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INTRODUCCION

Los glucosidos cianogénicos, son compuestos toxicos cuando son hidrolizados
por la enzima B-Glucosidasa porque liberan entre sus productos dcido cianhidrico, que
€s un compuesto suramente venenoso, ya que acta a nivel de citocromo oxidasa.

Los glucdsidos cianogénicos, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino
vegetal, y aunque la intoxicacion a causa de estos compuestos es de mayor frecuencia en
la alimentacion animal, también existen problemas serios en la alimentacion humana;
por elio es importante poder cuantificar el contenido de glucosidos cianogénicos en los
aiimentos.

En los métodos desarrollados para la cuantificacion de los glucosidos
cianogénicos, es necesario la adicion de una fuente de B-Glucosidasa externa. Por tanto,
cobra relevancia obtener un preparado que tenga una adecuada actividad enzimatica y
que pueda sustituir a la enzima comercial; que es de importacion y ademas muy costosa.

Ademas esta enzima, es utilizada en aplicaciones industriales, como lo es la
obtencion de glucosa a partir de celulosa o en el procesamiento de productos
alimenticios, como son jugos de frutas y vinos.

Precisamente, el objetivo de esta tesis fue el de obtener un extracto con actividad
de B-Glucosidasa, a partir de almendras de semillas de capulin, para lo cual se
caracterizd bromatologicamente la muestra y se desengrasd para proseguir con el
proceso de purificacion ( preparacion del homogeneizado, filtracion, centrifugaciones,
dialisis ) del cual se obtuvo el extracto con actividad de B-Glucosidasa, que se estabilizo
por medio de una liofilizacion, obteniéndose un muy buen rendimiento y una actividad
aumentada en poco mas del doble con respecto a la harina desengrasada de la que se
partio. El seguimiento en el avance de la purificacion fue monitoreado determinando la
concentracion de proteina y la actividad enzimatica, ésta ultima, por medio de la

cuantificacion de glucosa ( producto de hidrolisis de los glucosidos cianogénicos ).
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OBJETIVO

Obtencion de un extracto enzimatico estable, prepurificado, a partir de la

almendra de la semilla de capulin (Prunus serotina), que tenga adecuada

actividad de B-Glucosidasa; con aplicacion a futuro para’poder sustituir a la
enzima de importacion en la determinacion espectrofotométrica de glucosidos

cianogénicos.



CAPITULO1

GENERALIDADES

HISTORIA

La cianogénesis, es decir la produccion de acido cianhidrico, por
organismos bioldgicos, ha merecido atencion y estudio por parte de los
cientificos durante mas de un siglo, ello se debe principalmente a que el dcido
cianhidrico cuya formula quimica es HCN, es un compuesto altamente toxico,
200 mg. pueden ser una dosis letal para un humano adulto de aproximadamente
58 Kg. de peso, ya que la dosis minima letal del HCN, via oral, ha sido
estimada entre 0.5 y 3.5 mg. / Kg. de peso corporal (1, 2, 3). La tabla | reporta
algunos de los mas altos niveles de liberacion de acido cianhidrico en varias
plantas principalmente de consumo humano. En adicion a estas plantas varias
hojas particularmente de las especies Sorbus y Prunus pueden también causar
envenenamiento a los animales, como por ejemplo la linaza que es un alimento
importante para el ganado vacuno.(3).

E! acido cianhidrico es un efectivo inhibidor de muchas metaloenzimas
pero la citocromo oxidasa, oxidasa tenninal de los organismos aerobios, es su
sitio primario de accion, asi pues el envenenamiento por acido cianhidrico
resulta en una muerte por falta de oxigeno a nivel celular, y el cerebro es
probablemente el drgano mas susceptible (2)

Cientos de especies de plantas, incluyendo muchas economicamente

importantes por ser de consumo principalmente animal (forrajes) pero también



TABLA |

Algunos de los valores mas altos de liberacion de HCN en diferentes

plantas (ref. 4)

Planta

Contenido potencial de

HCN

mg/100g muestra
Almendras amargas 250
Cassava amarga
Raiz seca 245
Raiz entera 53
Corteza de la raiz fresca 89
Corteza del tallo fresco 133
Hojas 104
Sorgo
Planta entera inmadura 250
Bambu
Algunos brotes inmaduros 800
Tallo inmaduro 300
Variedades de Frijol de Lima
(Phaseolus lunatus)
Colorido , Java 312
Negro, Puerto Rico 300
BIam;o, Bumma 210
Coloreado , Arizona 17
Blanco, Américano 10

-
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de consumo humano, acumulan compuestos generadores del venenoso HCN
entre estos compuestos se encuentran los llamados Glucésidos cianogénicos.
(4), que desde su primer descubrimiento en vegetales, por Liebig y Wohler en
1837,en la actualidad se conocen mis de 2,500 plantas que los contienen (1).
En vista de que la liberacién del HCN ocurre solamente cuando se dafia el
tejido celular, se ha sugerido que la funcion de estos compuestos es la de
proteger a las plantas del ataque de sus depredadores (por los catabolitos que
generan); y de acuerdo a estudios mas recientes, parece que tienen una funcion

muy importante en la biosintesis de ciertos aminoacidos (4).

Aunque la intoxicacion por compuestos cianogénicos es de mayor
frecuencia en la alimentacion animal; no se descarta la presencia de estos
compuestos en algunos alimentos para consumo humano en donde pueden
encontrarse en altas concentraciones; asi tenemos:‘amigdalina” en almendras
amargas, “durrina” en el sorgo y ‘linamarina” en la cassava y el frijol de lima

().

La Amigdalina fue el primer glucésido cianogénico del que se tuvo
conocimiento, fue aislado en 1830 de las semillas de almendra amarga (Prunus
amigdalus ), y es el mas conocido y estudiado hasta el momento (5). Este tipo
de compuestos per se, es decir, en su forma integra no causarian problemas de
intoxicacion, sin embargo al ser hidrolizados es cuando presentan el peligro. La
enzima responsable de su hidrolisis es una P-Glucosidasa (Su nombre
sistematico es §-D-glucosido glucohidrolasa y su niimero segin la clasificacion
del comité de enzimas (E.C.) es 3.2.1.21), la cual en un principio se denomino

“emulsina”.
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No obstante que el material biologico que contiene esta clase de
glucosidos, tiene a su vez, el sistema enzimatico, estos se encuentran en
diferente compartimento celular, y solo al presentarse un daio fisico se pueden

poner en cotitacto sustrato y enzima y liberar el HCN (6).

R 0O~ GLUCOSA OH }
"\ ¢’ Ri. OXNTRILASA & 1IN
c C=0+HCN#4

/ . 0
R27 “cN 'Q‘KMA" R27 NN HIDROLSISQUMICA  Rp”
GLUCOSA
(Celona)'

(Gluctsido cianogénioo) (a-hidroxinitrilo) (Aldehido, si Ry=H)

FIG. 1 HIDROLISIS DE UN GLUCOSIDO CIANOGENICO

ORIGEN BIOSINTETICO Y ESTRUCTURA.

La biosintesis de los glucosidos cianogénicos ha sido extensamente
estudiada, Estos compuestos derivan de aminodcidos como L-fenilalanina, L-
tirosina, L-valina, L-isoleucina y L-leucina o del aminoicido no proteico
ciclopentenil glicina. Investigaciones en varios laboratorios han encontrado los
precursores de 4 de los glucosidos cianogénicos conocidos; precisamente estos
aminoacidos precursores se mencionan a continuacion: L-tirosina, precursor de
la durmrina; L-fenilalanina, precursor de la prunasina;, L-valina, precursor de la

linamarina; y  L-isoleucina,  precursor de la  lotaustralina,

a.-.»-J



No se conoce con certeza, la ruta de biosintesis de los glucésidos
cianogénicos a partir de los aminoacidos, pero se han estudiado y propuesto

algunas posibles rutas de biosintesis, que se muestran en la figura 2.

NHOH NOH
Z
RRICH-CH ~—-» RRICH-C
COOH COOH
Acido a-hidroxilamina Acido a-oxiamino
NHZ /Ci N C=N C=
4 N / e
RRICH-CH — — RRICH-C —» RRIC —»RRIC - RRIC
COOH N H H OH \ 0O-Azicar
Acido L-amino Aldoxima Nitrilo a-Hidroxinitrilo ~ Glucésido
cianogénico

o _Nou
RRICC - mRICC
H i

O-Azicar

OH

Figura 2. Diversas rutas de biosintesis de glucosidos cianogénicos
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Debido a la naturaleza de sus aninoacidos precursores, la porcion de
aglucon del glucosido cianogénico puede ser de naturaleza aromatica, alifitica
o ciclica también pueden exisitir variaciones en la naturaleza del carbohidrato
presente; de los 32 glucdsidos cianogénicos reportados, 24 son monosacaridos,
teniendo a la D-Glucosa como aziicar estable. (Fig. 3). Los demas entre los
cuales esta la (R)-amigdalina, (R)-vicianina, (R)-lucumina, linustatina y
neolinustatina son cianogénicos disacaridos en los que la cianohidrina se

estabiliza por medio de la B-gentiobiosa, vicianosa o primaverosa (Fig.4) (1).

CATABOLISMO.

Con la pérdida de la integridad de la planta, los glucosidos cianogénicos

son rapidamente catabolizados por la enzima B-Glucosidasa (o complejo

enzimatico). La hidrolisis del glucosido cianogénico libera un a-Hidroxinitrilo

que es degradado subsecuentemente por una a-Hidroxinitriliasa o
espontaneamente, hasta el correspondiente aldehido o cetona, mas la liberacion
del HCN.

En lo que a los cianogénicos disacaridos se refiere, la forma en que éstos
son hidrolizados permanece aiin no muy clara. Teéricamente, 2 diferentes rutas

de degradacion pueden existir (Fig. §).

5o g 2 v
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HO, CN

LINAMARINA

FIGURA 3 Estructuras de algunos de los glucdsidos cianogénicos

(R)-TAXIFILINA

HOCH;  NC
oo e]
OH

OH
HO H
OH

GINOCARDINA

HOCH3

(R)-PRUNASINA

monosaciridos conocidos
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HOCH)
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(B)-AMIGDALINA
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3
HO OH :CN
o B H
OH
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FIGURA 4 Estructuras de algunos de los glucésidos cianogénicos
disacaridos conocidos
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La tabla 2 muestra los glucisidos cianogénicos mas conocidos en cuanto a

su estructura, asi como las especies en las que se encuentran con mayor

frecuencia.

TABLA 2

Presencia y estructura de algunos glucosidos cianogénicos ( ref.2)

Azucar en Productos de
Glucdsido su hidrdlisis Planta
estructura
Amigdalina  Gentiobiosa  Gentiobiosa + HCN + Prunus Sp. miembros
Benzaldchido de Rosiceas como
sol; almendra,
manzana, cerezo
durazno, pera, etc.
Prunasina D-Glucosa ~ D-Glucosa + HCN + Prunus Sp. miembros
Benzaldehido de Rosiceas como
son: cereza, laurel
Durrina D-Glucosa ~ D-Glucosa + HCN + Sorge (Sorghum Sp.)
p-hidroxibenzaldehido
Linamarina D-Glucosa ~ D-Glucosa + HCN + Frijol de  lima
acetona (Phaseolus  lunatus)
muchas variedades,
trebol blancé.
(Trifolium  repensj,
Cassava  (Manihot
Sp) Lino  (Linum
usitatissimum),
Vicianina Vicianosa  Vicianosa + HCN + Vicia Sp. (almorta
Benzaldchido comiin)
Acacipetalina  D-Glucosa ~ D-Glucosa + HCN + Acdeia de — Sud-

dimetilcetona

Africa (Acacia Sp.)

12 -
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Ruta A: La hidrolisis en el enlace aglucon-disacirido liberaria un

hidroxinitrilo que después liberaria el HCN y el disacarido.

Ruta B: Los dos residuos de azicar serian removidos individualmente
por una hidrolisis secuencial con un glucésido cianogénico monosacarido como

intermediario, para llegar al hidroxinitrilo y subsecuentemente al HCN.

Los dos pasos hidroliticos estarian catalizados por la misma o una
distinta B-Glucosidasa. Reportes previos sugieren que ambas rutas de hidrolisis

pueden existir en la naturaleza. Lo anterior quedo ilustrado en la figura 5.

DISTRIBUCION.

Los glucésidos cianogénicos se encuentran distribuidos ampliamente en
el reino vegetal pero también se han encontrado en insectos y en hongos (2).
Asi que debe tenerse presente que estos compuestos no son la tnica fuente de
cianuro y que el cianuro puede ser liberado no sélo por plantas sino también

por hongos, bacterias e incluso organismos del reino animal.

Dos de’los glucosidos cianogénicos ampliamente distribuidos en el reino
vegetal son la linamarina (Fig. 3) y lotaustralina, y un aspecto interesante de
estos compuestos es que usualmente coexisten en la misma planta aunque cada
uno de ellos pucde estar presente en muy diferentes concentraciones, por
ejemplo, el lino conticne una mezcla 50:50 de linamarina y lotaustralina
mientras que en algunas plantas ccmo en el caso de Lotus arenarius el
contenido de estos dos compuestos esta en una proporcion de 99:1 y en Lotus

tenuis, la proporcion es de 4:96 (2).

13



Es dificil generalizar en lo que se refiere a la parte o partes de la planta
que contienen a los glucdsidos cianogénicos; las hojas frecuentemente
contienen la mayor concentracion pero los cianogénicos pueden estar en casi
cualquier parte de la planta, por ejemplo, las hojas verdes y tiemas del sorgo
son una fuente muy rica de cianuro, la concentracion de HCN puede alcanzar el
0.2% en estas hojas; por otro lado el sorgo es un material comun para su uso
como forraje y sus hojas secas y parcialmente en decadencia no causan
problemas de toxicidad, esto se debe al rapido rompimiento de los glucosidos
cianogénicos y consecuente eliminacion del HCN, hecho por las enzimas

enddgenas conforme la planta se va fermentando en el silo.

Curiosamente la semilla de la planta de sorgo que se utiliza como
alimento para los humanos en la India y como alimento para ganado en los
Estados Unidos, no es toxica ya que no contiene cantidades detectables de
glucdsidos cianogénicos; sin embargo, en la germinacion, puede alcanzar una

concentracion de 3 a 5% de durrina, ( en base a peso seco ), en un periodo de 3
a 4 dias (2).

La amigdalina, vicianina y linustatina son los unicos glucosidos

cianogénicos disacaridos de los cuales se ha investigado su ruta hidrolitica (1).

La amigdalina (Fig. 4) (O-B-D-Gentiobidsido de (R)-mandelonitrilo) se
acumula en altas concentraciones predominantemente en las semillas de varios
miembros de la familia de las Rosdceas ( por ejem. almendra amarga,
albaricoque, durazno, capulin y cereza ) y ha sido responsable de varios casos

de envenenamiento por cianuro. También muchas plantas para forraje contienen

14



gran cantidad de estos compuestos venenosos, en varias etapas de su desarrollo
().

El mecanismo de hidrélisis de la Amigdalina en la familia de las
Rosdceas ha sido estudiado utilizando almendras y albaricoques como fuente
de B-Glucosidasa. Algunos datos cinéticos reportan que la “emulsina”
(BGlucosidasa) de las almendras contiene dos enzimas involucradas en la
hidrolisis de la Amigdalina es decir, que se trata de un complejo enzimatico
constituido por dos enzimas B-Glucosidasas. La Amigdalin Hidrolasa (AH) que
cataboliza, el paso de la Amigdalina a prunasina mas D-Glucosa, y la Prunasin
Hidrolasa (PH) que hidroliza a la prunasina liberando otra molécula de D-
Glucosa mas (R)-Mandelonitrilo (1) (Fig. 6).

FACTORES QUE AFECTAN EL _CONTENIDO DE _GLUCOSIDOS
CIANOGENICOS.

PREVENCION DEL ENVENENAMIENTOQ
En diferentes variedades de una misma especie puede haber variaciones

en el contenido de glucdsidos cianogénicos, la variacion puede estar
influenciada por factores genéticos, la fase de desarrollo de la planta y la parte
de la planta examinadas, En frijol de lina y linaza el cianuro se encuentra en
todas las partes de la planta y en todas las etapas de su vida, asi como en la
semilla, El potencial mas alto de liberacion de cianuro de frijol de lima se
registra en las variedades de color negro. El cultivo sistemitico de las

variedades blancas, ha logrado disminuir grandemente el contenido potencial de

15
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0— CHz
Amlgdalma Amigdalihidrolas
D-Glucosa
ﬂ
HOCHZ
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Prunasinhidrolasa
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HO - +
Mandelonitriliasa HCN
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Benzaldehido

FIGURA 6 Hidrolisis de la Amigdalina
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HCN, pero probablemente ninguna variedad que este totalmente libre de

glucasidos cianogénicos pueda ser producida.

Los especimenes americanos tienden a poseer una menor cantidad de
glucosidos cianogénicos que los originarios de Africa. En la cassava los
mayores contenidos de glucasidos cianogénicos se encuentran en las variedades
amargas, pero de hecho no hay una clara diferenciacion entre los especimenes
amargos y los dulces.

Ya que se conoce la forma como se libera el HCN a partir de los
glucosidos cianogénicos, se entendera, que entre otros factores, la forma de
preparar un alimento que contenga este tipo de toxico, es muy importante, y
para que esto quede bien ilustrado se presenta el diagrama de la figura 7

HOJAS RAICES
FERMENTACION
(mucho HCN es eliminado)
MOLIENDA
SECADO | HUMEDA
gAY s |
s climinado) MOLIENDA PARA OBTENER SE EMPAPA EN AGUA ¥

SE SOMETE A ERULLICIO

UNA HARINA (alge de HCN es climinada)

{algo de HCN se elimina)

|
I

SE MEZCLA EN AGUA REF!ﬂRMENTACIS)N
Y SE CALIENTA (climinacian del HICN)
"OUEOU® SE EMPAPA EN AGUA Y SE
“’UI*OU SOMETE A EBULLICION
ADICION DE SALSA CHICK-WAGEN CHICK-WAGEN
PARA CONSUMO PARA CONSUMO PARA CONSUMO PARA CONSUMU
(con cuntenido relativamente (dudoso HCN (probablemente una (algo de HON residual)
alto de I1CN) residual) forma muy segura)

F1G. 7 Diagrama que muestra el uso de la cassava en Zaire (3)
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Como se menciond anteriormente la liberacion del HCN depende de la
presencia de la enzima glucosidasa y de un medio acuoso ademas de un daiio

fisico a la planta para que se pongan en contacto sustrato y enzima.

La hidrolisis es mejorada si la planta es remojada en agua después de
haber sido triturada; sin embargo, el magullamiento sin remojo liberara con el
tiempo todo el contenido de HCN, por ello es bien sabido que la raiz de
cassava magullada no es adecuada para su consumo, por lo tanto la liberacion

de acido cianhidrico depende grandemente de las condiciones fisicas.(3)

En cuanto al tratamiento previo que se le da a muchas plantas

conteniendo glucosidos cianogénicos antes de ser consumidas, existe el

cocimiento, en el cual el HCN que tiene un punto de ¢bullicion relativamente
bajo (26°C) se volatiliza rapidamente con la ebullicion, sin embargo si el
utensilio de cocina que se ocupa esta cubierto con una tapadera, el HCN se
condensard y por consiguiente el agua de cocimiento estard fuertemente

contaminada.

Cuando una planta ya se cocid, permitiendo la volatilizacion de! HCN, y
ya se inactivé la enzima debido a su naturaleza proteica termolabil, no debe
mezclarse con una planta fresca ya que la enzima activa de esta (ltima puede
hidrolizar a los glucosidos, que en contraste con la Glucosidasa son bastante

estables al calor.

Hasta ahora hemos hablado solamente de la posibilidad de hidrolisis de
los glucosidos cianogénicos antes de que el alimento comteniéndolos sea
consumido, pero aiin no se sabe a cicucia cierta si el consumo de la planta

intacta o del mismo glucosido sean toxicos después de ingerirse. Existen
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reportes de que la Glucosidasa se inactiva con el pH de la saliva del ser
humano o el pH del jugo gastrico, asi como también con la presencia de
celulosa o glucosa. Teoricamente es posible que una persona, particulannente
desnutrida, que consuma apresuradamente una gran cantidad del vegetal
cianogénico, presente una autolisis del glucosido en el estomago debido a que
posee una baja acidez gastrica, hasta que la concentracion fuera totalmente

permeada por el jugo gastrico.

A pesar de estos hechos negativos, el efecto de la ingestion de los
glucosidos  cianogénicos permanece ain sin  conocerse, En ciertas
circunstancias, la microflora intestinal podria participar en la descomposicion

de estos compuestos.

Por lo anteriormente descrito, son evidentes las precauciones que deben
tomarse para prevenir el envenenamiento con glicosidos cianogénicos. Debe
asegurarse que el HCN liberado se haya eliminado con el cocimiento del
alimento y que el agua utilizada para ello sea eliminada. Las plantas
cianogénicas, no deben ser almacenadas por largos periodos y por supuesto
debe evitarse cualquier daiio fisico a la planta ya sea en la cosecha o en su

manejo en general,
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IMPORTANCIA DE LOS GLUCOSIDOS CIANOGENICOS

La importancia del estudio y determinacion de los glucdsidos

cianogénicos, reside principalimente en el potencial efecto toxico que éstos
producen al ser consumidos, ya sea por animales o por seres humanos, ya que
como se menciond anteriormente estos compuestos, al ser hidrolizados liberan
entre sus productos de hidrélisis, acido cianhidrico (HCN).

Debemos mencionar que en algunas legislaciones el contenido de
glucosidos cianogénicos se limita a ciertos niveles en donde no se corra riesgo,
asi tenemos que en E.U y en algunos paises europeos, para el caso de algunas
semitlas destinadas a la alimentacion animal, su contenido no debe rebasar el
nivel de 20mg HCN/ 100g de material seco. (11).

En la hidrolisis de los glucosidos cianogénicos, la liberacion del HCN se
produce en una relacion estequiométrica 1:1 con respecto al glucosido que lo
genera, lo anterior es la base de varios nétodos para la cuantificacion de este

tipo de compuestos toxicos.(3,6).
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LA ENZIMA B-GLUCOSIDASA

Se ha citado ya anteriormente que las plantas que contienen glucdsidos
cianogénicos, contienen también al complejo enzimatico capaz de hidrolizarlos
y que aunque la enzima y el sustrato se encuentran en diferentes
compartimentos, se pueden poner en contacto cuando se presenta ruptura
celular, y se habla precisamente no de una sola B-Glucosidasa sino de un
complejo enzimatico compuesto de 2 enzimas que son la Amigdalin Hidrolasa
(AH) y Prunasin Hidrolasa (PH), involucradas en la hidrolisis de la Amigdalina,
cada una de las cuales al parecer posee multiples formas, es decir, isoenzimas.
Li Chun P,, Swain E. y Poulton J.E. reportan 4 formas de la AH (AHLAHI,
AHIl y AHII' ) y tres formas de la PH (PHI, PHIl, y PHIl ) que fueron
purificadas por cromatografia a partir de homogenados de capulin maduro
(Prunus serotina) y como la purificacion se llevo a cabo en presencia de varios
inhibidores de proteasas, ello sugiere que estas formmas miltiples 1o se
generaron por proteolisis durante la purificacion, sin embargo no se descarta la
posible modificacion de cada enzima durante el aislamiento por enzimas que

hidrolizan carbohidratos o glicopeptidasas (1)

La mayoria de las B-Glucosidasas parecen ser glicoproteinas; la f-
Glucosidasa estudiada es efectivamente una glicoproteina y es una hidrolasa, cs
decir, una enzima hidrolitica.

Toda enzima posece un pH dptimo en el cual es mas activa; el pH

optimo de la 3-glucosidasa del capulin estd en un rango que es el de 4.5a5.5, la
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inactivacion de la B-Glucosidasa es relativamente rapida a pH>8.2 y pH<4. Su
temperatura optima es de( 37-38 )°C.

En lo que se refiere a actividad, ésta es una funcion del ambiente ionico.
Con algunos cationes (adicionados como nitrato 0.08 M), el rango de hidrdlisis
es  aproximadamente el  doble, por cjemplo con  Na’,
K* Rb"Mg™,Ca™,Sr"™"Ba"™, lo mismo sucede con lo aniones: I*,(NO;)"(ClOy)

,y (Cl0;), adicionados como sales de amonio o potasio 0.08 M (7)

IMPORTANCIA DE LA B-GLUCOSIDASA

Dentro de los métodos desarrollados para la cuantificacion de glucésidos
cianogénicos, tenemos desde los gravimétricos, volumétricos y
espectrofotométricos hasta el uso de cromatografia gaseosa (CG); y, en todos
ellos se determinan los productos de la hidrolisis de estos compuestos, por lo
cual es necesario la adicion de una fuente de -Glucosidasa exdgena o externa.
Precisamente en nuestro laboratorio sc lia desarrollado un método
espectrofotométrico relativamente sencillo para la determinacion de estos
compuestos (8); en el que efectivamente sc utiliza una B-Glucosidasa para
llevarlo a cabo, disponible comercialmente, la cual es de importacion y
demasiado costosa lo que en cierta medida limita su uso, por lo tanto he aqui
una de las razones de la importancia de esta enzima.

La enzima B-Glucosidasa es también utilizada en el area industrial, como
por ejemplo en la produccion de glucosa a partir de celulosa : La celulosa es un

polimero lincal de unidades de D-glucosa unidas mediante enlaces 1,4-f-D-
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glucosidicos. El sistema enzimdtico para la conversion de celulosa a glucosa
comprende una endo-1,4-B-Glucanasa (E.C 32.1.4), una Celobiohidrolasa (E:C
3.2.1.91) y una B-Glucosidasa (E.C 3.2.1.21), todas ellas actian secuencial y
cooperativamente para degradar la celulosa a glucosa. La endoglucanasa actiia
de una mancra desordenada en las regiones de baja cristalinidad de la fibra
celuldsica, mientras que la Celobiohidrolasa remueve las unidades de celobiosa
de las terminaciones no reducidas de la cadena celulosica. La B-Glucosidasa

hidroliza la cclobiosa y en algunos casos también celooligosacaridos,

- convirtiéndolos en glucosa,

La B-Glucosidasa generalmente es responsable de la regulacion de todo
el proceso celulolitico y es un factor limitante durante la hidrolisis enzimatica
de la celulosa, ya que la actividad de las otras 2 enzimas es frecuentemente
inhibida por la celobiosa.

Asi que la B-Glucosidasa, no solo produce glucosa a partir de celulosa,
sino que reduce ademas la inhibicion por celobiosa, permitiendo a las enzimas
celuloliticas actuar eficicntemente.(9)

Otra de las aplicaciones de la B-Glucosidasa es dentro de la industria
alimentaria, como lo es en el procesamiento de vinos y jugos: La enzima es
capaz dec transformar las antocianinas, pigmentos presentes en muchos
vegetales y frutas, a antocianidinas y azicares. El aglucon resultante es
colorido y menos soluble que las antocianinas, por lo tanto tiende a precipitar
haciendo al compuesto mas facil de eliminar. También han sido reportados usos
de esta enzima, en la produccion de vinos blancos para enriquecer su aroma,

ello como resultado de la hidrdlisis de glucdsidos monoterpénicos.
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La enzima también puede ser usada en el procesamiento de jugos de
naranja, de hecho la hidrolisis de las antocianinas y la eliminacion de los

aglucones insolubles, previenen el decoloramiento de los jugos.(10)
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PURIFICACION DE ENZIMAS

La enzimologia ha tenido un rapido avance, sobre todo en los tltimos
aflos, pero el proceso de purificacion de las enzimas empezo a intensificarse en
1920 con Willstitter y sus colegas. La primera enzima cristalizada fue la
ureasa, obtenida por Sumner en 1926 a cuyos trabajos se fueron agregando los
de otros investigadores como Northrop en enzimas proteoliticas.

Hoy en dia se han logrado caracterizar completamente alrededor de 250

enzimas. ( 12,13)

FUENTE

Cuando se desea purificar una proteina, lo primero que debe establecerse

es el objetivo, que actuard como determinante durante todo el proceso y que
nos indicara el tipo de fuente que se utilizara para obtener la proteina,

Si uno desea estudiar una enzima en particular,como en nuestro caso,
debe elegirse una fuente que obviamente la contenga, pero ademas en grandes
cantidades y dicha fuente debe ser de facil disponibilidad.

Una vez elegida la fuente, el siguiente paso es extraer a la enzima del
tejido y proceder con la purificacion, para lo cual se requiere de bailos de hielo,
cuartos frios y centrifugas a bajas temperaturas. En general la mayoria de las
enzimas son mas estables a estas temperaturas, cercanas a 0°C y el crecimiento
microbiano puede ser demorado. Cuando se prepara el homogeneizado para la

extraccion, lo mejor es trabajar de una manera rapida y continua.( 12,13)
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RUPTURA CELULAR

El primer paso en la purificacion es la ruptura de la membrana celular y
la extraccion de la enzima del tejido, si este es el caso, se puede realizar de
diferentes maneras:

I.Medios mecanicos: Molinos de arena, agitacion a alta velocidad con
perlas de vidrio, homogeneizados con arena, oscilaciones sonicas o
ultrasonicas.

2.Medios fisicos: Tratamientos térmicos, por gjemplo congelacion del
tejido en N; liquido y moliendo mientzas este atin congelado. choque osmoético.

3 Medios quimicos: Solventes organicos (acetona, butanol, étc.).
Detergentes.

4 Medios enzimaticos: Lisozima, papaina.

5.Combinacion de algunos de los anteriores.

EXTRACCION

La eleccion del fluido de extraccion depende de cada enzima y el
volumen que usualmente se utiliza es aproximadamente 3 veces mas que el
volumen de! tejido.

Estos fluidos de extraccion, para enzimas vegetales, deben contener
suficiente buffer y sal para mantener un pH alrededor del neutro y una fuerza
ionica de 0.1 a 0.5. El hecho de controlar el pH, es para proteger a las enzimas
de los acidos liberados de las vacuolas durante la ruptura celular. Ademas en
las celulas vegetales, se controla el pH para evitar la liberacion de acidos

fenolicos que son uy agresivos al unirse a las proteinas,
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En plantas que contienen compuestos fendlicos, se incorpora, en el
homogeneizado de extraccion, polietilenglicol o polivinilpirrolidona  para
proteger a las enzimas.

La fuerza ionica se necesita para liberar o desorber a las enzimas que se
encuentran adheridas a la membrana.

Muchos tejidos contienen cantidades relativamente altas de enzimas
proteoliticas por lo que la posibilidad de una protedlisis, incluyendo por
supuesto la de la enzima que nos interesa, es un peligro, que se contrarresta
trabajando tan rapido como sea posible a bajas temperaturas, o adicionando

inhibidores de proteasas.( 12,13 )

RECOLECCION

Después de que la enzima ha sido extraida del tejido, se procede a la
llamada recoleccion; que es el proceso de separacion de la fraccion donde se
encuentra la proteina de interés. Se puede encontrar en la fraccion sobrenadante
en forma soluble o precipitada, por lo que la centrifugacion (de 10000 a 20000
g de 20 a 30 min.), usualmente a bajas temperaturas, es un paso casi de rutina
para la separacion de las 2 fracciones, que también dependera de la naturaleza
de la proteina, de la fuerza, y tiempo de centrifugacion, siendo un caso especial
cuando las proteinas se encuentran asociadas a organelos subcelulares, lo cual
requerira probablemente de una combinacion de métodos de ruptura celular, en
algunos casos mas drasticos. Sin embargo, la centrifugacion selectiva puede ser
muy util para separar los distintos organelos celulares antes de proceder al

fraccionamiento.( 12,13 )

27

P LT



METODOS DE FRACCIONAMIENTO

Lo fundamental de la purificacion consiste en una serie de

fraccionamientos por los cuales la proteina se separa de la presencia de otras
proteinas.

Una vez que se tiene la proteina en solucién, se somete a un
fraccionamiento basado en las siguientes propiedades:

-Solubilidad

-Carga

-Tamaiio

-Actividad bioldégica

-Combinacion de algunas de ellas.

Es recomendable hacer pequeilas pruebas piloto antes de trabajar con
todo el extracto y tener presente que algunos métodos son casi imposibles de
llevar a cabo en gran escala.

Siempre hay que tomar en cuenta 2 parametros constantes, ademas de
los que implica el tipo de fraccionamiento, que son el pH y la concentracion de
electrolitos.( 12,13 )

UNIDADES
Conviene definir algunos términos que expresen las cantidades de la
enzima en funcién de la velocidad de la reaccion de una cantidad dada de

preparacion enzimdtica. Las 3 cantidades definidas por la Comision de
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Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica se basan en la idea de la
unidad “estandar” de enzima.

Unidad (U). Se define como la cantidad de enzima que cataliza la
transformacion de | micromol de sustrato por minuto en condiciones definidas.

Actividad especifica. Se expresa en unidades de enzima por miligramo
de proteina.

Actividad molecular. Se expresa en unidades por micromol de enzima a

concentracion optima de sustrato.( 12,13 )

CRITERIO DE AVANCE

El éxito de cada paso en el proceso de purificacion debe ser monitoreado
determinando la concentracion de proteina y la actividad enzimatica.

Existen varios métodos para determinar la concentracion de la proteina
total. El método elegido debe ser relativamente preciso, rapido y de preferencia
no debe requerir gran cantidad de muestra. Cada uno de estos métodos presenta
ventajas y desventajas, a saber:

Meétodo _de Kjeldahl- Existe el macro-Kjeldahl que fequiere varios
cientos de miligramos de proteina, y el micro-Kjeldahl que se reduce a décimas
de mg de muestra, Ambos se basan en la oxidacion de la materia organica con
soluciones concentradas de H,SO,, H,0,, HCIO, étc. que pueden formar; por
ejemplo amoniaco (NH3) que se cuantifica posteriormente y la cantidad de
proteina se calcula multiplicando la cantidad de Nitrogeno encontrado en la
muestra por el factor 6.25. Este factor representa cierto margen de error ya que

asume que todas las proteinas tienen un contenido de Nitrogeno de 16%, que
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seria el contenido promedio de Nitrogeno (100%/16%=6.25). Las proteinas
varian en su contenido de N, desde 13 a 19%

Algunas de las desventajas de este método son, que las sustancias
nitrogenadas no proteicas pueden contribuir a que se haga una estimacion
erronea, que es un método destructivo, que el tiecmpo requerido para la
digestion y los andlisis es relativamente largo, que si durante la purificacion se
adicion¢d sulfato de amonio, éste debe ser rigurosamente removido y con
respecto a esto, la eliminacion de sustancias contaminantes no proteicas haria
este método demasiado lento.

Meétodo de Biuret- Es uno de los mas utilizados, esta basado en la
reaccion del Cu®* en solucién alcalina, con los cnlaces peptidicos de la
proteina, para producir color y por tanto puede leerse la absorcion a 540 nin,
Requiere aproximadamente | a 10 mg.de proteina por ensayo, aunque existe el
micro-Biuret que requiere de 0.2 a 4 mg,. de proteina. Debido a que todas las
proteinas contienen aproximadamente el mismo nimero de enlaces peptidicos,
por unidad de peso de proteina, el valor de la lectura (absorbancia) es
esencialnente independiente de la naturaleza de la proteina, Ademds son
métodos altamente reproducibles.

El método se estandariza contra una solucion de contenido proteico
conocido; usualmente se utiliza albimina sérica bovina cristalizada como
proteina estandar.

Meétodo_de Lowry- Se basa en la reaccion del fosfomolibdato, en
solucion alcalina, con los residuos de tirosil de las proteinas; también se utiliza

Cu?* para incrementar la sensibilidad de la reaccion, El color azul que se fonna
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es bastante estable y tiene un maximo de absorbancia a 700 nm., aunque se lee
frecuentemente a 600 nm.

En cuanto a la cantidad de proteina que se necesita para cada ensayo,
ésta es tan pequefia como 5 a 40 mg, asi que este método es 200 a 1000 veces
mas sensible comparado con el anterior y ademas es muy adecuado cuando no
se cuenta con gran cantidad de muestra,

Tiene la desventaja de que los resultados son dependientes de la
naturaleza de la proteina en cuanto que el contenido de tirosina de las proteinas
varia marcadamente. La albumina sérica bovina es usada como estandar.

Meétodo de Folin-Ciocalteau- Se fundamenta en la naturaleza

cromogénica de las cadenas laterales de aminoacidos. Se requieren cantidades
de muestra de 10-100 mg.( 12,13)

CRITERIO DE PUREZA

Una vez obtenido el producto final, probablemente no exista una prueba
que por si sola garantice que se trata de una proteina. Sin embargo, hay una
serie de pruebas que establecen cierto grado de probabilidad y, si la muestra
resulta ser homogénea en distintas pruebas ( de preferencia que manifieste una
homogeneidad respecto a distintos parametros fisicos como carga, pH, tamaio,
étc.), la probabilidad se hace tan grande que es valido aceptar que la enzima es
pura.

La mayoria de las pruebas de homogeneidad empleadas estan basadas en
sus propiedades fisicas y, en gencral, son comunes a todas las proteinas; de
ellas, las mas usadas son: Ultracentrifugacion analitica, Electroforesis, Técnica
de Electroenfoque, Solubilidad.(12,13)
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CAPITULOII
PARTE, EXPERIMENTAL
MATERIAL Y METODOS

MATERIAL VEGETAL UTILIZADO

Se eligio como fuente para la extraccion de la B-Glucosidasa la semilla
de capulin, ya que nuestro pais se encuentra en una posicion ventajosa en lo
que a riqueza de especies vegetales se refiere y precisamente la planta de
capulin (Prunus_serotina), se encuentra en abundancia en México y por
experiencia personal y algunos datos bibliograficos, se sabe que esta planta
presenta un alto contenido de glucosidos cianogénicos y también una alta
actividad de B-Glucosidasa.

Las semillas de capulin, fueron adquiridas en la central de abastos de
Meéxico, D.F, y sin despojarlas de la cascara que cubre a la almendra, fueron
almacenadas en un recipiente de plastico con nitrogeno, para disminuir el
oxigeno de esa atmosfera y prevenir asi un enranciamiento prematuro por
oxidacion de las grasas, y evitar también el desarrollo de microorganismos
y/o insectos.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Las semillas fueron despojadas de la cascara que cubre a las alimendras
para obtener éstas ultinas, sin desechar la cubierta ya que se obtuvo el
porcentaje de almendra y cascara de la semilla de capulin. Cuando se haya
realizado algin tratamiento especial para algun paso en particular, se

mencionara en el parrafo correspondiente.
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7

METODO GENERAL DE TRABAJO

A continuacién en la figura 8, s muestra en forma de diagrama de

bloques el desarrollo del presente trabajo

REVISION
BIBLIOGRAFICA

A

OBTENCION DE LA MATERIA

PRIMA Y CARACTERIZACION
BROMATOLOGICA (1)

CONTENIDO POTENCIAL
DE ACTIVIDAD
f-GLUCOSIDICA (1)

DESARROLLAR UN METODO PARA LA
DETERMINACION DE ACTIVIDAD ESPECIFICA
DE 3-GLUCOSIDASA (11l

PREPURIFICACION Y AISLAMIENTO
DE LA FRACCION PROTEICA CON
ACTIVIDAD ENZIMATICA (1V)

ACTIVIDAD COMPARATIVA CON
LA ENZIMA COMERCIAL (V)

FIG.8 DESARROLLO DEL PLAN DE TRABAJO POR BLOQUES
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La revision bibliografica, fue de tipo retrospectivo ya que a lo largo del
desarrollo experimental, fue necesario volver a ella con el fin de realizar nuevas
consultas y actualizaciones.

Como primer paso se realizé el analisis bromatoldgico, también conocido
como analisis proximal, de las almendras, éste se realizo bajo el esquema
propuesto por Weende (14) y que se describe en la figura 9.

Para realizar las determinaciones consideradas en dicho esquema se
siguieron las técnicas reportadas en el AOAC (15), con ligeras modificaciones:
En el caso del andlisis de proteina cruda, la digestion se realizé en un digestor
de placa multiple y la destilacion se realizo en un microdestilador Labconco, y
para la determinacion de fibra cruda, aunque se realizo de acuerdo a la técnica
original ésta se llevd a cabo en un sistema de digestion Labconco y se
utilizaron, en la filtracion, embudos tipo California.

Como segundo paso se procedio a la determinacion del contenido
potencial de B-Glucosidasa en la semilla de capulin por medio de la
determinacion de glucosidos cianogénicos tomando como referencia la
metodologia desarrollada en nuestro laboratorio (descrita en la pag.38), que nos
sirve para detectar tanto cualitativamente como cuantitativamente la presencia

de dichos compuestos en semillas de leguminosas (8). Se espera no encontrar

diferencia estadisticamente significativa entre el contenido de glucésidos -

cianogénicos (expresado como mg HCN/100g de muestra) en la almendra de
capulin, con y sin adicion de B-Glucosidasa externa.

El tercer paso fue el desarrollo de un micrométodo para la determinacion
de actividad enzimatica de B-Glucosidasa, la cual se decidio monitorear a

través de la aparicion de producto; en este caso glucosa, que se consideré muy
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Carbohidratos asimilables por diferencia (CHO)
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l

CENIZAS

FIGURA 9 Diagrama para realizar el analisis bromatolégico (14)
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conveniente puesto que este método ha sido establecido como el mas especifico
de los métodos no enzimaticos para tal nbjetivo. EI método es simple, rapido y
sensible a causa del color azul intenso que desarrolla. (16)

Adicionalmente, para saber que estamos llevando a cabo un adecuado
proceso de purificacion de nuestra enzima, es necesario determinar la actividad
especifica, para lo cual es indispensable la cuantificacion de proteina, que en el
presente trabajo se llevo a cabo por el método de Kjeldahl para las alinendras
de las que se partio y por el método de Lowry para el caso de la harina de
alimendras de capulin desengrasada (HACD), para el dializado y para el
liofilizado que se obtienen durante la purificacion.

El cuarto paso, que es precisamente proceder con la purificacion de la
proteina, y el quinto paso se veran mas adelante.

En cuanto al desarrollo, anteriorinente se menciond que el monitoreo de
la actividad enzimatica se llevd a cabo por medio de la determinacion de
glucosa, que es uno de los productos de la hidrolisis de los glucosidos
cianogénicos, pero vale la pena mencionar que esto fue factible porque antes de
tomar tal decision se realizo la cuantificacion de glucosa libre que pudiese tener
per se la almendra de semilla de capulin; ya que si ésta hubiese resultado ser
una cantidad muy grande, habria interferido en la determinacion de la actividad
enzimatica, causando problemas en el monitoreo por nedio de la cuantificacion
de este producto. Para conocer este dato se tratd la muestra de la siguicnte
forma: 1° se inactivo la B-Glucosidasa endogena de las almendras (aprox. 15g),
dandoles un tratamiento térmico en autoclave a 121°C/15 min. y después se
trituraron y desengrasaron por el método de soxlilet (15) utilizando hexano

como disolvente en vez de éter ctilico, porque su manejo es metios riesgoso, sin
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importar que la temperatura de ebullicion del hexano, que es mayor a la del éter
inactivara la enzima endogena ya que incluso éste es uno de los fines que se
persiguen para que no existan errores en la determinacion de glucosa libre total.

Después se procedio a la determinacion de glucosa.
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METODOS

Fundamento: El presente método aprovecha la reaccion -sensible y
especifica de Guignard, la que es ampliamente utilizada en pruebas
cualitativas para la deteccion tanto de glucosidos cianogénicos como del
propio HCN. Para cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser
liberado se hace uso de una hidrolisis enzimatica del correspondiente

glucosido cianogénico.(adicion de B-Glucosidasa)

OH OH
NO2 NO2 NO2 NHOH
s2HCN  medio F140;
alcalino CN CN
NO2 NO2
dcido picrico isopurpurina

La sensibilidad de este método es muy alta, puede detectar hasta Spg
de HCN.

Equipo y material especial:

Incubadora marca BLUE M

Congelador comercial

Espectrofotometro Sequoia-Turer mod.340

Bailo de agua con agitacion LAB-LINE No.3575
Tubos de cultivo con tapon de rosca PYREX #9826
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Molino marca Cyclone

Fotoceldas 19x105 (Coleman)

Reactivos y soluciones:

Fécula de maiz comercial o dextrina

Solucién de KCN equivalente a 100 ugHCN/ml.
HClI 0.5N

Buffer de fosfatos pH 7.00 (Merck 9439)

Papel indicador de HCN (a)

Solucién de B-Glucosidasa con activador (b)

Solucién de picrato de sodio alcalinizada (c)

Preparacion de soluciones:

(a) Papel filtro Whatman del #2, se empapa en una solucion de picrato
de sodio (c), se seca en una estufa a una temperatura de 55-60°C/30 min. y se
cortan tiras medidas de 2x10 cm.

(b) 0.25g de B-Glucosidasa comercial, se disuclven con buffer de
fosfatos pH 7.00, agitando con precaucion (de lo contrario se formara una
gran cantidad de espuma). Una vez disuelta la enzima, se le adiciona 1,7g de
NaNO; que actia como activador de dicha enzima, todo lo anterior se lleva a
un volumen de 250 ml. cou el mismo buffer y asi tenemos una concentracion
de | mg de B-Glucosidasa/ml. y 0.08 M de NaNO;,

(c) Se disuelven en agua destilada 2.5g de dcido picrico y a
continuacion 12.5g de carbonato de sodio, llevandose a un volumen de 500

ml.también con agua destilada.
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Procedimiento: Curva estandar: Para la elaboracion de nuestra curva
de referencia, se usa la solucion de KCN. Ademas con el fin de simular la
interaccion muestra-HCN liberada, se introduce en nuestra curva estandar la
llamada matriz alimenticia (Harris y col. 1980), en nuestro caso se usa fécula

de maiz comercial o dextrina

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR:

ml. soln. matriz Buffer _40°C » HCI05N Concentracion

estandar aliment. pH?7 ":'(‘)‘.W (enfrio)  de HCN (ug)

0.00 500mg 5.0ml I'ml. BLANCO
0.05 “ * * 50
0.10 “ “ * 10.0
0.20 “ * * 20.0
0.40 “ * * 40.0
0.60 «“ * * 60.0

La curva estandar va de 5 a 60 ug de HCN ya que fue el rango optimo
encontrado en la respuesta concentracion de HCN vs D.O (r=0.99) en donde
se cumple la ley de Lambert-Beert. Dicha serie de tubos se trabajan en la
misma forma que para la liberacion de HCN en la muestra.

Preparacion de la muestra: El material integro fresco se somete a una

molienda fina (molino Cyclone), e innediatamente se pasa a un frasco que
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cierre perfectamente y si no se va a realizar en ese momento la determinacion,
se procede a colocar la muestra ya molida en el congelador.

Liberacion del HCN de la muestra: Se colocan en un tubo de cultivo
(Pyrex) 0.01 g (10mg) de muestra; a continuacion se le adicionan 5.0 ml. de
solucion de B-Glucosidasa. (fria) se homogeniza y se procede a colocar la tira
de papel indicador humedecida (aproximadamente con 8 gotas de agua) en la
boca del tubo con una orilla prensada cuando se cierre herméticamente con el
tapon de rosca,

Una vez que se tiene el anterior dispositivo se colocan en el baio maria
que esta a una temperatura de 40° C £ 1°C y con el control de velocidad de
agitacion ajustado a 3.5 por espacio de 4 hrs. Al final de dicho tiempo se

saca el tubo y se coloca en el congelador por 30 min. Después se saca el tubo

del congelador y se destapa para adicionarle 1ml de HCl 0.5N (frio); hay que

hacer notar que si se usan los tapones adecuados, la tira de papel indicador
quedara adherida a dicho tapon y no se presentaran problemas de
manipulacion en este paso.

Una vez adicionado el HCI, se vuelve a cerrar perfectamente, se
homogeniza teniendo la precaucion de que el liquido no toque el papel
indicador y se coloca en la incubadora por espacio de 15 in, a la
temperatura de 60° C. Transcurrido el tiempo, se saca de la incubadora y en
ese momento se puede realizar visualmente la deteccion cualitativa, que se
manifiesta porque el papel indicador muestra una coloracion café-rojiza,
entonces se procede a la deteccion cuantitativa.. Con cuidado se recupera el
papel indicador y se coloca en un tubo de cultivo (Pyrex), se le adicionan 20

ml. de agua destilada (medidos con bureta) se tapa y se agita vigorosamente
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con el fin de extraer el pigmento de isobufpurina del papel indicador en el
agua.

Después de extraer el pigmento (aprox. de 2 a 5 min.) se recupera el
solvente (agua), eliminando los residuos de papel por una simple filtracion
con papel de filtracion riapida. Cuando asi se requiera se puede hacer una
nueva adicion de agua (20 ml.) para extraer completamente el pigmento
(dilucion).

La solucién filtrada se coloca en la fotocelda, para su lectura en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 520 nm; previamente ajustado a

100% T con el blanco correspondiente (todos los reactivos excepto la

muestra),
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Método para la determinacidon de glucosa
Fundamento; Una disolucion de o-toluidina en 4cido acético glacial cuando se

calienta con la glucosa da lugar a un producto coloreado con un maximeo de absorcion
a 630 nm. E! grupo aldehido de la glucosa se condensa con el reactivo para formar
primero glucosilamina y posteriormente un producto coloreado denominado

genéricamente base de Shiff.

Equipo y material especial:

Digestor Supelco

Espectrofotometro Sequoia-Turner mod. 340
Tubos de rosca Pyrex #9825

Tapones de rosca con cubierta de teflon

Pipeta automatica Labsystems de 200- 1000 !

Reactivos* y soluciones:

Solucion de acido benzoico (d)

Patron de reserva de glucosa (e)

Patrones de trabajo de glucosa (f)

Reactivo de coloracion de o-toluidina (Merck 3306)

Preparacion de soluciones:

(d) Disolver 1.4 g de acido benzoico en 800 ml. de agua desionizada con
calentamiento. dejar enftiar y aforar a 1000 ml.
(e) Disolver 250 mg de glucosa en 200 ml. de disolucion de dcido benzoico y

aforar a 250 ml. con la misma disolucion,

4)
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(f) Tomar alicuotas de 2.5, 5.0, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20, 22.3 y 25 ml. del
patron de reserva de glucosa, y aforar cada una a 50 ml. con dcido benzoico.

*Todos los reactivos utilizados en todos los métodos son grado analitico (R.A)

Procedimiento: Se pipetean 3 mi. del reactivo de coloracion en una serie de
tubos de vidrio, preferentemnente con tapas de rosca forradas de teflon. Con
micropipetas se afiaden a los tubos 500 pi (0.5ml.) de la solucion problema®. Para el
blanco se adicionan 500 ul de solucion de acido benzoico en vez de la muestra. Se
mezcla el contenido de cada tubo, se tapan y se calientan en un digestor a 100°C
durante 13 minutos. Se retiran al cabo de este tieinpo y se enfrian en baiio de agua
helada hasta que alcancen la temperatura ambiente. Se lee la absorbancia del
contenido de cada tubo frente al blanco a 630 nm, ‘

* Para este trabajo, para el caso especifico de la determinacion de glucosa libre
de 1a harina de almendra de capulin desengrasada, la solucion problema se prepar6 de
la siguiente manera; Se peso 1g de harina desengrasada y se disolvié en 100 mnl. de
una mezcla agua:etanol 90:10 (v/v) con agitacion a 200 rpin. durante 2 horas. con el
fin de extraer el azicar de la muestra. Finalmente se procedio a hacer una filtracion.

Para la elaboracion de la curva patron, se sigue el mismo procedimiento,
utilizando como muestras los diferentes patrones de trabajo de glucosa y se grafica

concentracion de glucosa contra absorbancia.
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Curva de actividad de la f- Glucosidasa comercial

Fundamento: la hidrolisis de amigdalina por accion de la f-
Glucosidasa da como resultado la liberacion estequiométrica de HCN
(relacion 1:1) y 2 moles de glucosa, la cual puede ser cuantificada por
diferentes métodos, y en este caso se eligio el de la reaccion con o-toluidina.
Dentro de un cierto rango, es decir, hasta que se llega al limite, a mayor
tiempo de reaccion, mayor liberacion de glucosa, teniéndose control sobre
concentracion de sustrato (amigdalina) y enzima, asi como del pH,
temperatura y adicion de ciertos activadores.

La actividad se expresa en unidades de actividad (U) (cap.l revisién de

tecnologia enzimatica, ver “unidades” pag 26)

Equipo y material especial:

Baflo de agua con redstato Grant

Vortex Lab-line con control de agitacion
Pipeta automatica Labsystems de 200-1000 pl
Cronémetro

Potenciémetro Coming mod.10

Reactivos y soluciones:

Acido acético al 18 %

Amigdalina (Sigma cat. A 6005)
B-Glucosidasa (Sigma cat. G-0395)
Nitrato de sodio

Buffer de citrato-fosfato pH 5.0 £0.1 (g)
Solucion de amigdalina (h)
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solucion de B-glucosidasa comercial (i)

Preparacion de soluciones:
(g) Mezclar 243 ml. de una solucion 0.1 M de acido citrico (19.21 g en

1000 ml.) con 257 ml. de una solucion 0.2 M de fosfato dibasico de sodio
(53.65g de NaHPO,4.7H,0 6 71.7 g de Na,HPO,.12H,0 en 1000 ml.) y aforar
a 1000 ml.. Ajustar el pH, si es necesario.

(h) Se pesan 76.25 mg, de amigdalina y se aforan a 100 ml con buffer
de citrato-fosfato pH 5.0

(y) Mezclar 1025 mg de B- Glucosidasa y 0.68 g de NaNO;
(concentracion 0.08 M) y aforar a 500 ml. con buffer de citrato-fosfato pH
5.0.

Procedimiento: Todos los reactivos deben estar preincubados a 37°C.
Con micropipeta, se adiciona | ml. de solucion de p-Glucosidasa en una serie
de 8 tubos de ensaye (minimo por duplicado). Se colocan los tubos en un
baiio de agua a 37°C. Al primer tubo se le adiciona | ml. de 4cido acético, y
posteriormente 4 ml. de solucion de amigdalina; ésto con el objetivo de que
se inactive la enzima antes de entrar en contacto con el sustrato. Este tubo
corresponde al tiempo cero de reaccion.

al segundo tubo se le adicionan 4 ml. de solucion de amigdalina,
midiendo con crondmetro el tiempo de reaccion. A los 10 minutios exactos se
para la reaccion adicionando ! ml. de acido acético, se saca el tubo del bafio

y se mezcla perfectamente el contenido del tubo utilizando un “vortex”.
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Se sigue el mismo procedimiento del segundo tubo con los 6 tubos
restantes, pero deteniendo la reaccion a los 15, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos,

respectivamente.

Finalmente, de cada tubo se toma una alicuota de 0.5 ml. a la cual se le

determina glucosa por el método de la o-toluidina ( descrito en la pag. 43)
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Actividad de la B-Glucosidasa enddgena

El fundamento, equipo, material, reactivos y soluciones son exactamente
los mismos que los de la curva de actividad de la B-Glucosidasa comercial
(descritos anteriormente en la pig. 45 ), con excepcion de la propia fB-
Glucosidasa comercial y su respectiva solucion que en este caso no se
requieren, puesto que se va a estudiar la enzima que contienen las almendras de

capulin per se.

Procedimiento: Es esencialmente el mismo que el de la curva de
actividad de la Glucosidasa comercial, bajo las mismas condiciones de:
Temperatura=37°C, pH=5.0£0.1, Volumen total del sistema=6 ml., y el tiempo
de reaccion optimo que fue de 45 minutos.

En vista de que la cantidad a utilizar de muestra (harina de almendras de
capulin), sera la que sustituira a la enzima comercial; se adiciona una cantidad
que asegure contener la misma concentracion que la B-Glucosidasa comercial
utilizada en la curva de actividad de ésta, incluso atin mas, puesto que no toda
la proteina que contiene la almendra cs B-Glucosidasa asi que se decidio
utilizar 10 veces mas de proteina, por lo tanto, se manejo un peso de 0.6 mg. de
muestra disueltos en 1 ml. de buffer pH 5.0, por cada tubo de reaccion. Esto
sera el sustituto de la solucion de B-Glucosidasa comercial.

El experimento se realizo con 2 blancos ( tubos de tiempo cero ), y
minimo por triplicado; para después de 45 minutos de reaccion y haberla

detenido con dcido acético al 18%, proceder a tomar una alicuota de 0.5 ml. de
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cada tubo, a las que se les determina glucosa por ¢l método de la o-toluidina
(descrito en la paginad3).

También se les realizo a las almendras la determinacion de proteina, por
el método micro-Kjeldahl (15), para poder calcular la actividad especifica de
éstas que son la materia prima de referencia, es decir, de la que se partira para

llevar a cabo la obtencion del extracto enzimatico semipurificado.
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Determinacion de proteina
Modificacion del método de Lowry que da una respucsta fotométrica

lineal (17)

Fundamento: Consultarlo en el capitulo primero, (purificacion de

enzimas ), del presente trabajo.

Equipo y material especial:

Tubos Pyrex # 9800

Baiio de agua con redstato Grant

Pipeta automatica Labsystems de 200-1000 pl.
Pipeta automatica Labsystems de 50-100 pl,
Cronometro

Espectrofotometro Sequoia-Turner mod. 340

Fotoceldas 19x105 mm. (Coleman)

Reactivos y soluciones:

Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma)

Hidroxido de sodio IN

albumina bovina (Sigmna cat.A-3425)

Solucion A; de tartrato de sodio, y potasio y carbonato (j)
Solucion B; de tartrato de sodio y potasio y sulfato de cobre (k)
Solucion C (1)
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Preparacion de soluciones:

() Solucion A: Se disuelven 2 g. de tartrato de sodio y potasio y 100 g.
de NayCO; en 500 ml. de sosa IN para después aforar a 1000 ml.

(k) Solucion B: Se disuelven 2 g. de tartrato de sodio y potasio y 1 g. de
CuSOy4e5H,0 en 90 ml. de H,O para aforar después a 100 ml, con NaOFH IN,

(1) Solucion C: 1 volumen del reactivo de Folin-Ciocalteau, se diluye con
E5 volumenes de H,O. Esta solucion se prepara diariamente y debe tener una
normalidad centre 0.15 N y 0.18 N cuando se titula a pH 10 con sosa IN. Si la
acidez fuese mayor a 0.18 N debera ser ajustada con sosa ( generalmente este
ajuste no es necesario)

El hecho de dividir el tartrato entre las soluciones A y B previene la
cristalizacion en B y mantiene la concentracion necesaria de tartrato para cl
ensayo.

Las soluciones A y B, almacenadas en recipientes de polietileno a
temperatura ambiente, permanecen estables y tienen una caducidad de al menos

6 meses.

Procedimiento: Curva estandar: Se utiliza una solucion de albimina
bovina cuya concentracion equivalga a 360 pg/ml. de H,O destilada.

La curva estandar va de 36- 324 pg. de proteina (albimina bovina)
donde se cumple la ley de Lambert-Beer. Y esta serie de tubos se trabaja en la
misma forma que las muestras de proteina problema:

Las muestras problema se diluyen con | ml.de agua destilada, se colocan
en tubos con su correspondiente ctiqueta y se les adicionan 0.9 ml. de la

solucion A con agitacion para que se mezclen, a continuacion se colocan en un
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bafio de agua a S0°C durante 10 minutos, después de los cuales se retiran del
baitio hasta que vuelvan a alcanzar la temperatura ambiente (21-25°C, en
aproximadamente 10 min.), y puedan ser tratados con 1 ml. de la solucion B;
los tubos se dejan a la temperatura ambiente al menos 10 minutos y después se
tratan con 3 ml. de la solucion C; que es adicionada de manera ripida y con
cierta presion para asegurar que se mezclen en cuestion de | a 2 segundos, Los
tubos son de nuevo colocados en el baiio de agua a 50°C/{0 minutos y
enfriados a temperatura ambiente, para finalmente proceder a la lectura de las

absorbancias a 650 min.

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR:

Tubo#  mlsoln. estand.  ml. HyO---eeeneevn- Conc. proteina.ug.
Blanco 0.0 1.0 0
2 0.1 0.9 36
0.2 0.8 72
4 0.3 0.7 108
5 0.4 0.6 144
6 0.5 0.5 180
7 0.6 04 216
8 0.7 0.3 252
9 0.8 0.2 288
10 0.9 0.1 324
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OBTENCION DE UN EXTRACTO SEMIPURIFICADO CON
ACTIVIDAD DE p-GLUCOSIDASA

Tratamiento de la muestra:

Ya que se trabaja con la almendra de la semilla de capulin, fue
necesario desengrasarla con la finalidad de eliminar esta fraccion que podria
interferir en el proceso de purificacion. Por lo tanto las almendras se
separaron de sus respectivas cascaras, hasta tener aproximadamente 150 g. de

ellas, se fraccionaron con una navaja para colocarlas en un sistema de

extraccion Soxhlet, siguiendo el procedimiento del AOAC (15), y utilizando -

como disolvente éter etilico, que posee un adecuado punto de bullicion (bajo)
para evitar que se inactiven térmicamente las proteinas, especialmente la
BGlucosidasa.

Se controlo la temperatura del proceso de desengrasado, que durd
alrededor de 16 horas, de tal manera que siempre estuvo entre 25y 28 °C.

Ya que la temperatura puede aumentar la actividad enzimatica y
probablemente la accion de proteasas endogenas que pudieran inactivar ala
B-Glucosidasa; se asume que lo anterior se evita con ciertas condiciones a
favor como que la almedra tiene un bajo contenido de agua y en el
desengrasado se usa un disolvente no-polar, que no propicia una proteolisis.
Sin embargo, se evalué si este proceso de semipurificacion no afecté la
actividad enzimatica original.

La muestra desengrasada se molié finamente con la ayuda del molino
“Cyclone™ y utilizando la malla mas fina (Imm. de didmetro), para obtener la

harina desengrasada con la que se trabajo para la purificacion.
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Purificacion

Equipo y material especial:

Centrifuga marca Beckman J2-MC

Filtro: Tela de algodon de 36 hilos x pulgada

Membranas de celulosa para didlisis con poder de retencion de
moléculas  de peso molecular 2 12000 (Sigma cat.D-9402)

Liofilizadora marca Labconco mod. §

Reactivos y soluciones:

Arena limpia

Histidina

HCI concentrado

HCl al 10%

NaCl

Solucion de sulfuro de sodio 0.3% (p/v)

Solucion de acido sulfirico 0.2% (v/v)

Polyclar purificado ( Polivinilpolipirrolidona) (m)
Membranas de celulosa para dialisis, tratadas (n)
Buffer A; 0.1M=100mM histidina-HCI pH 6.0 (i1)
Buffer B; 10mM histidina-HCl, conteniéndo 0.17 M de NaCl (o)

Preparacion de soluciones:

(m) El polyclar, cuya funcion es eliminar compuestos fendlicos, debe

ser tratado con dcido y agua para eliminar particulas solubles que pudieran
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containinar. Se calienta el polyclar con HCl al 10 % (temperatura aproximada
70°C) durante 10 minutos, enseguida se elimina el sobrenadante y se realizan
cuantos enjuagues sean necesarios, hasta que el sobrenadante quede claro.

(n) Antes de poder utilizar estas membranas; deben ser tratadas de la
siguiente forma:

n.i- Remover la glicerina ( que trae incluida como humectante la
membrana ) lavindola con agua de la llave, que este circulando durante 3-4
horas.

n.ii- Remover sulfuros tratando la membrana con la solucion de sulfuro
de sodio 0.3% a 80°C durante | minuto.

n.iii- Lavar con agua caliente (60 °C) durante 2 minutos.

n.iv- Acidificar con la solucion de acido sulfirico 0.2%, enjuagar con
agua caliente para remover el acido, hasta cerciorarse de que el agua de
enjuague no tenga un pH acido.

() Disolver 31.02 g. de histidina en aproximadamente 1800 ml. de
agua desionizada y ajustar el pH a 6.0 con HCI, completar el volumen de 2

litros con agua desionizada.
(0) Disolver 78.4 g. de NaCl en 800 ml. del buffer A, llevar a un
volumen aproximado de 7000 ml. y ajustar el pH a 6.0 con HCl y completar

un volumen de 8000 ml. con agua desionizada.

Procedimiento: Se pesaron 30g de harina de capulin desengrasada y
se homogenizaron con agitacion constante durante 1'% horas, junto con 4 g.
de polyclar, 8 g. de arena limpia y 100 ml. del buffer A ( ajustar el pl de este

homogeneizado a pl1 6.0, si es necesario)
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containinar. Se calienta el polyclar con HC! al 10 % (temperatura aproximada
70°C) durante 10 minutos, enseguida se elimina el sobrenadante y se realizan
cuantos enjuagues sean necesarios, hasta que el sobrenadante quede claro.

(n) Antes de poder utilizar estas membranas; deben ser tratadas de la
siguiente fonma:

n.i- Remover la glicerina ( que trae incluida como humectante la
membrana ) lavandola con agua de la llave, que este circulando durante 3-4
horas.

n.ii- Remover sulfuros tratando la membrana con la solucion de sulfuro
de sodio 0.3% a 80°C durante 1 minuto.

n.iii- Lavar con agua caliente (60 °C) durante 2 minutos.

n.iv- Acidificar con la solucion de acido sulfiirico 0.2%, enjuagar con
agua caliente para remover el acido, hasta cerciorarse de que el agua de
enjuague no tenga un pH acido.

(#t) Disolver 31.02 g. de histidina en aproximadamente 1800 m!, de
agua desionizada y ajustar el pH a 6.0 con HCI, completar el volumen de 2
litros con agua desionizada.

(o) Disolver 78.4 g. de NaCl en 800 ml. del buffer A, llevar a un
volumen aproximado de 7000 ml. y ajustar el pH a 6.0 con HCl y completar

un volumen de 8000 ml. con agua desionizada.

Procedimiento: Se pesaron 30g de harina de capulin desengrasada y
se homogenizaron con agitacion constante durante 12 horas, junto con 4 g.
de polyclar, 8 g. de arena limpia'y 100 ml. del buffer A ( ajustar el pH de este

homogeneizado a pH 6.0, si es necesario)
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Se filtro el homogeneizado a través de tela de algodon realizando
enjuagues con el mismo buffer, sin rebasar un volumen de aproximadamente
160 ml. de filtrado.

Inmediatamente después, este filtrado se centrifugo a 4°C a 17,600g
/25 minutos. Se decantd el sobrenadante de los tubos de centrifugacion,
eliminando los sedimentos, se volvieron a juntar los sobrenadantes y se
centrifugaron por segunada vez, bajo las mismas condiciones, pero alora solo
durante 15 minutos.

Se volvieron a decantar y unir los sobrenadantes para dializarlos en
refrigeracion, durante toda la noche, dividiendo el volumen total en 2
porciones iguales, sometiendo cada una a dializado contra 2 litros del buffer
B. Finalmente la solucion enzimatica dializada, que en total hizo un volumen
de 155 ml,, fue liofilizada a -50 °C por fracciones de 40 ml.; teni¢ndo la
precaucion de poner dos de los matraces de liofilizacion, a peso constante,
para despues agregar a cada uno de ellos un volumen exacto de dializado,
para que una vez obtenido el polvo de liofilizacion, se pudiera tener el
residuo solido, es decir, el contenido de solidos totales.

Se hicieron detenminaciones de actividad, tanto a la harina
desengrasada, como a el filtrado y al dializado; con el fin de tener un
seguimiento de la actividad de la B-Glucosidasa presente.

También se les realizo determinaciones de proteina, para poder
calcular la actividad especifica de cada muestra.

Las determinaciones de proteina, se llevaron a cabo por el método de
Lowry modificado( ver pag.49), para lo cual fue necesario preparar 2

soluciones de extraccion, de las proteinas de la harina desengrasada ( de las
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cuales se tomo el ml. necesario para el método Lowry ); una de caracter acido
y otra de carcter basico, ya que no se cuenta con informacion de con cual de
las 2 soluciones se extraen la mayoria de las proteinas de la almendra de
capulin. Las soluciones de extraccion se prepararon como se indica en la
figura 10,

Y para el caso del filtrado y dializado : Se tomaron 400 pl. de cada
uno, se aforaron a 250 ml. con agua desionizada y de cada matraz se tomd |
ml. para la determinacion de proteina por Lowry.

en cuanto a las determinaciones de actividad, éstas se hicieron de la
misma manera que para la -Glucosidasa endogena, utilizando el mismo
tiempo de reaccion de 45 minutos; y para sustituir a la solucion de (-
Glucosidasa endogena, en la determinacion, se hicieron las siguientes
soluciones:

En el caso de la harina de capulin desengrasada, se utilizaron 0.34 mg.
disueltos en 1 ml. de buffer citrato-fosfatos pH 5.0 +0.1, por tubo de
reaccion, teniendo 2 tubos de tiempo cero de reaccion, es decir, 2 blancos. Y
en ¢l caso de el filtrado y dializado: Se tomaron 100 pl. de cada uno, se
aforaron a 50 ml. con buffer de citrato-fosfatos pH 5.0 + O.I, y de cada
matraz se tomo | ml. directamente para el sistema de 6 ml., en total, para la
determinacion de actividad.

La descripcion del proceso anterior, se ilustra en la figura 11.
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11 mg de harina

desengrasada
Coloccar en un vaso de p p. Colocar en un vaso de p.p.
+ 10 ml de NaOH 0.IN + 10 ml de HCI 0.IN
Agitacion mecanica Agitacion mecanica
durante 1 hr. durante 1 hr.
Filtracion (con papel Whatman F‘iltrac’if'm (Fof‘ papel Whatma
filtracion rapida) con enjuagues filtracion rapida) con enjuagu
de H70 destilada de H20 destilada
Recibir el filtrado en un Recibir el filtrado en un
matraz aforado de 100 ml matraz aforado de 100 ml
Aforo a 100 ml Aforo a 100 ml
Tomar | ml para la determinacion Tomar | ml para la determinacio
de proteina por Lowry de proteina por Lowry
Tratamiento basico Tratamiento acido

FIGURA 10 Diagrama que muestra la extraceion de proteinas por
medio de dos diferentes tratamientos
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tlarina desengrasada

Extraccion de la fraccién
Proteica 1% Hr

'

Determinacion de
(P1), (A}), (AE})

Determinacién de
(P2), (A2). (AE2), M))

Filtracion
|
Residuo
Lavado
Centrifugacion
Eliminacion de l
los sedimentos Sobrenadante

P = Detenminacion de proteina
A = Determinacién de aclividad
AE = Aclividad especifica
M = Sdlidos totales

Centrifugacion

Dialisis

Liofilizacion

Determinacion de
(P3), (A3), (AE3), (M2)

FIGURA 11 Diagrama de flujo para la obtencion de un extracto
semipurificado con actividad de p-Glucosidasa.
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Comparacion preliminar de la enzima comercial con el liofilizado

obtenido, gue la contiene.
Se llevo a cabo la determinacion de glucosidos cianogénicos, utilizando

la metodologia ya decrita ( pag 38 ), en muestras en que el glucosido
cianogénico no fuera la amigdalina, como es el caso del frijol de lima

(Phaseolus lunatus), para lo cual se utilizo una variedad silvestre ( frijol del

monte ) y una cultivada ( clave # INIA-CIAT # 524B proporcionado por la
Universidad Autonoma de Chapingo ) . Para llevar a cabo la comparacion
pretiminar, se realizaron duplicados como minimo, en una prueba, utilizando
la solucion de P-Glucosidasa comercial y en otra sustituyendo la anterior
solucion por la solucion del liofilizado obtenido en la misma concentracion
que la P-Glucosidasa comercial ( esta solucion sera ahora la fuente de
enzima). Lo anterior se llevo a cabo con cada una de las harinas de frijol de

lima.
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CAPITULO I

RESULTADOS Y DISCUSION

En seguida son presentados los resultados obtenidos de la realizacion
experimental, descrita en el anterior capitulo, y su respectivo andlisis o
discusion.

Los resultados en general y los presentados en las tablas, corresponden
a datos promedio, ya que todos los experimentos fueron llevados a cabo por
triplicado, como minimo.

Para el andlisis estadistico de los datos, se hicieron las pruebas
convenientes con 95% de confianza ( p= 0.05 ) con ayuda del programa de
computo “Statgraphics” version 5.0.

Solo se presenta la discusion de estos andlisis, en los casos que se

juzgo de importancia.
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Porcentajes
Las semillas de capulin resultaron tener el siguiente porcentaje en

cuanto a composicion de cascara y almendra: Cascara=67.83 %,
Almendra=32.17 %.

Como se aprecia, solo una tercera parte es lo que compone a la
almendra que es la que finalmente se utiliza como fuente para la obtencion del

extracto enzimatico en el presente trabajo.

La tabla 3 reporta los resultados del analisis bromatologico.

Tabla 3. Analisis bromatologico de la almendra de semilla de capulin.

Determinacion %
Humedad 3.64

Cenizas 2.87

Grasa 47.50

Proteina (Nx 6.25) 34.00

Fibra 3.06
Carbohidratos (por diferencia) 9.23

De los valores anteriores se pudo tomar inmediatamente la decision de
desengrasar la muestra, puesto que como s¢ aprecia, esta porcion es la de

mayor porcentaje en la composicion de la almendra de capulin y es
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conveniente eliminarla pues podria interferir en el proceso de purificacion de
la enzima.

De estos valores se pudo tener también una vision en cuanto a la
factibilidad de monitorear la actividlad enzimatica por medio de la
determinacion de glucosa, ya que la cantidad de carbohidratos, solo
representa alrededor del 9%. No obstante, se determind el contenido de
glucosa libre, que aparentemente no debe de causar problemas ya que su

nivel es bajo.
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Contenido potencial de B-Glucosidasa

Como se mencioné anteriormente, la determinacion del contenido
potencial de B-Glucosidasa, en la almendra de la semilla de capulin, se llevo a
cabo por medio de Ia detenminacion de glucosidos cianogénicos; enseguida se
presenta la curva estandar de acido cianhidrico, en cuya elaboracion se fijo el
rango de concentracion de la cantidad por detectar (5-60 g de HCN). La
tabla 4 muestra los datos finales de esta curva estandar, y la figura 13

corresponde a la gréfica de absorbarncia contra concentracion de HCN en pg.

En cuanto a los resultados del contenido potencial de f-Glucosidasa en
la almendra de semilla de capulin; el contenido promedio de glucosidos
cianogénicos, en la determinacion con adicion de enzima fue de
49549+14.64 mgHCN/ 100 g de muestra y el contenido promedio de
glucosidos cianogénicos sin adicion de enzima fue de 486.82+126.49 mg
HCN/ 100 g de muestra.

Tal como era la expectativa, al analizar los datos anteriores
estadisticamente ( con la prueba de t de student independiente, con un 95 %
de confianza ), no se encontro diferencia significativa por lo cual se pudo
corroborar que la almendra de la semilla de capulin, es una imuy buena fuente

para la obtencion del extracto con actividad de B-Glucosidasa.



Tabla 4. Curva estandar de acido cianhidrico.

Atsorbancia

mg de HCN | Absorbancia
0 0.000
5 0.014

10 0.025

20 0.056

40 0.123

60 0.203

Curva patron de HCN
0.20 9
yd
0.454 //
//"’/
0.104 N '
0.05 e '//
1
»
00049 &~
0 0 20 30 © 50 60
(HCN) ng
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Inactivacién de la enzima enddgena

Como se sabe que practicamente cualquier muestra vegetal, tiene
glucosa libre, fue necesaria su cuantificacion; teniendo como primer objetivo,
tomar ya la decision, de que cuantificar la aparicién de producto ( glucosa )
serd, para el presente trabajo, el método mas conveniente. Para dicha
cuantificacion, se inactivo la B-Glucosidasa enddgena, como se describio ya
en la parte de desarrollo ( capitulo II pagina 32).

La tabla 5 muestra los datos finales de la curva estandar de glucosa,
donde se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal, bastante aceptable
(r=0.9967) y el rango de deteccion de esta curva es de 0-250 pg. La grafica
correspondiente se presenta en la figura 14.

Los resultados de la detenninacion de glucosa libre en la almedra de
capulin ( desengrasada ), son presentados en la tabla 6; en la que como se
puede observar, el contenido de glucosa libre en la almendra de capulin, no es
realmente significativo, ya que no llega a representar ni el 2 % de la
composicion total de esta almendra, y precisamente este fue uno de los
resultados que nos alentd a tener un seguimiento de la actividad enzimatica,
por medio de la determinacion de glucosa ( método por aparicién de producto
)que se presenta consecuentemente con la hidrolisis de el glucésido
cianogénico. Ya que al no representar una gran cantidad, se sabe que no
interferird en la cuantificacion de glucosa liberada al llevar a cabo la hidrolisis
de la amigdalina, ya sea con la B-Glucosidasa comercial o con el preparado

semipurificado de capulin.
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Tabla 5. Curva estandar de glucosa.

pg de glucosa Absorbancia
0.00 0.000
25 0.129
50 0.257
75 0414
100 0.520
125 0.641
150 0.766
175 0.861
200 0.987
225 1.056
250 1,137
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ABSORBANCIA

Curva patron de glucosa

14

0.4+

02+

] .
0.0 /

(glucosa) pgramos

Tabla 6. Determinacion de glucosa libre en las alinendras de capulin,

Almendra de Glucosa libre Glucosa libre % Glucosa
capulin mg/g M mg/100g M libre
17.25+1 .84 1725+184 1.7
M = muestra.
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Curva de actividad de la B-—Glucosidasa

Fue necesario el desarrollo de un micrométodo para la deternminacion
de actividad de la B-Glucosidasa, y se desarrolld de la siguiente tmanera:

Se pens6é en condiciones adecuadas, de acuerdo a la bibliografia y
experiencia, del sistema a desarrollar; como lo es:

- Un volumen adecuado que fue de 6 ml. en total, contando ya con |
ml. que se agrega, de acido acético al 18%, para detener la reaccion, pues se
sabe que las proteinas se desnaturalizan a pH bajo, y ademas pensando en
que en la determinacion de glucosa, se utiliza acido acético como reactivo ( el
dc. acético es parte de la composicion del reactivo de o-toluidina o * de
coloracion * de Merck ), por lo que es un punto a favor para que no haya
interferencias.

- Llevar a cabo la reaccion a una temperatura de 37 °C.

- pH=5.0 £ 0.1, con buffer de citrato-fosfatos.

- Adicion de NOy, agregado como nitrato de sodio ( NaNO; ), que
actia como activador enzimatico.

- Relacion enzima:sustrato, de 1:4 ( en base a peso neto )

Teniendo un control sobre estas condiciones, se procedio a la
experimentacion; para finalmente, lograr obtener el tiempo de reaccion
optimo, es decir, el tiempo al que se presenta la mayor actividad de la
enzima.

Conociendo el rango de deteccion de la curva estiandar de glucosa
(25250 pg), se adiciond una concentracion tal de amigdalina, que al

reaccionar en el sistema, la cantidad de glucosa liberada fuera tal, que ain
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llevando a cabo la reaccion al 100 %, se pudiese detectar aproximadamente a
la mitad de la curva estandar, cuando se tomasen 0.5 ml. del sistema para
realizar la cuantificacion de glucosa. Entonces se partio de una concentracion
de amigdalina, en el sistema, de 3.05 mg/ 4ml. de buffer; y , de esta forma, si
la reaccion se llevara a cabc en un 100 %, se tendrian maximo 200 pg de

glucosaen 0.5 ml;

P.M amigdalina=457 .4
3.05 mg amigdalina x (360mg glucosa/457.4mg amigdalina)=2.4mg glucosa/6mi.
Es decir, 0.2 mg de glucosa/0.5 ml.=200 pg de glucosa/0.5 ml.

Para determinar el tiempo de reaccion, se realizaron detenminaciones a
diferentes tiempos, desde los 10 hasta los 90 minutos, y después de
determinarles glucosa, por el método de la o-toluidina, se obtuvieron los
resultados reportados en la tabla 7, y las graficas de las figuras 15 y 16.

En la tabla 7 se aprecia que el porcentaje de hidrolisis de la amigdalina,
va en aumento conforme transcurre el tiempo, y ello es logico, puesto que s¢
le esta dando a la enzima, mas tiempo de actuar, pero no sucede lo mismo
con los valores de actividad ( U ) y actividad especifica, que tanto en la figura
15 como en la nimero 16, se aprecia una clara tendencia de éstos, a
aumentar, hasta los 45 minutos en que ¢l valor desciende, es decir, la(s)
actividad(es) alcanza un maximo, y esto es finalmente lo que nos interesa
para poder establecer el tiempo de reaccion cn lo sucesivo, que con

fundamento en los resultados, serd de 45 minutos.
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Tabla 7 Determinacion del tiempo optimo de reaccion de la enzima

BGlucosidasa ( comercial )

tiempo de [glucosa) uM % Actividad®= | Actividad
reaccion | Absorbancia |\ 2 enel | Glucosa | hidrolisis U(uM/min) | especifica
(minutos) sist.de6ml. U/mgprot*

10 0.124 225.77 1.254 9.4i 0.125 5.95

15 0.181 373.61 2.076 15.57 0.138 6.57

30 0.344 79632 | 4.424 33.18 0.147 7.00

45 0.553 1338.48 7.44 55.717 0.165 1.86

60 0.676 | 1657.51 9.2 69.06 0.154 733
75 0.688 | 1688.64 9.38 70.36 0.125 595
90 0.751 1852.08 | 1029 7717 0.114 5.43

* Al referimos a los mg de proteina, estamos hablando de la cantidad
de B-Glucosidasa, adicionada al sistema, que fueron 0.021 miligramos.

& La actividad esta expresada como pM de glucosa producida /minuto.
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Actividad de la p-Glucosidasa

Actividad (U) Actividad especifica (U/mg proteina)
017
{ 80
0.16 -
. 75
(/
015 o ‘ -
s e X 70
014} ~
! / : 65
ot -
4 / 60
012 -
! 55
onk -
Il i ) A L e i 5.0
0 2 w 4 60 80 100

Tiempo ( munutos )

Figura 15 Grafica de la B-Glucosidasa comercial. Actividad v.s tiempo
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Determinacion de proteina
( por medio del método Lowry modificado )

Después de haber extraido las proteinas de la harina desengrasada, tanto
en medio acido ( HCI ), como en medio basico ( NaOH ), se obtuvieron los
datos de latabla 8

Tabla 8. Extraccion de proteinas

Solucion de Solucion de

extraccion acida extraccion basica

Harina de almendrade | 45.7 % de proteina | 61 % de proteina

capulin desengrasada

El llevar a cabo la extraccion de proteinas, en la harina de almendra de
capulin desengrasada, por medio de 2 soluciones, una de caracter acido y otra
de caracter basico, se tuvo que realizar puesto que no existe mucha informacion
en cuanto a métodos de extraccion de las proteinas de la almendra de capulin, y
al realizar la extraccion, se encontro que se pueden “extraer” mayor cantidad
de proteinas utilizando la solucion de caracter basico ( casi una tercera parte
mas ), que con la de caricter dcido; lo cual nos sugiere; que existe una fraccion
importante de proteinas de caracter dcido, que estan tal vez en mayor cantidad
que las de caracter basico. El valor de 61 %, fue el que se considerd como
vilido en cuanto a la cantidad de proteina que posee la harina de capulin

desengrasada, para realizar calculos posteriores.
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La tabla 9, muestra los datos de la curva estandar de albiimina bovina, en

la que el rango de deteccion va de 36-324 pg, y la figura 16 corresponde a la

grafica de esta misma curva estandar.

Tabla 9. Curva estandar de proteina.

ug de proteina absorbancia

0 0.000
36 0.205
72 0.393
108 0.550
144 0.691
180 0.834
216 0.972
252 1.131
288 1.256
324 1.367
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Absorbancia
16

Curva patron de proteina.

1.4 4
1.2J
1.0 4

0.8

004

Y v T v Y
100 200 300

(Proteina) pgramos

Figura 16 Curva patron de proteina
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Actividad

Tanto de la enzima B-Glucosidasa endogena ( almendras integras ),
como de la harina de almendra de capulin desengrasada.

La realizacion de esta parte experimental di6 como resultados los datos

presentados en la tabla 10

Tabla 10. Actividad

Actividad
Actividad =U especifica =
(uM/min.) U/mg proteina.
Almendra de capulin 0.281 0.844
integra (ACI)
Harina de almendra de 0517 0.859
capulin desengrasada
(HACD)

Recordar que para el caso de las almendras de capulin integras, para el
cdlculo de actividad especifica, se considerd el valor promedio de 34 % de
proteina ( dato obtenido por Kjeldhal ), mientras que para HACD, se considero
el valor promedio de 61 % de proteina ( dato obtenido por Lowry ).

Vale la pena mencionar que la determinacion de proteina para ACI se
hizo tanbién por el método Lowry, pero el valor resulto muy bajo ( 16 % ),
por lo que no se pudo considerar como aceptable; esto fue debido seguramente

a interferencias como ¢l bien sabido efecto quelante de los fitatos y otros
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Actividad

Tanto de la enzima P-Glucosidasa endogena ( almendras integras ),
como de la harina de alimendra de capulin desengrasada.

La realizacion de esta parte experimental dio como resultados los datos

presentados en la tabla 10

Tabla 10. Actividad

Actividad
Actividad =U especifica =
(uM/min.) U/mg proteina.
Almendra de capulin 0.281 0.844
integra (ACI)
Harina de almendra de 0.517 0.859
capulin desengrasada
(HACD)

Recordar que para el caso de las almendras de capulin integras, para el
calculo de actividad especifica, se considerd el valor promedio de 34 % de
proteina ( dato obtenido por Kjeldhal ); mientras que para HACD, se considero
el valor promedio de 61 % de proteina ( dato obtenido por Lowry ).

Vale la pena mencionar que la determinacion de proteina para ACI se
hizo también por el método Lowry, pero el valor resultd muy bajo ( 16 % ),
por lo que no se pudo considerar como aceptable; esto fue debido seguramente

a interferencias como el bien sabido efecto quelante de los fitatos y otros
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compuestos polifendlicos hacia el cobre ( que se utiliza en la determinacion de
proteina por Lowry ), por manejar la almendra de semilla de capulin integra, (
con grasa y sin pulverizar ), y consultando en la bibliografia ( 18 ), se pudo
fundamentar y apoyar tal consideracion, ya que se reporta que ¢l contenido de
proteina para este tipo de especies vegetales, es de alrededor del 30 %, por lo
tanto, se tomod como valido el valor obtenido por Kjeldhal del contenido de
proteina en la ACIL.

En cuanto a el analisis de los datos que se reportan en la tabla 10, esto es
lo que llamariamos la primera prueba o monitoreo de nuestro proceso de
purificacion ya que al obtener Ja HACD a partir de las almendras de semilla de
capulin integras (ACI), la actividad especifica de ACI debe mantenerse, y esto
fue precisamente lo que sucedio; se mantuvo la actividad especifica de ACl
después del desengrasado ( no hay diferencia significativa segun la prueba de t
de student independiente, con un 95 % de confianza ) o incluso, pudo haber
aumentado un poco pero no lo contrario puesto que si hubiese sucedido algo
asi, hubiese sido indicio de que al llevarse a cabo el proceso de desengrasado,
no se tuvo el cuidado suficiente como para no daiiar a la enzima,

En cuanto a la actividad, expresada como micromoles de glucosa
producida por minuto por miligramo de muestra, se observa un aumento
alrededor del doble, del valor de HACD con respecto al de ACI; esto es
bastante coherente puesto que la actividad por miligramo de muestra ¢s mayor
en HACD debido a que ya se elimind una fraccion, muy importante,por el alto
porcentaje que representa, que es la fraccion lipidica, es decir, que | mg de

HACD esta mas concentrado, por decirlo de alguna manera, que 1 mg de ACI.

1
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Obtencién de un extracto semipurificado con actividad de f-Glucosidasa.

En el diagrama para la obtencion de este extracto, ( figura 11 ), se puede
ver que; que se obtiene después de la primera extraccion de proteinas, una
fraccion a la que se le denomino fraccion proteica I ( FP1), y que es la que se
obtiene durante el proceso, después de haber llevado a cabo la filtracion. Se
obtiene también otra fraccion a la que se lc denominé fraccion proteica Il
(FPII). A cada una de las anteriores fracciones se les realizaron una serie de
determinaciones,con el fin de tener un seguimiento del avance en el proceso de
purificacion; cuyos valores se conjuntaron en la tabla 11; y realizando el

balance de materia de ambas fracciones, se obtuvieron los rendimientos ( en

base seca ), que se presentan en la misma tabla.

Tabla 11. Seguimiento del avance en ¢l proceso de purificacion.

Proteina | Actividad | Actividad | Actividad Peso Rendimiento
% U/ml U/mg. especifica | (gramos) %
Ulmgprot
HACD 61 - 0.517 0.859 30 100
FPI 67.10 100 0.79 1.18 20.32 67.73
FPI 72.53 98 1.28 1.77 11.935 39.78

avance, durante el proceso que se llevo a cabo para poder obtener el extracto

Este cuadro, que es la tabla nimero 11, representa, en resumen el
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semipurificado; y en el se puede ver que el rendimiento va disminuyendo,
conforme se avanza en el proceso. Esto es logico porque se eliminan diferentes
solidos en cada proceso llevado a cabo. La filtracion represento el primer retén
de solidos y la dialisis el tercero ( el segundo fue la centrifugacion ) porque se
eliminan compuestos de bajo peso molecular, entre los cuales se encuentran
algunas proteinas o polipéptidos de peso molecular menor a 12,000
(especificacion de la membrana ). Precisamente debido a esta eliminacion de
compuestos que no nos interesan, es que aumenta el porcentaje de la proteina
de interés,porque esta fraccion se va purificando mas. La detenminacion de
proteina se realiza con al finalidad de poder cuantificar la actividad de
BGlucosidasa, en términos de actividad especifica.

En cuanto a los resultados de actividad especifica, que como
mencionamos en el primer capitulo, es uno de los criterios de avance en el
proceso de purificacion enzimatica, se puede observar que con cada una de las
diferentes fracciones proteicas ( FPl y FPIl ), va aumentando ¢l valor. La FPI
aumento su valor en casi 41 % con respecto a la fraccion anterior, que es de la
que se partié ( HACD ), v 1a FPII aumentd en aproximadamente 47 % su valor
con respecto a la anterior fraccion ( FPI ). Es decir que, comparando la FPII
con HACD, se logro aumentar la actividad especifica en poco mas del doble.
(mas del 100 %). Este mismo analisis se aplica también para el caso de los

valores de actividad obtenida por miligramo de muestra.
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Comparacién de 1a enzima comercial con el liofilizado obtenido

gue la contiene.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la

diferentes frijoles.

determinacion de glucosidos cianogénicos en las 2 harinas clegidas de 2

Tabla 12. Determinacion de glucdsidos cianogénicos.

mg HCN/100g mtra. | mg HCN/100g mtra
Muestra determinacion con determinacion con
enzima comercial enzima obtenida
Frijol del monte 199+1 20041
(no cultivado)
Phaseolus lunatus var,
Silvester Baudet 43.71+0.20 34.82+0.12

(cultivado INIA-CIAT
524 B)

Tal vez sea necesario recordar que la determinacion de glucosidos
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cianogénicos, sustituyendo a la enzima comercial por el liofilizado obtenido
que la contiene, se realizo llevando a cabo dicha sustitucion en la misma

concentracion, ya que se trata de una comparacion preliminar solamente. Es



decir, que se deberan hacer estudios mas profundos en cuanto a esto para
poder saber la concentracion exacta de liofilizado que puede sustituir
satisfactoriaimente a la enzima comercial. Y por supuesto sobre una variedad
tanto en especie como en cantidad, también satisfactoria de muestras.

En la tabla 12 se observa que la concentracion en mg de HCN, en el
caso del frijol del monte, que es una especie no cultivada, resulto ser la
misma en la determinacion con la enzima comercial que en la determinacion
sustituyendo a la enzima comercial ( no existe diferencia significativa, segin
la prueba de t de student independiente con un 95 % de confianza ). Esto se
debe muy probablemente a que esta muestra tenga tan alto contenido de
glucosidos cianogénicos, que no se note la diferencia entre una determinacion
y otra.

No sucedié lo mismo en el caso del Phaseolus lunatus cultivado, en el
que si hubo diferencias en la determinacion de glucosidos cianogénicos con
enzima comercial y la determinacion sustituyéndola. Esta diferencia de
valores de la que se habla, es bastante logica puesto que al dar un menor
valor en la determinacion con sustitucion, nos indica que es necesario
purificar mas la enzima, para que pueda alcanzar la misma actividad
enzimatica que la PGlucosidasa comercial ( a esa misma concentracion ) o
bien que necesita aumentarse la concentracion del liofilizado, que contiene a
la enzima BGlucosidasa, en la solucion enzimitica que se prepara en la
metodologia de la determinacion de glucosidos cianogénicos, para poder dar

asi los mismos resultados que con el uso de la enzima comercial.
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CONCLUSIONES

El monitoreo de la actividad de la enzima B-Glucosidasa, obtenida de
semillas de almendras de capulin, por medio de la determinacion de glucosa, es
bastante factible de llevarse a cabo puesto que al contener la almendra un muy
bajo porcentaje de este carbohidrato, no causa interferencias en la
determinacion.

Fue necesario desarrollar el método para obtener la curva de actividad de
la B-Glucosidasa, ya que no se contaba con antecedentes, y esto se realizo en
base a investigaciones bibliograficas. Uno de los parametros a los que se llegd
y que destaca es el de tiempo optimo de reaccion de la enzimna, es decir, el
tiempo al que presentd la mayor actividad, que fue de 45 minutos. Tiempo que
se tomd precisamnente para trabajar en lo sucesivo.

Las almendras de semillas de capulin son una muy buena fuente, para la
obtencién de la enzima B-Glucosidasa, puesto que demostraron poseer un alto
contenido potencial de actividad B-glucosidica, ademas esta fuente es de gran
disponibilidad, sobre todo en nuestro pais, en el que practicamente no se
obtiene provecho alguno de ella.

Se logro el objetivo de la obtencion de un extracto con actividad de B-
Glucosidasa, con un rendimiento alrededor del 40 %, y con una actividad
aumentada en poco mas del doble con respecto a la harina desengrasada de la
que se partio.

En cuanto a la comparacion de la enzima comercial con el liofilizado,

obtenido, no se puede ain concretar en cuanto a la concentracion que podria
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sustituir a la enzima comercial, ya que hacen falta estudios mas profundos, sin
embargo, si se puede decir que el liofilizado obtenido presenta una buena
actividad hasta el punto cn el que llego a purificarse. Por ello esto alienta a

continuar con el proceso de purificacion.
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