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Introduccién. Como muchas enzimas coagulantes, la tiene utilidad préactica por su bajo rendimiento, y porque no

proteasa del Cardo (C. cardunculus L) inicia la coagulacién
de laleche por fracturadel enlace Phegs-Met;o5 de la caseina
K (1). Como la conformacion de las proteinas depende, en
parte, de sus cargas €eléctricas, habra un pH en e cua la
conformacién sera la més adecuada para la actividad
catalitica (2). El coagulante obtenido de las flores de cardo
(C. cardunculus L) ha sido usado de forma empirica en
algunas regiones del bajio Mexicano, sin que se hayan
establecido condiciones éptimas de uso de este coagulante
vegetal (3).

Objetivo. Obtener, caracterizar y determinar la actividad de
la proteasa de las flores del cardo (C. cardunculus L) en
funcion a pH, para € establecimiento de condiciones
Optimas en la tecnologia quesera.

M etodologia. Se recolectd el material bioldgico a evaluar.
Se realizd una purificacion parcial del extracto proteico de
flores de cardo (C. cardunculus L) por medio de
precipitacion con sulfato de amonio en 5 concentraciones,
posteriormente se sometié a didlisis, para eliminar el exceso
de sdles, y se reaizd6 una segunda purificacion por
cromatografia de intercambio catiénico. La evaluacion de la
actividad y del pH éptimo se realizaron con seguimiento
cinético, en espectrofotdmetro U.V. a 280 nm con la
metodologia descrita por Dujovich y Esguivel, (1995), y la
caracterizacion se realizo basandose en €l arreglo grafico de
Lineweaver-Burk para la ecuacion de Michaelis-Menten. La
cuantificacion de proteina, se realizé por método Bradford.

Resultados y Discusion. La proteasa del cardo (C.
cardunculus L.) presentd6 comportamiento michaeliano, a
igual que la renina del cuago animal, con pardmetros
CiNéticos Vma= 1.68x107% Upggmin y K,=2.16x10° mM/ml
(Fig. 1). En las cinéticas de actividad (en base a V) para
determinacién del pH Optimo de esta proteasa, |as fracciones
precipitadas en concentraciones de sulfato de amonio al
16.66 y 66.66% presentaron un pH éptimo de 6.6 y 6.3
respectivamente, lo que sugiere la existencia de un complejo
enzimético, mas que de una sola enzima, pero la meor
fraccion para usarse en leche fresca es la de 66.66%, por
desarrollar mayor actividad a pH 6.3 y tener los mayores
rendimientos (Fig. 2), pues a pH 6.6 no existe diferencia
significativa (p>0.05) entre la actividad desarrollada por las
fracciones precipitadas a 66.66 y 83.33%. La fraccion de
16.66%, que presentd buena actividad cinética a pH 6.6, no

mostré actividad en la evaluacion practica (fig. 2).
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Fig.1. Cinética de formacién de caseinomacropéptido en reaccién
enzimética sobre solucion de caseina al 2% a pH 6.3
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Fig. 2. Cinéticas de actividad (Vo), a diferente pH, de las
fracciones del extracto de flor de Cardo.

Conclusiones. La proteasa del cardo (C. cardunculus L.) se
gjusta a comportamiento michagliano. La evaluacion
cinética de las fracciones, variando pH, demuestra la
presencia de un complejo enzimatico, mas que la actividad
de una sola enzima. Para el establecimiento de condiciones
tecnol dgicas préacticas, la evaluacién de fracciones demuestra
como mejores a las de 66.66 y 83.33% con las mayores
actividades a pH 6.3 y 6.6, que corresponden a pH de la
leche fresca, por |o que se recomienda usar esas fracciones
combinadas en la tecnologia quesera préactica, en funcién a
los rendimientos del extracto obtenido.
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