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ACTIVIDAD PROTEOLITICA EN LATEX DE JATROPHA OCONITOFOLIA

\\ Herberth MADRIGAL-VILLA*., Humberto TRIMINO-V**,, José E. CARBALLO-A**

ABSTRACT

Latex proteolitic activity of the
Jatropha oconitofolia

The latex extracted from Jatropa oconitofolia
(Chicasquil) showed proteolitic activity. The
proteolitic enzyme activity of the latex did not
suffer changes when the solvent system used
was 20% 1- propyl alcohol. Molecular weight,
optimum pH and temperature were determined
for the extracted fraction. A kinetic study was
also performed.

*  Centro de Investigaciones en Tecnologia de Alimentos.

**  Universidad Nacional-Heredia, Costa Rica.

RESUMEN

El lstex extraido de Jatropha oconitofolia (Chicasquil), presenté
actividad proteolitica. Para la extraccién del litex, se probaron
diversos sistemas de solventes de recoleccién, de los cuales el més
indicado fue el  1- propanol al 20%, pues no afecté la actividad
proteoliticadelaenzima presenteen el ldtex. Sedeterminaronel pH
y latemperatura 6ptima parala accién proteolitica, el peso molecular
de la fraccién extraidos y se estudio la cinética enzimdtica.

INTRODUCCION

La especie Jatropha oconitofolia (Chicasquil) perteneciente a la
familia Euphorbiaceae, es un arbol de procedencia centroamericana
cominmente conocido como Chicasquil. Las especies de esta
familia se caracterizan porque las hojas generalmente son simples
y alternas. El fruto, triangular, con eflorescencia, a veces presenta
una espiga o seno muy modificado. Se encuentra . cultivada en
cercasalrededordelascasasy en fincas de mediana elevacién. Esun
arbusto o drbol pequefio que crece de 3 a 5 m de altura, y la capaes
ligeramente aplanada y espesa. Sus flores son blancas en corimbos
unisexuales, monoicas y con c4liz blanco de 5 piezas unidas en la
base y sentadas sobre un disco amarillo. (Holdridge, 1944, Martin,
1979, Pittier, 1957).

En Costa Rica, el chicasquil se usa en comidas como una gustosa
espinaca. También se ha usado enlaelaboracién dequesos y por sus
propiedades medicinales.

La mayoria de las euforbidceas segregan un liquido lechoso y
coloreado conocido con elnombre delétex. Estelatex consisteenun
liquido matriz con pequefias particulas orgénicas en suspensién
coloidal. El liquido matriz puede ser considerado como un grupo
célular que contiene diversas sustancias en solucién coloidal como
resinas gomas, hidrocarburos, sustancias nutritivas, 4cidos
orgénicos, sales, alcaloides, esteroles, grasas, compuestos tinicos y
mucildgos. El ltex puede contener gran cantidad de protefnas,
enzimas proteoliticas, aziicares, asi como oxalatos y malonatos.
(Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, 1978, Esau, 1965,
Committe on Technology Innovation, 1973).
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Ellatex del Chicasquil presenta una accién irritante sobre la piel, lo
cual es un primer indicio de la presencia de enzimas proteoliticas.
Segiin Fermis y Gerber (1972), la actividad proteolitica ha sido
observadaen las plantas euforbidceas desde hace muchos afios. Por
ello el estudio sobre ellas se ha intensificado ultimamente.

Se investigé la actividad proteolitica que presenta el latex extraido
de Jatropha oconitofolia (Chicasquil), determindndose el pH y la
temperatura éptima para dicha accién. Sehizo una pre-purificacién
del latex , se determiné la actividad enzimadtica y la accién de esta
enzima sobre la leche, comparada con una renina comercial.

Con la investigacidn, se justifica la necesidad de continuar el
estudio de esta enzima en cuanto a las alternativas para mejorar el
tratamiento del latex (fresco y envejecido) a fin de usarlo en la
coagulacién de leche o en otros campos delaindustria. Asicomola
necesidad de ampliar los conocimientos que se tienen acerca de
estas plantas en nuestro pafs.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del litex

Las muestras de latex se recolectaron de drboles localizados en
el Cantén de Barva, provincia de Heredia. Sesangraron érboles, de
2 a 5 metros. Para ello se seleccionaron aquellos que tenfan una
superficie apta para las incisiones, con el fin de hacer el mfnimo
dafio al 4rbol.

1. Periodo y tiempo de sangrado.

Como lodescribe Viquez, A.1958, la recoleccién delatex se hizo
en época lluviosa, durante el cuarto creciente lunar, para obtener
mayor cantidad.

Se recolect6 material en tres momentos del dia:de6a8am,de12a
Ipmyde4aépm.

2. Método de sangrado.

Se realizaron incisiones en forma de V de 2 a 5 mm de espesor,
tratando de que la incisién solo penetrase en la corteza, a fin de
ocasionar el menor dafio posible a la planta y facilitar su pronta
recuperacién. Los cortes se hicieron con instrumentos de vidrio,
plastico o acero inoxidable, para evitar la oxidacién del ltex.
( Madrigal, L.G. 1978; Hill, A. 1937).
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Recoleccion y almacenamiento del l4tex.

El Jatex se recolectd en un principio segiin la metodologia de

Madrigal (1970) y de Chaverri (1983), en presencia de preservantes.
Ademads se probé el uso de tubos de ensayo cubiertos con papel
aluminio conteniendo 2 ml de bufffer de fosfatos a diferentes pH
(pH =4 hasta pH =9), introducidos en bafio de hielo.
Como la recuperacién del latex, a diferentes pH, result6 afectada
por la formacién de fléculos y poca potencia recuperada, entonces
se recolectd el ldtex en balones de 50 ml conteniendo una solucién
al20% de 1-propanol, recubiertos de papel aluminio introducidos
enbafiodehielo. Sinoseestudiaba inmediatamente, se almacenaba
a-30°C.

Petratamiento del 14tex

Las muestras recolectadas sefiltraron a finde removerimpurezas.
Los filtrados se realizaron con tripas para peso molecular de 12000,
con un ancho de 1/4" y un tamaito de poro de 3787-D50, contra
solucién propanol : agua (20:80), a 4 °C, por 24 horas. Se hizo una
segunda didlisis contra tampén de fosfatos de pH 6,5. 0.02 M, por
otras 24 horas , a 4 °C.

El dializad o se transfiri6 a botellas plasticas, con recubrimiento de
papel dealuminio, y se congeld, y se mantuvo a-30°C, hasta su uso.

Estudio del l4itex

1. Estudio de la actividad proteolitica

A todaslas muestras seles determind la actividad proteoliticaen
las condiciones especificadas parael métodosegtin Anson Periman,
EB.and L.Lorand (1976).

Por otra lado, se determinaron ciertas caracteristicas enzimaticas
importantes , a saber: pH 6ptimo, temperatura 6ptima, constantes
cinéticas (Km y Vmax) segin modelo de Michaelis-Menten, y
distribucién del peso molecular del componente proteico.

Cabe destacar tres aspectos: primero, siendo el enfoque de este
estudio dirigido a la exploracién inicial de las diferencias entre las
proteasas de diversas especies, los 6ptimos de pH y temperatura se
trabajaron a fin de ver tendencias més que niimeros exactos; segundo:
los valores obtenidos para estos andlisis deben considerarse
“aparentes” dado el poco nivel de pureza delas enzimasy la posible
existencia de més de una enzima activa. Por tltimo la cinética se
siguié en condiciones que hiciesen posible la comparacién de la
actividad delas diversas especies entre si y cercanas a las usadas en
la coagulacién de la leche.



1.1 Determinacién del pH 6ptimo

Se prepararon soluciones al 0.5 % de caseina en tampones 0.01
Men fosfatosde pH 6.0,7.0,8.0 y9.0. Se determiné la concentracién
de proteina hidrolizada a tiempos de0, 2,5, 10, y 30 minutos a 37°C,
para cada pH, y se usaron las concentraciones establecidas en el
método de Anson modificado.

1.2 Determinacién de temperatura 6ptima

La temperatura 6ptima se determiné usando el pH 6ptimo que
se estimé en el paso anterior. Se incubaron las muestras a unrango
de temperatura de 10 °C hasta 70 °C.

1.3 Definicién de las constantes aparentes

Usando pH 7y 37 °C se determiné la actividad proteolitica inicial
(ver seccion D), variando las concentraciones iniciales de sustratos.
El resultado fué analizado gréficamente siguiendo la técnica de
linearizacién de Lineweaver-Burk para el modelo de Michaelis-
Menten ( Con y Pk. Stumph, 1978, Braverman, J.B. 1980).

2. Estudio de la coagulacién de la leche

Se siguié el método de Lorand, 1976 para definir la actividad
coagulante de la enzima a 35°Cy pH 6.5

ANALISIS PRACTICADO EN LATEX

1. Andlisis de actividad proteolitica

Para determinar la actividad proteolitica, se usé el método
Awson in Perlman, E.G. and L. Lorand (1976), modificado con el
combinado conlatécnicade Lowry (Lorand, L. 1976) para proteinas,
en lugar de la ninhidrina para la estimacién de los productos
solubles de la hidrdlisis.

2. Estudio cromatografico de la muestra

Cada muestra fué analizada cromatograticamente en columnas
de Sephadex G-100. Farmacia Fine Chemicals en una columna de
tipo K26 de la misma marca, en un flujo de 40 gotas/5 min para la
muestra y los patrones.

La columna se calibré con patrones cromatograficosa finde estimar

el peso molecular de las proteinas presentes; de Blue dextran,
aldolasa, evoalhemina Quimetripsinégeno y Ribonucleosa.

DISCUSION DE RESULTADOS

1. Determinacién del solvente de extracciéon

Pararecuperarla protefnadelos fléculos formadosenla coleccién
de latex a diferentes pH, y obtener un mejor rendimiento de
recuperacion, se realizaron pruebas de solubilidad con algunos
solventes organicos (acetona, éter etilico, éter de petrdleo, acetatode
etilo, 1-propanol) para poder disolver los fléculos y lograr extraer la
mayor cantidad posible de enzima atrapada, sin afectar sus
propiedades.

Enellatex recogido en buffer defosfatos dediferentes pH, contenidos
en tubos de ensayo, se encontrd que no se recupera toda la protefna
en la solucién, y la actividad proteolitica era en algunos casos
medible en suspensiones de la fase coagulada, pero en otros casos
no se podia determinar en el precipitado.

El uso de 1- propanol al 20% permitié la recuperacién tanto de la
mayoria de la protefina como de una mayor actividad proteolitica.

2. Extraccién y preservacién del ltex

El 4cido citrico y el bisulfito de sodio (Chaverri, 1983; Madrigal
1978) se usaron como preservantes para tratar de mantener las
propiedades dellatex ylaactividad proteolitica, pero esas sustancias
provocaron la formacién de fléculos, o griimulos de gran tamaiio.
Es probable que la alta cantidad de HCN que tiene su latex méslos
preservantes, hayan provocado una modificacién en la actividad
proteolitica y las propiedades de la enzima.

3. Determinacién de pH éptimo

El extracto crudo de latex, pre-purificado por diélisis, presentd
mayor actividad proteolitica a un pH cercano a 7 (Figura 1). A
medida que el PH aumenta, se aleja de dicho valor y la actividad
proteolitica del extracto crudo decae. Este resultado corroboré lo
descrito por Fermi y Gerber (Perlman, 1976; Gerber, 1972) quienes
encontraron que en este tipo de plantas las proteasas contenidas en
latex poseen pH 6ptimos de 7. Como puede verse en la figura 1,
existe un maximo relativamente estrecho, con pendientes que
decrecen con rapidez a ambos lados.
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Fig 1.: Efecto del pH sobre la actividad enzimética.

4. Determinacién de temperatura gptima

Lamayoractividad proteolitica se presenté a los 60°C (Figura 2).
A 70°C, se presenta una disminucién considerable de la actividad.
La enzima se mantiene relativamente estable a temperaturas entre
los 40 °Cy los 60 °C, lo mismo que la actividad proteolitica.
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Fig. 2: Efecto de la temperatura sobre la actividad .
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5. Cinética enzimética

Se determiné el comportamiento cinético de la enzima, tanto
para ldtex fresco como para ldtex congelado, poraproximadamente
una semana.

Cinética enzimdtica para extracto crudo fresco

El anélisis de regresidn lineal de Linewaver-Burk (con un factor
de correlacién de 0.9588) da a lugar una Km =1.56 mg Casefna/mL
mezclareaccién, Km =1,55mg Proteina Hidrolizada / mg Proteina-
min (Figura 3). Como la correlacién fue baja, se tomaron aquellos
puntos més representativos de la saturacién. Se repitié el analisis de
regresién lineal. Asi, con un factor de correlacién de 0.9981, se
obtuvo una Km = 1.63 mg Caseina/mL mezcla reacciény V =1.57
mg proteina Hidrolizada /mg Protefna-min. Dado que los valores
en ambos andlisis Km y Vm son similares, se puede considerar que
siendo la enzima no purificada, se obtiene un comportamiento de
Michaelis-Menten bastanteaceptable.(Conn; 1978; Braverman 1980).
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0,02

1/Vo (Inversa velocidad inicial)

0,00 T T r T v T T T v 1
0 1 2 3 4 5
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Fig. 3: Grafica de Line Weaver - Burch para Latex puro

Cinética enzimdtica con extracto envejecido

El tratamiento de la muestra para un extracto envejecido, se
realiz6 en condiciones como las descritas en el caso anterior. Se
encontré que no responde a una cinética de Michaelis-Menten
(Figura 4). Se presenta una saturacién hasta 30 ug Protefna
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Fig. 4: Gréfica de Michaelis - Menten para Latex pre-
purificado envejecido .

hidrolizada/mL mezcla-reacciéon min. Pero luego la velocidad
inicial bajaconsiderablemente para volver a alcanzar una velocidad
de 50 ug Proteina hidrolizada/mL mezcla - reaccion-min. Con este
resultado es de suponer la degradacién o cambio en el tiempo de la
enzima, originando presumiblemente a dos formas activas. Para
corroborar lo anterior, los valores obtenidos se dividen en dos
grupos yasi poder realizar un analisis deregresion lineal Lineweaver-
Burk para obtener un comportamiento cinético Michaeles-Monton.
El analisis de regresion lineal Lineweaver-Burk, para el primer
grupo de valores da como resultado un factor de correlacién =0.992,
Km = 1.56 mg Caseina/ml mezcla reaccién, Vm = 1.92 mg Protefna
Hidrolizada/mg Proteina-min. (Figura 5). Para el segundo caso, se
presenta un factor de correlacién de 0,993, Km = 14.67 mg Caseina/
mL mezcla reaccién y una Vm = 2,05 mg Proteina Hidrolizada mg
Proteina-min (Figura 6).

Este comportamiento se puede justificar por lo siguiente:

- Laexistenciaaparentementededos formasactivasdeenzimas,
que pueden ser consecuencia de cadenas de péptidos
producidos por rupturaen la moléculadeenzima. Se produce
una inhibicién por el sustrato en una de las formas activas,
mientras que la otra continda hasta la saturacién.

- La presencia de algtin tipo de inhibidor en la primera fase de
la saturacién, que activa en un caso hasta determinada
concentracion de sustrato y que a la vez el inhibidor bloqueo
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Fig. 5: Grafica Line - Weaver Burck para primer grupode
datos de Latex pre-purificado envejecido.
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Fig. 6: Grafica Line Weaver - Burck para segundo grupo
de datos de Latex pre-purificado envejecido.

los sitios activos de la otra. Puede presumirse también que
existe en la segunda fase alguna sustancia que activa la
enzima y contintia hasta la saturacién.

6. Determinacién del Peso Molecular

El tamizado molecular da como resultado un peso molecular de
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116000 para la proteina presente en el extracto pre-purificado de
latex. Sin embargo, la amplitud del pico para el extracto pre-
purificado (Figura 7) es mucho mayor que la mostrada porlos picos
de las proteinas patrén (Figura 8). Dado que se usaron cantidades
similares de protefna en ambos corridas cromatogrificas, la
diferencia de amplitud puede indicar la presencia de mas de una
proteina de pesos moleculares cercanos.
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Fig. 7: Corrida cromatogrifica de estracto crudo de
Latex.
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Fig. 8: Corrida cromatogréfica de patrones de proteina.
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No se pudo obtener recuperacién de actividad proteolitica en
ninguna de las fracciones. posiblemente a causa de :

- Deterioro o eliminacién del complejo activado de la enzima.
La ruptura parcial de la molécula de la enzima, ocasiona
eliminacién de alguin péptido pequefio, quecomo consecuencia
la inactiva.

- La ausencia de sustancias (iones, péptidos, etc.) que actiian
sobre la molécula y pueden activar la enzima, o bien alguna
sustancia inhibidora presente en el extracto crudo, que no
permitié la reaccién enzimatica y que no se separé de la
enzima.

7. Actividad del chicasquil en la leche

La actividad del extracto crudo de Chicasquil en la leche es casi
una tercera parte de lo que presenta la resina comercial. El latex
presenta una actividad de 34.20 UN actividad /mg proteina y la
resina 94.10 UN actividad /mg proteina (Cuadro 1).

CUADRO 1

Comparacién de la actividad proteolitica
de chicasquil con el cuajo en la leche

ENZIMA TIEMPO CANTIDAD PROTEINA ACTIVIDAD

UN actividad/
seg mg mg Proteina
Latex 60,00 11,70 34,20
Cuajo 60,00 4,25 94,10

Para comprar la actividad del latex de Chicasquil con la renina,
se realiz6 de acuerdo al tiempo de coagulacién.
60 seg = 400 UN Actividad.

En condiciones de temperatura y pH necesarios para una enzima
comercial, el chicasquil produjo codgulos de consistencia semejante
al presentado por la renina. La aparicién de los primeros codgulos
con respecto al tiempo fue mayor, pero las propiedades fisicas,
forma, tamafio y consistencia fueron muy comparables a las
impartidas al codgulo por la enzima comercial.



Entre los factores que pueden influir en la diferencia del tiempo de
coagulacion estan:

- La enzima presente en el litex posee menor actividad
especifica.

- La enzima del chicasquil modifica al sustrato de manera
diferente a la del cuajo comercial, en la forma de ataque.

- La presencia de inhibidores en el extracto de latex que no
hasido purificado, y puedanbloquearlaactividad gnzimatica.

- La necesidad de algiin i6n que active la enzima, pues
algunas, como en el caso de la renina y otros agentes
comerciales, traen dosificaciones de iones calcio y sodio que
favorecen la reaccién enzimadtica.

Losfactores antes mencionados deben ser tomados en consideracion,
pues las condiciones en que se trabajé son muy cercanas a las
condiciones reales. Asi, los resultados obtenidos son bastante
promisorios en lo relativo a la utilizacién de la enzima para
coagulacion de la leche.

CONCLUSIONES

Se encontré que para colectar el latex, el 1"propanol al 20 %
mostré ser el mejor solvente de extraccién comparado con otros,
pues la actividad enzimatica no se ve afectada. Los agentes
preservantes (bisulfito de sodio y citrato de sodio) provocan a la
horadecolectar el latex una modificacién delas propiedades fisicas,
de tal manera que se aglutina impidiendo la recuperacién de la
actividad proteolitica en la solucién.

Laenzima presenteen ellatex presenta mayoractividad proteolitica
a pH cercanos a 7, es decir que existe un méximo relativamente
estrecho en el que la enzima es mas activa. La temperatura maxima
deactividad proteolitica dela enzima se encuentra en un intervalo
de 40 °Ca 60 °C. Sin embargo, a mayores temperaturas, la enzima
es estable por menor tiempo. Aunque es de esperar que la enzima
no sea activa a bajas temperaturas (0 a 4 °C, o aun bajo cero), sedebe
hacer notar que hay cambios en el comportamiento cinético de la
enzima almacenada a baja temperatura, que sugieren alteraciones
por autoprotedlisis.

A medida queelextracto crudo deldtex envejece,auna temperaturas
bajo cero, parecen ocurrir cambios en la estructura de la enzima.
Esto se observa en los resultados de km y Vmax obtenidos para la
cinética enzimética del extracto de ldtex envejecido. Mientras que
para una cinética de extracto fresco de ltex, los resultadosdekm y
Vmaxindican la existencia de una enzima, en el extracto envejecido
parece haber dos formas enziméticas presentes.

Segtin la curva de patrones referente a pesos moleculares, el peso

molecular encontradoen la enzima presenteenel latex es de 116000.
El pico tan amplio obtenido del tamizado molecular indica que
podrén estar presentes varias proteinas de peso molecular muy
similar. Se debe recordar que no se recuperé actividad enzimética
enningunadelas fracciones. La proteasa presenteenel litex esuna
posible fuente de coagulacién de leche e indica el posible uso de
enzimas extraidas de plantas vegetales en el ablandamiento de
carnes, clarificacion de cervezas, como sustituto de la renina en la
manufacturadequesosy otros. En estecaso laactividad proteolitica
de esta enzima es un 30 % de la actividad presentada por la renina.
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