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CAPITULO 1L
RES

N

El cianuro en forma de glucdsidos esta ampliamente distribuido en el reino vegetal.
y en algunas familias botanicas se puecde encontrar en cantidades relativamente
grande, el HCON liberado puede presentar problemas de toxicidad aguda o cronica
tanto en alimentacion humana como animal. La liberacion del HON se realiza
mediante una hidrolisis enzimatica, donde la presencia de la PB-glucosidasa e
fundamental, la mayoria de los metodos para la determnacion de glucosidos
cianogénicos se basa e¢n dicha hidrohisis, utlizando la enzima exogena De datos
bibliograficos se reporta que la planta de “capulin™ (Prusnus seroting) presenta un
alto contenido de glucdsidos cianogenicos v adecuada actividad B-glucosidasa. Poi
lo cual el objetivo del rabajo consiste en la obtencion de un preparado enzimatico
estable a partir de la semilla de czapulin, que enga adecuada acuvidad PB-
glucosidasa, y que pucda sustituir a la enzuna comercial en tal determmacion.

En el presente uabajo se obtuvo un preparado enzimauco con una actvidad
especifica de 7.65 Ulng proteina, con las siguientes condiciones optunas de
actividad enzimatica: SO°C, pH de 5.0, una concentracion de enzima de O 308
mg/ml: adicion de NaNQ; 0.08M ), un tiempo de reaccion de 5 min. que proporciona
una buena actividad ademas de facilitar su manipulacion. Presento un valor de Km
de 192.3 puMol y una Vimax de 234 42 udMol/min. para el caso de la anugdahina
como sustrato. Ademas se redujo tanto la concentracion de enzima como el tiempo
de hidrolisis de la metodologia previamente establecida en la deteninmacion de

glucosidos cianogénicos.



CAPITULO I
B.

e Obtencién de un extracto enzimatico estasble purificado, a partir de la almendrs

de la semilla de capulin (Prunus_serotina), que tenga actividad B-glucosidica

similar a la enzima comercial ¥ que ademas pueda sustituir a ésta en la

metodologia  espectrofotométrica para la  cuantificacion  de  glucdsidos
clanogénicos cn muesuas vegetales

Caracterizar los parametros cinéticos mas unpoertantes para el extracto enzimatico

obtenido, como son: temperatura optima, pH optimo, concentracion de enzima,
tiempo de hidrdlisis, Km y Vmax.



CAPITULO IHX
GENERALIDADES

3.1. Familia Rosaceas

Todas las plantas agrupadas en esta familia presentan, como el cerezo, las siguientes
caracteristicas botanicas:
~ Una semilla con dos cotiledones
- Una flor que posee:

- Cinco sépalos

- Cinco pdtalos libres.

- Estambres nwmnerosos con antenas introrsas
Basandose en los caracteres del pistilo y del receptaculo, pueden distinguirse:
1. Rosaceas con numerosos carpelos fijos sobre un receptaculo ahombado.
Como planta tipo de este grupo debe citarse ¢l fresal. Es una planta herbacea que
tiene la propiedad de reproducirre mediante la ayuda de largos tallos reptantes
llamados estolcnes. La zarzamora y la fiambuesa perienecen a este tipo de rosaceas,
pero el receptaculo no engruesa, y cada uno de los carpelos se convierte en una
pequeiia drupa.
2. Rosaceas con un solo carpelo fijo en el receptaculo hundido y caduco
Como e¢jemplos estan el ciruelo, el cerezo y el melocotonero, ete
3. Rosaceas con numerosos carpelos fijos en el fondo de un receptaculo hundido ¥
persistente. Como ejemplos estin el rosal salvaje o escaramujo, al cual la tamiha le
debe su nombre. Es un arbustillo enano que florece ¢n verano Sus ramas poseen
aguijones ganchudos, o espinas. Las hojas son pmnaticompuestas, su peciolo esta

provisto lateralmente de dos largas estipulas
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4. Rosaceas con cinco carpelos soldados en un receptaculo hundido.

Este grupo de rosiceas tiene por tipo ¢l manzano. Es una planta lefiosa
arborescente.(1)

3.1.1. Capulin (Prunus serotina): Caracteristicas generales

El capulin es un fruto de ongen probablemernte mexicano, se cree que los espanoles
introdujeron las semillas de los arboles en ¢l tiempo de la colonia a México ¥
América Central, sin embargo se ha llegado a populanizar tanto que actualmente
abunda ¢n la regiéon andina en donde se encuentran los mejores frutos en cuanto a
tamailo, color y sabor (2).

El capulin por pertenecer al género de lus cerezas negras, se le asemeja mucho en
apariencia y sabor. A diferencia que esta fruta se transporta sicmpre en racimos de
tallo corto como el caso de las uvas; son redondos y brillantes de un color marrén,
purpura o negro; su pulpa es verde palido camosa y jugosa, ¢s de sabor dulce y algo
astringente, contiene una sola semilla de mayor proporcién con la pulpa. con una
almendra en su interior de zabor amargo, su piel es delgada, pero lo suficientemente
firme para poder ser transportada sin que se rompa. Puede ser consumido en fresco,
en mermeladas o vinos

Puesto que el arbol del capulin es muy vigoroso desde el principio pucde emerger
de su scmilla desde una a varias puigadas del suclo o bien sobre este. los
requerimientos de humedad para su germinacién ) su establecimiento dependen de
la especie, asi como de la cantidad de luz.

Entre los insectos que dajlan al capulin se encuentran el gusano Aulacosoma
americanum y el Archips cerasivoranus que son los mas importantes detoliadores,

disminuyen el crecimiento y ocasionalinente pueden provocar la muerte.



Algunos hongos que atacan al arbol del capulin estan: el hongo negro (Dibotryon
morbosum) y algunos ascomicetos que atacan a las semilias, a los arboles jovenes y

a los arboles maduros.(1)
3.1.2.Composicién quimica.

Las hojas del fruto contienen aceite esencial, grasa sélida, resina acida de funciones
glucosidicas, amigdalina, alcaloide, acido tanico, glucosa, principios pécticos,

materia colorante, clorofila y sales minerales (3)

3.1.3. Condiciones climiatologicas y lugarces donde sc desarrolla

Crece en regiones tropicales, subtropicales, templadas y frias (2,200-3.100 m en el
ecuador y temperatura de 10-22°C). Los arboles son extremadamente vigorosos, las
flores y frutos comicenzan a brotar al tercer afo de crecimiento. normalmente
alcanzan de 5 a 10 m de altura. No requiere de muchos factores para su crecimiento,
ya que puede prosperar en un suelo pobre, un tlano de arcilla, y al parecer tiene una
preferencia por suelos secos y arenosos. (3). Su cultivo fuera de América es una
promesa; ya que puede desarrollarse en muchas regiones, incluyendo algunas donde
las cerezas europeas no pueden llegar a desarrollar exitosamente, lo cual puede ser
de valor en Asia Menor, el noreste de la India, y otras regiones con cluna similar
Aunque no es igual el cultivo de cerezas europeas, producida por generaciones de
seleccion y propagacion vegetal, el capulin es de buena calidad con un gran
potencial de mejoramiento. En México abunda de Sonora a Chiapas y de Sonora a
Veracruz, florece d= enero a marzo y tructifica de mayo a junio. E! arbol de capulin
se utiliza también para produccion de madera, ya que es resistente a usectos y

hongos, para reforestar pues es de raices profundas que previenen la erosion
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Se utiliza también como una barrera bioldgica contra el viento y los pdjaros cuando

es interplantado en campos de cultivo de alfalfa, maiz y papas.

3.2. Glucésidos cianogénicos
3.2.1. Descripcion y estructura gencral

Los glucesidos ciunogenicos son compuesics que liberan HCN, una o mas
moléculas de azucar, un aldehido o cetona después de un tratamiento con las
enzimas hidroliticas apropiadas Estos compuestos tienen una gran distnbucion
entre muchas plantas. Mas de mil especies de plantas han sido repornadas como
cianogenéticas, esto es que liberan HCN cuando cl tejido de la planiz ha sido
aplastado o roto.(4). Los glucdsidos cianogénicos puede dividirse en 4 grupos de
acuerdo a la estructura quimica del aglucon:

1. Glucosides derivados de 2.hidroxi-2-fenilacetonitrilo, como el caso de la
amigdalina

2. Glucdsidos derivados de aglicones alifaticos saturados, como el caso de
linamarina.

3. Glucédsidos con un aglucon conteniendo un doble enlace en posicion «.f al
grupo nitrilo, como acacipetalina.

4. Glucasidos con un aglicon aciclico insaturado. como gmocardina

La mayoria de los glucdsidos son sunples, las excepciones la forman la amigdalna,
lucumina y vicianirna, los cuales contienen residuos de disacandos. (5)

La amgidalina, fig. 3.1., es probablemente el mas familiar de los glucosidos
cianogénicos v se encuentra ¢n muchos miembros de las Rosdceage, es un 3.

glucosido de D-mandelonitrilo o cianhidrina del benzaldehido.



En la hidrolisis de este glucdsido se producen dos moles de glucosa v una mol de
benzaldehido y una mol de HCXN

Wohler y Liebig reportaron que la hidrolisis alcalina produce amoniasco y el
glucosido del correspondiente acido carboxilico, acido amigdalinico. Estos autores

describicron prnimero la accion del sistema chammatico, llamado emulsina,

en
almendras, el cual descompone la amigdalina en sus componentes

La emulsina
contiene una PB-glucosidasa, entre otras enramas, que es responsable de la hidrolisis
del enlace beta.

Varios glucésidos cianogénicos son denvados del hidroxi mandelonitnilo y ademas
producen uno de los hidroxibenzaldehidos en su hidrohsis. El genero sorgum
contiene el glucdsido durrina y el aglucan es el p-hidrox: mandelonitrilo

Los otros dos glucésidos ampliamente distnbuidos en el reino de las plantas son la

linamarina y la lotaustralina, el aglucon e= la cianhidrina de la acetona y ia

cianhidrina metil etil cetona. Un interesante aspeclto de €s3105 compusstos es (ue
usualmente coexisten en la misma plante aunque pueden presentar

una  gran
diferencia en sus cantidades. (4)

c>—-r<2

Figura 3.1. Amigdulina (1)



3.3.2. Alimentos que 1o contienen

Cono ya se dijo e! cianuro esta distribuido en cantidad de trazas en el reino de las
plantas, en forma de glucosidos. Relativamente altas concentraciones son
enconuadas en ciertos forrajes, tubérculos y almendras de trutas. Muchos de estos
son consumidos por animales y unos pocos tienen importancia practica en la
nutricion humana, como la mandioca (Manihot urilissima). el fame (Dioscorea
bulbifera y alata), la batata (Jpomoea batatas), ¢l sorge (Sorghum saccharatum
Nees), el bambu, la remolacha azucarera, la semilla de lino, la judia de Lima
(Phaseolus lunarus). También las scmillas de limion, melocotén, albaricoque,
cereza, manzana, pera, curucla, almendras amargas (Prunus armygdalus) v capulin
En Europa solamente tienen unportancia las almendras amargas Qque sc usan como
condimento. En EU, donde se¢ emplea mucho como alimento la judia, no se
permiten variedades cuyo contenido de FHCN sea superior a 20 mg/100 g. El
contenido de la corteza de la raiz de la cassava amarga s superior a este tope, el de
las variedades dulces es menor.(6)

En la siguiente tabla se enlista los glucosidos mas comunes en ia alimentaciéon

humana donde se indica la fuente ¥ los productos de hidrolisis. (4)

_— ST M, AT Sk =
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Tabla 3.1. Algunos glucdsidos cianogénicos. (4)

GLUCOSIDO FUENTE PRODUCTOS DE
HYIDROL.ISIS
Amigdalina Miembros de la Rosaceae Gentobiasa - HON -
almendras, manzanas, cereza, benzaldehido
pera, durazno, ciruela,
membrillo. capulin
Prunasina Miembros de la Rosaceac D-glucosa + HON -
cereza laurel, Fucalvpius benzaldehido
cladocalyx. Linaria striat
Sambunigrina Sambucus mgra L, dcacia D-glucosa + HUN
sp. benzaldehido
Vicianina Vicia sp Vicianosa + HCN ~
benzaldehido
Durnina Sorghum sp. D-glucosa =~ HON - p-
hidroxibenzaldetido
Taxifilina luxwus sp D-glucosa = HON - n-
hidroxibenzaldelndy
Linamarnna sodtas Jurscatus, Litum D-glucosa » HOWN *acetona
mum A\ fanihot sp. |
Lotus sp. y Dimorphotheca
s,
L.otaustralina Cocexiste con linamarina D-gilucosa + HCN +~ 2-
butanona

3.2.3. Toxicidad de los glucésidos cianogénicos

Probablemente una de las primeras descripciones de envenenamicnto humano por
cianuro de origen vegetal fue dado por Davidson v Stevenson (1884), csto ocurrio
en Mauritius por la ingestion de Phaseolus lunatus. Las caracteristicas clinicas
fueron confusién mental, paralisis muscular generalizada, y paro respiratorio, como
en un envenenamiento agudo con cianuro inorganico. EIl HCN c¢jerce su accion
toxica bloqueando a la citocromo oxidasa, impidiendo con cllo la respiracion
celular, y 1a muerte se produce por anoxia Especialimente sensibles a la interrupcion

de la respiracion interna son el cerebio 3 el musculo cardiaco (6)



El cianuro ingeride es rapidamente adsorbido por la pante superior del tracto
gastrointestinal. Pasa rapidamente a través de la piel, y ¢l gas es rapidament
sbsorbido por los pulimoties. (7)

Ademas del peligro del envenenamiento agude hay que considerar el del
envenenamiento crénico, que hasta el momento permanece sin explicacion. Se
desconoce el metabolismo de los glucdsidos que conuenen HCON en el organismo
humano. Se ha demostrado que la ingestion continua de las sustancias que
contienen cianuro del Lagyrus v de la icta puede producir transtomos graves. Son
transtomos nerviosos los que aparecen como sonsecuencia de la ingestion crénica
de cianuro.

Por adminisuacion crénica de amigdalina, y . en mener grado de linamarina, se
observan transtormos en el desarrollo de los tetos de hamster sirio. La ingestion en el
octavo dia de la gestacion de 0.55 mmol de amigdalina’kg de peso produjo mal
formaciones en el cerebro y defectos en las costillas.

La tabla 3.2 presenta ¢l contenido de HCN liberado de glucdsidos cianogénicos en
las plantas que son mas comunmente ingeridas por humanos como alimentos, y que

puede resultar en un envenenamiento agudo por cianuro. (6)
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Tabla 3.2. Contenido de HCN de diferentes plantas (6)

Planta Contenido de HCN (mg/100 g)

Almendra amarga 250
Mandioca

- Corteza de |a raiz 245

- Tallo 13

- Raiz entera 55

- Sorgo planta entera 250
Bambu

- Punta de los brotes inmaduros 80O

- Tallo inmaduro 300
Judia de Lima

- Variedad coloreada de Java 3i2

- Variedad negra de Puerto Rico 3o0

- Variedad blanca de Burna 210

- Variedad colorcada de Arizona 17

- Variedad blanca americana 10

En algunos casos puede ocurrir envencnamiento con vegetales cocinados, esto
sugicre que no todo el HCN ha sido removido, durante ¢l remojo previo al
cocimiento de la planta.

La capacidad de produccién de HCN por el frijol de lima es de acuerdo a la variedad
sicndo las cepas americanas las que contienen menor cantidad. La variedad blanca
americana produce sélo 10 mg de HCN/100 g de semilla. una variedad blanca
burma produce 200 mg y una varicdad negra de Puerto Rico produce 300 mg de
HCN/100 g. de acucrdo a lo anterior la dosis de HCN letal para humanos adultos es

de un rango de 50-250 mg por lo que el consumo de 100 g de las altimas semillas




puede resultar fatal. En algunas zonas donde las legumbres son la base de la dieta,
la ingesta diaria puede alcanzar 200-300 g de frijoles. Hoy en dia, la imporacién de
frijol de lima es restringida por muchas naciones

La ingestién del glucosido cianogénico no e3 venencsa, ya que en el tracto digestivo
humano no existe ninguna B-glucosidasa, pero algunas bacterias intestinales pueden
descomponer cl glucosido dejando en hibertad el HON

En investigacines con hamster sirio se ha demostrado que en la porcién final del
intestino la amigdalina se desdobla mucho mas rapidamente que la linamarina por
accion de las B-glucosidasas bacterianas

Bajo condiciones idénticas, en 40 minutos se libera 4 6 5 veces mas cianhidrico de
la amigdalina que de la linamarina. Con cllo, el contenido de cianhidrico de la
sangre sube napidarnente y en ¢l hamster dorado alcanza un maxumo al cabo de 1 hr
de adminisiracién oral de amigdalina. gue se¢ mantiene durante 3 horas. Por el
contrario, después de la administracién de la linamarina el cianhidrico sanguineo no
alcanza su maximo hasta las 3 horas cayendo después repidamente

Mientras que la amigdalina no desdoblada se absorbe en muy pequefias cantidades
{menos de 12%), como se ha demostrado en ratas la que procede de la escision de la
prunasina que contiene glucosa, se reabsorbe en un 50%. Como estos glucosidos
apenas se escinden en el organismo, aparecen en la orina. En las plantas que
contienen estos glucdsidos cianogénicos, la P-glucosidasa cs extracelular y
solamente por destruccion fisica o quimica de la pared celular puede llegar a
ponerse en contacto con el compuesto. Los métodos usuales de preparacion
mediante trituracién, remojo en agua, cocer en cacharros destapados y tirar el agua,

tienden a eliminar el HCN.(7)
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3.2.4. Catadolismo de los glucésidos

El organismo dispone de posibilidades de destoxificacion.  Existe  una
sulfurtransferasa (rodanasa) que cataliza la reaccién del HCN con el tiosulfato,
sintetizado en el higado, con lo que se forma sulfito y tiocianato que es elimmado
por la orina. Esta enzima esta ampliamente distribuida en los tejidos vivos,
alcanzando altas concentraciones en cl higado, riinon, troides, y pancreas

Existe otro mecanisme de destoxificacion, mediado tambidn por una transferasa,
consiste en la reaccidon del HON con el acide 3-mercaptopiruvico, con lo que se
forma tiocianato y acido pinuvico, como se ha demostrado con estudios con
animales. También la vitamina B ;; (hidroxicobalamina) tiene interes como antidoto,
fija el 16n cianuro (cianocobalamina), que sc¢ libera nuevamente por accion de la tuz
La mornalidad de los ratones a causa del HCN puede evitarse con inyecciones de
vitamina B ;3.

Los envenenamicntos con HCON se¢ tratan también con tiosulfato sodico muy eticaz ¢
inofensivo, pero cuya accién tarda mas en manifestarse. Si la capacidad antitoxica
no es suficiente se aplica también cobal histidina de accidn mas rapida El HCN
tiene una gran afinidad por la metahemoglobina, por lo que también se emplea la
induccion de sustancias que induzcan su formacion, como por ejemplo, p-dimetil
amino feno!, o la inhalacion de amilonitnto. El efecto antitoxico se debe a su
capacidad para oxidar la hemoglobina,; de todas fortnas hay que tener en cuenta que

no se¢ debe transformar en metahemoglobina mas que un 10%6 de la hemoglobina.




3.2.8. Prevenciéon del envenenamiento

Una de las formas mas comunes destoxificar los vegetales es mediante la coccion,
que destruye a ta f-glucosidasa. inhibiendo con esto la hidrolisis enzimatica y por
ende la liberacidon del HON

La toxicidad de la cassava ha sido estudiada Como para mucha gente representa
una fuente de alimentacién se ha desarrollado un importante método de preparacién
que sirve para remover o hidrolizar la linamarina y la lotaustralina, as{ como para
destruir el B-glucosido que csta presente Como la cassava es rica en almidén, se
fragmenta o se ralla y, se remoja en agua, dejandola fermentar por varios dias.

Bajo estas condiciones, ¢l cianogeno es extensamente hidrolizado, y éste, junto con
sus productos de hidrélisis son eliminados. El tejido ya remojado se seca y se
transforma en harina, y dependiendo de 1a regién se consume como pan o como una
pasta hervida. La cantidad de HCN liberada de la raiz de la cassava tresca (38
mg/100 g) es reducida a 1.1 mg/100 g en la preparacién de la cassava conocida
como “gari”. Otra preparacion conocida como “purupuru’ en la cual no se¢ hace un
extenso lavado, puede producir 4-6 mg de HCN/100 g de cassava Algunos
nigerianos pucden consumir 750 g de cassava por dia, esto contesponde a 8 mg de
HCN si el alimento e¢s tomado como “gari” Esta cantidad, sin embargo, puede
incrementarse de 32-48 mg de HCN si se consume como “purupuru”™. Estos valores,
considerando el limite inferior de la dosis letal de HON (35 mg), resultan superiores
en el caso del purupuru, de datos experimentales (6)

En la siguiente figura se sintetiza ¢l uso de la cassava:
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FIG.3. 2 Destoxificacion de la cussava (7)

3.2.6 Sintesis de glucésid n ¢

En vista de los problemas asociados con ¢l consumo de plantas cianogeneéticas por

hombres y animales, ¢s de importancia notar el origen biosintético de los glucasidos
cianogénicos, como a continuacion se describe

Algunos de los glucosidos ya mencionados sun sintetizados a partir de cuauro
aminoacidos: valina, isoleucina, fenilalimma y tirosina. FExisten dos  fuctores
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- bioquimicos de interés, ¢l grupo ciano o nitrilo que es derivado a partir del carbono
alfa y atomos de nitrégeno provenientes de aminoacidos: y los intermediarios que
envuelven estos compuestos que no se encuentran previamernte en el metabolismo
de los aminoacidos en animales y nlicroorganismos.

A partir de la tirosina se sintetiza la durnna en el sorgo; de la fenilalanina se
sintetiza en las hojas de la cereza laurel la prunasina; a partir de la valina se sintetiza
la linamarina y por ultima la 1soleucina da ongen a la lotaustralina.

Estas relaciones se pueden observar en la tigura 3.3(4)

Nu, Ind

7N\ LN
Ho—D—cu,—"—:o)—- —:——\‘—)— e —
e (=2
o
L-Tirosina Dumina
b — 1
@—Cﬂ. € ——coomt 4 \, C—em Cumm N
== | =
. O~
L-Fenilulanina Prunasina
NH,;
i
—cC Ce=N
. gcoon cu,\c Ce=
S SN
cH, o
L-Valina Linamarina
i
ey GTC00H cu,\_/c'"
cHy” g iy’ P-ou
L-lsoleucina Lotaustralina

Fig- 3.3 Aminoacidos precursores de glucésidos cianogénicos. (4)
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. Hidrolisis enzimitica

El sistema enzimatico que hidroliza los glucosidos ctanogénicos se encuenua denuo
de la misma planta pero en diferentes células Cuando el tejido de 1a planta ha aido
danado, la enzima es liberada y enua en cottacto con el glucosido El sistema

enzimatico B-glucosidico para el caso de la amugdalina, esta comprendido por
mismo orden.

amigdalinhidrolasa, prunasinhidrolasa y mandelonitriloliasa, que actGan en el
1.a hidrolisis es faciimente efectuada, los glucosidos se descomponen lentamente en
soluciones acuosas frias y mas o menos rapidamente cuande son calentadas. La

hidrélisis del enlace glucosidico es tambien cawalizada por acidos y generaimente es
mas estable a la accidén de agenties basicos

Una notable excepceion es la triglochinina que se descompone en soluciones de
hidréxido de bario aun a bajas temperaturas  También, hay evidencias de que la

dirrina es inestable ¢n la presencia de resinas de ntercambio i1énico basicas o en
soluciones basicas.

L.as hidrolsis mencionadas, tanio la enzumatica como la quimica se muestran en ia
figura3. 5 (7




3.2.7. Hidroélisis enzimditica

El sistema enzimatico que hidroliza los glucosidos cianogénicos se encuenua dentro
de la misma planta pero en diferentes células. Cuando el tejido de la planta ha sido
danado, la enzima es liberada y enua en contacto con el glucésido. El sistema
enzimitico PB-glucosidico para el caso de la amigdalina, estda comprendido por
amigdalinhidrolasa, prunasinhidrolasa y mandelonitriloliasa, que actuan en el
mismo orden.

La hidrolisis es facilmente efectuada. los glucdsidos se descomponen lentamente en
soluciones acuosas frias y mas o menos rapidamente cuando son calentadas. La
hidrolisis del enlace glucosidico es tambien catalizada por acidos y generaimente es
mas estable a la accidon de agentes basicos

Una notable excepcion es la triglochinina que se descompone en soluciones de
hidréxido de bario aun a bsjas temperaturas. También, hay evidencias de que la
durrina es inestable en la presencia de resinas de intercambio idnico basicas o en
soluciones basicas.

Las hidrélisis mencionadas, tanto la enzimatica como la quimica se muestran en la

figura3.5.(7)
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Fig. 3.4 Hidrblisis enzimatica y quimica de 1a amigdalina.(5)

Para el caso de la amigdalina primero es hidrolizada por la amigdalin hidrolasa a
prunasina y glucosa, la prunasin hidrolasa hidroliza a D-mandelonitnlo y glucosa v
por altimo la mandelonitriloliasa la hidroliza a benzaldehido y HCN, como se
pucde observar en la figura 3.4. (5)
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Fig. 3.5 Enximas que pariicipan en la hidrélisis de la amigdalina.(5)

3.2.8. Cuantificacién de glucoésidos cianogénicos

Winkler ha clasificado en cuatro grupos a los métodos propuestos para la
determinacién de glucdsidos cianogenicos en materiales biolégicos.

1. Métodos autoenzimaticos: en los cuales la liberacion del HCN depende de las
propias enzimas de la muestra para hiberarlo de los respectivos glucésidos

2. Método de hidrélisis acida: en donde los glucésidos sen extraidos por disolventes
y después se libera el HON por un hidrélisis acida.
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3. Método enzimatico adicional: también llamado de HCN total, en los cuales se
adiciona una enzima de otra fuente para llegar a la completa hberacidon del HCN.
4. Método enzunatico con adicidn de un preservativo se hace uso de la adicion de
un conservador para prolongar el iempo de autohteracion del HCN
Un método satisfactorio de extraccion, consiste en un aparato de destilacion con
vapor con HCI al 525 a 100°C por 3 horuas, ¢l destulado es colectado enn NaOH al
2.5% y ¢l HON es entonces detenninado por titulacion con yvodo. El punto final de
1a titulacién depende de la deteccion de un precipitado de yoduro de plata pero el
método no se puede aplicar cuando hay bajas concenuaciones de HON.
La prueba de Guinard puede ser usada cuantutativamente para detectar la
cianogénesis. Un papel de picrato de sodio es preparado remojando una tira de
papel filroe en una solucion d= acido picrico al 190, es secado ¥ se vuelve a remojar
en una solucion de carbonato al 10%e y finalmente se vuelve a secar. Ei material de
prucba es cortedo finaniente y colocado el tubo de prucba El papel yva humedecido
con el picrato de sodio es insertado sin tocar el material, unas gotas de clorofonno
son afadidas, y el tubo se tapa, el papel va a ir cambiando de color naranja a rojo
ladrillo. Esta prueba es positiva cuando ¢l material produce aproximadamente 50 ug
de HCN/g de muestra (7)
Un método colorimsétnico cuantitativo denivado del antenor que puede estumar HON
en un rango de 5-50 pg/g de extracto, hace uso de la deteccion de la sopurpunna
qQue se forma a parnir del acido picrico con dos moleculas de HCN en medio
alcalino. (Fig. 3.6 X8)
oH oH
No;. NO; [ NHOH

medio NO: - R -
] ] + 2HCN  Jreams TEes

= , =N
i oN N
NO,; NO;
Acido plenico 1sopurpurina
Fig. 3.6 Formacion de colur en ia determinacion de glucoésidos cianogénicos(8)
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3.3. Enzimas

3.3.1. Caracteristicas generales

Las cnzimas son proteinas biosintetizadas por las celulas de los organismos vivos
con la funcion especifica de catalizar reacciones quimicas, estas incrementan la
velocidad a la cual las reacciones se aproximan al equilibrio. La velocidad se define
cotmo el cambio en la cantidad (moles, gramo) de materiales iniciales o de productos
por unidad de tiempo Provocan el cambio de velocidud actuando como un
catalizador Un catalizador verdadero incremema la velocidad de la reaccion
quirnica pero sin cambiar el proceso, estos catalizadores biolégicos pueden unurse
temporalmente de forma covalente a la molécula que se esia transformando durante
los pasos intermedios de la reaccion,. pero al final la enzima se regenera en su forma
original mientras se libera el producto 191 Hay dos caructeristicas tmportantes de 1a
catdlisis en general y de las enzimas en parucular La prunera es que la enzuna no se
modifica en su actuacién, la segunda es que no modifica la constante de equilibrio
de la reaccién sino que sencillamente incrementa 1a velocidad a 1a que la reaccion se
aproxima al equilibrio. Por tanto, un catalizador es responsable de incrementar la
velocidad pero sin variar las propiedades termodinamicas del sistema con 21 que
interacciona. En los sistemas biologicos es necesario ¢l catalizador ya que a la
temperatura ¥ pH del cuerpo humano las reacciones no se producirian ha suficiente
velocidad para permitir una rapida actividad muscular, generacion de unpulsos
nerviosos y todos los demas procesos requeridos para la existencia de la vida. Las
enzimas se clasifican de acuerdo a un sistema establecido por la Intemational Umion
of Biochemistry en 6 clases principales. A cada clase, sub-clase y sub-subclase se e
asignia un numero de manera que la enzima tiene un numero de 4 digitos asi como

un nombre. El cuarto digito identifica al enzima concreto, al nombrar una enzima,
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sc sefialan primero los sustratos, seguidos por el tipo de reaccion al que se le afade
el sufijo asa. A continuacién se describen brevemente las 6 clases de enzimas.

1. Oxidorreductasas

Estas enzimas catalizan reacciones de oxidacion y reduccidn por ejemplo, la
alcohol:NAD oxidorreductasa cataliza la oxidacion de un alcohol a aldehido Esra
enzima c¢limina dos electrones en forma de dos hidrégenos del aleoho! para producir
un aldehido y. en el proceso, los dos clectrones que originalmente estaban en el
enlace carbono-hidrogeno, del alcohol, se han uansferido al NAD", el cual queda
reducido.

2. Transferasas

Estas enzimas estan implicadas en la transferencia de grupos funcionales entre
dadores y aceptores. Las priticipales porciones transferidas son los grupos amino,
acilo, fosfato, glucésido y los grupos monocarbonados.

Las aminouansferasas (transaminasas) transfieren los grupos amino de un
aminoacido a un cetoacido aceptor, dando lugar a la formacidn de un nuevo
aminoacido y un nuevo cetoacido

3. Hidrolasas

Este grupo de enzimas sa puede considerar como una clase especial de transferasas
en las que ¢l grupo dador se transfiere al agua. La reaccién generalizada implica la
rotura hidrolitica de enlaces C-O, C-N, O-P y C-S.

Las enzimas proteoliticas constituyen una clase especial de hidrolasas denominadas
peptidasas.

4. Liasas

Las linasas son enzimas que adaden o climinan los clementos del agua, amoniaco o
CO;,.

Las descarboxilasas eliminan los elementos del CO; de a y B cetoacidos o

aminoacidos.
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5. Isomerasas

Este es un grupo muy heterogéneo de enzimas que catalizan isomerizaciones de
diferentes tipos. Entre cllas se encuentrun interconversiones cis-trans, ceto-cnol y
aldosa—cetosa Las isomerasas que catalizan la inversion en carbonos asunétricos son
epimerasas o racemasas

6. Ligasas

Estas enzimas participarn en reaccionces sinteticas en las que se unen dos moléculas a
expensas de un enlace fostato de alta energia de ATP el uso de sintetasas se reserva

para este grupo particular de enzimas (9)

3.3.2. B-glucosidasa caructeristicas generales

Se ha citado ya anteriormente que jas plantas que contienen glucosidos
cianogéncos, contienen tambié¢n al complejo enzimatico capaz de hidrolizarlos y
que aunque la enzima y el sustrato se encuentian en diferentes compartimentos se
pueder: poner en contacto cuando se presenta ruptura celular; y se habla no
precisamente de una sola B-glucosidasa sino de un complejo enzimatico compuesto
de dos 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
poseen multiples formas es decir, iscenzimas. L1 Chun P.| Swain E. v Poulton J. E
reportan cuatro formas de la AH (AH1, AH! AHI! y AH11") y tres formas de la
PH (PHI1, PH11, y PHI11,) quec fueron purificadas por cromatografia a partir de
homogenizados de capulin maduro (Prunus serotina) y como la purificacion se
llevé a cabo con varios inhibidores de protecasas, ellos sugieren que estas formas
multiples no se¢ generdaron por protedlisis durante la punficacién, sin embargo no se
descarta la posible modificacion de cada enzuna durante el aislamiento por enzumas

que hidrolizan carbohidratos o glucopeptidasas (10)
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La mayoria de las PB-glucosidasas parecen ser glicoproteinas; la P-glucosidasa
estudiada es efectivamente una glicoproteina y es una hidrolasa, es decir, una
enzima hidrolitica.

Toda enzima posee un pH épumo en el cual es mas active, ¢l pH optimo de la -
glucosidasa del capulin esta en un rango que es de 4.5-5.5, la inactivacion de la 3-
glucosidasa es relativamente rapida a pH superior a 82 y menor a 4.0 Su
temperatura Optima es de 37-38°C

En lo que sc reficre a actividad, esta es una funcion del ambiente 1onico.

Con algunos cationes cl rango de hidrélisis es de aproximadamente ¢l doble, por
ejemplo con Na”, K™, Rb™, Mg?", Ca*", S¢** y Ba®", lo mismo sucede con los aniones

I. NOG5', ClO,’, ClOy', (adicionados como sales de amenio o potasio 0.08M) (11)

3.33. Métodos de purificacion

A continuacién se menciona como pueden aprovecharse ciertas propiedades
caracteristicas de las proteinas globulares en disolucion para separar mezclas de
proteinas basindose ensu

1. Tamafo molecular

2. Solubilidad

3. Carga eléctrica

4. Diferencias en sus caracteristicas de adsorcion

5. Afinidad biologica para otras moleculas
1.Procedimientos de separacion basados en el tamano molecular.
La camacteristica mas notable de las proteinas es su gran tamarfo, el cual permite el

uso de métodos sencillos para la separacion de las proteinas de moléculas de



poqueiio tamailo, asi como los métodos para la resolucion de mezclas de proteinas
Se divide en:

® Dialisis y ultrafiluacion

e Centrifugncion en gradiente de densidad (zonal)

e Cromatogratia de exclusion molecular

2. Procedimientos de separacion basados en diferencia de solubilidad
Las proteinas en disolucion muestran cambios profundos de su solubilidad, lo cual
es funcion de pH. fuerza 1onica, las propiedades diclectricas del disolvente y la
temperatura. Estas vanables que son reflejo del hecho de que lax proteumas son
electrolito de peso molecular muy grande, pucden utihizarse para separar mezclas de
proteinas, ya que cada proteina posee una composicion  on amineacidos
caracteristica, la cual determmina su comportanmento comeo elecuohto Se divide en

» Precipitacion isocléctica

e Solubilizacion y precipitacion por satado de las protemnas

e Fraccionamiento con disolventes

e Efecto de la temperatura sobre la solubilidad de las proteinas

3. Procedimientos de separacion basados en la carga eléctrica

La separacién de protcinas sobre la base de su carga eléctrica depende en ultune
término de sus propiedades acido-basicas, las cuales se hayan determunadas en gran
medida, por el numero ¥y los upos de grupos R 1onmizables de sus cadenas
polipeptidicas. Puesto que las proteinas ditieren en su composicion anunvacida y
secuencia, cada proteina posce propiedades -acidos-basicas caructerisucas Se divide
en:

e Mdétlodos clectroforeticos

e Cromatogratia de intercambio ionico
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4. Separacién de proteinas por adsorcion selectiva

Ias proteinas pueden ser adsorbidas, vy posterionuente cluidas selecuvamente, de
columnas de materiales relativamente mnertes que esten tinamente dividides y con un
area superticial muy grande en refacion con su tamano de particula

S. Separaciones basadas en 1a especiticidad del higando

Cromatografia de afinidad, este meétado se basa en una propiedad biologica de
algunas proteinas. Su capacidad de union especitica. no covalente con otra molécula
lamada ligando Por ejemplo, algunas enzumas se unen muy fuertemente con sus

coenrimas especificas. mediante fieras no covalentes A fin de separar una enzima

de esta naturaleza, de otras proteinas mediante Ly cromatogratia de atinidad su
coenzima especiiico s¢ une covalentemente por medio de una reaccion quumuca
apropiada a un grupo tuncional situado sobre la superficie de particulas hudratadas
de gran tamano de una columna de tatenal poroso, por cjemplo, el polisacando
agarosa, ¢l cual de otro modo permutinia que las moleculas protéicas pasen

libremente a su través (9)

3.3.4. Seleccién del material ¥y localizacion de enzimas en la purificacion

Si uno desea estudiar un upo de enmma particular sin considerar la fuente, debe
escoger un material inicial que contenga una grun cantidad de enrzuna y que pueda
ser plenamente extraida. Por ejemplo el rabano picante y el latex del higo contienen
una alta concentracion de peroxidasa comparado con otros tendos de plantas Cerca
del 20% de la proteina total de un homogenmizado de pulpa es tnosafosfato
deshidrogenasa.

Las enzimas estan locahizadas en la células de algunas plantas Las enzimas en frutas
frecuentemente estan concentradas cerca de la piel /o cerca de la senulla con bajas

concentraciones de enzimas en ¢l resto de los tejidos. Es importante examunar la

26



concentracion de enzimas en cada una de las partes del organismo para usar
Dentro de un organo no hay una conceftlracion

solamente la fuente mas rica
puede  estar

uniforme de enzimas. En una
concentrada en la capa aleurona, en el endospernmo o en cualquier otra parte de la

sermilla, una cneuna  especitica

semilla. En una hoja. la enzima puede estar en la gruna, cloroplastos. nurocondria,

etc.
La localizacion de las enzimas en un teyido puede ser facilmente vista utilhizando la
técnica llarnada histoquirmica Diferentes compuestos -proteinas, carbohidratos,
lipidos ¥y acidos nucleicos- son selectivamente colorecados con diferentes tintas
haciendo mas facil su localizacion en el tejido de estudio (12

Despues de seleccionar la fuente de proteta, sera necesario Hevarla a la solucion
purificadora. I.a mayoria de los casos se trabaja con brentes natizrales. matnpuiadas

© no, aunque en alguoos casos estas pucden ser artificiales, por ejemplo una sitess

quimica realizada fuera de un sistema brologicn

En genecral nos referimos a las dos opciones del primer caso. sin embargo, os

importante considerar el periodo de produceron de las protema, vd que seria mutl
p I ya q

tratar de awislarla antes de que se produasca, asi nusmo,. se deben valorar las

posibilidades de tnduccion para contar con mayor cantidad

La primera altemativa que se nos plantea es la posicion de la proteina dentro de la

célula o como resultado de la expresion al medio extracelular En este caso se

deben considerar:
- 81 es célula vegetal o arumal

- Su sintuacion wntracelular
El segundo caso nos elunina ia participacion de la estructura celular. lo que lumita

extraordinanamente el nuunero de contaminantes de naturaleza protéica que se

deben eliuminar.
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En la mayoria de los casos es necesario levar a cabo la ruptura de la membrana

celular, lo que se realiza de distintas manceras
1. Medios mecanicos: molinos de arena, agitacion a alta velocidad con perlas de

vidno y oscilaciones sénicas o ultrasonicas
2. Medios tisicos trataniento ténmico v chocjue osmaotico
3. Medios quimicos' solvenies organicos (acetona, butanol, ete ) y detergentes

4. Medios enzimaticos lhisozima, papaina ¥ la combinascion de algunos de ¢llos

Se recomienda, ademas, cotrolar ¢l pli para evitar la liberacion de acidos fenolicos
que son muy agresivos al unse a las protemnas
La recoleccton es el proceso de separacion de la traccion donde se encuentra la

proteina despues de la ruptura Se puede encontrar en la fraccion sobrenadante en

forma soluble o precipitada (asociada o no 4 alguna fraccion subcelular) por lo que

se incluye la centrifugacion

3.3.8. Etapas de purificacion

De acuerdo con Whitaker (13) despues de que la enzima ha sido extraida y

centrifugada para eliminar el matenal suspendido, es necesaric ajustar el pH,

adicionar sulfato de protamina o estreptomicina para elimmar acidos nucleicos y un
tratamiento termico. En este punto. el volumen de la solucion es grande y la
concentracion de enzima baja. por lo que se incluye un paso de concentracion Este
puede desarrollarse por precipitacion fraccional con sulfato de amomo o con

solventes organicos, por adsorcion en una colwmna de mtercambio jomco. por
evaporacion o por remocion selectiva de agua por congelamiento parcial yio
derretinmienta de la solucion Altemativamente, la solucion puede ser concertrada

por ultrafiltracion Por uso de membranas de poro selectivo pequenas mioleculas



pueden ser removidas (agua., sales, ctc.) quedando retenidas lax moleculas de
proteinas.

Después del paso de precipitacion el material debe ser disuelto en pequenios
volumenes de agua o buffer. Frecuentemente hay desnaturalizacién de las proteinas
que pueden ser removidas incrementandose la pureza de la preparacion

En este punto puede utilizarse un gel de flltracion o colocarse en una ¢olumna sin la

necesidad de climinarse las sales Estas se elunman a traves de dialists
de la enziuma activa son  juntac

Las fracciones contemendo la mayoria
concentradas  por precipitacion  con  sulfato de  amonio o acetona o por

ultrafiltracion. La solucion es entonces dializada
escogido para la cromatografia del maternal en una colunna de mntercambio 1onico

toda la neche contra un buftfer

La preparacton es cromatogratiada en una colunma de mtercambio ionico usando un
gradiente lineal de cloruro de sodieo Las fracciones de la columna conteniendo la
maycria de [a enzima activa son juntadas. concentradas, dializadas 3 puestas en una
columna de intercambio 0mico que ha smdo equihbrado contra un  buffer
conteniendo 20% menos de cloruro de sodio que el utihzado en la fraccion en la
cual hubo un pico de actividad enzunatica. Las fracciones conteniendo la mayoria

concentradas y probadus  Si la enzima aun es

de la enzma son juntadas,
heterogénea debe considerarse un paso mas de purificacion uulizando un gel de

electroforesis preparado de polacnilamida
Cuando la enzuna es obternda en forma pura esta puede ser almacenada a O°C.

congelada y almacenada a -20°C o hofilizada 3 alinacenada a -20°C (12,13)
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3.3.6. Criterios de avance y purificacién.

Nommalmentze se selecciona una combinacion de meétodos para conocer la relacion
entre la proteina total y la proteina buscada. a 1a cual se¢ le denomina E (en este caso

enzima) y los métodos que nos den una informacion mas exacta para conocer la
pureza de la proteina

Existen varios métodos para determunar la concentracion de la proteina total y cada
uno de ellos presenta sus ventajas v desventajas, a saber

Método Keldahl Se basa en que las proteinas tienen un conterido promedio de
nitréogeno de 15 a 16% Tiene la desventaja de que las sustancias mtrogenadas no
protéicas pueden contribuir a que se haga una estimacion errénea La elimmacion de
sustancias contammantes no protéicas hace que este método sea muy lento

Método de_ microBiuret. Esta btasado en la absorcion en ultravioleta de los
complejos proteina-cobre (0.2-4 mg) Altamente reproducible e independiente de la
naturaleza de la protemna

Método de la ninhidrina se usa en precipitados proteicos y 3 mas senmible que el
anterior, (su rango va de 0.01-0.2 mg) Este inetodo se basa en la reaccion del grupo
amino primano con ninhidrina, que da un producto de condensacion violeta EIl
reactivo es inestable y la reacciéon tambien la producen los iones amonio hibres
Meétodo de _Folin Ciocalteau Naturaleza cromogenica de las cadenas laterales de
aminoacidos (0.01 -0.1 mg)

Meétodo de absorcion a 280 nm Debido a la presencia de amimoacidos aromaticos,

para evitar la perturbacion de acidos nucléicos, la diferencia de absorcion se lee
enwre 260 a 28C nm.

En casos mas problematicos se puede utilizar la propiedad biologica de algunas

proteinas, como la capacidad de union covalente a otra molecula (llamada higandos,
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principio que ademas de permitimos su separacion, en cromatogratia de afinidad,
puede permitir cuantificar la enzima.

Es importante tener presente que los analisis deben ser rapidos, reproducibles v
sensibles. Sin embargo, a medida que la proteina enzrpnatica se aisla de su
microambiecnte aumenta su susceptibilidad a desnaturalizarse y, por lo tanto, a
perder su actividad bioloégica y sus estructuras superiores

Una vez obtenido ¢l producto final, probablemente no exista una prueba que por si
sola garantice que se¢ trata de una proteina St embargo. hay una sene de pruebas
que establecen cierto grado de probalnlidad v, s1 la muestra resulta ser homogenea
en distintas pruebas (de prefererencia que mantieste una homogeneidad respecto a
distintos parametros fisicos como carga, pH, tunano, etc ), la probabiliciad se hace
tan grande que es vilido aceptar que la enzima es pura

La mayoria de las prucbas de homogeneidad empleadas estan basadas en sus
propicdades fisicas y, en general, son comunes a todas las proteinas, de ellas las mas
usadas son ultracentrifugacion analitica. electrotoresis. tectica de electroentoqgue &
solubilidad

Conviene definir algunos ténmmos que eapresen las canudades de la enzuma en

funcién de la velocidud de la reaccion de una cantidad dada de preparacion
enzunatica

Unidad (U). Sc define como la cantdad de enzima que catahiza la transformacion
de I pmol de sustrato por minuto en condictones detinudas

Actividad especifica (U/mg proteina). Se expresa en umdades de enzuna por
muiligramo de proteina.

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

concentracién optima de sustrato (1 3)
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3.3.7. Uso ¢ importancia de la 8-glucosldasa.

Dentro de los inetodos desarrollados para la cuantificacién de glucédsidos
cianogénicos, tenemos desde los gravimétricos, volumétricos y especurofotométricos
hasta el uso de cromatografia de gases (CG), y. en todos ellos se determina los
productos de la hidrohisis de estos compuestos, por lo cual es necesario la adicion
de una fuente de B-glucosidasa exogena

Precisamente en  nueswro  laboratorio se  ha desarrollade un  metodo
espectrofotométrico  relativamente sencillo para la  determunacion de  estos
compucestos (8), en el que efectivarnente se utiliza una B-glucosidasa para llevarlo a
cabo. disponible comercialmente la cual es de unportacion v demasiado costosa lo
que en cierta medida limita su uso, por lo tanto he aqui una de las razones de la
importancia de esta enzumna

La enzima P-glucosidasa es también utilizada en e} area industnal, como por
ejemplo en la produccion de glucosa a partir de celulosa la celulosa es un polimero
lineal de unidades de D-glucosa umdas mediante enlaces 1, 4-B-D-glucosidicos El
sistema enzumatico para la conversion de celulosa a glucesa comprende una endo-
1,4-B-glucanasa (E<C 3. 21.4, una celobiohidrolasa (EC. 321 91) y una B-
glucosidasa (E-C 3.2.1 21 1 todas ellas actuzan secuencial y cooperatuivamente para
degradar la celulosa a glucosa La endoglucanasa actua de una manera desordenada
en las regiones de baja cnstalindad de la fibra celulosica, mientras que la
celobiohidrolasa remueve las umdades de celobiosa de las termnaciones no
reducidas de la cadena celulosica. La P-glucosidasa hidroliza la celobiosa v en
algunos casos tambien celooligosacandos. conviriendolos en glucosa

La PB-glucosidasa generalmente es responsable de la regulacion de todo proceso

celulolitico y es un factor limitante durante la hidrolisis enzimatica de la celulosa.



ya que la actividad de las otras dos enzimas es trecuentements mhibida por la
celobiosa.

Asi que la B-glucosidasa, no solo produce glucosa a partir de la celulosa, sine que
reduce ademas la inhibicion por celobiosa, perrmtiendo a las enzimas celulohiticas
actuar eficientemente. (14,15)

Otra de las aplicaciones de la f-glucosidase es dentro de la industrio alunentaria,

como lo es en el procesamiento de los vinos y jugos la enzima es capaz de
transformar las antocianinas, pigimentos presentes en muchos vegetales v frutas o

antocianidinas y azucares. El aglucdn resltante es colondo y menos soluble que las
antocianinas, por lo tanto tiende a precipitar haciendo al compuesto mas tacil de
eliminar. También han sido reportados usos de esta enzumna, en la produccion de
vinos blancos para enriquecer su aroma. ello como resultado Jde la hidrohisis de
glucosidos monoterpenicos

La enzuna tambien puede ser usada en ¢l procesatniento de jugos de narama. de

hecho la hidroisis de las antocianinas ¥ la eliminacion de los aglucones insclubles,

previenen el decoloramiento de tos jugos (16€)
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CAPITULO IV
METODOLOGILIA

4.1. Material de estudio

Debido a que el presente trabajo es continuacion del desarrollado por Fabiola
Ayhllon se aprovecharon resultados previos para la realizacion de éste, denuo de
los que destacan: el uso de !a misma materia priuma y el proceso de purificacion y
aislamiento preliminar de la fraccion proteimca con acuividad de B-glucosidasa
19).

Como se desecaba obtener la B-glucosidasa de almendras de semilla de capulin se
partié de la respectiva planta (Prunus serofina) la cual se obtuvo del mercado de
Sonora.

También fue necesario el uso de dos upos de frijol: Comba y del Monte procedentes
de Guerrero y Sinaloa respectivaniente, ambos variedad Phasecolus lunatus, esto para

poder hacer la comparacidon entre la B-glucosidasa obtenida y la comercial, en la
determinacion de glucésidos cianogénicos

4.2. Diagrama general de trabajo

Con la finalidad de ver en forma global el presente trabajo, a continuacion se

presenta un diagrama de bloques, ¥ en seguida una explicacién de cada uno de
ellos.
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Deteccion del potencial
de actividad erusimatca de
It matena pruma (4.2.1)

)

Sisterna pasa la determinacion
de actividad B-glucosidasa

€4.2.2)
4

Prepunficacion y aislamiento
de la fruccion proteinica con
actvidad B-glucosidasa ¢4.2 3)

I

Purificacion de 1a fraccion
proteinica por cromatcegrafia
de afinidad (4.2.4)

—
: !

Comparacion d= la actividad

Condiciones éptimas para la N pa

actividad enzimatica del preparad enrimatica con muestras

obtenido. (4.2.5) vegetales en la liberacion
de HCN (4.2.6)

4.2 1.Deteccion del potencial de activadad enzunatica

De trabajos previos queda establecido la actividad enzimatica, sin embargo, como se

parte de un nuevo lote de almendras de capnlin, es necesarnio continar dicha
actividad aplicando la metodologia de liberacion de HCN ¥y la fonnaciéon de
isopuspurina de acuerdo a la reaccion de Guunard, y para considerar una adecuada
struficativa estadisticimente  al

actividad enzimatica no debe haber diferenc



realizar la cuantificacion de glucdsidos cianogénicos con y sin adicién de enzima
exdgena comercial (19).

4.2.2; Determinacion de actividad B-glucosidasa,

De datos experimentales previos (19) se tiene establecido el sistema para la
determinaciéon de actividad enzimatica de la (-glucosidasa por apariciéon de
producto (glucosa), donde se tienen definidos: pH, temperatura y concentracion de
susirato. Sin embargo, se realizaran algunas moditicaciones, principalmente sobre la
concenuacién de enzima, para mejorar la metodologia, tratando de obtener las
condiciones del sistema de reaccidn que proporcione el valor de actividad
manifestado para la enzima comercial. Cabe aclarar, que si se modifican las
cordiciones para la definicidn de las unidades de actividad, se tendra que hacer las
correciones pertinentes, incluso desde la materia prima.

Para realizar dicha modificacion en la concentracion de enzima se determinura la
actividad enximatica por medio d2 la determinacion de glucosa, que es uno de los
productos de la hidrolisis de los glucésidos cianogénicos, en varios intervalos de
tiempo.

De igual forma sera necesario realizar la cuantificacion de proteina para conocer la
actividad especifica, de esta manera se sabra la pureza del aislado enzimatico, para
lo cual se aplicara el método de Lowry va gue es un metodo con alta sensibilidad,
ademas de ser muy conveniente cuando se cuenta con poca cantidad de muestra,
Pues s6lo se requiere de 5 a 20 mg de muestra para su ensayo

4.2 epurificacion y aislamiento_de_la fraceidn proteica

Debido a que la 3-glucosidasa que es una glicoproteina, se encuentra en la almendra
de capulin que posee un alto contenido de grasa (47 5%) se procedera a la

concentracion de la fraccidn proteica sustrayendo la fraccion hpidica de las
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almendras por extraccidn continua con éter etilico, durante aproxunadamente 18
horas, a una temperatura de 26=2°C. A continuacian, ¢l aislamiento de la traccion
de glicoproteinas se realizara por extraccion traccionada con el dwsolveute
adecuado: En si se uulizara el precedimiento establecido en ¢l uabajo previo y se
procedera a aprovechar dicho matenal, sin embargo, si se moditica el sistema de
cuantificacion de unidad de la actividad enzimatica, sera necesario la correccion de

la actividad especifica en este preparado

4.2 .4, Purificacion_enzunatica

El liofilizado obtenido bajo las nusmas condiciones de trabajo previamente descrito
se suspendera en buffer de histidina-HCI, para aplicario sobre una columna cuyva
fase estacionaria sera concanavalina A en scfarosa -1B, realizando una separacion
por cromatogratia de afinidad. Para la elucion de la enzima se utilizara una sotucion
de a-metil D-glucosido. La fraccion eluida con alta acuvidad de B-glucosidasa se
dializard v después se procedera a liofilizar para obtensr un producto puriticado v
estable. Cabe aclarar que se puede realizar una purificaciéon mas protunda. mcluso
separar la amigdalin-hidrolasa de la prunasin-hidrolasa, sin embairgo. para los fines
perseguidos, lo anterior no serm conveniente ya que se desea obtener un preparado
que contenga una actividad de PB-glucosidasa global. En esta etapa se pretende
mejorar sustanciaimente la actividad especifica de este preparado con respecto al

obtenido del trabajo previo

4.2.5 Condiciones optimas

Del liofilizado obtenido de la separacion cromatogratica por atinidad. se procedera a
24 ¥

determinar sus condiciones optimas de actividad enzunatica (cinetica =nzundtica),

para lo cual se utilizara el sistema detiudo en la tase 4.2 2 | donde se mantendra la

concentracion de enzima, siendo esto en base al contermdo de protema. Se
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estableceran pH y temperatura éptima, asi como la constante de afinidad (Km) y la
velocidad méxima (\' max) para la amigdalina, el cual es un glucésido cianogénico

de interés en alimentos y del presente trabajo.

Ya que el objetivo principal del presente trubajo es obtener un preparado
enzimético estable que pueda sustituir a la enzima comercial en la determinacién
espectrofotometrica de glucésidos cianogenicos que ya se tiene establecido, se
realizara una comparacion entre ambas enzimas usando dichia determinacién. Para
lo cual se utilizaran tres muestras que contengan glucdsidos cianogénicos de interés
en alimentos y posteriormente realizar el analisis estadistico de los resultados

obtenidos; con el fin de observar si existe diferencia significativa estadisticamente.

4.3. METODOS UTILIZADOS
4.3.1. Determinacién de glucosa

FUNDAMENTO Una disolucion de o-toluidina en acido acético glacial cuando se
calienta con la glucosa da lugar a un producto coloreado con un maximo de
absorcién a 630 run. El grupo aldehido de la glucosa se condensa con el reactive
para formar primero glucosilamina y posteriormente un producto coloreado

denominado gendricamente base de Shiff (20).

Equipo y material

Digestor Supelco cat.N° 3-3315

Espectrofotémetro Sequoia-Turmer modelo 340

Tubos de pared gruesa para cultivo Pyrex #9825
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Tapones de rosca con cubierta de teflén

Pipeta automatica Labsystems de 200-1000 pl

Reactivos y soluciones

Solucion de acido benzoico al 0.14% vv) (d)
Patron de reserva de glucosa ()

Patrones de tabajo de glucosa ()

Reactivo de coloracion de o-toluidina (Merck cat. 3306)

Preparacién de soluciones:

(d) Disclver 1.4 g de zcido benzoico en 800 ml de agua desionizada con
calsntamiento. Dejar enfrias y aforar a 1000 m).

(e) Disolver 250 mig de glucosa en 200 m) de soluciéon de acido benzoico y aforar a
250 ml con la misma solucion.

(f) Tomar alicuotas de 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 12.5,15.0,17.5,20.0,22.5 ¥ 25.0 ml del

pawrén de reserva de glucosa (e) y aforar cada una a SO ml con solucion de acido
benzoico.

Procedimiento

Se pipetean 3 ml de reactivo de coloracion enuna serie de tubos de vidno de pared
grucsa, preferentemente con tapas de rosca forradas de teflon. Con micropipeta se

afladen a los tubos 500 ul (0.5 ml) de cada uno de los patrones de wrabajo de

glucosa. Para ¢l blanco se adiciona 500 pl de solucion de acido benzoico 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 tiempo y se entfian en bafio de agua
helada, hasta que alcancen la temperatura ambiente. Se lee absorbancia del
contenido de cada tubo frente al blunco a 630 nun, para obtener la curva de
calibracién.

W
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4.3.2. Determinacién de protefnn

Modificacion del metodo de Lowry que da una respuesta fotométrica lineal.
FUNDAMENTO. Se basa cn la reaccion del fosfomolibdato, en solucién alealina,
con los residuos de tirosil de las proteinas, se utiliza Cu?” para incrementar la
sensibilidad de la reacciéon. El color azul que se forma es bastante estable y tiene un
miximo de absorbancia a 650 nm (21)

Equipo y matcrial

Barfic de agua con termostato y homogenizador marca Grant, mod. SE 10
Pipeta sutomatica Labsystems de 200-1000 pli

Pipeta automatica Labsystems de 50-100 ul

Cronéometro

Espectrofotdmetro Sequoia-Tomer mod. 340

Fotcceldas 19X105 nm.

Reactivos y soluciones

Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma cat. 2790)

Hidréxido de sodio 1.0N

Alb mina bovina (Sigma cat. A-3425)

Solucién A, tartrato de sodio y potasio y carbonato de sodio (g)
Solucidn B, tartrato de sodio y potasio y CuSO,-5H;O (h)
Solucion C (1)
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Preparacién de soluciones:

(&) Solucion A: Se disuelven 2 g de tartruto de sodio y potasio y 100 g de carbonato
de sodio en 500 ml de soluciéon T N de hidréxido de sodio para después aforar a
1000 mi con agua.

(h) Solucion B: Se disuelven 2 g de tartrato de sodio v potasio ¥ 1 g de CuSG, S
H;O en 90 ml de agua para aforar después a 100 ml con la solucion 1 N de
hidréxido de sodio.

(i) Solucién C: Un volumen del reactivo de Folin-Ciocalteau se diluye en 15
volumenes de agua Esta solucién se prepara diariamente y debe tener una
normalidad

entre 0.15N y 0.18N cuando se titula a pH 10 con NaOH IN. St la acidez fuese
mayor & 0.18N debera ser ajustada con NaOH

El tartrato de sodio y potasio se divide entre ambas soluciones A y B, para evitar

una cristalizacion en B, ademas de mantener la concentracion de tartrato necesaria

Procedimiento

Pare la curva estandar se utiliza una solucidn de albumina bovina cuya
concentracion equuvalga a 360 ug/ml en agua destilada

La curva estandar va de 36-324 pg de protewmna (albumina bovina) donde se cumple
1a ley de Lambert-Beer. Y esta serie de tubos se trabaja en la misma torma que las
muestras de proteina problema

Las muestras protlema se llevan a 1 m! con agua destilada. se colocan en tubos con
su correspondiente etiqueta y se les adiciona 0.9 ml de la solucidén A con agitacion
para que se mezclen, a continuacion se colocan en un bano de agua a 507 durante
10 minutos, después de los cuales se retiran del bano hasta que vuclvan a alcanzar
la temperatura ambiente (21-25 °>C en aproxunadamente 10 mmnutos) y puedan ser

tratados con 0.1 ml de la solucion B, los tubos se dejan a la temperatura ambiente
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al menos 10 munutos y después se tratan c¢on 3 ml de la solucidn C;, que es
adicionada de manera rapida y con cierta presion para asegurar que se mezclen en
cuestion de 1 a 2 segundos. Los tubos son nuevamente colocados en el bafio de
agua a S0°C por 10 minutos y enfriados a temperatura ambicnte, para finalmente
proceder a la lectura de las absorbancias a 650 nm.

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

Tubo wul soln. estandar 1l de agua Concentracion (ag)
B o] 1000 o]
1 25 97s 9
2 50 950 18
3 75 o925 2?7
4 100 900 36
5 200 800 72
6 300 700 108
7 500 500 180
8 700 ) 300 252
9 900 100 324

4.3.3. Curva de uctividad de la B-glucosidasa comercial

FUNDAMENTO. La hidrolisis de la amigdalina por accion de la B-glucosidasa da
como resultado la liberacion estequiométrica de HCON (relacion 1:1) y 2 moles de
glucosa, la cual puede ser cuantificada por diferentes métodos , en ¢ste caso se hize
por cuantificacidon cspectrofotometnica al reaccionar con o-toluidina. Ya que la

reaccion ¢s dependiente del tiempo se tendra un control de este, ademas se




controlaran la concentracion de amigdalina (sustrato) y enzima, asi como del pH.
temperatura y adicidn de ciertos activadores.(19)

Equipo y material

Bailo de agua con termostato y homogenizador marca Grant mod. SE 10

Vértex Lab-line con control de agitacion

Pipeta automatica [Labsystems de 200-1000 ul

Cronémetro

Potencidmetro Coming mod. 10

Reactivos y sotuciones

Acido acético al 18% (v/v)

Amigdalina (Sigma cat. A-6005)
p-glucosidasa (Sigma cat. G-0395)
Nitrato de sodio (R.A))

Buffer de citrato-fostato pH 5.0+0.1 (a)
Solucion de aumigdalina (b)

Solucién de B-glucosidasa comercial (¢)

Preparaciéon de soluciones:

(a) Mezclar 243 1nl de una solucion 0.1 M de acido citrico (19.21 g en 1000 ml de
agua destilada) con 257 ml de una solucidén 0.2 M de fosfato dibdsico de sodio
(53.65 g de Na;HPO4-7 H;0 6 71.7 g de Na;HPO4 12 H;0 en 1000 ml de agua
destilada) y aforar a 1000 ml. Ajustar ¢l pH si ¢s necesario

(b) Se pesan 76.25 mg de amigdalina v se aforan a 100 ml con buffer de citrato-
fosfato pH 5.0.

(c) Mezclar 102.5 mg de B-glucosidasa v 3.4 g de nitrato de sodio (concentracion

0.08 M) y aforar a 500 ml con butler de citrato-tfostato pH 5.0
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Procedimiento

Todos los reactivos deben estar preincubados a 37°C. Con micropipetsa, se adiciona
1 ml de solucién de B-glucosidasa en una serie de 8 tubos de ensayo (minimo por
duplicado). Se colocan los tubos en un bano de agua a 37°C

Al primer tubo se lc adiciona 1 ml de acido acético y posteriormente 4 ml de
solucioén de amigadalina, agitando de mmediato con ayuda del vértex esto con el
objetivo de que se inactive la enzima antes de entrar en contacto con ¢l sustrato
Este tubo comresponde al tiempo cero de reaccion

A partir del segundo tubo y hasta el octavo se les adiciona 4 ml de solucién de
amigdalina ¢ inmediatamente se agita con el vortex, midiendo con cronémcetro el
tiempo de reaccién. A los 30 segundos se para la reaccion adicionando 1 ml de
acido acético, se saca el tubo del bano y se mezcla perfectamente el contenido del
tubo utilizando un vortex. Se sigue el mismo procedimicnto del segundo tubo con
los 7 tubos restantes pero deteniendo lareacciona 1,2, 5,10, 15, 30 y 45 minutos.

Finalmente de cada tubo se toma una alicuota de O 5 ml a la cual se le determina

glucosa por ¢l método de la O-toluidina.

4.3.4. Actividad de la B-glucosidasa obtenida y purificada de Ia almendra de

semilla de capulin

Fundamento, material, equipo, reactivos y soluciones son los mismos descnitos en
el apartado 4.3.3., variando tnicamente la presencia de la B-glucosidasa comercal
por la purificada a partir de la almendra de semilla de capulin. colocando la

cantidad de enzima de acuerdo al contenido de proteina previamente determmado
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Procedimiento

Es el mismo utilizado que en la curva de la B-glucosidasa comercial. con las
siguientes condiciones. temperatura 37°C, pH 5.0, volumen total del sistema 6 mi y
con el tiempo de reaccidén mas adecuado de la fase anterior (4.3.3).

Para asegurar una concentracion igual a la B-glucosidasa comercial se adicionara
una cantidad extra en base al contenido de proteina, ya que no toda tiene actividad
enzimatica.

Como estc paso sera aplicado después de haber realizado la cromatografia de
afinidad en donde se obtendran varias fracciones cluidas, y cada una de ellas
contiene diferente cantidad de proteina vy actividad, no sera sino hasta dicho paso
cuando se especifique la cantidad de preparado enzimatico a usar para poder
determinar su actividad, por fraccion.

El tiempo de reaccion sera en base al que haya proporcionado una alta acuvidad en
la curva de la B-glucosidasa comercial asi como una buena manipulacion;, para
posterionmente tomar una alicuota por tubo, y asi poder determinar a los eluyentes

el contenido de glucosa por el método de la o-toluidina.

4.3.5. Obtencién de un extracto purificado con actividad de B-glucosidasa

Purificacién por medio de cromatografia de afinidad

FUNDANMENTO. Se basa en la propiedad quimica que algunas proteinas poseen,
su capacidad de unién especifica no covalente con otra molécula llamada ligando
(9). En este caso la concanavalina A sefarosa 4B tiene un receptor especitico para el
azicar de la B-glucosidasa, de tal forma que ésta se quedara unida especiticamente
al soporte mientras que alguna otra ¢nzima que se encuentre presente en la solucion

Yy que carezca del centro especifico de union para la concanavalina A sefarosa 3B,
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II. Remover sulfuros tratando la membrana con la solucién de sulfuro de sodio
0.3% a 80°C durante 1 minuto.

III. Lavar con n'gua caliente (60°C) éummc 2 minutos.

IV. Acidificar con la solucidn de H;SO, (.2% enjuagar con agua caliente para
remover el Acido, haste cerciorarse de que el agua de enjuague no tenga pH acido
(k) Disolver 3.10 g de histidina en aproximadamente 800 m! de agua desionizada,
una vez disuelto adicionar 19.87 g de NaCl y ajustar pH a 6.0 con solucion de HCl
1N y completar el volumen de 1000 ml con agua desionizada

(1) Disolver 9.71 g de ac-metil-D-glucdsido en S00 mi de butler 0.01 M histidina (k).

Frocedimiento

Pesar de 2-3 g de enzima semipurificada y redisolver en un minimeo de volumen con
buffer 0.01M de histidina (1) , agitar con precaucion para no crear mucha espuma.
aplicar a la columna la cual se encuentra ya empacada con la concanavalina A en
sefarosa 4B y preequilibrada con buffer 0.01 M de hisitidina, lo que consiste en un
lavado con 10 veces el volumen muerto de la columna, siendo equivalente a S0 m}
aproximadamente. Eluir con buffer 0.01 M de hisitidina con 0.2 M a-metil-D-
glucdsido con un fluyjo de 1 mUmin aprox. Colectar fracciones de 20 ml, y
determinarles actividad enzimatica y proteina , para conocer su actividad especifica
por fraccion, de esta forma se podra determunar  hasta que momento debera elutrse.
Las fracciones que contengan alta actividad son colectadas y dializadas contra agua
desionizada en refrigeracion durante toda la noche, en una sola membrana

La solucion enzimauca dializada se centnifuga por 5 minutos a 17,600 g (10,750
rpm), y el sobrenadante se pasa por un filiro de porosidad media (10-15 ), para
eliminar cualquier particula ajena a la P-glucosidasa Fualinente esta soluciéon se
liofiliza a -50°C, presién reducida de 25 niiciones y en fracciones de 25 ml para un

liofilizado eficiente.



Se realizan determinaciones de actividad y proteina, tanto al extracto semi-
purificado., como a las fracciones de la columna v al liofilizado para tener un

seguimiento de punficacion mediante la actividad especifica de la enzimn

4.3.6. Condiciones Sptimas

A continucacién se describen los sjustes que deben rcalizarse para establecer las
condiciones optimas para la actividad enzimatica del preparado obtenido,
realizando cada nivel de variacion como minimo por triplicado, y utilizando el
tiempo ya establecido como dptimo (aquel que presente buena actividad y sea facil
de manipular).

Determinaciéon de temperatura Sptima.

Se realizaran varios niveles de temperaturas que seran: 20°, 30°, 37°, 40°, 50°, 60°
y 70°C. Siguiendo la misma metodologia que en la determinacion de actividad de la
B-glucosidasa, pero ahora durante la incubacion se probara con cada una de las

temperaturas indicadas

Determinacion d; pH 6ptimo

La determinacién de actividad se lleva a cabo como ya se menciond, utilizando un
buffer de citrato fosfato pero cambiando el pH del buffer utilizado por 3.0, 4.0,
5.0,6.0 y 7.0, haciendo uso de un potenciémetro para el ajuste del buffer
previamente

Determinacion de Km y Vmax para amigdalina

Una vez obtenido ¢l pH y la temperatura optima. asi come ¢l tiempo de reaccion, se
manejaran dichos valores para variar la concentracidon del sustrato (amigdalina)
usada en la determinacion de acuvidad de la siguiente forma: 0.0762, 0.3812,

0.7625, 2.2875, 3.8125 y 7.6250 mg‘ml, y posterionnente con la ayuda de la
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ecuacion y de la grifica de Lineweaver-Burk, obtener tanto al valor de Km como el
de Vmax para la amigdalina

4.3.7. Método para la determinaciéon cualitativa y cuantitativa de glucésidox
cianogénicos

-

FUNDAMENTO. El presente método aprovecha la reaccion sensible y especifica
de Guinard, la cual es ampliamente utilizada en prucbas cualitativas para la
deteccion tanto de glucosides cianogénicos como del propio HON.

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace
uso de una hidroélisis enzimatica, con adicion de enzima exogena (por medio de p-
glucosidasa) del correspondiente glucdsido cianogénico, y para poder cuantificar en

forma precisa el HCN liberado, es conveniente trubajar algunos pasos a temperaturas
bajas.(8)

Equipo y material

Incubadora marca Lab line imperial

Congelador comereial American mod. CV
Espectrofotémetro Sequoia-Tomer mod.340

Barjo de agua con agitacion marca Lab-line instruments
Tubos de cultivo con tapén de rosca pyrex #9825
Micro-molino marca Tecator mod. Cyclo-Tec

Papel inidicador de HCN. (m)

Potencidmetro Comumg mod. 10

Reactivos y soluciones

Solucidén de B-glucosidasa comercial con activador (n)
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Solucion de B-glucosidasa obtenida con activador (o)

Solucidén de KCN cquivalente a 100 ug HON/ml (24.1 mg KCN/100 md)
Solucién de HC1 0.5N

Buffer de fosfatos pH 7.0 (p)
Buffer de citrato-fosfato pH 5.0 (ya descrito en el apartado 4.3.2)
Soluciéon de picrato de sodio alcalinizada (q)

Fécula de maiz comercial

Preparacion de soluciones

(m) Papel Whauman del #2 se empapa en una solucion de picrato de sodio (q), se
deja escurtir y se coloca en una estufa a sccar a una temperatura de 55-60°C por
espacio de 30 minutos. A continuacidn se cortan tiras bien medidas de 2X10 em.

(n) 0.25 g de P-glucosidasa comercial (250 mg) se disuelve con butler de fosfatos
pH 7.0 teniendo la precaucion de agitar suavemente (de lo contrario se formara grun
cantidad de espuma) una vez disuelta 11 enzama se le adiciona 1.7 g de NaNO; que
actiia como activador, todo lo anteri ¢ se lleva a un volumen de 250 ml con el
mismo buffer y asi tenemos una coucenuracion de | mg de B-glucosidasa/ml y
0.08M de NaNO;

(@) 7.7 mg de B-glucosidasa obtenida se disuelve con buffer de citrato-fosfatos pH
5.0 teniendo la precaucién de agitur suavemente, una vez disueita la enzama se le
adiciona 0.17 g de NaNO;, se lleva a un volumen total de 25 ml con el mismo butter
Yy asi se

tiene una concentracion de O 308 mg de B-glucosidasa‘ml y (.08 N de NaNO;.
(p)Se prepara una soluciéon 0.20 ! de fosfato monobasico de sodio (A) (27 8g en
1000 ml de agua destulada y desiomzada) y una solucion 0.2M de fostato dibasico

de sodio (B) (53.65g de Na;HPO7HiO o 71 Tg de NuzHPO, 1 2H;0 en 1000 ml de
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agua destilada y desionizada). Tomar 39 ml de la solucién A y 61 ml de la solucion
B, diluir a un total de 200 ml; si es necesario se ajusta el pH con un potenciometro.
(q)Se disuelve en agua destilada 2.5 g de acido picrico y a continuacion 12.5 de

carbonats de sodio, illeviandose a un volumen de 500 ml con agua destilada

Procedimiento
Para la elaboraciéon de la curva de referencia, s¢ usa una solucion de KCN cuya

concentracidon equivalga a 100 pug HCN/ml. Ademnas con el fin de sunular la
interaccién muestra-HCN liberada, se introduce cn nuestra curva estandar la

llamada matriz alumenticia (22), que sera fécula de maiz comercial.

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR

ml solucién matriz Buffer 40°C/a h HC1 0.5N Conc. HCN
estandar alimenticia pH?7 ——————— en frio (:g)
0.0 500 mg 5.0ml 1.0ml Blanco
0.05 - hd ” 50
0.10 ~ - - 10.0
0.20 g o d 20.0
0.40 - s - 40.0
0.60 o -~ - 60.0

La curva estandar va de 5-60 ug de HCN, ya que fue el rango éptimo encontrado en
la respuesta concentracion de HCN vs absorbancia en donde se cumple ia ley de
Lambert-Beer. Dicha serie de tubos se trabajan en la misma forma que para la

liberacion de HCN en la muestra
si



Preparacion de la muestra: cuando se requiere determinar con suma precision el
contenido de HCN en una muestra fresca, 3 necesario partic del material integro,
para lo cual se somete a una molienda fina ¢ inmediatamente sc pasa a un frasco que
cierre perfectamente y si 1o se va realizar en ese momento la determinacién se
procede a colocar la muestra ya molida en el congelador.

Liberaciéon del HCN de la muestra. se coloca en un tubo de cultivo pyrex de 20 a
500 mg de muecstra, dependicndo de su contenido aproximadamente de glucésidos
cianogeénicos (cuando no se tiene mnformacion se coloca la canudad maxima de SO0
mg); a continuaciaon se le adiciona 5.0 mi de la solucion de B-glucosidasa (fria) se
homogeniza y se procede a colocar la tira de papel indicador humedecido faprox
con 8 gotas de agua) en la boca del tubo y se cierra herméticamente con un tapon de
rosca.

Una vez que sc tiene ¢l anterior dispositivo se coloca en el bailo 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 h. Al final de dicho tiempo se saca el tubo y se coloca en el
congelador por 30 minutos. Transcurrido el tiempo anterior se saca ¢l tubo y se
destapa para adicionarle 1 m} de HC!1 0.5N (frio)

Una vez adicionade el HCI, sc vuelve a cerrar perfectamente, se hotmogeniza
teniendo la precaucion de que ¢l liquido no toque el papel indicador y se coloca en
la estufa por espacio de 15 minutos a la temperatura de 60°C. Transcurrido el
tiempo se saca de la estufa y en ese momento se puede realizar visualmente la
deteccion cualitativa, ya que aquellos tubos que muestren una coloracién caté-rojiza
aunque sea muy tenua se consideran positivos y se procede a su deteccion
cuantitativa.

Detenminacién cuantitativa: con cuidado se procede a recuperar el papel indicador y

s¢ coloca en un tubo de cultivo pytex. se le adiciona 20 ml de agua destilada



(medidos con burceta) se tapa v se agita vigorosamente con ¢l fin de extraer <l
pigmento de isopurpurina del papel indicador en el agua

Después de extraer el pigmento (aprox. de 2 a 5 minutos) se recupera ¢l disolvente,

eliminando los residuos del papel por una simple filtrucion con papel de tiltracion
rapida. Hay que hacer notar que cuando asi se requi¢ra se puede hacer otra adicién
de agua (20 ml) par-x.x':ﬁx';cr completamente el piginento (dilucion)

La solucién filtrada se coloca en la totocelda de 19X10S5 run para su lectura en el

especuofotémetro a una longitud de onda de 520 nm trente al blanco.

4.3.8. Comparacién de lu actividad enzimatica

Para poder realizar una comparacién cnutre ammbas cnzimas, la coterciat y el
preparado enzimatico obtenido a partir de la almendra de semilla de capulin, se
utilizara el meétodo de glucdsidos cianogénicos, descrito en ¢l inciso 4.3 7.,
utilizando tres muestras de interés que son. ttol comba v frijol monte en Jdonde se
encuentra el glucdsido linamarina, y almendra de semilla de capulin que contiene
amigdalina como glucésido.

Csbe aclarar que la determinacion de glucésidos cianogénicos se llevara a cabo. tal
cual, sustituyendo unicamente a la enzima comercial por el preparado enzimatico,
siendo necesario cumplir con las condiciones optimas de temperatura, pH y
concentracion de enzima obtenidas previamente, para tal preparado

Por otra parte hay que recordar que se modifico la concentracion de la enzauma con
la finalidad de mejorar la metodologia, en base a esto, se espera obtener resultados
sin diferencia significativa estadisticamente entre ambas enzimas, cabe hacer notar
que se¢ haran los ajustes correspondientes para el caso del preparado enzunatico

obtenido, con la finalidad de optimizar la metodologia previammente descrita
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CAPITULO V
SYD USION

S.1 Deteccidon de actividad enzimitica de In materia prima.

Debido a que ¢! presente trabajo es continuacidn del referido, queda establecido
una adecuada actividad enzimatica ya que se¢ parte de la misma materia prima y no

se encontrd diferencia significativa estadisticamente al realizar la cuantificacidén de

glucésidos cianogénicos con y sin adicion de enzima comercial.

$.2.Determinacién de actividad de -glucosidasa

Las condiciones del sistema para la cuantificacién de la actividad (concentracion de
enzima: 0.0205 mg/ml, concentracién de sustrato :0.7625 mg/ml, temperatura: 37 °C

y pH de 5.0x0.1) (19), se modificaron cn el presente trabajo sumentando la
ya plantead

concentracion de la onzima 10 veces respecto a las condi

quedando finalmente lo siguiente:

Concentracién de enzima : 0.205 mg/ml
Concentracién de sustrato (amigdalina) : 0.7625 mg'm!

e Temperatura de 37°C
e pHde 50201

Al ser cambiadas las condiciones del sistema se tiene que encontrar nuevamente el

tiempo optimo de reaccién adecuado a éste, por lo que se comenzd a trabajer a

partir del 0.5 min. y hasta los 45 minutos.



FLESTRTES

Los datos de esta parte experimental se muestran en la tabla 5.1, y su
correspondiente grafica en la figura 5.1, en donde se puede observar, quc desde el
0.5 minuto existe una alta actividad cspecifica. v después comienza a descender
hasta hacersc asintdtica, sin embargo a pesuar que desde cste momento se contaba
con una buena actividad no se tomo como el tiempo optimo debido a la dificultad de
su maniputacion, por lo que se considerd a los 5 minutos como un buen tiempo para
manipular, ademas en este lapso s¢ encontro concordancia con el valor reportado en
el marbete de la enzima comercial (5.5 U/mg de protecina), por lo que se considero

como ¢l tiempo idéneo para determinar la actividad enzimatica

Tabls 5.1. Determinucién del tiempo 6ptimo de reaccion

'—’l-'lcmpo de . - mls R Actividad Actividad
 nidrstista. | T (%) Ulmn» eapecifica*
. (min) ’ . (U/mg proteina)
0.5 §.05620.685 2 014=0. 184 S 830=0.897
1.0 14.31520312 178120031 8.65010.203
2.0 26.406=1.081 1 63230.072 8 O013%0.353
5.0 31.6934%2.675 1.03710.038 S.061x0.187
100 69.270=2.017 0 862%0.027 3203420 132
15.0 86.976%2.700 0 73120 023 351920.120
30.0 95 81220.307 0 397%.0.001 1.938%0 006
35.0 100.0=0 843 0 27720 002 1.35220.012

\alor promedio donde n= 3
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La grafica 5.2 muestra una comparacion cntre las condiciones iniciales mancjadas en
el trabajo previo con las recién cstablecidas, donde se muestra que con la
concentraciéon de 0.205 mg de enzima/ml, es decir la rcestablecida, la actividad
especifica es mucho mayor a tiempos mas cortos en relacién a la curva mostrada del
trabajo anterior.

Por otro lado en la grafica 5.3. se observa que a los 45 minutos de reaccion ya
presenta el 100 2% de hidrdlisis. cuando con las anteriores condiciones, apenas se
logroé obtener un 77.17 %o como maximo de hidrolisis a los 90 minutos. (19).

Para poder cuantificar el producto de la hidrdlisis se realizé como glucosa liberada,
utilizando el método de o-toluidina, por lo que fue necesario claborar una curva
estandar dc glucosa con un rango de concentracion de glucosa de 25 a 250 ug; la
tabla 5.2 muesta los resultados y la figura 5 4, la grafica obtenida con un
coeficiente de correlacién lincal de 0.9976

Tabla 5.2. Curva estandar de glucosa

‘auem Esid-d Sptica
T W @ -
6) )

35 o1z
50 0.238
75 0.360
100 0,380
125 5 602
150 0 685
175 0s%6
260 0853
335 T.038
256 T.170

At o b 8



14

0.8

0.6

0.4

Absorbancia A 630 nm

-

-
REGRESION LINEAL

B MODELO Y=a+by
r=00976
n=10

//J. 1 1 | | | | | |

0 25 5675 100 125 150 175 200 225

(lucosa ()

Fig.5.4 CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA

250



5.2.1. Determinacién de actividad inicial en harina desengrasada de almendra.

Debido a que fucron modificadas las condiciones para 1a definicion de las unidades
de actividad, fue neccesario determinar ta actividad p-glucosidasa en la harina
desengrasada de almendra, que fue ¢l material de partida: por el método ya descrito,
pero utilizando ahora 5 minutos como ¢l tiempo optimo de reaccién. Los datos

obtenidos se muestran en la tabla 5.3, esta sera nuestra referencia iniciat para llevar
a cabo una secuencia de purificacién.

Tabla 5.3. Actividad inicial en material integro y desengrasado

Actvidad Actividad especifica )]
(U/mg muestra) (U/mg de proteina®) “
- Almendra de capulin 0.432 1.30
integra
Harina desengrasada de 0.810 1.33
almendra de capulin “
*Tomando 6125 de proteina reportado (19)

5.3 Prepurificacion y aislamiento de la fraccion proteica.

Una vez conocida la actividad se procedio a realizar la prepurificacién y aislamiento
de la fraccién proteica (descrito en ¢l apanado 4.2.3.). Debido a la modificacion
realizada en el sistema de cuantificacidn de unidad de actividad fue necesario hacer

la correccion de 1a actividad especifica en este preparado, obteniendo los siguientes

parametros, actividad (U/mg wmuestra): 0.557 y actividad especifica (U/mg de
proteina): 2.73.
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£.4 Purificacién enzimiitica

El material ya descrito. se purificéd, utilizando la cromatografia de afinidad (descrita
en el apartado 4.3.5.), donde sc partio de 2.51 g de material que fue resuspendido
en 200 ml de butfer de histidina O.01M De aqui se obtuvieron 10 fracciones, la
primera de 5O ml, debido a que se comenzaba a ¢luir, y sdlo presentaba un alro
contenido de proteina pero baja en actividad especitica, el resto de las fracciones
fueron de 20 ml para llevar a cabo un monitorco mas preciso de ambos factores. A
cada fraccion fue necesario calcular su actividad especifica, ya que no se contaba
con referencia alguna, con el fin de determinar hasta que momento era necesario
cluir y qué fracciones contenian mayor actividad para seleccionarlas.

Los datos correspondientes se muestran en la tabla § 4 v la gréfica en la figura 5.5,

con les resultados de proteina, actividad y actividad especifica.

62



8.4 Purificacién enzimitica

El material ya descrito, se purificd, utilizando 1a cromatografia de afinidad (descrita
en ¢l apartado 4.3.5.), donde se partic de 2.51 g de material que fuc resuspendido en
200 ml de buffer de histidina 0.01NM. De aqui se obtuvieron 10 fracciones, la
primera de 50 ml, debido a que se comenzaba a eluir, v sé6lo presentaba un alto
contenido de proteina pero baja en actividad especifica, ¢l resto de las fracciones
fueron de 20 ml para llevar a cabo un monitoreo mas preciso de ambos factores. A
cada fraccién fue necesario calcular su actividad especifica. ya que no se contaba
con referencia alguna, con el fin de determinar hasta que momento era necesario
eluir y qué fracciones contenian mayor actividad para seleccionarlas.

Los datos correspondientes se muestran en fa tabla 5.4 y la gvafica en la figura 8.5,

con los resultados ds prot=ina, actividad y actividad especifica
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En la grifica se puede observar que al inicio se eluian tracciones con alto contenido
de proteina, pero con baja actividad especifica. lo cual es légico, considerando que
en la columna cromatogrifica no sélo conticne {a P-glucosidasa como unica
proteina, sino que estan presentes algunas mas. Conforme se siguc cl proceso de
elucién la actividad especifica aumento, al mismo tiempo. que la proteina disminuia
ligeramente, debido a que ya se eluyo proteina con baja actividad especifica. Al tinal
de la elucion se muestra que tanto poteina como actividad son valores ya muy bajos
con respecto a los valores centrales

Como se deseba obtener una buena actividad especifica se colectd de las fracciones
4 ala 7 como se ve en la grafica, ya que fucron las que mostraron un mayor valor de
actividad especifica; se juntaren para diahizar duwante toda la noche en una
wembrana de celulosa, contra agua desionizada posteriormente se  liotilizo
obteniendo un producto final de 430.7 mg de material purificado lo que nos da un
rendimiento de proteina de 1 3.88 % con respecto a la F.P. II.

Ya que fue necesario determinar proteina a cada fraccidn para conocer la actividad
especifica, se utilizd el método de Lowry, siendo necesario 1a elaboracion de una
curva estandar de proteina, ésta se muestra en ia tabla 5.5, su respectiva grafica se
observa en la figura 5.6, obteniendo un coeficiente de correlacién lineal de 0.9955
Como se usc un rango muy amplio de concentracion de proteina fue necesario
realizar una particién de la curva estandar, para tener mayor precision al momento
de interpolar al mismo tiempo que se¢ mejord el coeficiente de correlacion lineal, lo
cual esta de acuerdo por lo manifestado por Hartree, E.F (21}

La forma en que se dividieron los datos fue de 0-36ug de proteina y de 37-324ug.
las gréficas correspondientes se muestran en las figuras 5.7 y 5.8.
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‘Tatiia 5.5. Curva estindar de proteina

I
D id

d sptica
)

0

0.047:x0.002

0.110x0.012

0.1481£0.002

0.208x0.001

0.33920.001

108

0.47920.002

180

0.760x0 001

252

0.95120.003

324

1.166%0.002
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S.4.1. Avance de purificacién.

Con ¢l fin de tener una secucncia en ¢l proceso de purificacién se muestra un

resumen en la tabla 5.6.

Tabla 5.6. Avance de purificacion

Toleinn Actividad Actividad especifica
(v) (U/mg muestra) (U/mg proteina)

ALMENDRA 33.00 0.432 1.30

INTEGRA II
HACDe 61.0 0.310 1.33
FP. 1 67.10 0.790 1.81
F.p. 11 72.53 0.56 2.73

F.p. 111 68.0 1.56 7.65 “

—————
*HACD. correponde a la harina de almendra de capulin desengrasada.

La F.P. I corresponde a la fraccion protéica que se obtiene en ¢l proceso después de
realizar la filtracion, la F.P. I conesponde a la fraccidon que se obtiene después de
dializar, y la F.P. II] corresponde a la fraccion que sc obtiene después de aplicar a la
columna de cromatografia de afinidad y de dializar.

En csta tabla se puede ver quc el contenido de proteina se va incrementando, sin
embargo en la F.P. Il este disminuyd lo cual pueda deberse a la seleccion de
proteina que se realizaba al momento de llevar a cabo la purificacion; la
determiinacion de proteina fue necesaria ya que es imporntante cuantificar la actividad
B-glucosidica en términos de actividad especifica.

Como ya se menciond la actividad especifica es uno de los criterios de avance en un

proceso de purificacién enzimatica, y en la tabla 5.6 se puede ver que en cada una de
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de las etapas éste valor aumenté, hasta que en la F.P. IIT se logré incrementar en casi
G veces la actividad cspecifica con respecto a la almendra de capulin.

£.5. Condiciones 6ptimas.

Con el liofilizudo obtenido (F.P. OI), se prepard una solucién de 7.7 mg/25 ml en
buffer de citrato-fosfato, es decir una concentracion de 0.308 mg F.P. I'ml

Se realizé la determinacion de actividad a dicha concentracion después de conocer
su contenido protéico. y verificar que se tiene 203 ug de proteina/ml, lo cual es muy
cercano al valor que se manejo en la determinacién de actividad de la B-glucosidasa
comercial (205 ug), de donde ya conociamos ¢l mistema de reaccién para la
cuantificacion de las unidades de actividad, de tal forma que se procedio a
determinar la temperatura optima, utilizando la metodologia ya descrita, vanando la
temnperatura de incubacién como ya se descnibio en la metodologia

La tabla 5.7 muestra los valores obtenidos, y en la figura 5 9 se puede observar la
grafica de actividad vs temperatura, donde se¢ mucstra un pico a los 37 °C, quses la
reportada en la bibliografia conio optima (11), sin embargo se muestra ouo pico a
los S0°C que es iayor al anterior, ¥ por lo tanto sera el registrado como Sptuno
para nuestro material purificado Estos dos picos pueden deberse a la presencia de
la amigdalin hidrolasa y prunasin hidrolasa que son los constituyentes principales
del sistema enzimatico de la B-glucosidasa, asi cada pico corresponde a cada una de

las enzimas mencionadas (23).
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Tabla 5.7. Determinacién de temperatura 6ptims

ﬁwnur- Actividad especifica
O (U/mg proteina)*
20 2.8920.155
30 3.9720.077
37 7.651+0.120
40 7.26x0.261
S0 8.5910.289
60 7.5740.2825
70 0.99x0.219

*Valor promedio donde n=3
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FIG.5.9 GRAFICA DE ACTIVIDAD ESPECIFICA VS. TEMPERATURA



Para establecer el pH optimo en la cuantificacion de actividad, se utilizo ¢! mismo
buffer de citrato-fosfato. ajustando et pH con HCI en o} rango adeccuado para cstas
sales y considerando ¢l tiempo optimo de reaccion de S minutos

Los resultados sc mucstran en la tabla 5 8 junto con la grafica de actividad vs pH,

figura 5.10, donde pucde obscrvarse un solo pivo v es a un valor de pH S0

Tabla 5.8. Determinacién de pH 6ptimo

pH Actividad especifica
(UW/mg proteina)*

30 0.93+0.042

4.0 5.76+0.049

5.0 7.65+0.120

6.0 5.48+0.261

7.0 2.06+0.042

*Valor promedio donde n= 3
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Con las condiciones optimas obtenidas tiempo de 5 minutos, temperatura de 50 “C
v pH de 5.0, sc llevo a cabo la determinacion de los parametros cindticos, como son
Km y» Vmax para el plucosido cianogenico amigdaling como sustrato

Como el valor de Km corresponde i la constante de atinidad para el sustrato, en este
caso amigdalina, se reahizo la cuantificacion de  actividad  utilizando  varias
concentraciones de amipdalina La tabla 59 muestra los valores obtenidos de
actividad para cada concentracion de amigdalina, la figura 11 muestra Ia grafica de
actividad especifica (velovidad) vs concentracion de  amigdalina  ([sustrato]).
obtenida con los datos yva descritos, d¢ acuerdo a la ecuacion de Michaclis-NMenten,
donde se advicerte la tendencia de hacerse asintotico a concentraciones altas de

sustrato (Vmax)

Tabla 5.9. Datos para graficar Ia ecuacién Michaelis-Menten

[Amigdalina) Velocidad
mg/mi (U/mg proteina)
0.0762 1.135+0.092
0.3812 5.85520.176
0.7625 9.865+0.106
2.2875 13.205x0.176
3.8125 16.91520.063
7.6250 19.070£0.304
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FIG.5.11 REPRESENTACION GRAFICA DE MICHAELIS-MENTEN



Para poder obtener los valores de Km ¥ Vmax se realizé la representacion grafica de

Lineweaver-Burk con el inverso de los datos yva obtenidos, es decir [Amigdalina]”

vs Actividad™', la grifica quc representa los datos mostrados se ve en la figura 5.12,

con un coeficiente de correlacion lincal de 0.9999, lo quc indica una adccuada

respuesta con la finalidad de obtener las parimetos cinéticos mencionados.los datos

se observan en la tabla 10

Tabla 5.10. Datos para graficar la ecuacién de Lineweaver-Burk

. - [Sustrato]” Velocidad T
S (mof') - (;L‘\lor"‘vnln.)“ :
: 3.26 331
To1 087
0.60 0.50
0.45 0.37
535 0.29
0.31 0.25

Recordando que la ecuacién de Lineweaver-Burk esta descrita como:

h

Vo

Km

VmaxS

- 1

Vmax
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Se tiene que ¢l dato de a ordenada al origen nos proporciona la Vmax; por
consiguiente a partir de la pendiente de la representacion lincal podemos obtener la
Km (constante de Nichaelis).

* Vmax es igual a 68 58 mMNol'hr/ing proteina.

e Kmesiguala 191.94 Mol
Considerando que para ¢l caso de la amigdalina se encuentra reportado (Kuroki,
G.W.) un valor de Km de 1980 pmol v una Vmax de 39.2 mmol-Wmg de proteina,
los datos obtenidos se pucden considerar aceptables, tomando en cuenta que el valor
de Km nos indica la afinidad quce tiene la enzima por ¢l sustrato, y cuanto menor sca
su valor. menor sera la concentracion de sustrato para la cual la enzima alcanza su

wvalor maximo de velocidad. (14)
5.6. Comparacién de la actividad enzimitica

Para la siguiente ctapa experimental se claboré una curva estandar de HCN, en la
tabla 5.11 se sefalan los datos obtenidos y la grafica con un coeficiente de
correlacion lineal de 0.9906 como sc observa en la figura 5.13.

Tabla 11. Curva estindar de HCN

HCN Densidad dptica
(1g) )
o 0

5.0 0.035

10.0 0.079

20.0 0.147

40.0 0.249

60.0 0.323
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Posteriormente sc realizo la determinacion de plucésidos cianogénicos con adicidn

de enzima comercial. en las muestras descritas en ¢l inciso 4.1 (material de estudio),

bajo las siguientes condiciones de trabajo:

{B-glucosidasa]= I mg/m]

Buffer de fosfatos pH 7.0
Temperatura de incubacion de 30 °C
Tiempo de hidréolisis de 4 horas

A continuacion se muestra cn la tabla 5.12 jos resultados obtenidos.

Tabla 12. Liberacién de HCN utilizando 3-glucosidasa comercial

HCN liberado
(mg/100 g mucstra)*
135.76+3.992
180.96+92 782

Muestira

Almendra de capulin

Frijol del monte

9.79+3.992

Frijol Comba

*Valor promedio donde n=3
Posteriormente se hizo la misma determinacion pero ahora se utilizé ¢! preparado

obtenido (F.P. III), en sustitucion a la enzima comercial, bajo las siguientes

condiciones:
[(F.P.IH]= 0.308 mg/ml
Buffer citrato-fosfato pH 5.0
Temperatura de incubacion de 50 °C

Tiempo de hidrélisis por definir.



Al ser la primera vez en usar el preparado obtenido (F:P: IIl) en la cuantificacién del
HCN liberado, se desconocia el tiempo de hidrélisis necesario para liberar la misma
cantidad de HCN que se desprende al utilizar 1a enzima comercial; por lo cual se
decidié realizar cl estudio de liberacion de HCN a partir del glucosido cianogénico
respectivo con relacidn al tiempo de hidrolisis. para cada una de las muestras a
probar. Los resultados de este estudio lo tenemos resumido en las tablas 5.13. 5.i3 y

5.15 y la representacidn grafica en las figuras 5.14, 515 v 5.16.

Tabla 5.13. HCN liberado de glucdsidos cianogénicos en almendra de capulin

: . Tiempo ~HICN liberado
E (min.) (mg/100 g muestra)*
. 5 86.17x1.714
10 98.54%5.191
I 15 170.02+3.807
I 30 169.02+2.174
I 60 171.95+£3.210

* Con valor promedio, minimo por duplicado
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FIG5.14HCN LIBERADO EN ALMENDRA DE CAPULIN (Prunus serotina)



Tabla 5,14, HCN liberado de glucésidos cianogénicos del frijol monte

‘Eempo "=Cf‘llbcrado
(min.) (mg/100 g muestral

30 56.16+5.481
60 143 36+14.592
90 163.19x15.623
120 244.69126.42
180 246.85x0.071
240 248.4120.034

— =
*Con valor promedio, minimo por duplicado.

Tabla 5.15. HCN liberado de glucésidos cianvugénicos de frijot comba

“Tiempo HCN liberado
{(min.) {mg/100 g muestra)
30 3.9410.117
45 4.66+0.138
60 5.82+0.172
120 9.61+0.285
180 11.67+0.039
240 12.23+0.084

S
*Con un valor promedio, minimo por duplicado.
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FIG 5.15 HCN LIBERADO EN FRIJOL MONTE (Phaseolus lunatus)
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FIG 5.16 HCN LIBERADO EN FRIJOL COMBA (Phaseolus lunatus)



Para el caso de la almendra de capulin, como puede apreciarse en la grafica 5.14 la
liberacién de HCN comienza a los 5 minuros. y a partir de aqui va aumentando
conforme transcurre ¢l tiempo hasta legar a los 15 minutos. a partir de este tiempo y
hasta los 60 minutos la curva se hace asintética, por lo tanto al tiempo de 1S minutos
sc obtiene casi el valor maximo de HCN liberado para esta muestra.

Como la F.P. Iil fuc obtenida de una planta proccdente de la familia de las rosdceas,
se supone que dicho extracto tiene una mayvor afinidad por la atnigdalina y por eso
se decidié probar con dos muestras de Phaseolus funarus que contienen linamarina
como glucosido cianogénico. Ya que a tiempos cortos no se obtuvo una apreciable
liberacion de HCN, al no tener probablemente la misma atinidad por dicho sustrato;
se comenzo a probar con tiempos mas largos que para la anterior muestra, la grafica
5.15, de mg de HCN vs tiempo. para ¢! frijo]l monte, muestra como a panir de los 30
minuutos ya se nota un desprendimiento de HCN, y continua hasta los 120 min., a
partir de aqui y hasta los 240 min pennancce constante practicamente. Lo mismo
sucede con el frijol comba, aunque no es tan pronunciada la tendencia asintética. Por
Io tanto a! tiempo de 120 minutos sc obtiene casi el valor maximo de HCN liberado
para ambas muestras de Phaseclus lunatus

Para conocer si existe diferencia significativa estadisticamente entra la 2-glucosidasa
comercial y la F.P. IIl en la liberacion de HCN dec glucésidos cianogénicos, se
aplicé la prucba t-student con 95% de confianza. encontrandose lo siguiente:

e Almendra de capulin si existe diferencia significativa. a favor de la F.P. III.

» Frijol comba si existe diferencia significativa a favorde la F.P. Ii]

Frijo! monte no cxiste diferencia significativa
Lo anterior puede observarse de la presentacion de barras de la figura 5 17 donde se

compara la enzima comercial con la F P. 111.
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FIG.5.17 HCN LIBERADO APLICANDO LA METODOLOGIA DE INTERES



En la tabla 5.16 que a continuacién se muestra, se presenta cn forma breve las

condiciones para la liberacién de HCN a partir de glucdsidos cianogénicos tanto

para la enzima comercial como para cl preparado obtenido en el presente trabajo

(F:P:I11).

Tabia 5.16. Comparacién de enzima comercial con la F.P. 111 en Ia liberacién

de HCN
S AR N—
B-glucosidass | Concentracién Tiempo de Tempersaturs pH
de 2 1 H t¥.3 (Bc)
(mg/mi) (min.)
Cornercial 1.0 230 40 7.0
0.308 Linamarina: 120 50 50

[ F.P. 11
|

Arnigdalina: 15

Para mostrar un panorama general de la purificacién recalizada

siguicnte cuadro especificando ¢l rendimiento de 1a misma.

se presenta cl

Proteina (%) Actividad Actividad Rendimiento
. Wimg eapecifica %
. muestra) (U/mg
) proteina)
ALMENDRA 31.0 0.432 1.30 100
INTEGRA

HACD 61.0 0.810 1.33 85.22
F.P. 1 67.10 0.790 1.81 67.73
F.P. 11 72.53 0.56 2.73 39.78
F.P. 111 68.0 1.56 7.65 13.88
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CAPITULO VI

CONCI.USIO

En el presente trabajo se aumento la concentrucion de enzisna J-glucosidasa para la
cuantificacion de unidades de acuvidad, por lo tanto se reestablecio el tiempo
‘ada

optimo de reaccién ., que tue de 5 munutos en donde ademas de mostrar una ele
actividad proporciono un ahorro de tiempo sin afectar la adecuada mampulacion

Al extracto punticado obtenudo se le establecieron las condiciones optunas para fa
actividad enzimatica donde destaca una temperatura relauvamente elevada (50°C).
lo que resulta una ventaja ya que con esto se reduce considerablemente el tiempo de
hidrélisis de 45 minutos a 5 minutos Se obtuvieron los parametros cinéticos mas
importantes; donde la Kimn fue aceptable puesto que nos indica una gran afimdad por
el sustrato, asi como el valor de Vmax

Comparando el extracto punficado con la enzima comercial en Ja determunacion de
glucosidos cianogénicos en muestras scleccionadas, se observaron varias ventajas se
redujo la concentracion de enzima (de 1.0 mg/ml a 030 mg/ml) y ¢} uempo de
hidrolisis (de 4 hr a 2 hr), la actividad mostrada por el extracto obtenido supero a la
de la enzima comercial utibzada, resultdé ser un metodo econdémico para la
obtencién de B-glucosidasa, ademas de ser aprovechado un fruto tan poco estudiado
y de abundancia en nuestro pais

De acuerdo con lo antenior se pudo alcanzar el objetivo, de obtener un extracto
enzimatico estable con actividad de B-glucosidasa, que puede sustitur a la enzuma
comercial por medio de la cromatografia de afinidad a partir de la almendra de

capulin

-
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