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Resumen:

El presente trabajo determiné las mejores condiciones para inmovilizar covalentemente tripsina
en una matriz de sepharosa, con el fin de aplicarla en la purificacién de inhibidores de la misma
proteasa. Los mayores valores de retencién de actividad funcional y de actividad enzimatica
inmovilizada se obtuvieron en una matriz de Sepharosa 6B-CL a temperatura ambiente, a un
pH de 10,5, con una carga enzimatica de 25 mg/mL de matriz, en un tiempo minimo de
inmovilizacion de 12 h, para alcanzar un preparado inmovilizado estable. Posteriormente, se
seleccionaron los inhibidores de tripsina més activos a través de la comparacién de extractos
provenientes de semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum),
lupino o “chocho” (Lupinus mutabilis), fréjol (Phaseolus vulgaris) y sangorache (Amaranthus
hybridus L.) que fueron purificados parcialmente mediante ultrafiltracion centrifuga, tratamiento
caldrico y precipitacion con TCA. El permeado y retenido de sangorache fueron los extractos
inhibidores mas activos y se purificaron selectivamente, por separado, mediante cromatografia
de afinidad en la matriz de tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL. Su caracterizacién cinética
determiné la presencia de dos inhibidores; el inhibidor | que correspondié a una inhibicién
competitiva y el inhibidor Il, a una de tipo mixta.
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Abstract:

This work established the conditions of covalent immobilization of trypsin on a Sepharose
matrix, which could be applied for the purification of trypsin inhibitors. The higher values of
retention of enzymatic activity and immobilized enzymatic activity were obtained with a
Sepharose 6B-CL matrix, at room temperature, a pH value of 10.5, an enzymatic load of 25
mg/mL, and a minimum immobilization time of 12 hours, in order to obtain a stable
immobilization. The most active trypsin inhibitors were selected through the comparison of,
extracts obtained from the seeds of amaranth (Amaranthus caudatus L.), pea (Pisum sativum),
lupine or “chocho” (Lupinus mutabilis), bean (Phaseolus vulgaris) and “sangorache”
(Amaranthus hybridus L.). The inhibitors were partially purified using centrifugal ultrafiltration,
heat treatment, and TCA precipitation. The permeated and retained fractions of “sangorache”
were selected as the most active trypsin inhibitors, and they were selectively purified using
affinity chromatography in a Trypsin - Glyoxyl - Sepharose 6B-CL matrix. The Kkinetic
characterization showed the presence of two inhibitors; the first one corresponded to a
competitive inhibitor, while the second one behaved as a mixed inhibitor.
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1. Introduccion

Los inhibidores de proteasas (IPs) son proteinas de bajo peso molecular, comunes en el reino
vegetal (Habib y Majid, 2007), donde actdan como parte de los mecanismos de defensa de las
plantas, ya que inhiben la actividad de las proteasas digestivas como tripsina y quimotripsina, de
insectos y otros organismos pequefios, de forma que provocan la pérdida de aminoacidos

esenciales, que altera su normal crecimiento (Elizalde, Portilla y Chaparro, 2009).

La obtencion y purificacion de IPs tienen un alto potencial en varios campos, en especial en la
agricultura, puesto que su aplicacion como bioinsecticidas especificos puede remplazar a
productos sintéticos nocivos para el ambiente (Garcia et al., 2009; Habib y Majid, 2007).

La tripsina es una proteasa que posee una triada catalitica en su centro activo, constituida por
residuos de serina, histidina y acido aspartico, lo que permite la hidrélisis especifica de péptidos o
proteinas con residuos de lisina y arginina (Muller, 2008). Su uso tiene algunas ventajas a escala
industrial, pero se ha visto restringida debido a su termolabilidad, solubilidad en el medio de
reaccion y pérdida de actividad proteolitica (Tripathi, 2009).

Con el fin de extender sus aplicaciones, la inmovilizacién covalente, a través de la union entre la
enzima y un soporte capaz de reaccionar con ella, ha permitido reducir las limitaciones que
pueden ser causadas por condiciones de operacion agresivas, como valores de pH lejanos al
Optimo, agitacién excesiva o elevadas presiones (Koolman y Réhm, 2004). Adicionalmente, el
proceso de inmovilizacién permite obtener un preparado capaz de ser empleado en la purificacién

de inhibidores de proteasas, mediante cromatografia de afinidad (Del Monte et al., 2014).

La purificacion de los IP puede ser complicada, usualmente se encuentran dentro de las hojas, el
tallo o las raices de las plantas aunque estan en mayor proporcion en las semillas; por lo cual, son
necesarios protocolos que permitan obtener de formas mas puras estos elementos. Dentro de las
técnicas de mayor selectividad se encuentra la cromatografia de afinidad ya que por su alta
eficiencia permite obtener a los inhibidores con elevada pureza; esta técnica aprovecha la afinidad
biolégica reversible entre los inhibidores y las enzimas sobre las que actian. Este protocolo es
ampliamente usado por su corto tiempo de operacién, alta capacidad de seleccién y porque

permite procesar volimenes considerables de muestra (Dos Santos et al., 2012).

Debido a que algunos estudios sefialan que las semillas de cereales y leguminosas andinas
presentan altos contenidos de inhibidores de tripsina (Elizalde, Portilla y Chaparro, 2009; Ramirez
y Rangel, 2011), en la presente investigacién se plante6 obtener y caracterizar extractos
inhibidores de tripsina purificados por cromatografia de afinidad, en una matriz de tripsina-glioxil-
sepharosa a partir de semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum),
chocho (Lupinus mutabilis), fréjol (Phaseolus vulgaris) y sangorache (Amaranthus hybridus L.),

gue pueden ser utilizados en la formulacion de potenciales bioinsecticidas.
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2. Metodologia
2.1. Materiales

Las semillas de amaranto (Amaranthus caudatus L.), arveja (Pisum sativum, var. 1-432-Lojanita),
chocho (Lupinus mutabilis, var. 1-450-Andino), fréjol (Phaseolus vulgaris, var. 1-414-Yunguilla) y
sangorache (Amaranthus hybridus L.), fueron obtenidas del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Se empled tripsina en polvo de marca GIBCO; el sustrato
enzimatico BApNA, la sepharosa 4B-CL y 6B-CL y glicidol fueron marca SIGMA. Todos los
reactivos empleados superan el 98 % de pureza.

2.2. Preparacioén de la matriz de afinidad

2.2.1. Activacion de la sepharosa

Se activaron 75 g de sepharosa en medio basico y reductor, con 35 mL de hidroxido de sodio
1,7 My 1,016 g de borohidruro de sodio. Con el fin de obtener gliceril-sepharosa, se agregaron 25
mL de glicidol y se mantuvo en agitacion constante durante 16 h. Al cabo de este tiempo, se filtré y
lavé con agua destilada la gliceril-sepharosa obtenida. Posteriormente, se afiadié una solucion de
peryodato de sodio 0,12 M y se agitd la mezcla durante 1 h para conseguir glioxil-sepharosa.
Finalmente, se realizaron seis lavados con agua destilada, que fueron recolectados para la
consecuente determinacion del grado de oxidacién de la sepharosa (Freije et al., 2005). La
cantidad de peryodato de sodio presente en las fracciones obtenidas en los lavados de la

sepharosa se determiné de acuerdo con la técnica descrita por Bonzon (1996).
2.2.2. Seleccion del tamafio de poro en el proceso de inmovilizacion covalente

La seleccion de cada uno de los parametros de inmovilizaciébn se realiz6 con base en tres
variables de respuesta: el porcentaje de retencién de actividad funcional (%RAF), el porcentaje de
enzima inmovilizada %El y el porcentaje de actividad enzimatica inmovilizada %AEIl. Estos
parametros se calcularon de acuerdo con las ecuaciones descritas por Li, Gao, Wei, Qu, Ma y
Zhou (2010).

Para seleccionar el tamafio de poro de la sepharosa, se colocaron 10 mL de solucién enzimética,
equivalentes a 28 mg de tripsina/mL de sepharosa, con 3 mL de glioxil-sepharosa a pH 10 y
temperatura ambiente (15 °C). Se emplearon dos tamafios de poro, correspondientes a la
sepharosa 4 B-CL y 6 B-CL, previamente activadas. Se mantuvo el contacto entre la enzima y el
soporte durante 24 h. Posteriormente, se filtr6 y lavo el preparado inmovilizado. Se redujo la
tripsina inmovilizada con borohidruro de sodio, durante 30 min, en bafio de hielo para finalmente
filtrar y lavar tres veces el preparado con soluciones amortiguadoras de TrisHCI 0,1 M pH 8,
acetato 0,1 M pH 4 y borato 0,1 M, pH 10 (Bonzén, 1996; Del Monte et al., 2014).
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2.2.3. Definicidon de latemperatura en el proceso de inmovilizacion covalente

Se inmovilizaron durante 24 h, 10 mL de solucién enzimatica de 28 mg/mL de matriz y pH 10, con
3 mL del soporte de tamafio de poro previamente seleccionado, a dos temperaturas, de 15 y
35 °C. Los procesos de reduccion y lavado del preparado inmovilizado se realizaron de la manera

descrita en la seccion anterior.
2.2.4. Influencia de la carga enzimaticay del pH en el proceso de inmovilizacién covalente

El efecto de las combinaciones de pH y carga enzimética se definieron mediante un disefio
experimental de composicion central con dos factores; los rangos de experimentacion fueron para
el pH de 8 a 12 y para la carga enzimatica de 25 a 85 mg tripsina/mL sepharosa (Montgomery,
2003).

La temperatura y tipo de sepharosa empleados fueron los determinados mediante los ensayos
anteriores. Ademas, el tiempo de inmovilizacién, el proceso de reduccion y los lavados del
preparado se ejecutaron de acuerdo con la seccion 2.2.2.

2.2.5. Determinacién del mejor proceso de inmovilizaciéon covalente

Se inmoviliz6 tripsina por 24 h a las condiciones de tamafio de poro, pH, temperatura y carga
enzimatica determinadas en las secciones anteriores. Durante este tiempo, se tomaron alicuotas
del sobrenadante cada h y se midieron sus actividades proteoliticas. Se ajustaron los datos a una
regresion de decaimiento exponencial y se establecié el minimo tiempo de inmovilizacion, que
correspondi6 al tiempo en el que alcanza la insolubilizacién y la estabilizacién de la interacciéon

covalente.

2.3. Aplicacién de la matriz tripsina glioxil-sepharosa en la purificacibn de inhibidores

enzimaticos
2.3.1. Obtencion de extractos clarificados

Las semillas fueron molidas hasta obtener una harina fina, que posteriormente fue desengrasada
mediante extracciones soélido-liquido con 1-propanol, en una relacién peso:volumen 1:4, en
intervalos de 30 min. La extraccion se repitié hasta que el filtrado no presenté turbidez. La harina

desengrasada fue secada a 30 °C por 16 h (Betancur, Guerrero, Hernandez y Marrufo, 2012).

Los extractos crudos se prepararon con la suspension de la harina seca en tampon fosfato de
sodio 50 mM, con una relacién 1:5 durante 1,5 h, con agitacion constante. Se eliminé el material
insoluble mediante centrifugacion a 835 x g durante 30 min. El extracto fue fraccionado por
ultrafiltracion centrifuga, en primer lugar con una membrana Millipore con un tamafio de poro de

50 kDa, durante 40 min a 2 000 x g; finalmente, con una membrana Millipore con un tamafo de
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poro de 10 kDa, durante 40 min a 1 163 x g. Se denomind, retenido a las fracciones superiores a

10 kDa y permeado a aquellas con pesos moleculares inferiores a este valor (Chavez et al., 2011).

Los permeados y retenidos de cada semilla fueron purificados mediante un tratamiento
combinado; se empled en primer lugar, un tratamiento calérico, en el cual se sometid a los
extractos a calentamiento en bafio Maria, durante 30 min a 60 °C; seguido de un proceso de
precipitacion de proteinas con &cido tricloro acético (TCA), en una relacion 1:5. El TCA fue
removido de las muestras mediante filtracion en gel en una columna PD-10, Sephadex G-25M,
Pharmacia (Chavez et al., 2011).

Para caracterizar a los extractos antes y después de la purificacion se determinaron la actividad
enzimatica, actividad inhibidora, concentracion de proteina y actividad inhibidora especifica. La
actividad de tripsina se determind por el método de Earlanger et al. (1961) con la hidrdlisis del
sustrato BApNA seguida a 400 nm (Castillo, Gémez, Sinche, Duchicela y Mufioz, R., 2012). La
actividad inhibidora (Al) se determiné como la diferencia en la actividad enzimatica de tripsina en
presencia y ausencia del inhibidor. La concentracion de proteina ([P]) se establecié con el método
de absorcion en el ultravioleta a 280 nm (Aitken y Learmoth, 2002). La actividad inhibidora
especifica (AIE) se calculé como la relacién entre la Al y [P] de cada muestra; este parametro se

considerd para elegir a los inhibidores de tripsina mas activos en los permeados y retenidos.

2.3.2. Purificacién de los inhibidores de tripsina mas activos mediante cromatografia de
afinidad

Se prepar6 la matriz de afinidad tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL y se empacé este gel en una
columna del equipo para cromatografia; se lavo el sistema con solucion tampon fosfato de sodio
50 mM pH 7,5, durante 30 min. Se alimentaron 5 mL del extracto semipurificado con mayor
actividad de tripsina. Los inhibidores fueron eluidos con una soluciéon de KCI-HCI 1 M pH 1,9. Se
recogieron fracciones de 3 mL, de forma continua. Los picos de fracciones con Al y [P] fueron

agrupados en lotes que fueron liofilizados a una temperatura de 67 °C y un vacio de 10 Pa.
2.3.3. Caracterizacion de los inhibidores de tripsina mas activos

Se realiz6 la caracterizacion cinética con la determinacion de la constante de Michaelis-Menten

(Km), velocidad méxima (Vmax) y constante de inhibicion (Ki).

Con el fin de determinar estos parametros, se midié la actividad enzimética de tripsina en
ausencia de inhibidor y en presencia de iguales volumenes de alicuotas de los picos A, B, C, D, E
y F, frente a soluciones del sustrato BApNA en concentraciones 0,58; 0,96; 1,34; 2,11; 2,87 mM.
A través del método de Lineweaver-Burk, se determinaron Km y Vmax. Finalmente, con el andlisis

de estos dos parametros se determiné la Ki (Nelson y Cox, 2014).

Enfoque UTE, V.8-N.4, Sep.2017, pp. 53 - 67



58

2.4. Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados correspondientes a %EIl, %AEl, %RAF, Al, [P] y AIE fue
realizado mediante un ANOVA y la prueba de rangos mdltiples por el método de Fisher, con un

nivel de confianza del 95 %, con el uso del paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI.
3. Resultados y Discusion

3.1. Preparacion de la matriz de afinidad
3.1.1. Seleccion del tamafio de poro en el proceso de inmovilizacion covalente

Antes de inmovilizar la tripsina, al activar la sepharosa 4B-CL y 6 B-CL y se obtuvieron los grados
de oxidacion (GOM) de 216,66 = 7,30 y 220,59 + 9,71 umol NalO4/mL matriz, respectivamente.
Se realizé un andlisis de varianza para estos resultados y se encontré que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre los GOM, por lo tanto el tamafio de poro no influye en el
proceso de activacion; por lo que, se presume que se formé aproximadamente el mismo nimero
de grupos carbonilo en el soporte. Para seleccionar el tipo de sepharosa se emplearon los dos
soportes activos para inmovilizar la tripsina y se encontraron las variables de respuesta que se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. %RAF, %EI y %AEI para tripsina inmovilizada en sepharosa 4 B-CL y 6 B-CL

Variable de Sepharosa Sepharosa
respuesta 4B-CL 6B-CL
%RAF 25,78 £ 0,684 33,03 +1,31®
%El 89,28 + 1,28°¢ 91,20 + 2,33¢
%AEI 87,68 + 3,49P 96,43 + 0,54F
X+0 (n = 3)

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas (Fisher, 95 % de confianza)

Los mayores valores de %RAF y %AEI se obtuvieron con sepharosa 6B-CL. Asimismo, los %El
fueron iguales para los dos niveles de tamafio de poro. Esto indica que el preparado inmovilizado
en sepharosa 6B-CL presenta mayor actividad proteolitica; probablemente porque la tripsina se
fij6 en la superficie fuera de los poros de la matriz, lo que pudo disminuir las dificultades
difusionales, que podria provocar el proceso de inmovilizacion (Da Silva et al., 2012). Al obtener
mayores valores de las variables de respuesta, se decidio trabajar con sepharosa 6B-CL en los

ensayos posteriores.
3.1.2. Definicion de latemperatura en el proceso de inmovilizacién covalente

Los valores obtenidos de las variables de respuesta, luego de la inmovilizaciéon en sepharosa 6B-

CL a 15y 35 °C, se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. %RAF, %EIl y %AEI para tripsina inmovilizada a 15y 35 °C

Variable de Temperatura
Respuesta 35°C 15°C
%RAF 22,29 £ 1,204 33,03 + 1,318
%EI 87,79 £ 1,09¢ 91,20 + 2,33¢
%AEI 98,72 £0,17P 96,43 + 0,54F
X+o (n = 3)

Letras diferentes en la misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas (Fisher, 95 % de confianza)

Se encontrd diferencia significativa entre los valores de %RAF y %AEI al inmovilizar la enzima a
15y 35 °C. Se obtuvo un %RAF mayor al emplear la temperatura de 15 °C, en tanto que ocurrio lo
contrario con el %AEIl. Debido a que el %RAF toma en cuenta la actividad del preparado
inmovilizado y mostr6 mayor valor a 15 °C, se escogi0 esta temperatura para buscar la mejor

carga enziméatica y el pH de trabajo.

3.1.3. Influencia de la carga enzimaticay del pH en el proceso de inmovilizacién covalente

En la Tabla 3, los pardmetros %RAF, %AEI, %EI para las combinaciones pH y carga enzimética
planteados por el disefio de composicién central con dos factores.

Tabla 3. Parametros %RAF, %AEl y %EI a diferente carga enzimatica y valores de pH

(nfg;%?_) pH | %RAF %AE] %EI
25,0 10,0 35,17 95,26 88,94
33,7 8,6 17,51 59,56 91,29
33,7 11,4 24,83 97,47 95,27
55,0 8,0 19,74 64,32 85,48
55,0 10,0 23,73 91,64 89,03
55,0 10,0 23,27 93,19 88,97
55,0 10,0 22,85 93,60 89,09
55,0 12,0 22,72 98,60 91,90
76,3 8,6 11,94 43,12 90,39
76,3 11,4 24,42 95,69 89,38
85,0 10,0 12,03 67,56 87,69

Segun los valores tabulados, el mayor %RAF fue 35,17, que se obtuvo a pH 10 y carga de
25 mg/mL de matriz. El andlisis de varianza evidencid que la carga enzimatica influye
significativamente sobre la variable de respuesta (%RAF). También se encontré que la
actividad proteolitica directa no presenta diferencias proporcionales con relacion al incremento
de la carga, es asi que para las cargas 25,0; 55,0 y 85,0 mg/mL se obtuvieron valores de

actividad directa de 4,71; 6,43 y 6,03 mU/mL de matriz, respectivamente.

Como se observa en la Tabla 3, los mayores valores de %AEI se obtienen al trabajar en medio
mas alcalino. El analisis estadistico determindé que el Unico factor que present6 diferencia

significativa, a un nivel de confianza del 95%, fue el pH. Asi también la Tabla 3 indica los
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valores de %EIl los cuales mediante el analisis estadistico muestran que no existen

diferencias significativas con la variacion del pH y carga enzimatica.

El maximo valor de %RAF estimado mediante la opcién estadistica “Optimizar Respuesta” que

ofrece el Stagraphics Centurion XVI se encuentra en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores de pH y carga enzimatica determinados para maximizar el %RAF

Factor VALOR
Bajo Alto Calculado
pH 8,00 12,00 10,50
carga | 5500 | 85,00 25,00
(mg/mL)
Valor méaximo para %RAF 29,27

Los valores resultantes de la optimizacion para obtener el maximo %RAF son 25 mg/mL de
enzima inmovilizada a pH 10,5. El medio béasico es necesario para la union covalente entre los
grupos amino de la enzima y los grupos aldehido del soporte. Sin embargo, cuando se
sobrepasa el limite de pH predicho por el modelo, es probable que predomine el fenbmeno de

desnaturalizacién de la tripsina, que produciria pérdida de la actividad directa.

3.1.4. Determinacion del mejor proceso de inmovilizacién covalente

La Figura 1 muestra el decaimiento de la actividad enzimatica en el sobrenadante durante el

tiempo de inmovilizacion.
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Figura 1. Correlacion de decaimiento entre la actividad proteolitica del sobrenadante y el tiempo de
inmovilizacion

La Figura 1 sefiala que el minimo tiempo de contacto entre la enzima y el soporte deberia ser 1 h,
aunque Rocha, Goncalves y Teixeira, (2011) afirman que durante este periodo se produciria la

insolubilizacién de la tripsina en el soporte pero la fase de interaccion covalente requiere

Enfoque UTE, V.8-N.4, Sep.2017, pp. 53 - 67



61

tiempos mayores a 10 horas; la razon de este comportamiento radica en que durante esta
segunda fase ocurre el alineamiento entre los grupos amino de la tripsina y los carbonilo
aldehidico del soporte (Da Silva et al.,, 2012). Con base en este criterio se decidio fijar un

tiempo minimo de inmovilizacion igual a 12 horas.

La purificacién de inhibidores de tripsina procedentes de las semillas de amaranto, arveja, chocho,
fréjol y sangorache utilizé ultrafiltracion centrifuga, tratamiento calorico, precipitacion de proteinas
con TCA y cromatografia de afinidad en la matriz de afinidad tripsina-glioxil-sepharosa preparada
en las mejores condiciones establecidas en esta seccion. Los extractos crudos de los inhibidores
se realizaron a partir de la suspensién de la harina desengrasada de las semillas en tampdn
fosfato de sodio.

3.2. Aplicacién de la matriz en la purificacién de inhibidores enziméaticos

3.2.1.Seleccion de los inhibidores de tripsina mas activos en los extractos clarificados

Los extractos crudos de cada semilla se fraccionaron en permeados y retenidos mediante
ultrafiltracion centrifuga, con una membrada de 10 kDa y se purificaron parcialmente por medio de
un tratamiento calérico (T = 60 °C) combinado con precipitacion de proteinas con TCA (5%).

En la Tabla 5 se muestran los resultados de la actividad inhibidora especifica (AIE) alcanzado
luego del proceso de purificacién parcial, también se muestra el andlisis estadistico realizado por
la prueba de rangos multiples con un nivel de confianza del 95%, para tres repeticiones con cada

semilla.

Tabla 5. AEI de los permeados y retenidos purificados con tratamiento calérico y precipitacion con TCA

. AIE (mU/mg)

Semilla Permeados Retenidos
Amaranto 17,74 +0,91¢ | 31,47 + 1,558
Arveja 14,33 +1,428 | 36,73 +1,81¢
Chocho 9,01 + 0,58~ 30,40 + 0,88~
Fréjol 14,77 £ 0,458 | 33,66 + 2,148
Sangorache | 19,22 +0,40¢ | 39,88 + 0,69P

X+0 (n = 3)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias
estadisticamente  significativas (Fisher, 95 % de
confianza)

La purificacion se evidencido con el incremento de la actividad inhibidora especifica, como
consecuencia de un incremento de la actividad inhibidora y una disminucion de la concentracion
de proteina en todos los extractos, que se podrian atribuir a la eliminacién de proteinas que no

aportan a la actividad inhibidora.

Sobre la base del valor de actividad inhibidora especifica alcanzado, se seleccionaron al

permeado y al retenido semipurificados del extracto de sangorache, con valores de actividad de
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19,22 + 0,40 y 39,88 + 0,69 mU/mg respectivamente, para siguiente etapa de purificacion
mediante cromatografia de afinidad.

3.2.2.Purificacion de los inhibidores de tripsina mas activos

La cromatografia se desarrollé con una matriz de afinidad tripsina-glioxil-sepharosa 6B-CL,
obtenida con un %EIl de 88,95, un %AEl de 95,26 y un %RAF de 35,7. Se empled el mismo

procedimiento para el permeado y retenido de la semilla de sangorache.

En la Figura 2, se muestra el cromatograma obtenido en la purificaciéon del permeado de
sangorache.
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Figura 2. Cromatograma del permeado de sangorache purificado.

Como se observa, después de la elucién, se formaron dos picos A y B. Con las fracciones
correspondientes se formé un lote con cada pico para determinar los parametros de control. En la
Tabla 6, se indican los resultados de la concentracién de proteina, actividad inhibidora y actividad
inhibidora especifica de los lotes Ay B.

Tabla 6. Actividad inhibidora, concentracién de proteina y actividad inhibidora especifica de los lotes
obtenidos del permeado < 10kDa

Permeado
Lote Volumen [P] Al AIE
(mL) (mg/mL) | (mU/mL) | (mU/mgq)
A 12 0,012 12,82 1114,6
B 18 0,030 9,07 300,6

Como se observa en la Tabla 6, los lotes A y B, que corresponden a las proteinas que se
retuvieron en la matriz, muestran diferentes actividades inhibidoras especificas de tripsina, que

podrian estar relacionadas con la existencia de dos inhibidores en el permeado de sangorache.
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Se repitid el procedimiento de purificacién para el retenido de la semilla de sangorache y se
obtuvo el cromatograma que se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Cromatograma del retenido de sangorache purificado

De igual forma que en el permeado, luego de la elucion se formaron 2 picos C y D. Con las
fracciones correspondientes se formé un lote con cada pico para determinar los pardmetros de
control. En la Tabla 7, se indican los resultados de la concentracién de proteina, actividad
inhibidora y actividad inhibidora especifica de los lotes C y D.

Tabla 7. Actividad inhibidora, concentracién de proteina y actividad inhibidora especifica de los lotes
obtenidos del retenido > 10 kDa

Retenido
Lote Volumen [P] Al AlE
(mL) (mg/mL) | (mU/mL) | (mU/mQ)
C 6 0,004 13,15 | 3288,33
D 18 0,022 9,99 461,07

3.2.3.Caracterizacion de los inhibidores de tripsina mas activos

En la Tabla 8, se muestran los parametros cinéticos de Vméax y Km determinados en
ausencia de inhibidor y con alicuotas de los lotes A, B, C y D, mediante el método de

linealizacion de Lineweaver-Burk.

Sobre la base del andlisis de los parametros cinéticos Vmax y Km, se podria determinar la
presencia de dos inhibidores en el extracto de sangorache. El Inhibidor I, en el Lote A y el

Inhibidor 11, en el lote B del permeado y los lotes C y D del retenido.
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Tabla 8. Parametros cinéticos determinados sin inhibidor y en presencia de los lotes A, B, Cy D

Parametro
Vmax (U/mL) Km (mM)
Sin inhibidor 4,73 £ 0,277 11,80 £ 0,87~
Lote A 4,73 £ 0,28~ 16,47 £ 0,718
Lote B 2,65+ 0,268 8,53 £ 0,19¢
Lote C 2,65 £ 0,648 8,42 £ 1,35€
Lote D 2,73 +0,238 8,54 £ 0,39¢
X+0 (n = 3)

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (Fisher, 95 % de confianza)

A continuacion, se compararon los valores de Km y Vmax de los inhibidores y se observé que el
Inhibidor I, no tuvo influencia sobre Vmax, pero provocé un incremento en Km y por tanto se
determind el valor de Ki, como inhibidor competitivo. Ademas, el Inhibidor Il generé una
disminucién en Vmax y Km, por lo cual se traté de un inhibidor mixto y se calcularon las
constantes de inhibicion Ki’ para la union del inhibidor con el complejo enzima sustrato y Ki de la
unién entre la enzima y el inhibidor (Nelson y Cox, 2014). En la Tabla 9 se muestran los valores de

Ki’ y Ki para los dos tipos de inhibidores.

Tabla 9. Constantes de inhibicion obtenidas para los inhibidores encontrados en el extracto de sangorache

Inhibidor | | Inhibidor II
Tipo de - .
inhibicion Competitiva Mixta
Ki' (mM) - 0,101
Ki (mM) 0,066 0,274

Al igual que la constante de Michaelis-Menten, que se considera como una medida del grado de
afinidad entre la enzima y el sustrato, la constante de inhibicion también brinda una idea de la
relacion existente entre la enzima y el inhibidor; de esta forma, mientras menor es su valor, mayor

es su afinidad.

En la Tabla 9 se observa que la constante de inhibicion (Ki) es menor en el Inhibidor 1, lo que
sugiere mayor afinidad con la enzima; al contrario de lo que se muestra en el Inhibidor II, donde la
Ki’, que representa la interaccién entre el inhibidor Il y el complejo enzima-sustrato, es mayor a Ki,
gue simboliza la relacion entre el mismo inhibidor con la enzima, por lo cual se podria decir que
este inhibidor afecta de forma mas significativa la disociacion del complejo enzima-sustrato para la

formacion del producto (Voet y Voet, 2005).
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1. Conclusiones

Con base en el modelo matematico obtenido del andlisis estadistico de las variables %EIl, %AEI y
%RAF, en la inmovilizacion de tripsina en sepharosa 6B-CL, a 15 °C, se determin6 que a un valor
de pH de 10,5 y una carga de 25 mg/mL se alcanzarian valores méaximos de 85,5; 98,1 y 29,27,

respectivamente.

Los inhibidores de tripsina mas activos fueron encontrados en el permeado de la semilla de
sangorache con una AIE de 19,22 + 0,4 mU/mg y en el retenido de la misma semilla con un valor
de 39,88 + 0,69 mU/mg.

La purificaciéon por cromatografia de afinidad del permeado de la semilla de sangorache permitié
obtener lotes con AIE de 1114,6 y 300,6 mU/mg; vy, en el caso del retenido se obtuvieron lotes con
AlE de 3288,3y 461,1 mU/mg.

La caracterizacion cinética de las fracciones inhibidoras principales mostré que existen dos tipos
de inhibidores, uno competitivo (Ki: 0,066 mM) y otro mixto (Ki’: 0,101 mM, Ki: 0,274 mM).

4.2 Recomendaciones

Se sugiere purificar por cromatografia de afinidad a los inhibidores presentes en las semillas de

arveja, amaranto, chocho y fréjol, ya que también presentaron actividad inhibidora de tripsina.

Se recomienda estudiar el disefio de bioinsecticidas a partir de los inhibidores especificos
obtenidos, ya que tendrian un minimo impacto sobre otros organismos benéficos que se

encuentren en el ecosistema.
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