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El estudio de las proteasas vegetales tiene gran interés por la faci­
lidad de obtención de las mismas y por la naturaleza de la acción que 
en muchos casos supera a la de las proteasas de origen animal. Por otra 
parte, ha: sido demostrado, según Whiple, que las encimas proteolíticas 
hidrolizan prótidos y a la vez los sintetizan en virtud de un equilibrio 
dinámico, corroborado por W astenep y Borsook, los que comprobaron 
que esas encimas pueden catalizar la síntesis de las uniones peptídicas de 
ciertos peptídos sintéticos, como la benzoil-1-leucina de 1-leucilanilida 
forma la benzoil -1-leucil-leucilanilida. Esa síntesis provocada por pro­
teasas permite el estudio de varios factores que intervienen en la síntesis 
de los enlaces peptídicos así como las relaciones energéticas que inter­
vienen en ella. 

Si se altera la estructura química de uno de los grupos cercanos a 
la unión por donde se verifica la hidrólisis, ya no se verifica dicha hi­
drólisis por la proteasa y al mismo tiempo tampoco será capaz dicha 
proteasa de catalizar la unión del péptido. 

Por otra parte la hidrólisis provocada por las proteasas es espon­
tánea, pero la síntesis necesita acúmulo de energía que puede propor­
cionarse en varias formas. 

La especificidad de las proteasas, como es bien sabido, se refiere a 
las cimasas que obran sobre substrato, cuyo en lace sobre el que actúan 
es específico sin tener en cuenta el número de aminoácidos o su natura­
leza y de ahí que esas proteasas puedan obrar no sólo sobre substratos 
complejos o naturales, sino también sobre substratos sencillos, siempre 
que contengan los enlaces característicos de dicha acción por lo que la 
especificidad de esa clase de encimas se determina después de estudiar 
su acción sobre un gran número de substratos sintéticos cuya estructura 
puede modificarse convenientemente hasta conocer su verdadera acción. 
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Hacer actuar las proteasas sobre substratos sintéticos tiene la ven­
taja de que así puede verse si obra sobre los enlaces peptídicos de¡ extremo 
de la cadena y. en ese caso, se tratará de aminopeptidasas si rompen la 
unión por el grupo amínico. o bien serán carboxipolipeptidasas si la rotu­
ra de la cadena se hace por el grupo carboxílico. Pero la separa~ión de 
los componentes puede hacerse por los enlaces que están en el centro 
de la molécula. en cuyo caso se denominan endopeptidasas o proteasas 
las que verificarán la escisión< peptídica por el grupo carboxílico o por 
el grupo imínico. 

Sucede frecuentemente que un mismo extracto contiene varias en­
cimas que pueden ser proteasas, aminopeptidasas y carbox ipolipeptidasas 
y . como sea difícil aislarlas, la única forma de demostrar su presencia 
será hacerlos obrar sobre diversos substratos y estudiar posteriormente 
su acción para ver los enlaces peptídicos que se escinden. 

Los prótidos naturales, pueden contener. y de hecho contienen. 
centenares de moléculas de aminoácidos y cada aminoácido puede repe­
tirse varias veces formando un patrón especial; la presencia con que se 
repite y el todo resultante determina las propiedades biológic_as del 
prótido. 

Para determinar la naturaleza de la acción encimática sobre un 

prótido es necesario conocer previamente la naturaleza de dicho prótido 
y se requiere, además, la identificación de los productos separados por 
hidrólisis, lo que es imposible actualmente. Pero, en realidad, podemos 
tener una clara orientación. si nos proponemos conocer tan sólo la ac­
tividad de las proteasas. En este caso, necesitamos tomar un substrato 
natural constante, usarlo siempre en las mismas condicio nes y calcular 
la actividad por medio de algunas condiciones preestablecidas que pue­
den controlarse con relat iva facilidad . Por eso, al usar la gelatina como 
substrato, le denominan algunos investigadores actividad gelatinásica. 

Ex isten varios procedimientos para medir esa act ividad ; los más 

importantes son los siguientes: el de F. G. Lenox y W . J . E llis funda­
do en la disminución de la viscosidad que ocurre en 1 O minutos de in­
cubación a 40º . usando una solución de gelatina al 6. 6 7 % . en el vis­
cosímetro de Kock, Orthmann y Degenfelder. 

El procedimiento de Lenox que viene a ser un procedimiento aná­
logo al anterior en el que se mide la actividad en 2 minutos observada 

en el viscosímetro ideado por Lenox. 
E l micrométodo de G race E. Pickford en el que se utilizan placas 

de gelatina en condiciones apropiadas. 
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El método del formol. de J. H. Northrop. El procedimiento apro­
ximado de A. K. Balls, M. B. Mathock e l. W. Tucker. 

Por último el de Willstatter y Waldscmidt-Leitz. que ha sufrido 
diversas modificaciones. entre ellas la de Macrae. Nosotros hemos segui-
do este último procedimiento. , 

Euphorbia prostrata, Ait. Sólo dispusimos de muy pequeña can ­
tidad de planta la que, una vez desmenuzada, se puso a macerar con 
agua destilada por 24 horas ; se exprimió, filtró y trató con exceso de 
alcoho l de 96°, hasta que no se formó más precipitado y se recogió éste 
~n un filtro adecuado. El precipitado se trató por agua: sólo se disolvió 
una pequeña parte y se diluyó de tal modo que I c. c. equivale a I gramo 
de planta. El pH de la solución fué de 6. 5. 

Se vió en primer lugar el pH óptimo de acción sobre la gelatina y, 
según se desprende de la gráfica número 1, la mayor actividad se obtu­
vo a un pH de 8. 
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La acción del KCN fué nula . No solamente no activó la acción de 
1a proteasa sino que la inhibió por completo. La acción del ferr icianuro 
de potasio a las concentraciones de 0.005, 0.010 y 0.015 M. fué nula. 

La acción del yodo a la concentración de 0.002, 0.004, 0.006 , 
0.008 y 0.010 M. fué insignificante. 

Euphorbia peplus. L. Desmenuzada la planta se maceró con agua 
por 24 horas; se exprimió, filtró y trató el filtrado con alcohol etí lico 
hasta concentración de 90 7o en que ya no se formó más precipitado. 
Separado el precipitado por filtración se maceró en agua y como resultó 
muy poco soluble se disolvió en solución diluída de NaCl : una peque­
ña parte se, precipitó con solución saturada de sulfato de amonio; el 
precipitado dió las reacciones generales de coloración de prótidos. E l res-
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to se precipitó de nuevo por etanol de 96. E l p recipitado se maceró en 
agua por 24 h oras a 5 º , se filtró y diluyó con agua a un vol~men tal 
que cada O. 5 ml. de extracto correspondiesen a un gramo de planta. 

P ara investigación de actividad proteolítica se siguió también, así 
como para su dosificación , el p rocedimiento de Wilstatter modificado 
por M acrae, esto es, t itulando los grupos ácidos liberados en la gela­
t ina por la acción encimática, utilizando KOH N /20 en solución alcohó­
lica y, como indicado r, la timOÍptaleína en solución alcohólica al 0 .5 ')'<: . 

E n la gráfica número 2 , se observa el resultado de la acció n del ex­
tracto de E uphorbia peplus a distintos pH. E l pH ópti mo es de 8. 

s 

E n las gráficas que vienen a continuación se exp resa n los resul tados 
de la acción del extracto sobre la gelatin a previa acción del KCN . E n 
todas esas gráficas se considera como 100 la ac tividad sobre gelatina ob­
tenida cuando se hace obrar el extracto (0.5 mi. ) sin que se añada 
agente de ninguna clase. 

Co11cf'11tració11 l!lolardel }(CN 

Fio 3 
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Se deduce que el KCN inactiva la acción de la proteasa . 

< .. 

~L ººº' 0-Cl'I 000. 

Co11centraciór1 molar del yodo 
Fra. ', 

11 

El yodo modifica profundamente la actividad proteolítica de la 
cimasa sin que llegue a nulificarla por completo. 

Concenl'ra ción mo/.;r ckl yodo 

iJ./'ue~ ale acludr ef y oclo ¡:,or , o· s , hUIJf'ils.ir 
UAil rorhen/e de ñ:., il .5<l. fvr,u}on. 

F/(:.. 5 

Esta gráfica difiere profundamente de la anterior ; la acción del 
yodo se nulifica lo que parece permitir la supos1c10n de que el yodo 
se combina con la cimasa a semej anz a d e lo que sucede en algunas pro-
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teasas animales. De ahí que al reducirse el yodo previamente ya no 
puede combinarse con la proteasa y se obtiene el resultado d~ la gráfica 
número 5 . 
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Esta gráfica y la siguiente se parecen a las 4 y 5 con la única dife­
rencia de que al principio se observa un gran aumento en la actividad 

.. 

,, 

'º 

C .. nlid/:J á,. ;'~!vció';, cleh'.20/',;13z 
/},sl've.s dpaclvar el 11, 0, por 6 0º ,e Áno 

p<1 sdr tJnd corr umt, d., Ji, S a salv r,;dd11 
F,G 7 

.. 

Concentración molar áe! w 50. 
F,a. d., 



J. R OCA: A CTIVIDAD PROTEOLÍTICA DE EU P HORBIA 13 

de la proteasa pero luego disminuye rápidamente y al final es entera­
mente análoga a la acción del yodo. 

En este trabajo preliminar nos concretarnos a señalar el hecho de 
que en dos plantas hemos encontrado proteasas de acción intensa sobre 
prótidos. No nos hemos propuesto estudiar la naturaleza de su acción 
proteolítica y por lo tanto su acción sobre determinados enlaces. En 
las consideraciones preliminares hemos visto que eso sólo puede hacerse 
con substratos sintéticos variados, pero la acción sobre substratos natu­
rales nos permite, sin embargo, por comparación con otras proteasas 

< 
ya conocidas, establecer ciertas características particulares de acción que 
tienen gran interés biológico. 

Las proteasas vegetales se dividen actualmente en dos grupos: en 
el primer grupo se incluyen las que obran a la manera de la papainasa, 
esto es, que son ac tivadas por acción de agentes reductores, se inactivan 
por agentes oxidantes, obran generalmente a un pH ácido, aunque al­
gunas veces obran también a un pH de 7, pero nunca en medio alca­
lino. P ertenecen a este grupo la ficina, brornelina y mexicaina, aparte 
de la mencionada anteriormente. 

Se clasifican en el segundo grupo las proteasas vegetales que no 
son actividas por agentes reductores; por otra parte son inactivadas por 
metales pesados y por algunos agentes oxidantes ; obran a un pH de 8 , 
o sea en medio francamente alcalino, corno la huraína de Hura crepi­
tans, solanaína de Solanurn eleagnifolium y euforbaína de E uphorbia 
lathyris. 

Indudablemente las proteasas de Euphorbia prostrata y Euphorbia 
peplus, estudiadas en este trabajo pertenecen al segundo grupo. Por la 
pequeña cantidad de m aterial de que dispusimos no nos ha sido posible 
estudiar la acción anticoagulante y el efecto sobre nernátodos. Sin em­
bargo, su comportamiento en presencia de agentes reductores, substan­
cias oxidantes así corno con metales pesados coinciden con todas las 
características de la proteasas vegetales pertenecientes al segundo grupo. 

CON CLUSIONES 

l. La Euphorbia prostrata y la E upho rbia peplus contienen pro -
teasas. 

11 . Ambas proteasas obran a un pH óptimo de 8. 

111. Las dos proteasas son inactivadas por agentes reductores. 

IV. Son inac tivadas por metales pesados. 

V . Son inactivadas casi completamente por agentes oxidantes. 
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