Gibba del estado 
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de transic16n, con respecto a Ja aituaci6n original, la reacción 

ser~ m~s r~pida. La energ1a del estado de lransici6n es menor 

cuando una carga positiva ( NH2 ) eati opuesta, cerca del !alomo 

de oxigeno, dicha carga positiva incrementa la polarizacl6n al 

enlace de carbonilo promoviendo de ésta manera el ataque 

• nucleofIJico sobre el carbono del carboniJo, y- e.s el nucleófilo 

atacante y x+ ei llamado grupo .saliente. 

A 
vª + 6~~=oªi (6+ ___ _,._ 

1 
X 

Intermediario 

tetrahédrlco 

estado de transición 

A 

'~!t6., e!' (6• 
A 

j 
R 
1 • 

v-~-o (6• 
X 

Fig 3.- El estado de transición en el ataque nuclcor!lico 
sobre el derivado de un ácido carboxilico. 

La papa1na ea la tiol-proteinaaa mj¡a estudiada hasta el 

momento, la cual contiene una cadena polipeptfdica con 212 

residuos. La Cis 25 es el nucle6filo( SH- ) y la llis 159 es el 

donador de protones. Aunqu~ estos residuos estin leJOS en Ja 

sect1encia de amino~cidos, en el espacio estin cercanos. 
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El grupo sH- nomo ta J e::r. un nuc, 1e6fi1 o pobre, 1 a forma de 

desprotonar es s-, siendo uno de loa mAa fuertes. El ataque por -

s-, en el carbono carbonilo del .sustrato conduce al intermediario 

con ~ enlaces en un arreglo tetrahédrico alrededor del itomo de 

carbóno. 

La carga positiva eatabil 1zadora.1 mencionada con anterioridad, se 

debe a la amida llH2 de Gln-19 y al llH de la cadena principal do 

CiB-25, Jos cuales eat~n a distancia apropiada para formar un 

puente de hidrógeno con el oxigeno¡ para fijar el sustrato a Ja 

papa1na formando una cavidad hidrof6bica que se une a una cadena 

fenilalan1I del sustrato. ( 18 ) 

El desarrollo de m6todos modernos de purificación ha permitido 

discernir la presencia de varios componentes en preparaciones de 

prote!nas constituidas por especies moleculares, 

METODOS DE PURIF!CAC!OU DE LAS PROTElllAS 

1.- Cromatograila por filtración en gel1 

Este método consiste en Ja separación de moJ6cuJas en cuanto 

a su peso molecular. El gel est1 formado de pequeñas particulaa 

esféricas de poliacr1lamida a~aroaa entrecruzadaa. Las mo16culas 

muy grandes nunca entran en laa partículas de gel, por lo que se 

mueven m'a ripidamente a través de la cama cromatogr1f ica¡ las 

mol6culaa mis pequeñas, las cuales pueden entrar en loa poros del 

gel, ae mueven m1a lentamente a través de la columna. As1 las 

mol6culaa de la mueatra aon eluidaa en orden decreciente de 

tamaño molecular. 19 ) 



l,- Cromalograf ta de Intercambio l6nico1 

EJ fundamento de Ja cromato¡raf ta de intercambio i6nico 

conaiate en la atracción electroatitioa entre iones de cargas 

opueataa, de loa cuales uno ea un electrolito y el otro un 

pol1mero de reaina aint6tlca. La retención en una columna de 

Intercambio 16nico ae incrementa en proporci6n directa a la 

densidad de carga tanto de la matriz intercambiadora como de la 

proteina. Una matriz intercambiadora consiste de grupos cargados 

que se hallan covalentemente unidos a ella, loa cuales estin 

asociados iones móviles que pueden ser reveraiblemente 

intercambiados con otros iones de la misma carga sin alterar la 

matri1, 

Las protetnaa debido a su caracter anf ot,r1co vartan su carga 

neta con el pH y pueden existir en forma ani6nica o cati6nica¡ si 

se encuentran cargadas adecuadamente pueden ser unidas a Ja 

matriz con diferentes fuerzas depe11diendo de la magnitud de su 

caria neta, (20, 21) 

Ajustando el pH y la fuerza i6nlca del disolvente de eluci6n, los 

iones mantenidos por atracción electroatitica sobre la matriz aon 

motivo de una eluci6n diferencial, obteni6ndose la separación 

buscada. 

E1to puede llevarse a cabo en un niatem¡ de mayor reaoluci6n como 

el HPLC. 

Una ve2 purificada la enzima por loa m6todos antes mencionadoa, 

se llevari a cabo un criterio de pure2a. 
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J,- Criterios de Pureia~ 

Se emplear~n 2 criterios1 

a) Enfoque Isoeléctrico 1 

b) Electroforesis en poliacrilamida. 

a) Enfoque Isoeláctrico: Se define como un mátodo en el cual una 

mezcla de proteinas se someten a un campo eJ6atr1co sobre un 

soporte ya sea geliftcado o no, en el que se ha establecido con 

anterioridad un gradiente de pfl que contiene anfolinas. Cada 

proteína migra y queda enfocada, en aquella porción del gradiente 

de pH cuyo valor es ieual al de su punto iaoel6ctr1co, y forma 

alll una banda estacionaria bien definida. 

Las anfolimaa son mezclas de p6ptidoa que poseen diferentea 

puntos isoel6ctricos y que al separarse cuando se les aplica una 

corriente el6ctr1ca 1 confiere al medio que les rodea un pH igual 

a su pl debido a au gran capacidad amortiguadora. 

b) Electroforesis en geles de Poliacrilam1da: La electroforesis 

consiste en la separación de componentes nativos sobre Ja base de 

su carga neta, de acuerdo a las propiedades 1cldo-base que tienen 

toa grupos R ionJzables de las cadenas polipepttdicas, 

cuando el pH de la protetna se encuentra por encima del pi (en el 

cuaJ su carga neta es nula), la carga negativa aumentar¡ de 

acuerdo al aumento del pH. Cuando el pH eat' por debajo del pl la 

protetna posee carga positiva y migrar¡ hacia el c~todo. ( 15 ). 



ESPECIFICIDAD EHZIHATICA V SITIOS ACTIVOS 

La preferencia que presentan las enzimas hacia ciertos 

sustratos se llama especificidad eniimitica. En algunos casos se 

observa especificidad abaoluta, cuando la enzima actua sobre un 

sustrato se denomina sustrato al reactante cuya conversión en 

producto o productos es calaliiada por una enzima especifica). 

( 17 l 

La mayoria de las enzimas muestran una eapecif icidad relativa, 

con un amplio pero limitado número de compuestos relacionados 

quimicamente, Sin em~argo, las velocidades de reaccian y los 

valorea de ~m ( que es la concentraci6n del sustrato en la que la 

velocidad inicial de la reacción es la mitad de la velocidad 

mixima frecuentemente diferirin debido a la preferencia de una 

enzima por un determinado sustrato. 

La base de la especificidad enzimittca es la existencia de un 

sitio activo en la molácula de enzima, que consiste en un 

agrupamiento ordenado, de vario& residuos de amino~cidoa y de 

Aatoa 2 6 3 pueden participar en la cat1lisia. ( 22 

En el sitio de uni6n se lleva a cabo la unión de la enzima con el 

sustrato y en el residuo catal1tico Ja formación del producto, 

Una de laa primeras teor1as que di6 cuenta de la lormaci6n 

ordenada del subcomplejo sustrato-sitio activo fue la hip6tesia 

de la« llave y cerradura » 1 de Emil Fucher (16911), Lo esencial 

de eata teor1a ea el reconocimiento de que en el sustrato de la 

enzima, existe una compatibilidad estructural 6nica con el 

sustrato, ( 14 
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f.oahland por su parte propuao una verai6n modificada de Ja 

hip6tes1s de llave y cerradura a la que llamó« ajuste inducido 

para relacionar I~ interacción del sustrato con la enzima. La 

enz1ma cambia de forma en la uni6n con el sustrato. El sitio 

activo tiene forma complementaria a Ja del sustrato solamente 

cuando el sustrato se une al sitio activo. Un mal sustrato, es 

decir1 uno que se une al 11tio activo con poca af Jnidad 1 es menos 

capaz de forzar a la moJ6cula de la en2ima a adoptar su forma de 

m.ixima actividad debido a que es demasiado pequeño, o bien 1 posee 

propiedades est6ricas inadecuadas. 

La reacc16n enzima-sustrato se describe mediante la siguiente 

reacc i 6n~ 

E• s:=::::::::;¡¡ ES---+E P 

que es el comportamiento de muchos sistemas, sobre todo en Ja 

fase inicial de la reacción, antes de que se acumule una cantidad 

considerable deJ producto. Este modelo da Jufar a una expresión 

sencilla para la velocidad de reacción si se cumple Ja condición 

de que Ja concentración total de Ja enzima [E] es mucho menor 

que la concentración inicial de sustrato [S) Jo cual es 

experimentalmente realizable en Ja mAyor1a de lo.s casos, La 

variable auaceptible de aer medida experimentalmente ea Ja 

concentración de sustrato o la de productos. Si se cumple Jo 

anterior S » E ) la concentración de ES serA insignif icatJva en 

relaci6n a lo• cambJoa de (S) o [P). ¡ 17 
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C!llETICA EllZIMATICA 

La cinética enzim!tica ea una rama de la enzimología que 

trata con loa factores que influye en las reacciones catalizadaa 

por enzimas, Loa factores m!a importantea son 1 la concentraci6n 

de Ja enzima, la concentración de los J igandoa, (sustratos, 

productos, inhibidorea y activadorea 

tempera tura, 

pH 1 fuerza i6nica y 

Cuando todos estos factores son analizados correctamente ea 

posible obtener información acerca de la naturaleza de Ja 

reacción catalizada por una enzima. Tales estudios pueden 

eatable.cer Jos tipos de interacción enz1ma-suatrato y Jos 

intermediarios enzima-producto que se puedan formar, y en algunos 

casos proporcionar datos establea para estudios qulmicoa. 

La constante cinética ( Y.m )puede ser determinada obteniendo la 

concentrac16n de sustrato, productos y la dirección f iaiol6g1ca 

de la reacci6n. La cinática de una rección podr1a indicar el 

camino en el cual la actividad de la enzima eati regulada 

.!.!! lW!.!! . ( 2 2 ) 

Los principios generales de la cinática de reacciones 

quS:micas son aplicables las reacciones cata! hadas por las 

enzimas, pero ástaa muestran un raago caracterS:stico que no ae 

observa en las reacciones eniim1ticas: la aaturac16n con el 

sustrato. 

La siguiente ecuación describe la Cinética de Michac11a-Menten 

para determinar las constantes de Vmax aaS: como Km. 



Vmax [ S J 

V =--------------- ( l ) 

[ S ] • Km 

Donde: 

v expresa la velocidad inicial de una reacci6n 

cataliiada por una enzima 

Vmax Velocidad m1xima de reacci6n. 

S J concentración del sustrato 

Km es la concentraci6n de auatrato en la que la 

velocidad inicial de Ja reacc16n es la mitad de la 

velocidad m1xima. 

La ecuación de Michaelis-Menten ea la ecuación de la velocidad 

para las reacciones cata!izadaa por enzimas que solo actúan sobre 

un auatrato. ( 23 ) 

Loa m6todos por los cuales se determinar1 Km y Vmax son: 

- Ljneweaver-Burk 

Augustinsson 

H6todo de LJneweaver Durk 

Este método utiliza Jos rectprocos de la ecuación de 

Michael ta Menten: 

V = __j'.m¡¡_ 
.lli!l.,1 
So 

( 2 

23 
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\ J.. : Km + So ___ K_m_ • 
v Vmaxso - Vmax So 

So ( 3) 
Vmax So 

..L=-1!.m._ + __ , __ 

v Vmax So Vmax 
( 4) 

De eata forma se obtiene una recta en donde la inlersecci6n con -

eJ eje de las ordenadas nos da el valor de 1/Vmax. Aa1 el trazo 

de i/V contra 1/íSo}, es IJneaJ, con una pendiente igual Km/Vmax. 

En la ecuación 41 encontramos que el corte en el eJe de las 

abscisas es negativa dando el reciproco de Km. ( 23 ) 

Mttodo de Au1uatln11on 

La ecuaci6n de Lineweaver-Burk podrfa ser arreglada para 

producir la ecuación lineal para Ja gr~fica de Auguatinsaon . 

.1-..l!!!!....L • __ , __ 
- VmaxSo Vmax 

Multiplicando ambos lados de la ecuaci6n por [S}~ 

..§.- S Km 1 
v- Vmax S 

..!!:--,--s 
v Vmax 

+ __ s __ 
Vmex 

+--K_m __ 

Vmax 

( 5 ) 

( 6 ) 

( 7 ) 

24 
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As1 1 una gr4fica de [S]/V oont.ra [S] ea lineal con una pendiente 

de 1/Vmax. A partir del corte sobre el eje [S)/V ae obtiene • -

Km/Vmax, Cuando (S]/V ' O, el corte sobre el eje [S] se obtiene 

-Km, ( 23 
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MATERIALES Y HETODOS 

RECOLECCION 

Los frutos de Bromelia karata! se recolectaron en ta 

localidad de Cuilapan, Edo. de Oaxaca. Se transportaron al 

laboratorio y se congelaron a -2ooc hasta su uso, 

EXTRACCION DEL JUGO 

Se Jlev6 cabo utilizando un exprimidor rotatorio, 

colocando el jugo en un baño de hielo para evitar al m1ximo la 

~utodigest16n de la enzima. Una vez extraida una cantidad 

adecuada de jugo se filtró a través de gasa y se mezcló en una 

porción 2: t con una solución extractora conteniendo cloruro de 

sodio O.tM y sacarosa 0.25M, Para inaotivar a la enzima ae aereg6 

acetato fenilmercúrico en una concentración dP. 0.15mM. Esta 

mezcla se homogeniz6 en un homogenizador Ultraturrax durante 10 

min. a '!ºC. 

Para eliminar residuos subcelulares se centrifug6 a 70 000 g 

(39 000 rpm) durante 60 min a 6°C. 

PURIFICAC!ON DE LA KARATASINA TOTAL 

La primera etapa de purificación de la Karatasina total fue 

por cromatografta de f iltraci6n en gel, 

Este sistema, consistió de: una columna de Ultro¡el AcA 

(5 x 74 cm), una bomba que regula la velocidad de eJuci6n, un 

monitor de absorción modelo LKB que contiene un fjJtro para 280nm 

y un colectar de fracciones. 
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Existen geles de separación para diferentes limites de peso 

molecular1 en este trabajo se usó una columna de acrilamida 

agarosa AcA 54 (5 x 74cm) para moléculas con pesos moleculares 

entr~ 000 y 70 000, utilizando como eJuyente acetatos-acético 

0,05H con O.JH do NaCI 0.1 mM de acetato fenilmercl1rico 1 pH 

6.0 1 como eluyente. 

El experimento se llevó a cabo equilibrando Ja columna AcA 54 con 

el regulador antes mencionado introduciendo posteriormente 20 mi-

de la muestra de karataaina centrifugada inactiva. Se 

colectaron fracciones de J mi, 

DETERHINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

La actividad proteo11lica se determinó por el 

método de Kunitz( 25 ) que consiste en adicionar en un tubo t.9ml 

de caselna al 1X en regulador de fosfatos 0.05H con EDTA 1x10-4 

M, pH 7.5. Para iniciar Ja reacción se adicionaron 0.1 mJ de 

enzima activada con ciateina IM, para dar una concentración final 

de cisteina de 0.02M en el tubo de reacción, permaneciendo 30 min 

en incubación a 37°C. Para detener la reacción proteolítica se 

agregaron Jml de 1cido triclo1•ac6t1co al 5X, se centrifugó a 

500 rpm durante JO min y se determinó absorbancia del 

sobrenadante a 280 nm contra un testigo que fue preparado de 

igual manera, solamente que la enzima fue adicionada después del 

~cido tricloracAt1co. A 280nm se mide Ja absorción de loa 

amino~cidoa arom~licoa liberados y ae puede calcular Ja actividad 

eapecfí1ca en U/mg. 
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Una unidad de actividad se define como el incremento de una-

unidad de abaorc16n en el aobrenadante, en un minuto a 37ªC y pH 

Una unidad de actividad eapecUica se de:fine como 

loa miligramos de enzima necesaria para lotrar un incremento de 

una unidad de abaorci6n en el aobrenadante en un minuto a 37ºC y 

pH 7,5, 

En nuestro caso las concentraciones de protelna utilizadas para 

el experimento se calcularon por absorc16n a 280 nm mediante el 

coeficiente de exl1nci6n (/::,.E~"'ao, !cm de la karatasina que ea -

13.6), 

METODO DE PUR!FICAC!Oll DE LAS FORMAS MOLECULARES DE LA KARATAS!llA 

Para separar y purificar las diferentu formas moleculares 

se utilizó cromatograf1a de 11quidos de alta resolución (HPLC) y 

una columna de intercambio i6nico. 

El aparato de cromatografia de intercambio i6nico conaiali6 en un 

sistema de bombas de alta preza6n, un inyector, un mezclador de 

gradiente, un detector espectral UV con un Hm1te de absorci6n de 

190 370 nm, un colector de fracciones y una columna de 

intercambio i6nico, El detector espectral eat.1 conectado una 

microcomputadora IBM para el procesamiento de Jos datoa. 

En este trabajo ae usó una columna TS~ SP 5 PW' de intercambio 

cati6n1co1 que pone erupos aulfopropilo cargados negativamente 

lo.s cuales se unen las proteinaa que poseen cargas poaitivaa¡ es 

decir1 si el experimento se realiza a un valor de pH inferior al 

pi de la prateí~a 
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Se inyectaron a la columna vol6menea de 1ml de la muestra de 

karatas ina to ta 1, conteniendo aproximadamente mg de 

proteina. Esta protelna iue 

deatilada en bolsa de cetof1n 

previamente dializada contra agua 

para dilliais con limites de 

retención de 000 a 8 000 de peso molecular a 10ºC 1 durante 24 

hra. La eluci6n se 1Jev6 a cabo en 49 min, con un flujo de 0.7 

ml/min utilizando un gradiente de NaCI de 0.05M a IM en regulador 

de acetatos-ac6lico Q,05H, acetato fenilmerc6rico O, t mM1 pH 51 y 

colectando fracciones de 0,7 mi. 

En cada corrida, se observan en el cromatograma picos 

diferentes a loa que se les ha denominado iormas moleculares: Kt, 

Kz, K3, K~, K5, KG y K7, 

Las f ormaa moleculares mia abundantes ae recircularon por 

separado a pH 4 para llevar a cabo la purif1oaci6n de cada una de 

e 11 as. 

CRITERIOS DE PUREZA 

Se emplearon criterios de pureza: a) Enfoque lsoeJéctrico, 

b) Electroforeaia en poliacrilamida. 

a) Enfoque IsoeJlictrico 

Para determinar la pureza de cada lorma molecular ae llev6 a 

cabo un enfoque isoel6ctr1co en m1croplaca en un equipo de Pha1t 

syatem. Las condiciones de corrimiento fueron un potencial de 

2. 000 V, y una corriente de 2..5 mA a 15°C. En este trabajo se 

usaron microplacaa (Pharmac1a) que contienen anfol inaa que 

proporcionan un gradiente de pH de 3 a 9. 



b) Electroforesis en geles de Poliacrilam1da. 

En el laboratorio se ua6 un gel homogeneo de poliacrilamida _ 

(Phast Gel Homoceneous media 12.SX), Este gel tiene 13mm de gel 

de concentración y 32 mm en la iona de separación, 

Loa geles son de aproximadamente 0.45mm de grosor y el sistema de 

regulador en el gel ea de 0.112M de acetatos, 0.112M Tria pH 6.5. 

El experimento se llevó a cabo con tiras de regulador Phast Gel 

nativa. El a1atema de regulador en estas tiras ea de L-alanina 

Q,68M1 Tria 0.025 M pH 6.8. Las tiras de regulador est~n hechas 

de 2X de agarosa para enfoque Jsoel6ctrlco (IEFJ. ( Fig 4 ) 

AHALISIS DE LA CONCENTRACION EFECTIVA DE ENZIMA 

Para llevar a cabo este punto se empleó el método propuesto por 

Bender 26 ) ~I cual ae basa en la reacción eatequiométrica, en 

condiciones de pre-equilibrio de las enzimas con varios ásterea 

especificoa de un alcohol coloreado como el p-nitriienol, 

En 6ate trabajo se llevó a cabo un estudio cinético de Ja enzima 

de karataaina total sobre un sustrato de N-a-CBZ-L-Liaina 

p-nitrofenil 6ater con un eapectrofotómetro Cary 1 de doble haz. 

El eapectrofolómetro eatj conectado a un recirculador de agua 

marca LKB (MuJtitemp 2) que mantiene la temperatura de Jaa celdaa 

constantes, asl como una microcomputadora para el procesamiento 

de datos. 

EJ experimento ae 1Jev6 a cabo colocando 2 celdas de cuarzo 

conteniendo 2.9 mi de regulador de acetatos O.OSM, EDTA tx10-4M a 

pH 4.6, en Jas chaquetas del cspectroiotómetro en Jaa cuales se 
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mantuvo la temperatura 25ªC, Posteriormente, una de las 

celdas se le adicionaron O.J mi de sustrato N-a-Carbobenzoxi 

L-Liaina p-nitroienil áster 15.mM disuelto previamente en una 

mezcla aceton1trilo-agua 8:2 ( 10 ) 1 para determinar si habla 

hidr6Jiaia espontlnea del sustrato en esas condicionea, y a Ja 

celda testigo se le adicionó 0.1ml de acetonitrilo-agua¡en este 

momento se empez6 a registrar Ja hidr6Jisia espontlnea del 

sustrato dando lugar a Ja aparición del p-Nitrofenol, esto fu6 

observado espectraiotom6tricamente 340 nm durante min. 

Finalmente para iniciar la reacción se adicionaron 50µ1 de enzima 

activa obteniendo un voJQmen final de 3.05 ml y registrando el 

aumento de abaorc16n a la misma longitud de onda en función del 

tiempo. 

En las reacciones de hidrólisis del éster N-a-CBZ-L-L1sina de -

p-nitrofenil, en condiciones donde Ja concentración de sustrato -

es mucho mayor que la de enzima 1 se observa la iormaci6n del 

compuesto intermediario acil-eniima (ES') en el pre-equlJ ibrio y 

la l iberac16n instantanea del primer producto P1 1 que en este 

caso ea el p-Nitrof~noJ, seguido por la desacilación. ( 21, ZB J 

k1 kz 

.E: t S '!=::::::::7 ES---+ ES 1---t E + P2 

Esta reacción es eatequiomátrica con respecto a un sitio 

individual, o sea se 1 iberar,¡ un equivalente de p-nitro:fenol por 

mol de enzima. Por Jo tanto, si Ja primera etapa de Ja reacción 
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mol de en2ima. Por lo tanto, s1 la primera etapa de Ja reacc16n 

puede observarse antes de que Ja enzima se regenere, seri posible 

medir directamente la concentraci6n efectiva de ásta. 

De la gr~fica obtenida, absorbancia en función del tiempo (fig.5) 

se puede determinar Ao a.si como As de esta ·Eorma calcular la 

cantidad de enzima activa tt, mediante: 

Ao - As 

n=--------- ( B ) 

A E 

Donde: 

Ao :. es la absorbancia del sistema de reacción 

extrapolada a tiempo cero, es decir1 Ja producida por la 

liberación del p-nitrofen1J 1 equivalente la enzima antes de 

establecer el equilibrio de flujos. (Steady slate) 

As :. es la absorbancia obtenida de la celda conteniendo el 

sustrato al momento de añadir la enzima (liberaci6n inmediata del 

producto) (Tiempo cero). 

A E = ea la diierencia de los coeficientes de extinción 

molares del producto y del sustrato donde el A E3qo fue de 6150. 

El dato de concentraci6n df! en2ima activa se utilu6 para 

corregir los valores de velocidad en los experimentos c1nlillcos. 
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Fig 5.- Determinación de le concentración efectiva de enzlma. 
Gráfica obtenido en el registrndor ,absorboncie en función 
del tiempo, para el cálculo den. 
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DETERMIUACIOUES CIUETICAS SOBRE SUSTRATOS SIUTETICOS 

Para determinar la especificidad de Z de las formas moleculares 

de la karataaina se obtuvieron las velocidades iniciales de 

reacción sobre diferentes sustratos sintáticoa1 

- N-a-Ben2oil-DL-Arginina p-Nilroan1Jida (BApN.A). En este caso se 

us6 el método propuesto por EngJend ( 29 )¡ que consiste en 

preparar el sustrato a una concentraci6n de 5xio-5 M en 1 mi de 

dimetilsulf6xido y llevarlo a 100ml con regulador de fosiatoa 

JOmM a pH 7, En eate caso se mide Ja disminución de Ja 

absorción a una longitud de onda de 410nm a 35ºC. 

- N-CBZ-GJic1na p-Nltrofenil éster. Se usó el método propuesto -

por Silveratein( 10 ), que consiste en preparar el sustrato en 

una concentracJón 4mM en acetonitril o-agua e: 2. En este caso se 

mide disminución de Ja absorción con respecto aJ tiempo a J40nm 

a 25°C. 

- N-a-Benzol 1-L-argin 1na et i J 'ster (BAEE), Se us6 e J método 

propuesto por Bender y Whítaker ( JO ). EJ sustrato ae prepara 

a una concentraci6n de 10 mM en regulador de fosfatos 0.05M pH 

7, EDTA 1x10-'IH. En este caso se mide la disminución de Ja 

absorción con respecto aJ tiempo a una longitud de onda de 

.285nm a 35°C. 

- H-a-Benzoil-L-arginina etil 6ster (BAEE) usando el método 

propuesto por MendeJ ( 30 ) con un regulador de Hepes(N-.2-

Hidroxi-etiJ-p1perazina-N1-2 etano-aulfonico) 0.05H, EDTA 
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tx!O-qH, pH 7.5. a una longitud de onda de 253 nm y 35•c, 

- N-a-CBZ-L-Lisina p-Nitrofenil éster. Por el método de 

SiJveratein ( 10 ), que conaiate en preparar el sustrato a una 

concentración de 15 mM en a:2 de acetonitrilo-agua 1 en 

regulador de acetatos 0,05 H, EDTA 1 x 10-'I M1 pH 'i. 6, midiendo 

a una longitud de onda de 3qo nm a 25ºC. 

Loa Z sustratos que ae eligieron para Ja determinación de las 

constantes cin¡ticas fueron: H-a-Benzoil-L-Arginina etil 6ater -

(BAEE) y N-a-CBZ-L-Liaina p-Nitrofenil hter, debido a los que 

presentaron mayor actividad sobre la karatas1na purificada, 

Para el c4lculo dP Km y Vmax se usaron concentraciones desde 

0.05mH a 0.2mH y de 0.075mH a o,q5omM respectivamente. El tiempo 

de reacción fue de JOmin y el vol~men final de la mezcla se 

mantuvo en 1mJ. En el primer caao se registró disminución de la 

absorción en función del tiempo, en eJ segundo, el aumento en 

absorc i6n del producto 1 iberado. 
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RESULTADOS Y D!SCUSION 

PURIFICACION DE LA KARATASINA TOTAL 

El extracto del jugo de Jos frutos de Bromelia karata! 

homogenizado y centrifugado a 39 000 rpm durante 60 min a 6ºC, se 

sometió a cromalografia de filtración en gel. Desde esta etapa, 

asl como las subsecuentes la enzima se mantuvo inactiva ya que 

conten1a acetato fenilmercQrico Q,J5mH. En Ja figura 6 ae 

presenta el patron de eluc16n de la columna de AcA 5q 1 donde ae 

observan 3 componentes. A cada fracc16n se Je determinó actividad 

proteolltica por el mátodo de Kunitz, encontrindose la mAxima 

actividad en el pico del centro, 

DETERMINACION DE ACTIVIDAD PROTEOLITICA 

La enzima inactivada con acetato fenilmercQrico 0.15mH se 

activaba reversiblemenlc al ponerla en presencia de ciste!na 

0.02 M y EDTA JxtO-qM, Se probó entonces Ja actividad 

proteo11tica de la lracc16n obtenida por filtración en gel de 

enzima total, obteniendo un valor de 0,48U/mg, que resulta mayor 

a la reportada por Ota tl• ~· ( 32 ) que obtuvo valore2' de 0,37, 

O. 2 y O. t 5 U/mg. 

Por otro lado Lynn ( 33 )1 obtuvo una actividad especifica de 

0.66 U/mg para la peptidasas A y B de papaya, aisladas y 

purificadas por recirculaci6n en gel de celulosa CM, que resulta 

mayor a Ja obtenida de Ja en~ima total de karatasina purificada 

en ge 1, 
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Fig 6.- Perfil de elución obtenido en el fraccionamiento 

de 50 ml de jugo de Bromelia ~ en una columna 

de Ultrogel AcA 54 ( S x 74 cm) con regulador de -

Acetatos 0,05 M, 0,3 H rle NoCl y 0.1 mM de acetato 

fenilmerc~rlco a pH 6.0 (--), 

( ....... •) fracciones con actividad proteolitica. 
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HETODO DE PURIFICACION DE LAS FORMAS MOLECULARES DE KARATASINA 

Para tratar de separar las iormas moleculares de la 

karatasina se utili26 la t6cnica de cromatografia de intercambio 

cati6nico como se describe en la sección de materiales y m6todoa. 

La P.1Uci6n se llevó a cabo con un regulador de acetatos-ac6tico 

0.05M1 acetato fenilmercórico O. tmM, pH 5 utilizando un gradiente 

de NaCI de 0,05H a IH (0.022 H/mln). 

En Ja figura 7 se muestra el cromatograma donde se observan 

picos bien definidos con diferentes tiempos de retención y todos 

ellos con actividad proteo11tica, excepto la forma molecular X1 1 

la cual presentó una absorción muy baja, por lo que no se le 

probó actividad proleol1tica 1 ni se ua6 para ning6n experimento, 

Con anterioridad S~nchez 34 ) obtuvo en este J aboratorio 1 6 

formas moleculares por enfoque iaoel6ctrico 1 con actividad 

proteol1tica, y en una columna de intercambio cati6nico obtuvo 

formas moleculares, todas ellas con actividad proteol1tica, 

En este trabajo cada forma molecular se recircul6 por separado en 

la misma columna de intercambio cati6nico a pH ll. En la fig, 8 1 

se muestran loa diagramas de eluci6n para estas formas 

moleculares donde pueden apreciarse picos bien definidos y 

homogáneos, 

La tabla I muestra los valorea de actividad especifica y tiempos 

de retención de las formas moleculares. 

Loa puntos isoel6ctricoa aal como el peso molecular de estas 

protelnas fueron determinados con anterJoridad por Sinchez (Jll 

loa cuales son: X1 4.6, l::z 5.5 1 K3 &,O, i:q. 7,6 1 X'.5 7,a, 1:6 8.1, 

K7 a.z y Ka 8.7¡ y su peso molecular ea de 21 800. 
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Fig 7.- Perfil de elución de l,46mg de karatasina total obtenido en 
una columna TSK SP 5 PWpor intercambio catiónico en HPLC 
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Fig 8.- Recirculación de K2 ,x3 ,K 4 en las misma~ condiciones del expe
rimento antcrior,unicamente se modifico el gradiente(0,023H/min), 



'fabla I 

Forma 

Características de las formas moleculares de la 

karataaina, en columna TSK SP 5 PW de interca1llbio 

cetiónico en HPLC. 

Act. esp. tiempo 

molecular U/mg de retención 

Kl No se determinó 9 01 

K 2 0.889 10 Zl 

KJ 0.723 12 51 

K4 0.985 16 41 

Ks 0.371 20 51 

K6 1.8 23 21 

K7 0.490 27 41 
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CRITERIOS DE PUREZA 

De acuerdo a los criterios para determinar la pure2a ae 

obtuvieron los siguientes resultados. 

a) En Ja fotogt'afla 1, se muestra el microgeJ de enfoque 

iaoel&ctrico con cada una de las formas moleculares recirculadas 

por HPLC. En el carril J se observa una sola banda para K3 J por 

lo que se puede decir que ésta es la Gnica forma pura. En eJ caso 

de X2 (2), 1:3 2 {~) y IC~ {5) •e observa una banda abundante y 

pequeñas contaminaciones de otras formas moleculares, las cuales 

no pudJeron ser eJiminadaa al recircularlaa en Ja columna de 

intercambio cati6nico. 

b) En la fotograffa 2 se muestra el gel de electroforesis donde 

se aplicaron 4 formas moleculares, obten16ndoae en el carril 1 

una sota banda correapondiente a la forma molecular KJ 1 que 

indica la presencia de proteaaa pura. Con respecto a las iormas 

moleculares 1'2 (8) 1 K3 2 (6) y J:"(5) se observan J bandas para 

cada una de ellas, que corresponden a contaminaciones de otras 

iormas moleculares¡ a pesar de que por HPLC (i ig 8) se observan 

Jos picos homogéneos y bien separados. 

( ) nQmero de carri 1. 

tatas contam1nacionea es debido a que presentan pI muy similares 

y por Jo tanto ea dif iciJ separarlas entre a1, 
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DETERHINACIOll DE LA CQllCEllTRACIOll EFECTIVA DE EllZIHA 

Este estudio ae realizó utilizando la 

Karataaina total, esto ea, la fracción con actividad que ae 

recirculó en la columna de UltrogeJ AcA 5q 1 a una concentración 

de 6.ttmg/ml sobre 11-a-CBZ-L-Llaina p-llitrofenil '•ter 15mH. En 

Ja tabla Il ae presentan loa resultados comparado con loa 

obtenidos por Bender ( 26 ) sobre tripaina que es una enzima 

proteo11tica aer1n1ca 

proteoJ1tica cistetnica· 

a obre papa1na que es una enzima 

Para la karatasina total ae obtuvo un valor de 66 X de enzima 

activa, que eat~ dentro de Jos valores reportados por Bender para 

tripsina ( 59 a 61} X ), uti l 1zando el miamc.1 sustrato, en las 

mismas condiciones Bender obtuvo el q2X de enzima activa para 

papa1na (con sustrato de N-Benzo1I carbonil-L-tirosinato 

p-nJtroleniJ) que es otra tJol-proteinaaa que comparado con 

karatas1na total es muy bajo, as1 como el que obtuvo para 

tripSlna. 

DETERHINACIOllES ClllETICAS SOBRE DIFERENTES SUSTRATOS 

Debido a Jos reaultadoa obtenidos en loa dilerentea 

criterios de pure2a 1 se seleccionaron 2 formas moleculares de 

karatasina, ya que presentaban bandas con ligera contaminación de 

otras lormas moleculares, por Jo que podemos decir, que no est.in 

puras por completo. Estas fueron >:2 1 y Kq.. (Ver fotogral la 1 

Para el c.!JcuJo de tas constantes cin6ticas Km Vmax se usaron 

las formas moleculares K2 y K4 sobre 2 sustratos sintéticos donde 

previamente hablamos observado mayor actividad: H-a-Benio ll -L 

arginina etit éster (BAEE) ( 31 ) y 11-a-CBZ-L-Lislna 
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Tabla II 

Comparación de la concentración efectiva de enzima 

(karatasina y tripsina) sobre el sustrato de CBZ-

L- Lisina p-nitrofenil éster. 

Enzima Volúmen s :t Enzima 

final M activa 

ml 

karatasina 3.05 4,9x!0-4 66 

total 

tripsina 3.0 10,Sx!0-4 59 a 69 

papaina* 3,0 2xl0-3 42 

[ E J = 4.4xl0-S µM 

* Parll esta enzima se usó el sustrato de N- Benzoil carbonil 

-L- Tirosinato p-nitrofenil. 



p-1/ltrofenil éster ( ID ). 

En Ja tabla 111 ae muestran Jos resultados de este experimento! 

las formas moleculares de karatasina usadas, laa concentraciones 

de las mismas, aa1 como de los sustratos empleados. 

Los c4lculos realizados para determinar Km aa1 como Vmax ae 

hicieron en forma comparativa por 2 mátodoa, que eat4n basados en 

formas lineales de la ecuación de MichaeJla-Menten, como san: el 

Mátodo de Lineweaver-Burk (J/v va 1/S) y el de Augustinason (S/v 

va S), El trazo de Lineweaver ayuda a detectar cualquier 

desviación tal como la inhibición por exceso de sustrato, Por 

otra parte cons1deraciones eatad1aticas sugieren que se obtienen 

eatimacionea m4a precisas al usar el m6todo de Augu1tinaaon 1 ya 

que en un JntervaJo determinado de concentracJ6n de sustrato, el 

peso relativo de 1/v varia por un factor de SO, mientras que el 

peso relativo de S/v varia en un factor menor de 2. ( 35 ), 

En la tabla IV se muestra Ja comparación de Jos valores de Km 

usando el sustrato de BAEE a 37°C y pH 1, de la forma molecular 

K2 de karatasina con otras proteasas de tipo cistetnicas, aat 

como 1 os valorea obtenidos para Vmax por los método a 

comparativos, 

Los valores de Km obtenidos por K2 son muy bajos, por lo que se 

puede decir que ésta tiene gran afinidad por dicho sustrato, 

En la tabla V ae mueatran los resultados de Km obtenidos por 

Silverste1n 10 ) para las bromelalnas de tallo (A y B) sobre el 

sustrato de N-a-CBZ-L-Li~ina p-NitrofeniJ éster, a 25°C, pH4.6, 

compar~ndolos con Jos obtenidos con las iormaa molecuJarea de K2 

y K4 de la karataaina. En esta tabla, también aparecen loa 



Tabla IU 

Formas moleculares de karataaina usadas para 

determinar Xm, concentraciones de las misma, 

así como de los sustratos empleados. 

Formas ( E J 
moleculares mg/ml µH 

conc. 

K a 
2 

5x!0-3 l.Jxl0-7 

0,3022mg/ml 

K b 
2 

9xl0-3 2.5x!0-7 

K b 
4 

7x!0-3 l.Oxl0-7 

0,2617rng/rnl 

a) Sustrato de BAEE 

h) Sustrato de CBZ-L-- Lisina p-Nitrofcnil éster. 

[ s 1 
mM 

o.os • 0.20 

0,12 • 0,45 

0,075 • 0.255 



Tab IV 

'comparación de los valores de Km, sobre BAEE a 37 C y 

ENZIMA 

pH 7, de los formas moleculares K
2 

de karutasina con 
otras proteasas de tipo ciste!nicas, así como los valores 
de Vmax por los 2 métodos comparativos. 

Ml'TODOS Km Vmax Ref 

Lineweavcr o.os lxJ07 

karotasina 
2. 7x 10

6 
K2 Augustinsson 0.08 

Ficina E 27 (36) 

Ficina H 42 (36) 

Papaína 23 (36) 

Bromelia 170 (37) 

Asclepaína 17. 7 (38) 

Aracaína 0.11 (31) 



ESTA TESIS NO DEIE 
SALIR DE LA BIBLIOTECI 

Tabla V 

Resultados comparativos de Km obtenidos de las formas 

moleculares K2 y K4 , esi como los obtenidos por 

Silverstein sobre el sustrato de CBZ- L- Lisina p

nitrofenil ~ster a 25 e y pi! 4 ,6 

Enzimas Métodos Km Vmax 

mM M/seg 

K2 Lineweavcr 0.14 7 .6x!0-7 

K4 0.065 l.lxl0-7 

K2 Augustinsson 0.12 l,4xl06 

K4 0,07 1.0xl0
7 

Bromelia A 0,057 

Bromeliu B 0,122 



resultados de Vmax por loa 2 m6todos descritos. Como ne puede 

observar Jas 2 lormaa moleculares K2 y K4 presentan resultados un 

poco m~a aJloa comparados con los obtenidos por Sylverateín. Loa 

valores de Km obtenidos para Ka y K4 sobre el sustrato de N-a

CBZ-L-Lisina p-Nítrofenil 6ster son ligeramente mayores a los 

obtenidos por tas bromelainas, pero aieuen siendo bajos 

comparados con las otras tiol-proteinasas 1 demostrando que tienen 

también una gran afinidad por este sustrato. 

Loa valorea de Vmax no eatln reportados para ning6na de las 

enzimas, por lo que no se pueden comparar con los obtenidos con 

karataaina. 
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COUCLUSIOllES 

J,- La karatasina es una enzima proteoUtica, h cual se inhibe -

al ponerse en contacto con acetato f1rnilmerc6rico1 recuperan 

do su actividad en presencia de reactivos que reg~neran dicho 

grupo tiol. Esto nos indica que se trata de una proteasa 

aulfhidr'ilica que contiene un grupo Uol. 

2.- En la primera etapa de purificac16n se obtiene una buena acl! 

vidad e.epecH1ca ( o,.qe U/mg ) comparada con otras proteasas 

ciate1nicas. 

3.- La karataaina presentó formas moleculares bien definida~ en 

columna de intercambio catl6nico, por lo que es una proteasa 

c1stein1ca polim6rf1ca. 

lJ,- Todas las 'formas moleculares presentaron actividad proteoH

Uca1 excepto Ja forma molecular J.!1 1 a Ja cual no se le dele!' 

minó. 

5.- La karatasina presentó eJ 66 :< de concentrac16n efectiva de 

eniima, por Jo que un Jlj X es irreversiblemente inactiva, 

6.- El valor para Km de K2 sobre el sustrato de BAEE fue de 

0.08 mM lo que indica que esta forma molecular tiene gran 

af1nidad sobre el susutrato. 
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'!,- La forma molecular X.q, present6 mayor afinidad sobre el .sus

trato de CBZ-L-Lisina p-nitrofenil 6ater, ya que se obtuvo -

un valor promedio de 0,0675 mM. 

8.- La eniima de karatasina no pre.sentó actividad aobre amidas, 

pero si presentó actividad sobre ésteres, por lo que se puede 

decir que presentan especificidad sobre 6steres. 
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