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CAPITL'LO 1 

RESl~lEN 

El cianuro en fonna de glucósidos e:ita amplüunente distnbuldo en el reino vcgt!'tat 

y en algunas farnilia.5 botani..:a.s ~e puede encontrar en CW1t1dadcs n::lau,·arnentc 

grande. el HC'N' liberado puede pre~cntM problemas de toxicidad agudH o crónica 

tanto en alUnentación huinana como anirnal. La libcrac16n del H~ se rea.liza 

mediante Wla hidroh.!!it.5 cnz.Unat1ca. donde la prc:u:ncia de la P·gluco::.1das...1 \!:.. 

ti.mdarncntal~ la muyoria de los m~todos p.u-a la detennmación de gluco~1do.~ 

cianogCnicos se basa en dtcha ludrolcus. uthz ... u1do la enzim1:1 exogcna De: d<1to'> 

bibliográficos se reporta que la plmlt.i de "'capulm .. (Prunus serot1na) presenta un 

alto contenido de glucos1d0:l cm.nogc111cos y adecuada activ1ddd J3-giucos1d...isJ. Po1 

lo cual el objcü .. ·o del traba;o consiste en 1¡1 obtenc1nn de w1 preparado enzunát1co 

estable a pantr de la semilla de -::a pul m. que u:nga adecudda act1-..-1dad µ­

gluco:1idas~ y que pueda s\.l.:iotituir a la enz.una corncrcaal en tal detennu1ac1on 

En el presente trabdJO se obtuvo un prt!parado enzunilt1co con tlll...l act1v1d.1d 

específica de 7 .65 Chng proteina. con b:L-. s1guu:ntc!I cond1c1oncs optunas de 

actividad enzintattca: 50"'C. pH de 5 O. w1a concentración de enZUtl<J de O 31.18 

mg.lmL adición de Na..""'.;0.J O 08!\L W1 tti::mpo de rcacc1on de 5 n1u1. que proporcionJ 

una buena actividad además de focihtar su man.1pulac1ón Presentó un valor de K.m 

de 192.3 J..L.'\.-1ol y una \. .. rna....._ de ~34 4:: µ!\.tollmin para el caso de h1 .. 11111gdalma 

como sustrato. Adc.:má~ se reduje> t.uno l.1 conc..:ntracion de cnz.un..i con10 el tiemp\..., 

de hidrólisis de la metodología previamente c~tablcc1du en la detc:nn111ac1011 de 

glucósidos cianogCnicos 



CAPITULO l1 

01\.fETIVOS 

• Obtención de un extracto cnzuná.tico estable purificado. a partir de la almendra 

de la semilla de capulin <e.nwE~~ .. !:!2.linql, que tenga acuvidad p-glucosidica 

similar a la cnz.írna co1n~rcaal y que .1dc.:mas pueda sustituir a Csta en la 

mctodolog.ia cspect.rofotométnca para la cuantificacion de glucósidos 

cianogénicos en muestras vegctale5 

• Caracterizar los pariunetros cmcticos má.~ i.InporLultes para el extracto cnzinui,tico 

obtenido, como son: temperatura óptimJ, pH óptuno, concentracion de cnzllna. 

tiempo de hidrólisis, K.rr: y Vma.x. 
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CAPITULO ID 

GE::-.""ERALIDADES 

3.1. Familia Rosacea• 

Todas las plantas agrupadas en esta familia presentan. como el cerezo. las siguientes 

caractcrUtJcas botánicas . 

... Una semilla con dos cotiledones 

- Una flor que posee· 

- Cinco sCpalo" 

- Cinco ¡>et.:ilo:J hbn:s. 

- Estambr-es nwnerosos con anteruu introrsa.s 

Basándose en Jos caracteres del pistilo y del rcceptaculo. pueden distinguu-se: 

1. Rosáceas con nu.rrlerosos carpelos fijos sobre un receptáculo abombado. 

Como planta tipo de este grupo debe citarse el fresal. Es una planta herbácea que 

ticn" IR propiedad de reproduc~ mediante !a ayuda de largos tall..:ts reptante:• 

1l81t18dos estolcnes La :zai-zamora y la tiambuc.:sa pcrteni!ccn a este tipo de rosáce~. 

pero el receptáculo no engruesa~ y cada uno de los carpelos :;e convierte en W"la 

pequci\a drupa. 

2. Roséi.cca.s con un sólo carpelo fijo en el receptáculo hundido y caduco 

Como ejemplos están eJ cll'Udo. el cerezo y el n1docoronero. ele 

3. Rosaceas con nwncrosos carpelos lijos en el fondo de un receptaculo htu1dido y 

pcn:i.stcnlc Como ejemplos están el ro~al salvaje o c~carWl1UJO. al cu<.11 lu tiun1lm le 

debe su nombre. Es un arbu..stillo enano que florece en verano Sus rmna:¡ pose..:Jl 

aguijones ganchudos. o .:spina.s Las hüJa!> son pi.rumticompuest.as. ~u pec.:1010 esta 

provisto lateralmente de dos largas estipula~ 

3 



4. Rosácea. con cinco carpelo• soldados en un receptáculo hlllldido. 

Este grupo de rosácea tiene por [ipo el manzano Es una planlJil lct\~ 

lll"boresccnle.( 1) 

El capulin es un fruto de ongen probablemente mexicano. se cree que los. cspai\oles 

introdujeron las semillas de los árboles e11 ~1 tiempo de la colonia a ?\.léxico y 

América Central. sin embargo se ha llegado a populanz..ar t.d.llto que a..:tualrnent1! 

abunda en la región andina en donde se cncucntran los mcJores fr .. .nos en cuanto a 

tamaño. color y sabor (2). 

El capulin por pertenecer al gCncro de IHS ccrcza.s neg:ras. se le asemeja m11cho en 

apariencia y sabor. A diferencia que esta &uta se tr.1nsporta s1cmpre en racirne>!S de 

tallo corto como el caso de las uva!I~ son redondos y brillantes de un color marrón. 

púrpura o negro; su pulpa es verde pálido carnosa y jugosa. es de sabor dulce y algo 

astringente. contiene una sola semilla de mayor proporción con la pulpa. con w1a 

almendra en su interior de ~abor aznargo. su piel es delga~ pero lo suftc1cntcmcntc 

firme para poder ser transportada sm que se rompa. Puede ser conswn1rlo cn fresco. 

en mermeladas o vinos 

Puesto que el árbol del capulín es muy vigoroso desde el pnncipio puede emerger 

de su semilla desde una a varias pulgadas del suelo o blen sobr~ cste. los 

requerimientos de ht11ncdad parn su germinación y su cstablccirn1ento dependen de 

la especie. a.si como de la cantidad de luz. 

Entre los insectos que dañan al capulin se encuentran el gu.."-ano Afr..1la1.~nsoma 

aniericanum y el Archips ceras1vor-anus que son los mas unpon.a.ntcs d~foltadon:s. 

disminuyen el crecimiento y ocasionahnentc pueden provocar la muen.e. 



Algunos hongo• que atacan al árbol del capulín están. el hongo negro (Dibotryon 

morbo.sum) y algunos iUCOmicctos que atacan a las semillas. a los arboles JOVcncs y 

a los árboles maduros.(1) 

3.1.2.Compoalción química. 

Las hoja.5 del fruto contienen aceite esencial. grasa sólida. resina ácida de tUnciones 

glucosídic~. amigdalina. alcalo1de. Bcido ta.ruco, glucosa, principios pécticos. 

materia colorante. clorofila y sales minerales (3) 

3.1..3. Condiciones cllmátologlcas y lugarr!'I donde se d~sarrolla 

Crece en regiones tropicales, subtropicales, templadas y frías (2:.200-3.1 00 m en el 

ecuador y temperatura de 1 0-2ZoC). Los árboles son extremadamente vigorosos. J¡u 

flores y fruto• conucnzan a brotar al tercer ai\o de crecmuento~ uonnalrnente 

alcanzan de S a 1 O rn de altura. !'-:o requiere de muchos factores para su crecuniento, 

ya que puede prospcr3I en un suelo pobre. un llano de arcilla. y al parecer tiene una 

preferencia por sucios secos y arenosos. (3). S!.1 cultivo fuera de .A.rnénca es Wl.a 

promesa~ ya que puede desarrollarse en muchas regiones. incluyendo algunas donde 

lu cerezas curopea!5 no pueden llegar a desWTollar exitosamente. lo cual puede ser 

de valor en Asia Menor. el noreste de la India. y otras regiones con cluna similar 

AWlque no es igual el cultivo de cereza..." europeas, producida por genernciones de 

selección y propagación vegetal. el capulin es de buena calidad con un gran 

potencial de mejoramiento. En .!\1exico abunda de Sonora a Chiapas y de Sonora a 

Veracruz.. florece de enero a marzo y fructtficii de mayo a Junio. El arbol de cap11hn 

se utiliza tambiCn para prOducción de n1adcr .1, ya que es res1~tentc a Ul.Sectos y 

hongos. para reforestar pues es de raíces prc.f1.1;HJ.!'• que pre"-·ienen la ...:ro-.i...-,11 



Se utiliza uunbién como una barrera biológica contra el viento y los pájaros cuando 

es intcrplantado en campos de culti.,,.o de alfalfa.. muiz y papes. 

3.2. Glucósidos cianog~nicos 

3.2.1. Descripción y estructura geonrral 

Los glucosidos C1'1110genicC"ts son coir.pucs:.cs que liberan HCN. Wla o mas 

rnolCcula.."' de azucar. un aldehído o cctona despuC5 de un tratarnh!nto CCJn lds 

enzimas hid.rolit1ca.s aprop1ada!1 Esto!' cornpl1c-11tos t1..:nep una gran disu-1buc1on 

entre muchas plantas. Más de mil especies de pi.unas han sido repon.arlas como 

cianogcnéticas. esto es que libcnm HCJ cuando el tejido de la planta ha sido 

aplastado o roto.(4). Los glucósido~ cianogén1cos puede d1v1di..oc en 4 grupos de 

acuerdo a la cstrucl\.uu quinuca del aglucón 

1. Glucos1dcs deri ... ados de 2-hic..lcox.1-::?-tCni.laceton1tnlo. como el caso de la 

amigdalina 

2. Glucósidos derivados de aghconcs alifáticos saturados. corno el caso de 

linamarina. 

3. Glucósidos con un aglucon conteniendo un doble enlace en pos1c1on o...P al 

grupo nitrito. como acacipetalina. 

4. Glucósidos con w1 aglicon aciclico insaturado. con10 gynocardina 

La mayoria de los glucósidos son simples. las excepciones la forman la a.nug.dalu1a. 

lucumina y vic1anína,. los cuales contienen residuos de disacñ.ndos. ( 5) 

La arngidalina. fig. 3. 1 .• es probablemente el más fruniliar de los glucósidos 

cianogi!n1cos y se encuentra en muchos miembros de las Rosáceae. es un 13-
glucósido de D-n1andelonitrilo o cianhidrina dd bcnz.aldehído. 

ó 



En la hidrólisis de este glucósido se producen dos moles de glucosa y wm 1nol de 

benzaldchiclo y una mol de HC:--: 

WOhler y Liebig reportaron que la h1drolcus ttlcahna produ::e runo111aco y el 

glucósido del correspondiente ac1do ca:rbox1ltco. ~leido .un1gddlin1co. E$tos autores 

describieron primero la acción d..:1 ~ustcnta .:n."..ln1.J.Uco. llwnado en1ul!\ula. en 

almendres. el cual dcscon1pone la iunigdahn.i en ~us componentes La cmul~ITTa 

contiene \Ula P-glucos1da.."'ª· entre otra."' en:r..tma .. 'I., que e!'i responsable de l.1 h1d:roli!'l.i~ 

del enlace beta 

Varios glucósidos c1anogénicos. son den,.ad.os dd h1drox1 n1andclon1t.nlo y .1..ic::1nas 

producen uno de lo!' lud:rox.1bcnzaldch1dos en su hidrólisis. El gcnc::ro sorgum 

contiene el glucóstdo dtirrula y c1 aglucr_'in es el p-ludrox.1 1na.ndelon1tr1lo 

Los otros dos glucóstdo!'I. ~unplüuncntc d1str1huidn~ en c-1 remo de la.."' plant3!> son la 

tina.marina y la lota\lltralma. el aglucon e~ la c1.u1hidru1a de la ac<!tona y ia 

cianhidrina metil etil cetona l...'n interesante aspecto de esto~ compuestos e:l 4ue 

usualmente coex.llt~n en la nÜ!\rna pl;:ui.te aunque pueden present;i¡· tU"ld gran 

diferencia en sus cantidades. (4) 

Figur-.1 3.1. Amigd~tinu (~1 > 
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3..3.2. Allm•ntos que lo contienen 

Co1no ya se dijo el cimn..u-o esta distribuido en cantidad de trazas en el reino de las 

plantas. c:n fonntl de glucósidos. Relativa.mente altas concentraciones son 

encontradas en ciertos forrajes. tubCrculos y almend.r.u de frutas. ?viuchos de estos 

son con.slllllidos por animales y w10~ pocos tienen importancia práctica en le 

nutrición huinana~ como la mandioca (.\,fanihot ut1/1ss1ma). el i'\arne <Droscorea 

bulbifera y a/ata). la batata (lpornot!a batatas). el sor-go (Sorghurn sa.:c-haraturn 

Neis). el bambú, la remolacha azucarera. la sc1n1lla Je lrno. la 1udiu de Luna 

(Pñaseolus lunanlS) Twnb1Cn la.."' semilla.."' de hn1on. melocotón. albancoque, 

cereza.. manza..---ia. pera. cuuela. almendra.!' wnru~ fPrurtus arnygda/us) y capulin 

En Euro;:>a s~lb.JTicnte tienen importancia }fl.5 almendras amargas que se usan como 

conditnento. En EU. donde se emplea mucho como alimento la judia. no se 

permiten vnrieda.des cuyo contenido de HC~ sea. superior a 20 mg.'l 00 g. El 

contenido de la corteza. de la raíz. de la cassuvn wnw-gn es !'lupenor a este tope~ el de 

las variedades dulces es menor.(6) 

En la siguiente tabla se cnlista los glucósidos más comunes en la ali.rnentac1ón 

humana donde se indica la fuente y los productos de luc!róli.sl.5.(4) 

8 



Tabla 3.1. Algunos glucósidos cianogénicos. (4) 

GLUCOSIDO 

A.rn1gdal1na 

Prunas1na 

Sambumgrma 

V1c1an1na 

Durr1na 

Tax1filann. 

Lmn.mnnna 

Lotaustralina 

FUE!'OTE 

!\.hembras de la Rosat..ede 1 
almendras, manzanas, cereza. 

peta, dura.Lno, ciruela. 
memb•1llo. cnpulin 

!\.11embros de la l<.o5aceae 
cereza laurel. 1-~ucu~\ptu .. 

c/adtx..·alJ•. L111ar1a .\lriuta 
San1b"c11.\ n1;.:ra L , Acacuz 
.orp. 

Pha.1t•eo/11.\ lunatrn. L11111n1 
1Jxilati.'í-.Ü1n11m .. \.A1111hPt <>p. , 
Lnlll.'i sp. y D1morphoth1..·ca 

·"!'· 
Coc....,,1stc con lznamanna 

3.2.3. Toxicidad de los glucósidos ciuno1:énicos 

PRODliCTUS DE 
HJDROl.ISIS __ 

Gent.>h10-..:i. · t!CS • 
benz...aldeludn 

D-gluco~a • J IC~ 
bc:nzaldeludo 

O-glucosa ... 1-1c:--.; ... 
benzaldch1dn 

"\.'1c1annsa -+ l IC' -
bcnJ:L1ldch1do 

O-glw ... os..1 • lll":'.: -- p· 
hidr u ...... 1benra[deh1 du 

D-~IUCl.l!;.i - l ICS - :i· 
h1drox1bc-nJ'..ilúeh1d· ... 1 

D-glucosa • 1 h """>,; • .H.:cton.1 

O-glucosa -+- llCS -- ~­

butanona 

Probablemente una de las primeras de~cripciones de envenenamiento humano por 

cianuro de origen vegetal fue dado por Da .... idson y Stevenson ( 188-l ). esto o~urrió 

en ]\ofauritius por la ingestión de f'fonl..'ultn lunatus. Las características clínicas 

fueron confusión mental. parálisis muscular g~ncraliz.ada. y paro respiratorio. como 

en un envenenamiento agudo con cianuro inorgánico El HC' t:jc:rct.· su ~H.::ciún 

tóxica bloqueando a la citocromo oxidasa, impidiendo con din L:1 1cspiraciú11 

celular. y la muerte se produce por anoxia Especialmente scnsihlcs a Ja intc1TI.1p..::ión 

dt: la respiración interna son el ccrehlll y el nH1-.cul(l cardiaco (6) 



El cianw-o ingerido es rápidamente adsorbido por la parte superior del tracto 

gastroíntcstinal. Pasa rápidamente a tra\·és de la piel. y el gas es rápidazncnt 

absorbido por los pulmones. (i') 

Ademas del pehgro del envenenamiento agudo hay que considerar el del 

cnvenena.tn.icnto crónico. que ha.5ta el momento permanece sm explicacion Se 

desconoce el mcta.boli.!.mo de los glucósidos que contienen Hc....;-.; en el organismo 

humano. Se ha demostrado que la mgcstión continua de las sustancias que 

contienen cianuro del Latyrus y de la V1c1a puede producir t.ranstomos graves. Son 

transtomos nerviosos los que aparecen como sonsecuenc1a de la ingestión crónica 

de cianuro. 

Por adntini-"'uación crónica de runigdalina. y • en menor sr.ido de hna.m&rina.. se 

observan trarur.tomos en el desarrollo de los fetos de hfunster sirio. La ingestión en el 

octavo día de la gestación de O 55 ITUllOl de am1gdalinalkg de pc!lo produjo mal 

fonnaciones en el ccrcbco y defectos cu l.u costillas. 

La tabla 3.2 prc~enta el contenido de HCN liberado de glucósidos cianogénicos en 

las plWlta.."' que son más comun.mentc ingeridas por humanos como alimentos. y que 

puede •csultar en un cnvencm.vnicnto agudo por cianuro. (6) 
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T•bla 3.2. Contenido de HCN de diferentes plantas (6) 

Almendra. amarga 

~1andioca 

- Coneza de la raJz 

-Tallo 

.. Ra1z entera 

- Sorgo planta entera 

Bambu 

- Punta de los brote, inmaduros 

- Tallo inmaduro 

Judía de Lima 

- Variedad coloreada de Java 

- Variedad negra de Pueno Rico 

- Variedad blanca de Buma 

- Varif'!dad colorc3da de Arizona 

- Variedad blanca americana 

Conr~nido dir l-IC:"i (mg/100 g) 

:?SO 

245 

113 

55 

:?SO 

800 

300 

300 

:?JO 

17 

10 

En algunos casos puede ocurrir envenenamiento cou vegetales cocinados. esto 

sugiere que no todo el HCN ha sido removido. durante el remojo previo al 

cocimiento de Ja p1anra. 

La capa.cidad de producción de HCN por el frijol de lima es de acuerdo a Ja variedad 

siendo las cepas americanas las que contienen menor cantidad. La variedad blanca 

americana produce sólo 10 mg de HCN/100 g, de senii11a. una variedad blanca 

bumta produce 200 mg y una variedad negra de rueno Rico produce 300 mg de 

HCN/I 00 g. de acuerdo a Jo anterior la dosis de HCN letal para humanos adultos es 

de un rango de S0-2SO mg por lo que el consumo de 100 g de las últimas semillas 
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puede resultar fatal. En algunas zonas donde las legumbre• 11on la bue de la dieta. 

la ingcsta diaria puede alcanzar :?00-30CJ g de frijoles. Hoy en dia._ la importación de 

frijol de lim.a es restringida por mucha.!1 naciones 

La ingestión del g.lucósido cianogenico no e:s venencsa. ya que en el tracto digestivo 

humano no cxutc ninguna P-glucosida"ª· pero algunas bacterias inteattnale1 pueden 

descomponer el glucosido dejando en libertad el H~ 

En invcstigacines con hárnster sin.o se hu dernostr.ido que en la porción final del 

intestino la amigdalina se desdobla mucho n1cu rnp1d.a.m~nte que la hna.:narina por 

acción de lil!'I P-glucosidasa.s bacterianas 

Bajo condiciones idénticas. en 40 minutos se libera 4 ó 5 veces más cianhídrico de 

la a.nii.grlalll'Ul que de la hna.rnarina Con ello. el contenJdo de cianh1drico de la 

sangre sube 1Upid.unentc y en el harnster dorado alcanza W1 ma.xuno al cabo de l hr 

de ad.mini:straci6n oral de amig.ddlina. c:;uc se manucne durante 3 horas. Por el 

contrario. después de Ja administración de la lmrunarina el c1anhidnco sa..nguineo no 

alcanza su máximo hasta las 3 hora." cayendo después rapidamentc 

Mientras que la arnigdahna no desdoblada se absorbe en muy pequei\as cantidades 

(menos de 1 ~"Ó), i:omo se hd demostrado en ratas la que procede de ln cscl.Sión de le 

pruna.."lilla que c:ontienc glucosa. se reabsorbe en W1 50~ o Como estos glucos1do:» 

apenas se escinden en el organi.o¡mo, aparecen en la orina En las planta» que 

contienen estos glucósidos cianogénicoa, la P-glucosida!sa es extraceluJar y 

solamente por desuucc1ón f"l.Sica o qui.mica de la pared celular puede llegar a 

ponerse en contacto con el compuesto. Los mCtodos usw-J.les de preparación 

mediante trituración.. remojo en agua, cocer en cacharros destapados y tirar el agua. 

tienden a eliminar el HC:-.:.(7) 
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3.2.4. Catabollsn10 d• los glucósidos 

El organismo dispone de posibilidades de destoxifi.cación ExClte una 

sulfurtransfcrasa (rodunasa) que ca.taliza la reacción del HCN con el tiosulfato. 

•intcti.z.ado en el higndo, con lo que se forma sulfito y t10..::ianato que es elunmado 

por la orina. Esta enzima está wnpliwncnte distribuida en los tejido~ vivos. 

alcanzando altas conccntrac1oncs en el higado. ru""\or~ tiroides. y partcrea>1 

Existe otro mecani.smc de destoxificac1ón. mediado tarnbiCn por wm fransfora~a. 

consiste en la reacción del HCN con el ac1do 3-mcrcaptopi.rúvico. con lo que se 

forma tiocianato y actdo pi.rúv1co. como se ha demostrado con estudios con 

animales. Te.rnbiCn la vitamina Bu (hidroxicobalaininaJ tiene u1tcn:s como anudoto. 

fija el ión cianuro (cianocobalanuna ). que s~ l:bera nuc1oan1ente por acc1on de la h12' 

La mortalidad de los ratones a causa del HC....1': puede evitarse con i..nycccion~~ de 

vltaJnina B tl· 

Los envcncna.rnicntos con HCN s~ tratan tamb1Cn con llosulfato ~od1co muy cticaz e 

inofensivo. pero cuya acción tarda mas en manifestarse S1 la capacidad d.ntitóx1ca 

no ea suficiente se aplica también cobal hi.stldma de acción más ráplda El He!': 

tiene un.a gran afmidad por la metahcmog.lobina,. por lo que tarnbiCn s~ emplea la 

inducción de sustancias que induzcan su fonnación, como por ejemplo. p-dimetil 

amino fenal. o la inhalación de runilonitnto El efecto antitóxico se debe a su 

capacidad para oxidar la hc:moglobma. de todas fonnJ.S hay que tener en cuc:nta que 

no se debe transformar en metahemoglobu1a más que un 1 O~O de la hemog.lobina. 

13 



3.2.5 .. Pre'\·endón del en,_ienenandento 

Una de las t"onnas mU comunes dcstoxificar lo" \."cgctalca es n1odiant.c la coc:caón. 

que destruye a la P·glucosid&sa. inhibiendo con esto la hidrohsis en.;cimática y por 

ende la liberación del HCN 

La toxicidad de la ca.saava ha sido e5tudiada Como para mucha gente representa 

una fuente de alimentación se ha desarrollado un importante mCtodo de preparación 

que sirve para remo..,·cr o hidrolizar la linrunarina y la lota\lltralin~ asi como para 

destruir el P·slucosido que c~tá presente Como la ca.navi\ es rica en almidón. se 

fragxncnta o se ralla y, se remoja en agua. dcjandola ferntcnt.ar por vanos din.s. 

Bajo estas condiciones. el c1anógeno es extensamente hidroliudo. y éste. junto con 

sus productos de hidróli5ts son clirninado5. El tejido ya remoja.do se sccP. y se 

transforma en harina_ y dependiendo de la región 30 consume como pan o como una 

pasta hervida. La cantidad de HC}.; liberada de la raiz de la cass&va fresca (38 

mgll 00 g) es reducida a \ _ \ mg/100 g en la preparación de la ca.saa ... ·a conocida 

como _e,ari.. Otra preparación conocida como "'purupt_¡rl_J .. en la cual no se hace un 

cxt.cnso lavado, puede producir 4·6 mg de H0:/100 g de cassava Algunos 

nigerianos pueden corun .. 11nir 750 g de cassava por día, esto concspondc a 8 mg de 

HCN si el aliinento es tomado como "'gari"" EMa cari.t1dad. sin embargo. puede 

incrementarse de 3=..48 fllg de HO: si se consume como "purupunl·· Estos ... ·alorcs. 

considerando el limite inferior de \a dosis letal de HC':' (35 mg). resultan supcrior..:s 

en el caso del putUpwu. de datos cxpcrimentalc5 t..6) 

En la siguiente figura se sintetiza el uso de la ce..ssava 
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RAJCES 

FEH ... JNfACION 
(Mucho HCN ea 

ellm.Jfladul 

1 
Mullendo h6m¡d• 

s,:;:~m•ª~';,~1liát:­

O•••,;"-r·•• 

Chlc,sgcn 

P•ra consumo 
(algo de HCN 

rc•U:luoll 

FIG.3. 2 Dcsto:dficaclón de ha cu.ssava (7) 

3.2.6 Sinte•ls de glucó•idoa cianogénicoi.. 

En vista de los problemas asociado~ con el conswno de planta.q, c1anoger:.c.:tsca." por 

hombres y a..niinales. es de importancia notar el ongl!n b1osintético de lo~ glucósidos 

cianogénicos. como a continuación se describe 

AJguno~ de los glucósidos ya mencionado~ ~un smtdi¡-_..'l.dos a partu- de cuatro 

mninoácidos: valina,. isol~ucin~ fcnilal<um\.i y tirosina Ex1~tcn dos factores 



bioquim.icoa de inten~:s. el e;rupo c1ano o nitrito que e• derivado a partir del carbono 

alfa y atomo• de nitrógeno provenientes de 1U11inoácidos~ y Jos intermediario• que 

Cll'\1uelven estos compuestos que no se encuentran previamente en el metabolismo 

de los antinoácidos en anim.sles y nucroorgan1srnos. 

A partir de la tirosina se sintetiza la durrma en el sorgo~ de la fcnilalanina se 

sintetiza en las hoja."I de la cereza laurel la pnmasina~ a partir de la valma se su1tctiza 

la linarn.arinn y por Ultima la 1solcucma da origen a la lotaustralina. 

Estas relaciones se pueden observar en la tigw-a 3.3\4) 

""' o-CH. -~-COOM 
1 

H 

L·Fenilalanina 

""' Ola~, ,,..~-COOK 
/C...._H 

CH, H 

L-V.ilina 

L·lsoleucina 

H 

~J-c-N 
'--=../ 1 

º'-a. 

Llnamarina 

CH,, _...c•N 

CaH)_,,.;;-0-01.: 

Prunasina 

Lotaustralina 

Flg .. 3.3 AnJinoácldos precursores de elucósidos cianogénlcos. (4) 
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El si:!tcma cnzim.ático que hidrohz.a \os g.\ucosidos c1ano@.Cnicos ~e encuentra dentro 

de \a misma planta p-ero en d1fcrcntc!t-. célula.' Cuando e\ tejido de \n planta ha Mdo 

dai\ado. la cn:z:irnn es liberada y enua en contacto con e\ gluc61ido El •u.tema 

cn.:z.imá.tico P-glucosidtco para. el caso de 1., :un1p,daltna,. esta comprcndldl.) po..­

wnigd.a1inhi.dro\a..<>a. pn . .u14llinh1drolasu y ma.nde\onitnlo\ia...4'a., que actll.an en e1 

mismo orden 

La hídró\uis es fácilmente ~fech.iadd. lo~ gluco~1do5. se de~componen lentamente en 

solucione$ acuos.cu fruu y má~ o meno~ rn.ptd<.Unenle cuando son co.h:ntadas. La 

hidró\isis del enlace gluco$ídico es trunbicn catah:r.ada por S.c1d09. y generalmente es 

tná.s e~table a la acción de ap.cn:.e!\ ba.~lca~ 

Una. notable cx.cepc1ón e~ la tn[tl0CL.in.uM que se deso;;ompottc en 50\ucioncs de 

h!dr6xído de bano !'\un a bnj<\!'\ temrier.itur~ Ta:nbicn. hay cv1ócncia.11 de que la 

durnna es ine~table <:n la pres.c:ncia de re:s.uia.s de mtcccarnb10 ión1co bá.s~cas o en 

soluciones bas1cas. 

Las hidrOltsi.s mencionadas. tanto la cnz.unatica cotno la quinuca ~e mucst.ran en la 

figura3 . 5 (7) 
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El sllltcma enzimático que hidroltza los glucósidos cianogCnicos se encuentra dentro 

de la misma planta pero en diferentes cClulas. Cuando el tejido de la planta ha sido 

dai\ado. la enzima es liberada y entra en contacto con el glucóttido. El sistema 

enzimático p-glucosidico para el caso de la anügdalina,. está comprcnd1do por 

arnigdalinhidrolw.a.. prunasinhidrolasa y mandelonitnlolia.sa. que actúan en el 

mismo orden. 

La hidrólUis es fé.c1lmentc cfcctuad.d.. los glucósidos se descomponen lentamente en 

soluciones acuosas frias y m.U o menos rápida.mente cuando son calentadas. La 

hidrólisis del enlace glucosidico es tamblcn catalizada por ácidos y gencre.lmcntc es 

más estable a la acción de al"t,cntes básicos 

Una notable excepción es la trigl.:x:hintnd que se descompone en soluciones de 

hidróxido de bario Jt.W'l a bojas tcmperatw-as TambiCn. hay cvidcnci33 de que la 

durrina es inestable en la presencia de rc:sinas de intercambio iónico básicas o en 

soluciones básicas. 

Las hidrólisis mencionadas. tanto la cnzunatica como la quínUca se muestran en la 

6gura3.S.(7) 
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1 H-óc ot.:asa-ou-
1 

l
Hi~sls 
qulfT'llCa 

HO--c=O 
1 

H o°'>«>•• -ou;:, 
Acido amegdallnico 

Hldr6lists 
enziméUca 

~tol••• 

Pruna sir.a 

PNnasinn&orol•H \ H .p 

• 

MandeiorvL~lo 

"6º 
Benzak:k!r11do 

• Glucosa 

+ HCN 

Fig. 3.4 Hidrólisis c-nz.hnátlca y química de la amlgdallno.(5} 

Para el caso de la amigdalina primero es hidrolizada por la amigdalin hidrolas.a a 

pn..masina y glucosa~ la prunasin hidrolasa hidroliza a D-numdeloniu1lo y gluco:::\-a y 

por último la mandelonitrilolia.sn la hidroliza a benzaldeludo y HCN. cotno se 

puede observar en la figura 3.4. (5) 
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~ 
N-c:: Jí 
H~o ...,..,,~,.,.,,,.ª 

...,, ~ o •~ontt.n•amsi1• 
Mardclorilnlo 

HCN 

Bcr=ldehido 

Fla. 3.S Emdma• que participan •n la hidrólisis de la a1nlgdallna.(S) 

3.2.8. Cuantincaclón de &lucósldos cianogénlcos 

Winkler ha clasificado en cuatro grupos a los métodos propucste'l'S para la 

determinación de glucósidos cianogcnicos en materiales b1ológ.icos 

l. Métodos autocnzinuiticos: en los cuales la liberación del H~ depende de las 

propias cnzllna.s de la muestra para hbcrarlo de los respectivos glucósido~ 

2. Método de hidrólisis ácida: en donde los glucósidos sen extra1dos por disolventes 

y despuCa se libera el HCN poi· LUl h1dr6lis1s ac1da .. 
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3. Método enzinuitico adicional: ta.mb1Cn llamado de HCN total. en Jos cunles se 

adiciona lUla cnz.unn de otra fuente para llegar a la cornplcta hbcr.1ci6n del HC!-J. 

4. 1'.fétodo enz.ul1dtico con adición de lUl pre:ilel'Vatavo ~e hace u."'o de la adición de 

un conservador para prolongar el t1e1npo de ¡1utolibcrac1on del HCN 

Un mCtodo sarualilctono de e:-..traccion, cciruL.,te en w1 aparuto de dcst1lac1on con 

vapor con HCI al 5'!0 a l (){)OC por 3 horn::¡. el destilado es colectado en ~aOH dl 

2.So/o y d HCX es entonces detennin..ido por t1tulac1on con yodo El punto fu1al de 

la titulación depende de la detecc1on de un prec1p1tado de yoduro de plata pero el 

tnCtodo no se puede aplicar cuando hay bRJ•l..5 concenu-ac1onc5 de HCS. 

La pnJeba de Gumard puede ser ~ad...t cu."Ult1t.at1vamente para detectar Ja 

cianogCnes1s. Un papel de picrato de sod.10 es preparado rernoJruido LU"l.s tirn de 

papel filtro en una soluc1on d~ ac1do p1cnco al 1 ° o, es ~e cado y se \Ueh·e a remojar 

en una scoluc1on de carbonato al 1 Oº·o y fir.almente se '-uelve d secar. Ei m...itenal de 

prueba es cortedo íu1anlento y colocado el tubo de prueba El papel ya hurncdcc1do 

con el picruto de :1od10 es uuertado sUl tocar el rndtcrial. wms gotas de clor-ofonno 

son w'\udida. ... y el tubo se tapa, el pdpel va a tr Cd.J'nb1ando de color Jld.Tai-&Ja a rOJO 

ladrillo. Esta prueba es pos1t1v::i cu.ando d matenal pr-oducc uproxunada.rnente 50 µg 

de HCN/g de muestrd (7) 

Un mCtodo colorimétnco cuant1tativo denvado del anterh".lf que puede l!'stunar H~ 

en un rango de 5-50 µg/g de extracto, hace uso de la detccc1on de la 1soptllpurum 

que se forma a partir del ácido pícrico e.en dos moleculas de uc:-.; t!'n 1ned10 

alcalino. (Fig 3.61\8) 

N01 .. COH NO,: 

'¡ ~l +2HCN 
y 
1 

No, 
Ac1do plcnco lsopurpunn41 

'·'::O; 

Fig. 3.6 Forn1ación de color en Ja c.Jcterminacióu de glucósido~ cianogénicos(8) 
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3..3. En1lma• 

3.3. \ .. Cara.cterl•tlc:a• &~nera\~• 

Las enzinuu aon protcinu biosintctiU\das por \as cC\ulas de \os organismo~ 

con la función especifica de ctltahz.:u reacciones quirnicB!l. cstn.s incrementan la 

velocidad a \a cual la!\ reacciones se aprox.unan al equihbno. Ln vcloctdad ~e define 

como e\ cambio en \a cantidad (tnolcs. gn:uno) de matenah:s U"llct.i.\c!!. o de productos 

por unidad de ttempo Pro .. ·oca.n el c~unbto de vc\0c1d.ad. acnw.ndo co111(..., un 

catahzador Un catahzador verdadero u1cn:m-.:nt.a la vdoc1dad de lol. n:acc1on 

quúnica pero sin cambiar e\ proceso. estos catah:t.adore~ b1ol6t_:.1c~ pueden l.Ullrsc 

temporalmente de forma covalentc a \a rno\Ccula que ~e e~tá tran .. ~fonnando durn..ntc 

los pasos intermedios de la reacctón. pero al final \a enz.tn1a :.e regenera en sou forma 

original mientras se libera el producto\ sn Hay dos Ca.T'dcteristica... ... UllpOrt•Ultes de \a 

catál~is en genera.\ y de las enz.unas en particular La p1 unera e.<1o que \,, ena!:una no se 

modifica en su actuación,. la s.egunda es que no mod.11\cn la construi.te de ~qu1hbrio 

de la reacción sino que s.encil\wncnte incrementa la velocidad a \a que la reacciOn ~e 

aproxima al equilibrio. Por tanto. un catalizador es :-espoiuable de inc1·cmenta.r la 

velocidad pero sin ._ .. ariar \as propi..:dades tcm1odinámica.& de\ sistema con ..:1 qu..: 

interacciona. En los s.istcmwi. biolog.icos es neces..."""U"io el catahzador ya que i\ la 

temperat~ y pH del cuerpo humano t~ reaccione~ no se producirian ha ~ufic1ent~ 

velocidad para permitir Wla r.ipida actividad tnuscu\ar, gencrac1on de unpu\so.<1o 

nerviosos y todos los demás procesos requerí.dos para la existencia de la vida Las 

enzinm.s se clasifican de acuerdo a un s1stt:nu1 ~stablcc1do por la lnten""tatlonal Utuon 

ofBiochemistry en 6 cl~cs pnncipalcs A cada clase. ~ub-cla .. <f.c y sub-subclase ~e le 

asigna lll1 número de manera que la enz.int<'I. tiene l.Ul núcncro de 4 dig.itos a~t coino 

un nombre. El cuarto dígito identtfica al cnú1na conc1eto. al nombrar una enzi.J11a.. 
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a.e acrualan primero loa sustratos. seguidos por el tipo de reacción al que ae le afta.de 

el sufijo asa. A continuación ae describen brevemente las 6 clases de enzimas 

1 . Oxidorrcduct.Ma.s 

Estas enzimas catalizan rcaccione:s. de oxidac1ón y reducción· por ejemplo. la 

alcohol:NAD ox.idorrcductasa catahza la oxidaclón de un alcohol a aldehído Eara 

enzima elimina dos electrones en fonna de dos hidrógenos del alcohol para producir 

un aldehído y. en el proceso. los dos electrones que origmalmente estaban en el 

enlace ca.rbono-h1drógcno, del alcohol. se han transferido al 'S".~·. el cual queda 

reducido. 

2. Tnuufcrasa.s 

Estas eru.imas están implicadas en la trurufcrencin de grupo• funcionales entre 

dadores y aceptorcs. Las priucipales porciones transferid.as son los grupo!!' wnino. 

acilo. fosfato. glui:::ósido y los gn.1pos monocarbont1dos. 

Las arninotransfcrasas (tra..-uami.nasas) t.ran.'lficren los grupos arnmo de W1 

mninoá.cido a w1 cetoácido aceptar. dando lugar a la formación de un nuevo 

mninoácido y un nucYo cetoBcido 

3. Hidrohuas 

E.ate grupo de enzimas se puede considerar como una clase especial de tra.:ruferaaas 

en las que el grupo dador se transfiere al a.gua. La reacción generalizada implica la 

rotura h.idrolitica de enlaces C-0, C-N, 0-P y C-S. 

Las enzimas proteolíucas constituyen una ele.se especial de hidrolasas denominadas 

pcptidasas. 

4. Lia.sa.s 

La:s lin.sas son enzimas que añaden o eliminan los elementos del agua. BJTioniaco o 

co,. 

Las descarboxilasas eliminan los elementos del C02 de ex. y p cetoácidos o 

aminoácidos. 
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S. lsomcrasas 

Este c. un gt"Upo muy heterogéneo de enzinlWI que cataliz.an LSomenzaciones d~ 

diferente• tipos. Entre cll~ se cncuentr.tn intcrconvers1onca cU;-tranJt. ccto-cnol y 

aldosa-cctosa. Las i5omcrasa.:s que catali7~ la invcr.1ion en carbonos nsunetncos son 

epiinere..sa.3 o raccmasas 

6. Ligasas 

Estas enzimas p.irtic1pan en rcacc1one~ sint¿.t1Céel en las que :t.e unen dos molCcula..""' a 

expensas de Wl enlace fosfato de alta eni:rgia de A TP el uso de 11intc1asa.c¡ 5C reserva 

para este grupo pa.rt1culnr de enzirn~ (9) 

3.3.2. P-elucosldusa can.cl~risticus li!:.t:'Ot:'ruh.•l'I 

Se ha citado ya anteriormente qut! ias plantas que contienen glucósidos 

cianogéncos. contienen tarnbicn al comritejo eri.zimát1co capaz de h1d..rohzado::1 y 

que aunque la enzun.a y el sus.troto se ~ncuentJ.Olll en diferentes compart.llllento" sc:­

pucder: poner en contacto cuando se presenta ruptura celular~ y se habla no 

prccisa.inentc de Wla sola p-glucosidas.a sino de un complejo enzimático compuesto 

de dos en.zimas que son la amigdalin ludrolasa (AH) y pn..1na!5i.n h1drolasa (PH). 

involucradas en la hidrólisis de la amigdaJina. cada una de la3 cuales al parecer 

poseen multiplcs fo~ es decir. isocnzimas. L1 Chun P • Swain E. y Poulton 1 E 

reportan cuatro formas de Ja .AJi <A.Hl • ./\.Hl ·.AHl 1 y AHJ 1 ') y tres fonnas de la 

PH (PHI. PHJ 1. y PHI 1 b) que fueron purificadas por cromatografia a partir (.fo 

homogeniz.ados de capulín maduro (Prrmu.s serot1na"> y como la pur1ficacion ~~ 

llevó a cabo con varios inlubidore.s de proh:a_ ... 1..'i, ellos sugieren que e!>tas forrna!o 

mültiples no se genera.ron por proteólisL'i dunu1te la punficación. sin cmb.u-go no se 

descarta la posible mod1ticación de cada cnoo:una durante el aislain1c!nto p..:>r cnz.llTlas 

que hidrolizan carbohid.ratos o glucopept1da~as ( 1 0) 



La mayoria de las p-glucoaidasas parecen ser glicoproteí.nas~ la JJ-glucosidasa 

estudiada es efectivamente una glicoproteina y es una hidrolasa.. es decir. W18 

enzima hidrolitica. 

Toda enzima posee un pH óptuno en el cual ~ mas active~ el pH óptimo de la 13-

glucoaida.sa del capulin esta en un rango que e~ de 4.5-5 5. la inacuvación de la P­
glucosidasa es relativamente rapida a pH supcnor a 8.~ y menor a 4.0 Su 

temperatura ópti:na es de 37-38._..C 

En lo que se refiere a actividad. c=:¡ta es una. fu.n.ción del arnbaente aon1co 

Con algunos cationes el rango de lud.róh!us es de nproxunadan1cnte el doble. por 

ejemplo con Na·. K-. Rb-. !\..1g2
•• Cal·. sr2• y Ba2

·, lo mi:Jrno sucede con los aniones 

I. NO,", ClQ,¡, CIDJ;", (adicionados como ~ale~ de amonio o potasio 0.08!'1.·I) (11) 

3J.3. l\.letodoa d• purifica1ción 

A continuación se menciona como pueden aprovecharse ciertas propiedades 

cara.ctcristicas de las protcí.nas globulares en disolución para separar mezclas de 

proteínas ba.sñndosc en su : 

1 . Tarn.a.s""'Jo molecular 

2. Solub11idad 

3. Carga electricu 

4. Diferencias en sl.ll can1cteristicas de adsorción 

5. A.iinidad biológica para otras moleculas 

1.Procedirnientos de separación b~ados en el t.am.a.flo molecular. 

La característica más notable de las proteínas es su gran tamaño. e 1 cual permite el 

uso de métodos sencillos para la separación de las proteí..nas de molCcula.s d~ 



poquei\o ta.JTuu'\o. a.si corno los m¿1odos pura la rcsoluc1.:>n de mezclas de proleulil!t 

Se divide en: 

• Duili.sis y ultraf11txac1on 

• Centr1!U~nc1ón en ~adtl!:tllC de dcnsh.J.uj (zonal 1 

• C.-on1atog.r;.1fia de c.xclus1011 n1olcc\1lo1.r 

2. Procedimientos de '.'\cparación basados en diferencia de solub1hd.Jd 

Las protein.u en duoluc1on rnucsu-a.n c~u11b1n-. profundos de su sol11b1hdad. lo cual 

es ñlnción de pH. fi.1e17 .... -1 l\._)t11ca. las propicd.1dc!I d1dcctnca~. del d1sohcntc y J.1 

temperatura. Esta ..... V<u-1..iblc~ que so11 1etlcJ'-l .ic:l hccl11.) de 4t1c 1.1 .... pr0tcui.1s :i01~ 

electrolito de pc:!So 1nolccula.r rnuy ~illidc, pueden urtlu .... u-sc p.sr.l scpa.r.u- 111ezcl.L'I d~ 

protcine.5, ya que cada pa-otcma po~u.•c tu1a co1npo"1c1011 .:n aJnUH.lá..::1do!I 

caractcristica. la cu.JI dctemun.i su cornport.un1cnt(:> conll:t elc-ctrol1to Se d1v1dc en 

• Prec1p1tac1ott L"'oclc1..-tnc...t. 

• Solub1hzac1on y pa-cc1p1tac1011 pc.r !->-alacio de las protr..•tnas 

• Fraccaonanucr..to con dL'\ol..-entes 

• Efecto de Ja tcmperat1~ra sobre la solul:nltd.id de la.'i protema.s 

3. Procedimientos de scpanic1on bél$.ad..:>s en la caiga dcctnca 

La separación de proteínas sobre la base rlc su carga clect.nca dr..=pende en ultu110 

termino de sus propiedades <
0

ICKio·bd-~1cas, la."> cuales se hay.u1 detcnnul<.i.1~1s en E_!r.111 

medida~ por el nUmero y los tipo:" deo p-upos R 1on1z.able:i Je sus cadena~ 

polipeptídicas Puesto que las pa-oteu1as d1ticren en s11 compos1c1on an1m...:>ac1cL'l. y 

secucnci~ cada protc-ma po3cc propiedades -acuios-lJ.1s1cas características Se divide 

en: 

• !-..-1¿to<lo!1 electrotOn.:tic.:os. 

• Cron1atogratia de mtcrc.unb10 ionico 
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..i. Separación de protellta:i por ad .. orc1on ~electiva 

Las proteinas pueden ser ad<1orb1da..'\. y po~tenon11ente du1d.1ll se)ect1varnente. de 

colunmas de m.itc.~r-idles relet1v..unente mertes que: e!\ten tin.trn::nte d1v1d1dos y con un 

área superfictal n1uy fUande en rel.\c1011 c1..~n "'ll t.uu.u)o de p1ut1cul.1 

5 Separac1one!; b.L.--.J.d,\!'l en Ja o:!spec1tic1d.ad dd l1~u1do 

Cronuatografha d<- uflnidad. e"te metodo se basa en tllla ptop1echtd b1ológ..ica de 

algt.Ula!i protemas. Su capac1d.ul de tUt1<.1n e!Specttic.1. no cov<.llcnte con otr..i molecula 

llwnada li!o?,ando Por eJernplo, .tl!-!1u1.L.<> c:nzun.1.-. s.e 1u1cn tnlly fuertc1nente con ~u~ 

cocn;:inHL.<; e~pcc1fica .. <J. tneda.u1fl.• ti1c:1 ~·.b tll) cov.dcnlc:' .'\ fui de "'..:p.irar u.n.1 enzm1.i 

de esta natu.rale~ ... 1. dc=o otr.L" proteu1.ts rncd1.1n1e l.s cro1n.i:1..-.~ati.1 1fl! at-ui1dad s.u 

cocnzuna c~pcc1fico ~e un..: cuvall!'nte111en1c P'--"'t n1ed10 1-h.· 1u1..1 rcucc1on quu111ca 

apropiada a un ~po t1-u1c1ur1.ll s1tu .. 1do '\Obre lcJ ~\1pcrtic1e l~C 11.1rt1C\1las h1rirutada." 

de gran taznaf\o de tuta colwnna de nMtc=-nal poro~o. por C'Jetnplo. el poh.:sacando 

agn.ro~ el cual de otro modo pent11t1.nt1 que J.ts l1\<."ll11..·cul.1~ proteica."' Pª"~n 

libremente a su tra ves ( 9) 

3.3.4. Selrcción drl material,. localizaciún de cu.r.in1as en ho1 purifi~ación 

Si WlO dcse.1 estudi.u- tul tipo de en;:un.1 piu-i1cul.1r 5Ut .;ons1J.crar h1 fuente, debe 

escoger un rnatenal in1c1al que contenga w1a gran cantidad d..: cnz.una y que pued..i 

ser plenamente extn1ída. Por CJClllplo el rabJnO picante y d !Jte:' del tu~.<-~ contienen 

una alta concentración de perox1da .. 'ia con1parado ..:011 OU-<.)S te;1dos de pl.utlas Ccrc.i 

del 20°/o de la proteína total de un homogent7...tdo de pulpo1 es tnosafosfato 

dcshidrogena....;a. 

Las enziznas están IocalJ7...<1das en la cdula..'> de alµ:u.nas plantas L<L.<> enzunas en fruta~ 

frecuentemente están concl!':Hradas c~rc.1 de l.1 piel y/o Cl!rca de l..i s...:n111l.i con bJJil~ 

conccntracionc~ de enz.unas en d rc~to de los teJH:Íos Es in1portante exanunar 1.1 
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concentración de enzimas en cada una de las partes dd org.."lni!'tmo para usar 

solamente la fuente ma5 rica Dentro de u.n or¡.t.oirto no hay una conccnr.rac1ou 

lUliforme de enz.unas En una scnul la. unn en¿,¡1nH e211pec1fica puede estar 

concentrada en la capa aletJ.rond. en el endü~penno L"' en cualquier otra p.trte dt..• Ja 

semtlJa. En una hoJd. la enz..trn.i puede estar c..•11 J.1 ~.tn.1. cJoropJ.ur ... -.~. :nHoc{)fldna. 

etc 

La Jocaliz..Jción de Ja.s enz.1.r11a..:i en tm teJ1do pucdt.• <1er focdn1e1Jte visr.u. urdu.ui.J1,) J,1 

[écnica JJa.rnada h1Stoquün1ca L>1forenft.·s i.:on1put:stos -prc,tc!'Íll<1 . ..:, ~;ir h ... •htcfr.tf{)!'i. 

Jípidos y ácidos nucJc1cos- son .,efect1\·dm~nt<!' coJoreddü'I con d1tCré'rH1.•" ruit,J·. 

haciendo mas focd su JocahZiic1on en cJ teJtd ....... cit.• estudio e J: l 
Despues de ~cl..:cc1ona.r Ja tlJente de pn-,rl."111.1 • ..;c-r,1 r1t.•ces.1no Jle\·d.rl..i d J..1 -.oJ11c1 ... )rJ 

purificadora. Lii mdyona de lo:-J caso~ sc tr.ib.11.1 ...:oll f1J~tltt"~ ndt1u.JJc-.. n1.u11p11J.1d..h 

o no. aunque en algunos c.1.sos es!éL" p11 ... ·dcn '!ler é.1I11:i ... ·1,dc,;, por l.!'_len1plo tl!J.i "lllfl..~"'·" 

quunjca realizada fuera de un SL'ltema b1cdo~1i.:~~ 

En general nos rcferrmo" a las do~ opch,fl<.."~ del }•ílrt11.:r ca~o. ~un c..·rrd·.c-~o. t."·· 

importante c\.ln.sldcrar el perrodo de produn~1·.:in d ... - 1..1 pn~re1n.i. yJ que- st.•n.i u11tt1l 

tratar de at.sJarla antes d-: que se ¡..~rodtJ.iTil. <!Sl r1•bn10. se." dcbc.·r1 ·.·.dor.u l.i . .:. 

pos1b1hdJdes de mduccJon para conra.r cun m.1y0r c.ultid..td 

La primera altenlat1va que se nos pJ.:Lntc..1 e~ 1<1 p~)s1c1on de J._1 prori:tn.1 dcrirro de Ja 

célula o como re!iultado de la expres1on aJ nicd10 e.,tracelular En este c.i.~o st: 

deben con-<Jiderar 

- S1 es célula vegetaJ o arumal 

- Su s1luac1on u1traccluJar 

EJ segW1do caso nos dirnuia ia pdrt1c1p.K1on de. .. la c . .rn1cturcl cclul..ir. lo qui:: lum!.J 

exuaordU1a:-1asnentc el ntunero de conr..:un111.uirc~ de naruralcza proteica qut.! sc­

debcn eJUnmar. 



En Ja mayoria de los ca.sos es neccsano llevar a cabo Ja ruptura de la membrana 

celular. lo que se realiza de distulta~ mauerd.S 

1. ~tedios meca.ruco&· mohnos de a.renn, ag1tac1on u alta vcJoc1ddd con perlas de 

vid.no y osc1lac1oncs sonicas o ulrraso1ilca.'I 

-· !\-tedios tis1cos 1.r.ttdlmento tcnn1co y choque ,.,!lrnútico 

3. 1\.-fedios quinticos· solvcn~es org.·•n1c0s (ac~tonn, but.<L'"lOI, etc ) y dctergerlfes 

4. ?\.fed1os enzm1dt1cos IL""OZU!ld, pap.tum y Ja combu1ac1on de a1EZU11os de ellos 

Se recom1cnd.i .• -idemas. cotrolar ~l pll para cvtrdf" la l1ber.'1c1on de ac1dos fcnol1cos 

que son rnuy a~ ~s1vos al tuUt"!'C .t la ... proteu1.<L'> 

La rccolccc1on es d proceso de :\ep.uac1ón de f,f fracc1on donde se encuentra Ja 

protcina dc.:ipues ._ie la ruptura Se puede encontrar en la fracc1ot1 ~obrenadante en 

forma soluble o precipitada (.t .. "octada o no d al~tllld fro1cc1on ~ubcclular) por Jo que 

se incluye la centrit\Jg..ic1on 

3.3 . .S. Etupa~ deo purincadóu 

De acuerdo con \Vhitaker { J 3) des pues de que Ia en7.JJ?la ha sido extraída y 

ccntrifuµda p.ua eliminar el mJtenal su.~pendid0. es necesario uj~tar el pH~ 

adicionar sulti:tto de protarnm<i o cstrcptom1cu1a pnra d inunar ac1dos nucl1!1cos y un 

trataJniento tenrnco En este punto. el volumen de Ja solucion es grande y Ja 

concentrncion de cn7...una b.iJ<l. por Jo que "e i.rit.::Iuyc w1 pü.So de conccntrac1on Este 

puede desruroJJarsc por priec1p1t.<Jc11.)11 fracc1onal con guJt:1to di;.! .uno1110 1..> con 

solventes or~ucos. por adsorc1on en und cohunna de u1tcrc.unb10 1on1co. por 

cvaporacion o por rcn1oc1on sclccuva de agu .. 1 por congcl;:utucnto parc1JI Y'º 

derretinliento de Ja soluc1on AJtcn1ativarncntc. Ja soluc1on puede ser concentrado 

por ultratiltroc1ón Por U3o de mcmbr .• 1uas de poro sclect1vo pcquci'i.1s molecul.i~ 



pueden ser rcmov1da.s (agua. sales, etc ) quedando retenidas léi.a molc:cuJas de 

proteínas. 

Después del pru10 de precip1tac1on el matenaJ debe ser dUuelto en pequei\o!I; 

voluznenes de agua o buffer Frecuentemente hay de!lnaturahz.ac1ón de Ja.q; proteuta.s 

que pueden ser removí~ mcrernentandose Ja pureza de la prep.irac1ón 

En este punto puede utilizar.te un gd de filuac1órt o coloc<l..ne en una columna sm la 

necesidad de dimmarse Jillt sales Estas ~e eJun:u.n1 ..i rr.1 ... es de dmlt!ils 

LalJ fracciones conteruendo !<1 1n.1yo1 Jd de 1.-t enz1111.1 dCf1va son JUUtada.s y 

concentradas por prec1p1tac1on cou sulfato de .ut1on10 o ace!Orld o por 

nJtrafiltrac1cn Ld solui::1011 es 11..·ntonce!' d1alu-....id.1 to1..!.-t l•! ncche contra WJ butTC!'r 

escogido pa.ni Ju crornatt..,grafia dt:J rtMtt:r ial en 1ui.1 colUJnn...t de mterca111b10 1on1co 

La pn:parac1ón e:i1 crorn.ttog.rdfi.td.i en un.1 colunuJ...i de u1tercasnb10 1on1co USdlJd1.'I lUl 

gradiente IineaJ de cloruro deo sodHl L.1s fr.1cc1ones de la c0Junu1a con!eu1ctH:fo la 

mayoría de- Ja enzima actn•a son JW1l •. i.1.1s. concentrada.'>. d'Jdl tZ.'l.das y puest.1s en una 

columna de mtcrc.unb10 1on1co que h.1 :udo 'l!qud1brndo contrd un butiC:z 

contenjcndo 20°,.-ó rncnos de cloniro de so.i10 qui! el utd1z.ado en Ja fraccion en Ja 

cual hubo W1 pico de actividad cn7...un.st1c<1 L.L'i fracc1oncs contl!n1cndo la n1dyona 

¿e la cnzuna son JlUltadJ~. conccntiad.L'> y prob.uia.~ S1 la CTI7-1lllJ aun 

hetll!rogt!-nea debe con.s1dc:arse w1 JJd.."'n mas de punticac1on ut1liz:az1do un gel de 

electroforesis prcpa.rado de- polwcnlaniitfo 

Cuando la cnzuna es obtcn1dJ en fonna pura esta pucdt: ser almacenada a O"C. 

congelada y almacenada a ~:?ffC <.'I Jiofili~~.ada y almacenada a -~ifC ( 1::!,1 3) 
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.3..3.6. Critrrio• dr ª"'·anee y purtflcaclón. 

Nonnalmen~e se selecciona una combinación de metodoa para conocer la relación 

entre la proteina total y la proteína bw¡cad.a. a la cual !!iC le dcnomma E (en este caso 

enZlITla) y los mCtodos que nos den una i.nfortndc1ún mful exacta para conocer la 

pure7.a de la protema 

Existen va.no~ métodos pa.ra determmar la concentrac1on de la proteinn. totnl y cada 

uno de ellos presenta sl.l!I ventaJtu y desventaja..~. a saber 

?\.1ctodo KeJ.4c'"lhL Se ba.3-a en que la.5 proteína.~ tienen \Ul contenido promedio de 

nitrógeno de 15 a 16°0 Tiene la desventaja de que 11!.!' !!.Ustancrn,!I nitrogenadas no 

protCicas pueden contnbuir a que.: ~e hilg.¡_1 una c-stu11ac1on erronea La ehnunaci6n de 

s\.Utancias contarninant.:s no proteica!I hace que este metodo sea n1uy lento 

?\.fCtodo de: m1croB1uret Estu bil.!>ado en la absorc11.._..,n en ultr;sv1oleta d~ lol\ 

complejos proteina·cobre (0 :!-4 mg) Altillnente reproducible e mdC'p:nd1ente de la 

naturaleza de la protema 

:!\..1Ctodo d~ Ja nmh1dtu1"i_ se usa en precipitados proteicos y es ma~ sensible que d 

anterior. (su rango va de O 01-0 ::? rng) Este tr.elodo se basa en ld reacc1on del g:rupo 

amino prirnano con nui.hidrina. que da un producto de condensac16n violeta El 

reactivo es mestable y la reacc1on tambien la produc.:en 1o!I iones wnon10 libres 

~1Ctod9 de Folin Ciocalteau ~aturalez..'1. cromogen1ca de las cadenas laterale!!. di!' 

ammoB.cidos (0.01-0 1 mg) 

MCtodo de absorción a____.::80 nm D~b1do a la presencia de anunoac1dos aronrn.t1cos. 

para evitar la pe:-turbac1on de acidos n.ucle1cos. la diferencia de absorc1on se lee 

entre ::!60 a ~80 nm. 

En casos m<ll problemáticos !i.I!' puedt: utillz.ar la propiedad b1ologlca de algunn::o 

proteinas. como la capacidad de un.ion covalente d otra molecula (llrunada hgandol, 
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principio que adcnui.s de pc:nn1tirnos su separación. en cromatogratia de afinidad, 

puede permitir cuantificar la enzima. 

Es i.rnponantc tener presente que lo~ an.tl i.s.1:> deben ser rap1dos. reprl""tduc1hlcl4> y 

sensibles Sin cmbar~o. a 1nc.."d1da que la rro!e111.i en;".ura.tflca s~ ct1slJ de su 

microarnbientc aurnenta su ~usccpt1b11idad a de:u1.1rtu.ll1:r .. af'SC y. poi- lo tanto .• 1 

perder su actl' .. ·idad b1ológic<1 y sus estructura.'!. supenores 

Una vez obtenido el producto fin.;:ll. probablententc no CXL"\td una pn1c-ha que por s1 

sola garantice que se trata de un.t prote1n.t Su1 c1nb.u-Eto. hay tui.1 sene de pn.tcha-;; 

que establecen cierto gi:·ado de prob.1bd1d.ld y. si la mucstr.t resulta ser homog.ene.1 

en distintas prueb.;:ts (de prefcrl!'renci.t que 1n.u11licste una hotno~cneid.t<i re§pecto a 

distintos paran1ctro"\ ÍJS1cos con10 ~.<u-~1. pH. t.un¡u)o. etc l. la prob.ünJi,i.1d "-C h<1cc 

tan grande que es válido .iceptar que la cn..-Jnli1 C5 pura 

La mayoria de las pnJo.:ba." de horn0;:cnc1d.1d crnple.;ida .. '\ r.::>l.t.n hc1sad.l"' en sU.:l 

proplcdJdes fi51cas y. en gcner.sl. ~en con1w1es a tod .. 1s l.L, p1ote~Jl.l.!>, de \."IJ<l~ lct.s t11<1" 

usadas 50fl ultru~cntr1fuf:4!clon .u1ali1ic.i. electrof<...,re~1~. te..:t11c.:.1 dt: clc..:tr,..io.:nf0quc :~ 

solubilidad 

Convic!ne dc!linir alguno~ 1Cnnu10~ que c:-..prcsen la ... 'i c<utt1d.h~e;.. de l.1 enzun..t en 

función de la velC"CHiad de Ja TC.tCCIOn de IUla c.111t1d.td d.1d,1 de rro.:p.u-ac101l 

cnzunatica 

Unidud (l)). Se define con10 la cant 1dad de en7.una que catali¿,1 1.-i tJ LU 1sti.-,nn..ic1on 

de 1 J..UllOl de sustrato por nunuto en cond.1c1on~·s def1n1d.1s 

Acth·ldad esprcif1ca (U/mg protrínu). Se expresa en tm1dadcs de enzuna por 

mdigra.mo de protcina. 

Acth:ldud molecular. Se expresa en untc.l.idcs por m1cro1nol de enzir.td a 

concentración óptllna de ~ustrato ( l 3 J 
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.J...l.7. Uao ~Importancia deo la 13·alucosldasa. 

Dentro de los 1netodos desurrollados para la cwuuificación de glucósidos 

cianogCnicos. tenemos desde los gsa ... ·unétr1C0!1, volun1étricos y espectrofotomCtrícos 

hasta el uso de cromatografia de g.a."'es (CG). y, en todos ellos se determina Jos 

productos de la hidroh.se1 de estos compuc:=-stos. por lo cu.al es necesario IJ adicion 

de una fuente de P·g.lucos1da."d e.,ogerui 

Precisamente en nuestro labora tono ha desarrollado un me todo 

cspcctrofotométrico relati\.'an1ente .:1eoncl1Io pard la detennu1ac1ón de estO'.'I 

compuestO!I (8), en el 4ue efcctf\c-t.m.:nte se utd1ZJ w1.i P-gluco!l1dasa para llevarlo a 

cabo. di.spon1ble comecc1~lmentt!' Id cUdl e~ de t.lnp..:i1ta<.;1on y den1d.!:11ado co"tosa lo 

que en cierta n1ed1da lun1ta su l.l..!IO, por lo t..u1to he aqu1 W'la de la!i r01zones de la 

importancia de esta enzuna 

La cnzUna P-g.lucos1d.d..s.d es tainb1cn util1Zdd.i t.•n el arca mdustnal. con10 por 

ejemplo en la producc1ou de FJucosa a p'3Itrr de cdulosa la celuh.>5a e:i un polunero 

lineal de unidddes de D-g.!uc'--..,~ª u111dd.s med1a.nre enlace!t l ,4·P-D-~ucos1d1co!I EI 

sistema en,7.unattco para la convennon de cel'.. .. do~u a g.Iuc.csa comprende una end0-

I .4·P-glucana..'>a (E e 3 ::: l .; i. una celob1oh1drolasa tE e 3 :::. 1 91 1 y una p. 

glUCO!ltda"'a 1E·C 3:: 1 .:::!1 1. todcl.."I. ellJ.S Jctuai1 secuenc1J} y cooperat1van1ente para 

degradar Id celulosa a gluco~.i La endo~luc,ina."a actua de tul.! ffiill1Cíd desordendda 

en las regiones de baja cnsralm1d.1d de la fibra cclulos1ca, mientras que In 

celobioh1drolasa remueve !<U Wl.tdades de celob1osd de Id~ tenn1nac1one:s 

reducidas de l.t cadena celulos1cd La ~j-glucos1di."a h1d.Jul1za Id cd0b1o~a v ..:11 

algunos caso!J taznb1cn celo0l1gosacnr1.Jos. convlrt1cndolos en ~lucosd 

La P·g.lucos1dd.Sa generalmente es re.:.ponsdble de: Id regulac1or. de todo proceso 

ccluJ0Jit1co y es un factor lllmtm1te durante lu h1drolts13 enzunat1ca de l<I celulosa. 
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ya que la actÍ"'tdad de las otras dos cnz.imas es frecuentemente i.nh1b1da por la 

cclobio.a. 

A.si que la P-glucosidJu~ no sólo produce g.lucosa a pan.ir de la celulosa. smo 4uc 

reduce ademas la Lnhib1c1on por cclobio~a. permitiendo a la.., enz.un.1s cclul ... "'lht!ca.-( 

actuar eficientemente. (14.15) 

Otra de las aphcac1ones de ld P-g.luco:udJ.:.J o;:s. dentro J.e la uH.iu... ... tnJ ~1lmi.e1u.u-1a. 

como lo es en el proces.un1ento de los vmos y JUgoll la enz.lll1<1 c:s capaz de 

u-ansfonnar las antocianLnas. pig;ino;:ntos pre ... cnte!o en tnuchos vegewlc:~ y frutas J. 

antociarudm~ y azúcares. El aglucón resltante es colendo y meno:o. soluble que \aO'!. 

antocianinas. por lo tanto tiende a precipitar haciendo al compuesto tnas fac11 d.: 

chnunar Tarnb1en han sido reportados tL'\OS de esta enz.una. en la producc1on de 

vinos blancos para enriquecer su aromd. ello corno resultado •. fo la h1drohs1!\ d~ 

glucó:1idos monoterpen1cos 

La en.z.Una twnb1en puede ser u!!.ada c-n el procesain1cnto de Jugo!> de ll.ó!rallJa. de 

hecho la hidroil\1s de \as antoc1.'.lnma.s y la clui.únac1on de los :i.~ucones L'1svlubl~s. 

prcv1enen el d~colonuniento de los jugos c..\6) 
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.... 'l. !\(aterlal de ••tudlo 

CAPITL'LO IV 
!\JETODOLOGIA 

'Debido a que el presente trabajo es continuacion del desarrollado por Fabiola 

Ayhllon se aprovecharon resultados previos pMa la reahzactón de Cste. dentro de 

loa que destacan· el uso de la misma materia prima y el proceso de pW"1ficaci6n y 

aislwniento preliminar de la fracc1on protcin1ca con acuvidad de P-g.lucos1dasa 

(19 ). 

Como se deseaba obtener la P-g.lucosidru.a de almendras de semilla de ca~ulín •.e 

partió de la respectiva planta (Prunu.s serot1na) la cual se obtuvo del n1crcado de 

Sonora. 

TambiCn fue nc:ccsario el uso de dos tipos de fnjol; Comba y del ~lente procedentes 

de Guerrero y Smaloa rcspecuva..mentc. d.lnbos v:s.ncdad Phaseoh.is lunatus. c:sto para 

poder hacer la comparación entre la P-glucos1da.sa obtenida y bt comcrc1al. en la 

determinación de glucósidos cianogénicos 

4.2. Diagrunu• general de trabajo 

Con la finalidad de ver en forma global el presente trabajo. a contmuacion se 

presenta un diagrama de bloques. y en seguida una explicación de cada uno de 

ellos. 
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Dctccc1on del potencial 
de activulad c:n.z.lmat.Jca de 
lit m.uen.:a pnma (.t.2 1 J 

Si.stcma para JJ. determinacion 
de aCti\."idad B-gJucos1dasa 
(4.:?.2.) 

Prcpunficac1on y a.LSlrunic-nto 
de Ja fracción proteirnca con 
actl\.-idad B-g1ucos1dasa í4: 3J 

Punficación de la .fracción 
proteínica por cromatcgrafia 
de afinidad (4 2 4J 

Condiciones óptuna.o¡ para la 
actividad enzimática del prcpa.rJd 
obtenido. (4.2.5J 

Comparación d~ la actl\.'"idad 
enzirnábca. con muestras 
ve~etalt!s en Ja liberación 
de lle:--: (..i.2.6J 

4.2.1.Pcteccjón del potenc1dl de ac11v1cfad~~.!!Zlffiflll.~<t_ 

De trabajos previos queda est.'lbJec1do Ja activ1dJd cnzun.:it1ca. sm en1bargo. como se 

parte de un nuevo lote de aJmcndra.s de cap11lin. e~ ncco:sano conti.nn.i.r d1chJ 

actividad aplicando Ja n1ctodolog.i<l de l1bcrJC'1on de He.: y In 10nnac1ón de 

isopurpurina Ge acuerdo d !a reacción de l"iumm·d. y p~ira considerar 1ma udt.~cuudd 

actividad enzi.rnritica no do:bc h.ibcr d1f~reric1.i s1gru1ic..at1vd cstdd1st1c.unc:nh: al 

35 



realizar lo CWU\tificaciOn de glucósido• cianogCn.ico• con y •in adición de enzuna 

ex6gcna com.,rcial (19). 

4 2-. Peteaninacj6o de a.c:t,ivjdad~ 

De datos experimentales previo• (19) se tiene establecido el sisteni.a para la 

determinación de actividad cnzun.ó.tica de la p-glucosidalla por aparición de 

producto (glucosa)~ donde se tienen dcíirudos pH. temperatura. y concentraciOn die 

sustrato. Sin embo.rgo. se realizarán algunas mod1ticac1ones, pnnc1palmente sobre la 

concentración de enz.irna. para meJOra.T la mctodologia. tratando de obtener lM 

condicione• del sistema de reacción que proporcione el valor de actividad 

rna.nifcstado para la enzima comercial. Cnbe aclarar, que si a.e modifican las 

condiciones para la defin.ic16n de la.~ unidades de act.Jvidad. se tendrá que hacer las 

corrccioncs pertinentes. incluso desde la materia prima. 

Para rcahz.a.r dicha modificac1ón en la concentración de en.zuna a.e detcnnmtlf"á la 

o.ctividatl enzunática por medio Je ht det..:rrnmac1ón de gluco~a. que ca WlO de loa 

productos de la hidrólisis de los glucósidos c1anogCnicos. en varios Ultervalo• de 

ticn1po. 

De igual fonua seré. necesario real izar la cuaJttificacion de proteina para conocer lci 

actividad especifica.. de esta manera se sabrá la pUJ"eza del aislado enzimtlt1co. para 

lo cual se aplicará el tnCtodo de LoY.'T)' ya que es wi. metodo con alta scrnubíhd.ad.. 

además de ser muy conveniente cuando se cuenta con poca cantidad de muestra. 

pues sólo se requiere de 5 a :!O mg de muestra para su en.sayo 

::1,2- 3 Prcpurificació~J!Y!!.1ento de Id fr11cc1ón proteica 

Debido a que la P-glucos1dasa que es una ghcoproteina. se encuentra c:n la almendra 

de capu!in que posee un alto contcn1cio de grasa (4"7 5°,0) se procedera a la 

concentración de la fracción proteica susu-aycndo la fraccion hp1d1ca de las 
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almendras por extraccion continua con ¿ter etilico. durante aproxun.1dam~nte 18 

horas. a \..U'\8 tentpcratl.U"ll de ::6=='C. A t"ont1nuac1ón. el .11sJ¡u111ento de lc1 llacc1......-.11 

de ghcoproteina.s se rcnh.z.ara por extracc1on fr<1cc1onada con el d1~olvcute 

adcc::uado. En si se uuhzará el prc-ci:dm:w:ntr.."l cst.ablec1do en el trabi1JO pre\·10 y :ie 

procederé a apro .. ·cchar dicho matcnal. sm emb¡ug.o, s1 se rnod1licd d !Usterna de 

cuantificación de unidad de la actividad cnz-1.f1Mt1ca.. sera uece!\ano la coneccion u~ 

la actividad especifica en este preparado 

4 2 4 Purificacioo enzuncltit;ª 

El liofilizado obtenido bajo las n1ism.u cond1c1ones de tral--oaJO prcviwi.11!ntc descrito 

se suspenderá en buffer de hist.idma-HCl. para dplicarlo sobre un.a colw1ma caya 

fase estacionaria será concana•·ali..n.d A en sctarosa -18. :-eahzando una scp.u-a.::1011 

por cromatt"gl"8.fia de aflllidad Pa....-a la cluc1óu de la enzima se ut1hLU"á u.na soluc1011 

de a.-metil D-g.lucósido. La fracción du1da con alta 01ctw1dad de P-g.l11cwud.a."la si!' 

dializar:i y despues se proccdcni a hotihz.ar para obtener tlll produi.:to punticRdr..--. y 

estable. Cabo aclarar que :i.e puede reahz.ar u.na puntica.:;1ón nta.s profunda. mcluso 

separar la a.nligd.a.lin-h1drola.sa de la pn.1na!lin-h:drolasa, 5tn embargo. para 10s fines 

perscgl.iid~. lo anterior no ~era con,,·cniente ya que se desea obtener un preparado 

que contenga una actividad de p-g.lucosid.a."a global En C!lta etapa se pretende 

mejorar sustancialmente la actividad especifica de e!'.te prep.trado C\.,n respecto di 

obtenido del trabajo pn:vio 

4 2.5 Cond1c1one~t_1m~ 

Del liofilizado obte;-iido de Ja separacion crontatog.ráfica por afinidad. '>C procedera il 

determinar sus condic1ones óptllnas de act1vidarl cnzunat1ca (c111er1ce:t -:nzundtlCil). 

para lo cual se utilizará el :,i,istcma defu11do en l.1 td..-;e ·1.~ ~.donde se n1a11tendrá 1.1 

concentración de enziI11.i.. siendo esto ~n ba-.c al co11tcnH.k) de protc1na Se 



estableceran pH y temperatura óptima. ami como la. constante de afinidad (Km) y le 

velocidad mB..xirna (\' ma.x) para la amigdalina.. el cual es un g.lucósido cianogCn1co 

de interés en alimentos y del presente trabajo. 

4 ;: 6 Comparacion de la actjvjdad mz¡m~ 

Ya que el objetivo principal del presente trabajo es obtener un preparado 

enzimático estable que pueda sustituir a la enzuna comercial en la determinación 

c•pectrofotometrica de glucósidos cianogenic.0$ que ya »C tiene establecido. se 

realizará una comparación entre ambas cnzunas ll!lando dicha dctenninación. Para 

lo cual se utiliza.nin tres muestras que contengan glucósidos cia..,ogenicoa de intercs 

en alimento• y posteriormente realizar el análisis estadístico de los resultado• 

obtenidos~ con el tin de observar si existe diferencia significativa catadiaticamcntc. 

4.3. !\IETODOS t.JTILIZADOS 

•-"t.1 .. Determinación de &luco•• 

FUl"-""DA...,IE1'70 Una disolución de o-toluidina en ticido acCtico glacial cuando ae 

calienta con la glucosa da lugar a un producto coloreado con W1. máximo de 

absorción a 630 run. El grupo aldchido de la glucosa se condensa con el reactivo 

para formar primero glucosilarnina y posterionncntc un producto coloreado 

denominado gcn¿ricamcntc base de ShitT (20). 

Equipo y material 

Digestor Supelco cat.Nº 3-3315 

Eapectrofotómctro Scquoia-Turner modelo 340 

Tubos de pared gn.iesa para cultivo P}Tcx #98~5 
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Tapones de r09Ctl con cubierta de teflón 

Pipeta automnuca Lab•Y"tems de ~00-1 000 µ.l 

Re-activos y •olucionc>5 

SoluciOn de ácido benzoico al O.\ .$ 0 /o (mlv) (d) 

Patrón de reserva de g.lucosa (e) 

Patrones de trBbaJO de glucosa tO 

Reactivo de colorac1on de o·tolu1J.u1a (!\.lerck cat. 3306) 

Preparaclón de- •oluclonc>s: 

(d) Dis-Olvcr 1. 4 g de ec1do benzoico en 800 ml de agua dcsionizada con 

calenUJ.rniento. Dejar enfriar y aforar a 1 ()()t) mL 

(e) Disolver 250 n""lg de glucosa en ~00 ml de solución de 8.cido benzoico y aforar a 

250 m.l con la misma solución. 

(f) Tomar alicuotas de~ S. 5.0, 7.5. 10.0. t~.5.15.0,17.5,20.0.2~.5 y 25.0 ml del 

patrón de rc3etva de glucosa (e) y &forM cada una a SO ml con solución de ácido 

benzoico. 

Procedln•irnto 

Se pipetean 3 ml de reactivo de coloración en una serie de tubos de v1dno de pared 

gruesa.. preferentemente con tapc1.s de rosca forradas de tcflón. Con micropipeta ~": 

ai\aden a los tubos 500 µ1 lÜ 5 ml) de cada uno de los p.itrones de trabajo d..: 

glucosa. Para el blanco se adiciona 500 µl de solución de acido benzoico Se 

mezcla c:l contenido de cada tubo. se tapan y se calit.:nta.n en tlll dige!>tor a 1 (HJ ce 
durante 1 3 minutos. Se rcura.n. al cabo de c:itc tiempo y :se cnfria.n en baño de agua 

helada. hasta que alcancen la temperatura ~u11b1cnte s~ l~e absorb.1ncia del 

contenido de cada tubo frente al bhm.co a 630 run. para obtener 1~1 curva de 

calibrdctón. 



.a.3..2. Determinación de protefna 

Modificación del metodo de Lowry que da una respuesta fotométrica lineal. 

FU!'i~A..'lENTO. Se basa en la reacción del fosfomolibdato. en solución alea!~ 

con los residuos de tirosil de las proteí.na.9~ se utiliza Cu1
- para incrementar la 

sensibilidad de la reacción. El color azul que se fonna es be.stante estable y tiene un 

máximo de absorba.ncia a 650 rnn (21) 

Eq•lpo y material 

Baño de agua con termostato y homogcnizador marca Gran4 1nod. SE 1 O 

Pipeta autom8tica Labsystem.-. de 200-1000 µI 

Pipeta automática Labsy·stems de 50-100 µl 

Cronómetro 

Espectrofotómctro Sequoia-Torncr mod. 340 

Fotccel<Lll 1 9Xl 05 nm. 

Reactivo• y soluclt>nr• 

Reactivo de Folin-Ciocalteau (Sigma cat. 2790) 

Hidróxido de sodio 1.0 N 

Alb mina bovina (Sigma cat. ~~-3425) 

Solución A, tartrato de sodio y potasio y carbonato de sodio (g) 

Solución B. tartrato de sodio y potasio y CuSO.c·SH10 (h) 

Solución e (i) 
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Preparación de aoluclone-s: 

(g) Solución A: Se disU<"lven :?: g de tartrdtO de sodio y pota5io y 100 g de carbonato 

de sodio en 500 ntl de solución 1 N de: hidró.xido de !lodio pare despu.::s aforar a 

1000 mi con agua. 

(h) Solución B· Se disuelven ::: g de tartrato de sodio y potasio y 1 g de CuS0.11·5 

HiO en 90 ml de agua para aforar después a 1 00 mi cou la soluc1on 1 ~ de 

hidróxido de sodio. 

(i) Solución C: Un volwnen del reactivo de Fohn-Ciocaltcau se diluye en 15 

volumcnes de agua. Esta solución !IC prepara. d1aria!Tlcnte y debe tener una 

normalidad 

entre 0.1 SN y 0.1 SN cuando se tituld a pH 1 O con NaOH l N. Si la acidez fuese 

mayor e. 0.1 SN deberá ser ajustada con NaOH 

El tartrato de sodio y potasio se divtdi.: entre arnba.s solucionc:s A y B. para evitar 

una cristalización en B. además de mantener la concentración de tartrato necesaria 

Proc•dlmi•nto 

Para la curva estándar se uuliza una solución de albUmina bo,ruia cuya 

concentración equivalga a 360 µg/ml en agua destilada 

La curva estándar vn de 36-3:!4 µg de proteuia (albúrnu1a bovina) donde se cumple 

la ley de Larnbert-Beer. Y esta serie de tubos se trabaja en la m1snui forma que las 

muestras d.:: proteina problema 

Las muestras problema se llevan a 1 mi con agua destilada. se colocan en tubos con 

su correspondiente etiqueta y se les adiciona O 9 mi de la ~oluc1ón A con agitac1on 

para que se mez.::lcn. a contmuac1on se coluc¡u1 en un bculo de ngu..i el SU;<_: durante 

1 O minutos. despu¿s de los cualc!t se rct1nu1 del baño hastd que "-udvan a alcanzar 

la temperatura runbtcntc (~t-::5 -:ir, en aproxun.uJ . .uncntc 1 n mu1uto!tl y puedan sc1· 

tratados con O. l n1l de la solucion B. los tubos !-iC dejan a la tcmpcr.1tu1·,1 ..unb1cntc 

~! 



al meno• 1 O nunutoa y dcspuC11 se trdtan con 3 ml de la solución C~ que ca 

adicionada de manera ni.pida y con cierta prcsion para asegurar que se mezclen en 

cuestión de 1 a 2 segundos. Los tubos son nuevamente colocados en el bai'\o de 

agua a SOºC por 1 O minutos y enfriados a temperatura ambiente. para finalmente 

proceder a la lecnira de las absorbancia.s a 650 run. 

TUBOS PARA LA ClJRVA ESTA .. "óD,~ 

Tubo µl soln estándar µl de agua Concentración (µ.g) 

B o 1000 o 
25 975 9 

2 50 950 18 

3 75 925 27 

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. Cun·a de actividad de h1 P,-glucosidusu comerciul 

FU1'~i\ ..... '\.lE1'10. La hidrólisis de: la amigdalina por accion de la P-glucosidasa da 

como resultado la liber.icion estr.quiométrica Ce HCN üelac1ón l · l) y :? n1olcs de 

gluco~ la cual puede ser cuantificada por diferentes m¿todos • en ..:ste caso se hizo 

por cuantificación cspectrofoto1nét.nca al reaccionar con o-tolu1dma Ya 4uc Id 

reacción es dc:pcnd1ente del t1crnpo se tendra w1 control de este. ade1nas se 



controlaran la concentración de amigdalina (sustrato) y enzima. así como del pH. 

temperatura y adición de ciertos activadores.( 19) 

Equipo y n1ate-rlal 

Bailo de agua con tcnnostato y homogenlzador marca Orant mod. SE 1 O 

V6n.cx Lab-line con conuol de agitac1on 

Pipeta automática I..abs~tems de 200-1 000 µ1 

Cronómetro 

Potenciómetro Conüng mod l O 

Reactivos y solucione-• 

Acido acCtico al l 8o/o (v/v) 

Amigdalina (Sigma cal. A-6005) 

1-'-glucosidasa (Sigma cat. G-·0395J 

Nilrdto de sodio (R.A.) 

Buffer de citrato-fosÚlto pH 5.0:0.1 (a) 

Soluc16n de amigdalina (b) 

Solución de '3-glucosida.sa comercial (c) 

Preparación de soluciones: 

(a) Mezclar 243 inl de una solución 0.1 M de ñcido cítrico (19.21 gen 1000 ml de 

agua destilada) con 257 ml de una solución 0.2. M de fosfato dibásico de sodio 

(53.65 g de Na2HP04 ·7 H 20 ó 71 7 g de Na2 HP04 ·1::? H 2 0 en 1000 ml de agua 

destilada) y aforar a 1 000 ml Ajustar el pH si i::s necesario 

(b) Se pesan 76.::5 mg de wnigdalma y ~e aforan a 100 ml con bu1Tt:r de citrato­

fosfato pH 5.0. 

(c) Mezclar 1O~.5 mg de p~glucosidasa y 3 ~1 g de nitrato de sodio (conc~ntración 

0.08 1'.1) y aforar a 500 ml con buffer de citrattt-fostato pH 5.0 
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Procedlml .. nlo 

Todoa los reactivos ~ben c•t.Rr preincubados a 37ªC. Con micropipeta. se adiciona 

l m1 de solucaón de P-glucoaidasa en una serie de 8 tubos de ensayo (mínimo por 

duplicado). Se colocan los tubos en un bai'Jo de a~ua a 37ºC 

Al primer tubo se le adiciona 1 mi de ácido acético y posteriormente 4 ntl de 

solución de amigad.ali.na.. agitando de uu11ed1ato con ayuda del vórtcx. esto con el 

objetivo de que se inactive la enzima antes d~ ~nt.Tar en contacto con el sustrato 

Este tubo corresponde al tiempo cero de reacc1on 

A partir del segundo tubo y hastn el octavo se les adiciona 4 rnl de solución de 

amigdalina e inmf"-diatrunentc se agita con el .. ·órt.:x. midiendo con ..-:ronómcfro el 

tiempo de reacción. A los 30 scgwtdos se para la reacción adicionando 1 ml de 

ácido acCtico. se saca el tubo del bai'\o y se mezcla peñcctarnt:ntc el contenido del 

tubo utilizando un vórtcx. Se sigue el mismo proccdi.mi..:nto del segundo tubo con 

los 7 tubos restantes pcTo deteniendo la reacción a 1. 2. 5. t O. 1 S. 30 y 45 minutos. 

Finalmente de cada tubo lile toma una alicuota de O 5 mi a la cual se le deternuna 

glucosa por el método de la 0-toluidina. 

•...J • .a. Actividad de la fJ-glucosidasaa ohtrnlda y purificada dr la almrndra dr 

-milla de copuUn 

Fwida.ntento. material. equipo. reactivos y soluciones son los mismos descritos en 

el apartado 4.3.3 .• variando Unicamente la presencia de la P-glucos1dasa comercml 

por la purificada a panir de la almendra de semilla de ca pul in. colocando la 

cantidad de enzima de acuerdo al contenido de proteína pl"cvia.-nent~ detcrmUl.adO 
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Procieodimlenlo 

Es el mismo utilizado que en la cwva de la P,-gluco•idaJl.a comercial. con las 

siguientes condiciones. tcmpcraturu 37ºC. pH 5.0. volwncn total del aistenta 6 mi y 

con el tiempo de reacción mñ.s adecuado de la fu.se anterior (4 3.3). 

Para asegurar una. concentración igual a la P-glucosida.sa comercial se adiciona.ni 

una cantidad ex.u-a en base al contenido de proteína. ya que no toda lleno actividad 

cnzi.nuitica. 

Como este paso será aplicado de!lpues de haber realizado la cromatografia de 

afinidad en donde se obtendra.n. vanas frucc10nes eluida.:s. y cada l.llla de ellas 

contiene diferente C"antidad de proteinn y ~ct1vidad. n..:> será sino haata dicho paso 

cuando se especifique Ja cantidad de preparado cnzirnatico a usar pnra poder 

determinar :su actividaci. por fracción. 

El tiempo de reaccion será en base al que haya proporcionado una alta actividad .en 

la curva de la P-glucosidasa comercwl asi c01no una buena ma.nipulac1on~ para 

posterionnentc tomar una alícuota por tubo. y así poder determinar a los ciuyentcs 

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

4.3.!i. Oblendón de un extracto purincudo con ucth»idad d~ B-glucoaidn~a 

PuriOcación por m<>dio de cron¡atografiu de aflnidud 

FU!'-~A...1\IENTO. Se basa en la propiedad quirruca que algunas proteinas poseen. 

su capacidad de unión especifica no covalc:nte con otra molCcula. llarnada ligando 

(9). En este ca.so la concanavalina A scfarosa 48 tiene un receptor especifico para el 

azúcar de la P-glucosidasa. de tal forma que t!sta se queda..ni unida cspecifica.ment.e 

al soporte nüentra.s que algl.Ula otra enzuna que se encuentre pres~nte en la :1-oluc1on 

y que carezca del centro especifico de Wl.1ón para l.i concanavalina A sefarosa 48. 
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ll. Remover sulfuros tratando la membrana c:on la solución de sultU.ro de sodio 

0.3% a SO"C durante 1 minu10. 

W. Lavar con água ca!icnte (60ºC) durante 2 minutos. 

IV. Acidificar con lu solución de H 2 504 U.2º'º enjuagar c:on agua caliente para 

rctmovcr el ácido. haate cerciorarse de que el agua de enjuague no tenga pH ác:ido 

(le) Disolver 3.10 g de hUtidina en apr-oximadamcnte 800 mi de agua desionizada. 

una vez disuelto adicionar 19.87 g de NaCl y BJUStar pH a 6.0 con solución de HCI 

1 N y completar el volwncn de l 000 m1 c:on egua dcsionizada 

(1) Disolver 9. 71 g de cx.-rnetil-0-glucósido en 500 ml de buffer O 01 ?\.1 histidma (k). 

Procedimiento 

Pesar de 2-3 g de enz.iina semipurificarla y rcdisolver en un mínizno de "·olumcn con 

buffer 0.01 M de histidina (1) • agitar con precaución para no crc:ar mucha espwna~ 

aplicar a la colwnno. la cual ac encuentra ya empacada con la concanavahna A en 

aefarosa 48 y precquilibrada con buffer O 01 M de h1Sitidina. lo que consiste en Wl 

lavado con 1 O veces el volwnen muerto de la col~ siendo equivalente a 50 mi 

aproximadamente. Eluir con buffer 0.01 ~i de hUutidina con O.:! M a.-metil-D­

gluc¿,sido con un flUJO de 1 ml!min aprox Colectar fracciones de 20 mi. y 

determinarles actividad enzi.rn.atica y proteína • para conoce:- su act1v1dad c~~c1tice 

por fracció~ de esta forma se podrá. determinar hasta que momento dcb..:ra dui.rse. 

Las fracciones que contengan alta actividad son c:olcct.adas y dializadas cont.rd ag-.Ja 

desionizada en refrigeración durante toda la noche. en una sola membrana 

La solución enzunáuca dializada se ccntnfuga por 5 mmutos u 1 "7 .60< l g l 1u.7 50 

rpm). y el sobrcnadante se pasa por W1. filtro de porosidad n1cdm ( J 0-1 5 µ). paro 

clllninar cualquier particula ajena a la P-g.lucosida..~'"l Fumlinll!ntc:- esta solución se 

liofiliza a -SOºC. presión reducida de :?5 micronc:s y c.-n fruccioncs de '.:5 mi pru-d l.lll 

Iiofili7..ado eficiente. 



Se realizan determinaciones de actividad y protc~ tanto al extracto serni­

purificado. como a liu fracciones de la collUTUla y ni liofilizado para tener w1 

11Cgt.1imiento de punficación mediante la actividad especifica de la enzima 

4_1. .. 6. Condlcloae• óptiftl•• 

A continucación se describen los ajU5tcs que deben rcali..zarse para establ-ecer las 

condiciones óptimas para la actividad enzimática de 1 preparado obtenido~ 

realizando cada nivel de variación corno rninimo por triplicado. y utilizando el 

tiempo ya establecido como óptuno (aquel qoc presente buena actividad y sea íacil 

de manipular). 

I>etermlnación de temperatura óptima. 

Se realizarán varios niveles de tc:npcratur<ll que seran: :?.Oº. 30º. 37º. 40º. SOº. 60° 

y 70°C. Siguiendo la mUrna metodolog.ia que en la determinación de actividad de la 

P,-gluc~idasa. pero ahora durante la incubación se probara con cada una de les 

temperaturas indicada.~ 

Determinación de pH ópthno 

La determinación de acti,,.·idad se lleva a cabo como ya se mencionó. utilizando un 

buffer de citrato fosfnto pero carnbrando el pH del buffer utilizado por 3.0 .. 4.0. 

S.0.6.0 y 7 .O~ haciendo uso de un potenciómetro para el ejU5tC del buffer 

prc .. ·iarnente 

Drterminación de Km y Vn1ax puru anli~dalina 

Una vez obtenido el pH y la temperatura óptlln~ as¡ como el tiempo cie rcncc16n. se 

manejaran dichos valores para variar la concentrac1ón del sustrato (amigdalina) 

usada en la detennmación de ac;t1v1dad de la siguiente forma. O.Qi6:?.. 0.381 :. 

0.7625. 2.2875. 3.8125 y 7.6250 mg/ml. y posteriormente con la ayuda de la 
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ecuación y de lo gráfica de Lincweaver-BurY,.. obtener tanto al vnlor de K.m como el 

de Vmax para la amigdalina 

•~.7. M4todo pa .... la deternllnación cualitativa y cuuntitatlva de glucó"ldo"" 

clanopnlcoa 

FU'NDA!\IF-NTO. El presente mctodo aprovecha la reacción sensible y especifica 

de Ou.inard., la cual es ampliamente utilizada en pruebas cualitativas para ln 

detección tanto de g.lucó•idos cianogénicos como del propio He>:. 

Para poder cuantificar el HCN total que potencialmente puede ser liberado se hace 

uso de una hidrólisis enzimBtica, con adición de enzima cxógena (por medio de ll­

sJ.ucosidasa) del correspondiente glucósido cianogénico. y para poder cuantificar en 

fonna precisa. el H~ liberado. es conveniente tnt.bajar algunos pasos a temperaturas 

bajas.(8) 

Equipo y material 

Incubadora marca Lab line in1pc1.+\a.l m 
Congelador comercial .~crican mod. CV 

Especttofotómetro Sequoia-Tomer mod.340 

Bai\o de agua con agitac16n marca Lab-linc instru.rnenu 

Tubos de cultivo con tapón de ro3Ca pyrcx tt98:?5 

Micro-molino marca T ecator rnod Cyc lo-T ec 

Papel inidicador de HCN. (m) 

Potcnc1órnct.ro CommEt mod 1 O 

Reactivos y •olucionc-s 

Solución de P-glucosidasa comercial con aclt'-'<Jdor (n) 
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Solucion de '3-g\ucosidasa obten1dd con aclÍ'\.'ador (o) 

Soluci6n de KCS equivalente a 100 µg HOJ'lm\ (24. l mg KCN/l 00 ml) 

Solución de HCI O.SN 

Buffer de fo•fnto• pH 7 .O (p) 

Buffer de citrato-fosfato pH S.O (ya desci-ito en el apartado 4.3.2) 

Solución de picrato de sodio alcalinizada (q) 

Fécula de mai7. comercial 

Preparación de solucionr• 

(m) Papel "\\.'haunan del #2 ac empapa en una solución de picrato de aodio (q). •e 

deja escun-ir y se coloca ~n una estufa. a sccdl' a una tcmpci-atura de SS-60ªC por 

espacio de 30 nlinutos. A continuación se cortan tiras bien medidas de 2Xl O cm. 

(n) 0.25 g de P-glucosidasa comei-cial (250 mg) se disuelve con butTer de fo¡¡fatos 

pH 7. O teniendo la precaución de agitar suavemente (de lo contrario se fonnani gnsn 

cantidad de espuma) una vez disuelta h coz.una se le adiciona \. 7 g de NaN'O, que 

actúa como activador. todo lo anteri• r se lleva a un volumen de 250 ml con el 

mismo buffer y asi tenemos una cou.:cntrac1on de \ mg de '3-glucos\daio.a1ml y 

0.08M de Na..'<03 

(o) 7. 7 rng de P-g.luc:osida....,a obtenida -.e d15uclve con buffer de citrato-f0:!ifatos pH 

5.0 tetuendo la precaución de asitur ~uavetnentc. una vez. disuei.ta la enzuna se le 

adiciona O l 7 g de- >:aNOJ. se lleva a un volumen total de 25 ml con d m15mo buffer 

y a.si se 

tiene Wla concentración de O 308 mg de p-g.lucosida.."a'rnl y O 08 !-o-1 de ~a..'=01 

(p)Se prepara una solución o.::.~1 de fosfato monobasico de sodio 1,.A) (:::. ... Sg en 

1000 ml de: agua desttlad.J. y C.:s1on1z.....sda) y tula soh1c1on o.:.?\-1 de tOsfato dibd.SICO 

de sodio <BJ 1..53.65g de Na1 HP04 "7H:O o 71 7g de N"a1 }-U'>04 ·\ ::.H1 0 en l 000 1nl de 
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agua de1tilada y desionizada). Tomar 39 rnJ de la solución A y 61 mi de la solución 

B. diluir a un total de :?:00 ml; si es necesario se ajusta el pH con W1 potenc1omctro. 

(q)Se disuelvo en agua destilada :?:.5 g de ácido picnco y a continuacion 1:?: 5 de 

carbonat'> de sodio. llevándose a W1 vohuncn de 500 ml con agua destilada 

Proc:edjmjento 

Para la eJaboraci6n de la cwva de refcrenctd. se usa una solución de KCN cuya 

conccntr8ci6n equivalga a 1 00 J.18 H~lml. Adcuu!.s con el fm de :sunular Ja 

interacción muestra-HCN' liberada. se introduce en nuestra curva estiindar la 

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

mi solución 

eatandar 

o.o 
0.05 

0.10 

0.20 

0.40 

0.60 

TUBOS PARA LA CURVA ESTANDAR 

matriz Buffer 4D°Cl4 h 

alimenticia pH7 

500mg 5.0ml 

HCI0.5N Conc. HCN" 

enfrío 

l.Oml 

(µg) 

Blanco 

5.0 

100 

:!00 

40.0 

60.0 

La curva estándar va de 5-60 µg de HCN. ya que fue el rango óptimo encontrado en 

la respuesta concentración de HCN' vs absorbanc:ia en donde se cwnplc la ky d~ 

Lantbcn-Bccr. Dicha serie de tubos se trabajan en la mismil fonna qu~ para l;.1 

liberación de HCN en Ja rnueiora 

51 



Preparación de la muestra: cuando se requiere determinar con sum.a precisión ~l 

contenido de H~ en una muestra fre:sc~ e3 necesario partir del material inteogro. 

para lo cual se somete a unn molienda fina e Uunediatamente se pasa a un &a.co que 

cierre pcríect.antente y si no se va realizar en ese momento la determinación ae 

procede a colocar Ja muestra ya molida en el congelador 

Liberación del HCN' de la muesua. se coloca en un tubo de cultivo p}Tcx de 20 a 

500 mg de muestra. dependiendo de su contenido aproximadamente de glucósidos 

cianogCnjcos (cuando no se tiene mtOnnnción :se coloca la cantidad m2..xima de 500 

mg); a continu.ac1ón se le adiciona 5 O mi de la so!uc-1on de P-glucosadasa (fria) se 

homogeniza y se procede a colocru- la tira cíe papel mdicador hwnedecido (ap1·ox 

con 8 gotas de agua) en Ja boca del tubo y se cierra hcnnCticamcntc con un tapón de 

rosca. 

L1na vez que se tiene el anterior dupoa1tívo se coloca en el bailo maria que está a 

Wl8 temperatura de 40°C.::: 1 ºC y con el control de ,.·elocidad de agitación ajustado a 

3.5 por espacio de 4 h. Al fmal de dicho tiempo se saca el tul>o y se coloca en el 

congelador por- 30 minutos. Trasucurrido el tiempo anterior se aaca el tubo y se 

dc:stapa para adicionade 1 mJ de HCI 0.5!\: (frie) 

Una vez adicionado el HCI. se vuelve a cerrar perfectamente. se homogen1za 

teniendo la precaución de que el liquido no toque el papel uviicador y se coloca en 

Ja 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 VlSUJlmente la 

detección cualitativ~ ya que aquellos tubos que muestren una coloractón café-rojiza 

aWlque sea muy tenu.a se coruuderan positivos y se procede o su detección 

cuantitaltva. 

Determinación cuantitativa: ccn cuidado se procede a recuperar el papd 1nd1cador y 

se coloca en un tubo de cultivo p)TCX~ se Ie adiciona :!O mi de agua destilada 

52 



(medidos con bureta) se tapa y ae agita vigorosamente con el ím de extraer el 

pi¡pncnto de isopurpurina del papel indicJ.dor en el aguu. 

DespuCs de extraer el pigmento (aprox. de -: a 5 nunutos) M: recupera d da-.olvcnte, 

eliininando los residuos del phpcl por una SUltple tih.racaón con papel de tih .. racu.:>n 

ni.pida .. Hay que hacer notar que cuando ast se requiera se puede hucer otra adición 

de agua (20 ml) p~ ..... t'iBer comp\ctrunente el piF.tnento (dilución) 

La solución filtrada se col~ en la tOto.:elda de 19Xl OS run para su lectura en el 

cspcctrofotómetro a una long.1tud de onda de 5~0 nn1 frente al blanco 

'"..< 4...3.8. Comparación dir la actividad rnzin•:Áticl.l 

Para poder realizar una com~ción entre runbcu enz.llna.s. la cornc1·c1d.l y el 

preparado enzimBtico obtcrudo a partir de la aln1cndra de semilla de capuli.n .. se 

utilizará el mCtodo de glucósidos climogCnicos. descrito en el inciso 4 3 7 .. 

utiliz.ando tres muestras de interés que son fnJol comba y frijol monh: l!'n donde s.: 

encuentra el glucósido linanlarina. y almendra de scnlilla cio: capulin que contiene 

amigdalina como glucósido .. 

Cobc aclarar que la determinación de glucósidos cianogCnicos se llevara. a cabo, tal 

cual. sustituyendo únicamente a la enzima comercial por el preparado enz..irnatico. 

siendo necesario cun1plir con las condiciones óptirnru. de temperatura~ pH y 

concentración de enzima obtenidas previamente. para tal preparado 

Por otra parte hay que rl!cordar que se modificó la conccntrac1on de la enzuna con 

la f'Ulalidad de mejorar la mctodologia~ en base a esto, se es¡.>era obtcnc:r n:-sultados 

sin diferencia significativa estadisticruncnte entre an1b~1~. enzi.1nas, cabe hacer notar 

que se harBn los ajustes correspond1entes para el ca...">o del prcp•u-ddo enzunático 

obtenido. con la ímalidad cie opt1miz..ar la 1nct. .... dolog.i~1 prcvirunente dcscnta 
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CAPTl"ULOV 

BESULTAJ>OS " DJSCUSION 

5.1 Del•cclón d• actividad en:ain14tlc• de I• m•t•rl• prima. 

Debido a que el pre.ente trabajo e11 continuación del referido. queda e•tablocido 

W'1B adecuada actividad enzimática ya que se parte de la misma materia prima y no 

se encontró diferencia aignificali\·a cstadt.ticarncnte aJ realizar Ja cuantificación de 

glucóaid09. cianogenicoa con y •in adición de enzima comercial. 

Laa condiciona del sistema para Ja cuantiticación de Id. actividad (concentración de 

enzima: 0.0205 mglml. concentración de austrato :0.7625 mg/ml. temperatura: 37 "C 

y pH de 5.0:0.1) (l 9). »e modificaron en el presente trabajo 1tumentando Ja 

conccnt.ración de la enzima 1 O veces respecto a hu condiciones ya planteadas. 

quedando finalm~ntc lo siguiente: 

Conc.entraci6n de enzima : 0.205 mg/ml 

Concentración de sustrato (amigdalina): 0.7625 mg•mJ 

Temperatura de 37°C 

• pHde 5.0±0.l 

Al ser cambiadas las condiciones deJ sistema. se tiene que enconuar nuevantentc el 

tiempo óptimo de redcción adecuado e Cste. por lo que se comenzó a trabajar a 

partir del 0.5 min. y hasta los 45 minutos. 
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Los datos de esta parte experimental se muestran en la tabla 5. J. y su 

correspondiente gráfica en la figura 5. 1. en donde se puede observar. que desde el 

0.5 minuto existe una alta actividad específica. y después comienza " descender 

hosta hacerse asintótica~ sin embargo a pesar que desde este momento se contaba 

con una buena actividad no se tomó t.:omo el tiempo óptimo debido a la dificultad de 

su manipulación. por lo que se consideró a los 5 minutos como un buen tiempo para 

manipular. ademas en este lapso se encontró concordancia con c:l valor reponado en 

el marbete de la enzima comef"cinl (5.5 L''mg de proteina). por lo que '.".e consideró 

como el tiempo idóneo para determinar la actividad enzimática 

Tabla 5.1. Determina.ción del tiempo óptimo de reacción 

Tiempo de Hldr61191s . Actividad ActlYldad 

llllÍrillalti (%)• (U/mi)" especifica* 

(mln.) (U/mg proteína) 

o.s 8.096±{).689 2014±0.184 9 830:!:0.897 

1.0 14.3 IS±0.312 1.781±0.041 8.690±0.:?03 

2.0 26.406±1.081 1 642::t-0.07::! 8 013±0.352 

s.o 41.694±2.675 1.037±0.038 S.061±0.187 

10 o 69.~70±.2.017 o 862::t{>.027 4 20-t~J 132 

IS.O 86. 976±2. 700 0.721±0 024 '519::::0. 120 

30.0 9S.812:t0.:-07 o ~97=.u.uo 1 1.938±0 006 

45.0 100.0:::0.843 o 277::0 002 352±0 012 

Valor promedio donde n- 3 
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La gráfica 5.2 muesua una comparación entTc las conJicioncs iniciales manejadas en 

el trabajo previo con las reciCn establecidas, donde se muestra que con la 

concentración de 0.205 mg de en.7..ima/ml. es decir la rcestablecida.. la acfrvidad 

especifica es mucho mayor a tiempos mas cortos en relaci6n a la curva 111osttada del 

trabajo anterior. 

Por otro lado en la gTáfica S.3. se observa que a los 45 minutos de 1eacción ya 

presenta el l 00 º/o de hidrólisis. cuando con las anteriores condiciones, apenas se 

logTÓ obtener un 77.17 ~ºcomo maxüno de hidrólisis a los 90 minutos. C 1'1) 

Para poder cuantificar el producto de la hidrólisis se realizó como glucosa liberada. 

utilizando el método de o·toluidina. por lo que fue necesario elaborar una curva 

estándar de glucosa con un nmgo de conccntTucióra Je glucosa de :?5 a 250 µg; la 

tabla 5.2 muestra los resultados y la ficura 5 4, ta gTáfica obtenida con un 

coeficiente de correlación lineal de O. 9976 

Tabla S.2. Cun·a estándar de glucosa 

Glucoaai Oea•ldad 6pdca 

(llC) (A) 

o o 
::?S o 112 

so 0.228 

7S o 360 

100 0.480 

125 o 002 

ISO o 085 

17S O S:::6 

200 o 85:?. 

225 1.048 

250 1.170 

-----------~--·- -
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S.2.l. Determinación de actividad lnich1.I en harina descn¡,:rasad11 de almendra. 

Debido a que fueron modificadas las condiciones para ta definición de las unidades 

de actividad. fue necesario determinar la actividad P,-glucosidasa en la harina 

desengrasada de almendra. que fue d material de partida~ por el mCtodo ya descrito. 

pero utilizando ahora 5 minutos como el tiempo óptimo de reacción. Los datos 

obtenidos se muestran en la tabla 5.3, esta sera nuc:;tra rcfercm:ia inicial para llevar 

a cabo una secuencia de purificación. 

Tabla ~.3. Acth·ldad inicial en material íntegro y desengrasado 

Aedvld:ad Acth·idad especifica 

(l.l/mc m••Htra) (U/me de prot.,lnaº) 

Almendra de capulin 0.432 1.30 

integra 

Hat-ina desengrasarla de 0.810 1.33 

almendra de capulín 

•Tomando 61~~ de proteina reponado ( 19) 

S.3 Prepurificación y aislamiento de la fracción proteic11. 

Una vez conocida la actividad se procedió a realizar la prcpurificación y ai$latniento 

de la fracción protci1.:a (desi.:rito en el apartado 4.2.3.). Debido a \a modificación 

realizada en el sistema de c.uantiticación de unidad de actividad fue necesario hacer 

ta corrección de la actividad especifica en este preparado. obteniendo los siguientes 

parámetros. actividad (U/mg muestra): 0.557 y actividad especifica (U/mg de 

proteína): 2. 73. 
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!' ... Purtncaclón enzimática 

El material ya descrito. se purificó. utihzando Ja cromatografia de afinidad (descrita 

en el apartado 4.3.5.). donde ac pu.rt.ió de 2.51 g de material que fue re•uapendido 

en 2<X• mi de buffer de histidlna O 01 ~I De aqui se obtuvieron 1 O fracciones. le 

primera de SO ml. debido a que se comenzaba a cluir. y sólo presentaba W1 airo 

contenido de proteína pero baja en act&Vidad cspec1tica. el reato de las fraccione• 

fueron de 20 ml para llevar a cabo un monitoreo má.s precuo de mnboa factorea. A 

cada fracción 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 quC fracciones contcnian mayor actividad para seleccionarlas 

Los datos correspondientes se muestran en la tabla 5 .:S y la gnifica en la figura S.S. 

con les resultados de pi"oteina.. actividad y actividad especifica. 
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5.4 Purlflc•clón enz.lmátlc111 

El material ya descrito. se purificó, utiJiz.ando la cromatografia de afinidad (descrita 

en el apartado 4.3 . .5.). donde se panió de :!.51 g de materia.1 que fue resuspendido en 

200 mi de buffer de histidina O.Ot~t_ Oc aqui se obtuvieron 10 fracciones, la 

primera de SO mi. debido a que se comenzaba a eluir, y sólo presentaba un alto 

contenido de proteína pero baja en actividad específica. el resto de las fracciones 

fueron de :!O mi para llevar a cabo un monito.-eo n1ás preciso de ambos facto.-es. A 

cada fracción fue necesario calcular su actividad específica. ya que no se contaba 

con referencia alguna. con el fin de detenninar hasta que momento era necesario 

cluir y qué fracciones contenían mayo.- actividad para seleccionarlas. 

Los datos ~orrespondientes se muestrdn en la tabla S .i y la g.·B.fica en la figur:i 5.S. 

con los resultados de prot~ina,. ao:tíviJad y actividad especifica 
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En la gnltioa se puede obaervar que al inicio ac cluian fracciones con alto contenido 

de proteína. pero con baja actividad especifica. lo cual es lógico. cons1dens.ndo que 

en la colunuta cromatogrática no •ólo contiene la '3-glucosidasa corno única 

prole~ aino que están preacntcs algulla5 nláa. Conforme se aiguc el proceso de 

eluci6n la actividad especifica aumentó. al mismo tiempo. que la proteína disminuia 

ligeramente. debido a que ya •e e luyó proteína con baja uct1v1dad cspcc1fica. Al tinal 

de la clución se muestra que tanto potcina como activada.d !IOO valores ya n1uy bajos 

con respecto a los va.lores centrales 

Como se deseba obtener una buena acti,.·idad c"'pectfica se colecto de las fracciones 

4 a la 7 como se ve en la gr"iifica.. ya que fueron las que mostraron wl mayor valor de 

actividad especifica~ se jW"ltw""C'n para d1ahzar durante toda la noche en w1a 

iuembra.na de celulosa.. contra agua des ionizada postcrionnente s~ hoti hzó 

obteniendo un producto final de 430. 7 mg de material purificado lo que nos da un 

n::nclliniento de proteina de 13.88 º;ºcon respecto a le F.P. Il. 

Ya que fue neceaari.o determinar proteína a cada fracción para conocer la actividad. 

capccifica. •e utilizó el método de Lowry. siendo necesario lo. elaboración de W"la 

curva cstándar de protcind~ ésto se muestra en la tabla 5 S. su n:specti..-a g:rafica se: 

ob&erva en la figura 5.6. obteniendo Wl coeficiente de correlación lmeal de ú.9955 

Como se uso un rango mu)· antplto d.: concentración de protellla fue nc:cesano 

realizar una partición de la cun-·a est.iindar. para tener muyor precisión al momento 

de interpolar al mismo tiempo que se mejoró el coefic1ente de corrdac1on lineal. lo 

cual está de acuerdo por lo manifestado por Hartrec. E-F (:!l) 

La forma en que se divid1eron los datos fue de 0-36µg de proteína y de 3'~3.:!4µ.g.. 

las gráficas correspondiente" se muestran en las tigura.s 5. "7 y 5. 8. 
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Tabla 5.5. Cur••a c::stándar de proteína 

Proteina Den•id•d 6ptlca 

(Ja&) (A) 

o o 

9 0.0-17±0.002 

18 0.110:::0.012 

27 O. l.!8±0.002 

36 o.:os::r.0.001 

n 0.339:::0.001 

108 0.-179±0.002 

180 0.760±<> 001 

252 0.951±0.003 

324 1.166±0.002 
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FIG.5.6 CURVA ESTANDAR DE PROTEINA (GLOBAL) 
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FIG.5. 7 CURVA ESTANDAR DE PROTEINA DE (0-36 µg) 
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FIG.5.8 CURVA ESTANDAR DE PROTEINA DE (72-324 Jtg) 
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!§ .... 1. ·"'''anee de llUrificación. 

Con el fin de tener una secuencia en el proceso de purifh:ación se muestra un 

resumen en la tabla 5.6. 

T•bla !'§.6. A'\-·ancc de purificación 

Proteina Acth·idad Acth·ldad -recmca 

("/.) (U/mg muestra) (V/m111 protelna) 

ALl\IENDR..\ 34.00 0.43:? 1.30 

INTEGRA. 

HACD• 61.0 o ll!O 1.33 

F.P. 1 67.10 0.790 1.81 

F.!•. 11 72.53 0.5<> 2.73 

F.P. 111 68.0 1.56 7.65 

•HACD. correponde a la hanna de almendra de capuhn descng.rasada. 

La F.P. 1 corresponde a la fracción protéica que se obtiene en el proceso después de 

realizar la filtración. la F.r. 11 conesponde a la fracción que se obtiene después de 

dializar. y la F.P. 111 corresponde a la fracción que se obtiene despuCs de aplicar a la 

columna de cromatografia de afinidad y de dializar. 

En esta tabla se puede ver que el contenido de proteina se va incrementando. sin 

embargo en la F.P. 111 este disminuyó lo cual pueda deberse a la selcc<..ión de 

proteína que se realizaba al momento de llevar a cabo la purificación; ta 

detenninación de proteína fue necesaria ya que es imponante cuantificar la actividild 

'3-glucosídica en términos de actividad específica. 

Como ya se mencionó Ja actividad específica es uno de los criterios de avance en un 

proceso de purificación enzimütica. y en la tabla 5.6 se puede ver que en cada una de 

70 



de las etapu este valor awnentó. hasta que en la F.P. m •e logró incrc-mcntar en Ct:UÍ 

6 veces la actividad especifica con respecto a la almendra de capulin. 

![rl:.S. Coadlclonee óptln1••. 

Con el liofiliZl:ldo obtenjdo (F.P. ill). :Je preparó una solución de 7 7 mg/25 ml en 

buffer de citrato-fosfato. es decir una concentración de O 308 mg F P. film! 

Se realizó la dctenninadón de actividad a dicha conccntracion después de conocer 

au contenido protéico. y verificar que se tiene 203 µg de proteina!ml. lo cual es muy 

cercano al valor que se manejó en la determinación de actividad de la P-glucosidasa 

comercial (205 µg). de donde ya conociarnos el Risterna de rc:::acc1ón pnra la 

cuantificación de la.3 unidades de actividad. de tal forma que se procedio a 

determinar la temperatura óptima. utilizando la metodología ya descnta. varllUldo la 

teinperatura de mcubación corno ya se dc.acnbio en la metodología 

La tabla 5. 7 muestra los valores obtenidos. y en la figuro 5 9 se puede ob:1ervar la 

gráfica de actividad .... s temperatura. donde se muc!"tra un pico a los 37 ºC. qu~ es la 

reportada en la bibliografia con10 óptima (11 ). sin embargo se mue:¡trn otro pico a 

los SOºC que es rnayor al antenor. y por lo tanto sera el registrado como 0ptuuo 

para nuestro material pw-ificado Estos dos picos pueden deberse a la presencia de 

Ja a.rn.igdalin hidrolasa y pn.lnw.in h1drola.sa que son los constituyentes prmc1pales 

del sistema enz.imatico de la P-glucosidasa. a.si cada pico corresponde a cada unr. de 

las enzimas mencionadas (~3). 
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Tabl• 5.7. ~lerminaclón de temperatura óptima 

Temperatur• Actividad especifica 

("C) (U/me proteína)• 

20 :?.89±0 155 

30 4.97±.0.077 

37 7 65±0.120 

40 7.26±0.26\ 

!'O 8.59±0.289 

60 7.57±0.2!!25 

70 0.99ri>.2 \ 9 

•Valor promedio donde n=3 
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Actividad cspccílica 
¡o-.-~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--. 

8 

6 

4 

2 

o-i-~~...--~~-.--~~..--~~.--~--.~~--j 

20 30 37 40 50 60 70 

T cmpcratura (ºC) 

FIG.5.9 GRAFICA DE ACTIVIDAD ESPECIFICA VS. TEMPERATURA 



Para establecer el pl-f optimo en la cuantifi.:ación de actividad. ~e utili7ó el mismo 

buffer de citrato-f\.>sfato. ajustando el pll cnn HCI en c1 rnnµo adecuado para estas 

sales y considerando el tiernpo óptimo de rcaccion de ~ minuto~ 

Los resultados se rnuestran en IJ tabla 5 8 junto con la g.r;dica de actividad ""' pH, 

figura 5. 10, donde puede observar!.e un "'ólo pi....:o y c .. a un valor de pH 5 O 

Tabla S.8. Octerminaci6n dt!' pll óptimo 

pH Ac1h:idad eapeciflca 

(l.f/ma proteína)* 

3.0 0.93±0.042 

4.0 5.76±-0.049 

!5.0 7.65±0.120 

6.0 5.48±0.261 

7.0 :?.06±.-0.0-12 

*Valor promedio donde n- 3 
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Con las condiciones optitna!. obtenidas tiempo de 5 minuto ... temperatura <le 50 uc 
y pH de: 5 O. se llevo a cabo la Jc1cn111nacion de ID~ par:trnctroo;; cincticns. como snn 

Ktn y Vmnx para el glucn'iido cianllgenicn ;11n1gdalina \.'.Otno ~u~trato 

Como el valor <le Km corre~punJi: a la constante de .1ti111dad para el 'u~trato. en este 

caso amigdalina. 'e reall."11 la cu;1ntiticac1un de ai.:t1vidad utili,..:indo varias 

conccntracionc.,. <le arnigdalina La tabl;1 5 'J nHJC'"tra In'> valore.;; obtenidos de 

actividad para cada conccntr;u.:ilin de ami~<lalina. la figura 1 1 muc~tra la grafica de 

actividad cspcc1íica (vclo..:1da<l) vs conccntracion Je an1igdalina (f<>ustrato]). 

obtenida con los dato.;; ya dc~critos. d1...• acut.·rd11 a la ccuacion <le !\tichaclis-'.\.lentcn. 

donde se adviene la tendern.:ia de haccr~c a~intótico a conccntracionc~ altas de 

sustrato (Vmax) 

Tabla S.9. Datos para 1:ruficar In ecuación ~tichaeli!5·!\1cntcn 

[Amigdalina] ''elocid•d 

mg/ml (U/mg protelna) 

0.0762 1 l 35:rü 092 

0.381.2 5 855±0. 176 

0.7625 9.865±0 106 

2.2875 13 . .205±0. 176 

3.8125 16.915tlJ.063 

7.b.250 19 070±0.304 
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Vo (µMol/min.) 
5 ..--~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 

4 

3 

2 

2 4 6 8 

Concentración de sustrato (amigdalina) 

FIG.5.11 REPRESENTACION GRAFICA DE MICHAELIS-MENTEN 



Para poder obtener los valores de Km y Vrnax se realizó la representación gráfica de 

Line""'eavcr-Burk con el inverso <le lo'i datos ya obtenidos. es decir [Amigdalinar 1 

''S Actividad·'. la gráfica que representa los datos mostrados se ve en la figura 5.1:?, 

con un coeficiente de correlación lineal de O.<J9C)9, lo que indica una adecuada 

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

se observan en la tabla l O 

Tabla 5.10. Datos para graficar la ecuación de Lincweaver-Burk 

- [Su•trato)" Velocidad..-

(µl\ior 1
) - (µ.'\.lor-' • m In.) .. 

5.26 4.31 

LOI 0.8-t 

0.60 0.50 

0.45 0.37 

0.35 0.29 

0.31 0.25 

Recordando que la ecuación de Lincweaver-Burk está descrita como: 

1 = Km 1 
Vo v;;:;;;s- vma;-
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l/Vclocidad (µM-l*min) 
5 .--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~--, 

4 

3 

2 
&"> 

~~¡ 
D 

ORDENADA AL ORJGEN (liVmaxH 2659xl0.J 
PENDIENTE (Krn!Vma,)= O 8188 
COEF DE CORR LINEAL= O 9999'1 

o 2 3 

l/Conc.sustrato {µM-1) 

4 5 6 

,., a 
~e¡ rº~~~~L__~ 
&i 

FIG.5.12 REPRESENTACION GRAFICA DE LINEWEAVER-BURK 



Se tiene que el dato de la or-denada al or-igen nos propor-ciona la Vmnx; por 

consiguiente a panir de la pendiente de la n:pr-esentaciOn lineal podemos obtener- la 

Km (constante de ~1ich.1cli!> ). 

Vmax es igual a 68 58 m~1ol ·hr/mg proteína 

Km es igual a l'll.Q-t J.l~h1I 

Considerando que para el caso de la amigdalina se encuentra reponado (Kuroki. 

G.\V.) un valor- de Km de 1980 pmnl y una Vmax de JCJ 2 mmol.,1\/mg de proteína.. 

los datos obtenidos se pueden considenu a1.:eptahles. tornando en cuenta que el valor 

de Km nos indica la afinidad que tiene la cn.r.ima por el sustrato, ~ cuanto menor sea 

su valor. menor será. la concentración de sustrato para la cual la enzima alcanza su 

valor máximo de velocidad. ( 14) 

5 .. 6 .. Comparación de la actividad enzimática 

Para la siguiente etapa experimental se elaboró una curva estándar de HCN. en la 

tabla 5. 11 se sctlalan los datos obtenidos y la grñ.fica con un coeficiente de 

correlación lineal de 0.9906 como se observa en la figura 5.13. 

Tabla 11. Cun·w estándar de llCN 

llCN Dcnsid~d óptica 

(µ&J (A) 

o () 

5.0 0.035 

10.0 0.079 

20.0 O. 147 

40.0 0.249 

60.0 0.323 
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Densidad óptica (A) 
0.5 ,.--------------------~ 

0.4 

0.3 
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0.1 

MODELO. Y•a t bx 
r= o 9912 

n= S 

oe--~-'-~--''--~_._~___..~~-'-~-'-~--' 

o 10 20 30 40 50 60 70 

HCN (µg) 

FIG. S.13 CURVA ESTANDAR DE HCN LIBERADO 



Postcriom1cntc se.- realizó la detC"rminación de glu~ósidos cianogC-nicos con adición 

de enzima comercial. en las mucsttas dcscriras en ef inciso 4.1 (mntc:rial de estudio). 

bajo las siguientes condiciones de ttabajo · 

[13-g:lucosidasa]""' 1 mg/mJ 

Buffer de fosfatos pH 7.0 

Temperatura Je incuhaciOn de -'º ; C 

Tiempo de hidrólisis de ..J horas 

A continuación se muestra en Ja t;tbla 5 12 los resultados obtenidos. 

Tabla 12. Liberación de llC~ utilirando 11-glucosida'a comercial 

l\luestra HCN liberado 

(m2/JOO g muestra)• 

Almendra de capuJin 135.76±3.992 

Frijol del monte 180.96±9 78.:?: 

Frijol C.:>mba 9.79±3.992 

, •Valor promedio donde n=..> 

Posteriormente se hizo Ja misma detenninación pero ahora se urilizó d preparado 

obtenido (F.P. JU), en sustitución a Ja enzima comercial, bai<> las siguientes 

condiciones: 

(F.P.lllJ~ 0.308 m¡;/ml 

Buffer citraro-fosfato pH 5.0 

Temperatura de incubación de 50 ºC 

Tiempo de hidrólisis por definir. 
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Al ser la primera vez en usar el preparado obtenido (F.P: J[J) en la cuanrificación del 

HCN liberado. se desconocia el tiempo de hidrólisis necesario para liberar la misma 

cantidad de HCN que se desprend~ al utilizar la enzima comercial; por lo cual se 

decidió realizar el c!'tudio de liberación de HCS n partir del glucósido cianogCnico 

respectivo con relación ol tiempo de hidrólisis. par a cada una de las muestras a 

probar. Los resultados de este estudio lo tenemoco resumido en 1:15 tablas 5. 13. 5. i4 y 

S.1~ y la representación gráfica en las figuras 5.14, 5.15 y 5.16. 

Tabla S.13. HCN liberado de ¡:lucósidos cianog,énicos en almendra de capulin 

. Tiempo llC!'I liber•do 

(•In.) (.,~100 & muestra)* 

.5 86.17±1.714 

IO 98.54±5.191 

IS l 70.02;t-..J.807 

30 169.02±:!. l 74 

60 171.95±3.210 

• Con valor promedio. min1mo por duphcado 
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Tabla 5.14. HC:"i liberado de ¡:lucósidos cianogénico~ del frijol monte 

Tiempo llCN liberado 
.. 

(mln.) (mg/100 & muestrnl 

JO 56.16±.5.481 

60 144.36=" 14.59:! 

90 16J 19±15 623 

120 244.69±26.42 

180 246.85=<l.07 I 

240 248 4 1 ::.-o 034 

•Con valor promcd10. mm1mo por duphca<lo. 

Tabla .5.JS. HC~ liberado de glucósidos cianugénicos de frijo! comba 

Tiempo UCN llb.,rado 1 
(mln.) (mg/100 8 muestra) 

JO J.94±0.117 

4S 4.66±0. IJ8 

60 5.82±0. 172 

120 9.61±0.285 

180 11.67:!:0.039 

240 12.23:::0.084 

•Con un valor promedio. m1n1mo por duplicado 
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mg HCN/100 g muestra 
300 ~--~-------------___, 

250 

200. 

150 
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o~----'----L----1-__ _¡_ __ ~ 

o 50 100 150 200 250 

Tiempo (min) 

FIG 5.15 HCN LIBERADO EN FRIJOL MONTE (Phaseolus lunatus) 



mgl-ICN/I 00 g de muestra 
14 .---~~~~~~~~~~~~~~~~~~---. 
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FIG 5.16 HCN LIBERADO EN FRIJOL COMBA (Phaseolus lunatus) 



Para el caso de la almendra de capufín. como puede apreciarse en la gráfica :S. J 4 la 

liberación de HC~ comienza a los 5 minutos. y a partir de aqui \'8 aumenrando 

conforme rrans¡;un e el tiernpo hasta llegar a los 15 minutos. a partir de este tiempo y 

hasta lo.o;; 60 minutos Ja curva se hace asintóri~a. por lo tan ro al tiempo de J S minuros 

se obtiene casi el valor máximo de HC~ liberado para esta muestra. 

Como Ja F.P. IJI fue obtenida de una planta procedente de la f"amilia de las rosáceas. 

se supone que dicho extracto riene una mayor afinidad por Ja ntni.gdaJina y por eso 

se decidió probar con dos muestras de f>ha.H•o/11 ... l11na111x que contienen Ji na.marina 

como glucósido cianogCnico. Ya que a tiempos cortos no se obtuvo una apreciable 

liberacicin de HC:-.;, al no tener probablemente la misma atinidud por dicho sustrato~ 

se comenzo a prohar r:on tiempos más largos que para la anterior muestra, la gráfica 

S. Is. de ms de HC!\.1 v:; tiempo. para el frijol monte, muestra como a partir de Jo!t 30 

rniuutos ya se nota un desprendimiento de HC~. y continua hasta los 120 min., a 

partir de aquí y hasta los 240 min pcnnanece constante pnicticamente. Lo mismo 

sucede con el frijol comba. aunque no es ran pronunciada la tendencia a.sinrótica. Por 

Jo tanto al tiempo de 120 minutos se obtiene casi el valor maximo de HC~ Hberado 

pua ambas muestras de PhaseC'/ur /11na1us 

Para conocer si existe diferencia significativa estadísticamente entra Ja P·glucosidasa 

comercial y Ja F P 111 en Ja liberación de HC:-.; de g:Jui;:ósidos cianogCnicos, se 

aplicó Ja prueba t-student con 95'?-"á de confianza~ cncontr8.ndose lo siguiente. 

• Almendra de capulin si existe diferenda si~nificativa. a fa\'or de la F.P. 111. 

• Frijol comba si existe diferencii\ significativa a favor de la F.P IIJ 

• Frijol monte no existe diferencia sis;nificati\'a 

Lo anterior puede observarse de Ja prcsentacion de barras de la figura S J 7 donde se 

compara Ja enzima comercial con Ja F P. JIJ. 
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En la tabla S.16 que a continuación se muestra. se presenta en fonna breve tas 

condiciones para la liberación de HC!' a panir de glucósidos cianogénicos tanto 

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

(F:P:lll). 

"l·abla S.16. Contparadón de enzima comercial con la F.P. 111 en la liberación 

de HC:-i 

P...&lucosid•s• Conceatraclón Tiempo de Temperatura pH 

deena:ima Incubación (ºC) 

(mafml) (mln.) 

Co1nercial 1.0 ::.?""º 40 7.0 

F.P. lll 0.308 Lina111arina: 120 50 5.0 

Arnigdalina: 1 S 

Pnra mostrar un panorama general de la purificación realizada se presenta el 

siguiente cuadro especificando c1 rendimiento de la misma. 

Proteina (%) Actividad Actividad Rendimiento 

(U/ma eapeclftca (%) 
.. 

·~ ....... 
-. 

' 
•untra) (U/ma 

protelna) 

ALMENDRA 34.0 0.432 1.30 100 

rNTEGR.-'I. 

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. lll 68.0 1.56 7.65 13.88 
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CAPITUl.O VI 

COSCl.llSIONt-:S 

En el presente trabajo se awnento la conccntntc1on de enzun¡1 l~-gluco~ud.isa para In 

cuantificación de urudadcs de act1v1d;:u.i. por lo t.r.uito se rccstablec10 el hernpo 

óptimo de reacción • que ti.Je de 5 mun1tos en donde adcm.1!' de mo:¡trar tUl<l elevada 

actividad propoa-c1ono un ahorro de tiempo ~m afoctar Ja adecuadJ man1pulac1on 

Al extracto punticado obterudo se le cstablec1enn1 la ... 'i cond1c1ones óptuna.s pard la 

actividad enziin.at1ca donde destaca una ten1pemtu.r<J relat1vainentc elevada (5U°C J. 

lo que resulta una \.'entaJa ya que con esto se reduce cornuderablcmente el tiempo de 

hidrólisis de 45 rnmutos a 5 mmutos Se obttJ\r1cron Jos parrunet.ros cmet1cos mils 

importantes~ donde la Km fue aceptable puesto que nos md1ca una g:rar1 afinidad por 

el sustrato. así como el valor de Vma..,. 

Comparando el extracto punficado con la enzizna comcrc1al en la detcnnmac1ón de 

glucósidos cianogénicos en muestras selccc1onada ..... ~e observaron "'anas ventajas ~e 

redujo la concentración de enzuna (de 1 O mg..'ml a n 30 mg/ml) y eJ tiempo de 

hidróluus (de 4 hr a::! hr). la acuv1d..id mostrada por el extracto obtenido supero a la 

de la enzuna comercial utthz.ad.J.. resulto ser Wl mctodo econorn1co para la 

obtención de P-glucos1dasa. además de ser aprovechado w1 fruto tan poco estudmdci 

y de abtllldancia en nuestro país 

De acuerdo con lo antenor se pudo alcanz.ar d obJcUvo. de obtener tul extracto 

enzirnatico estable con actividad de J.3-e.lucos1dasa. que puede sustituu a la enzuna 

comercial por medjo d.: la cromatografia d.: alimd.td a parttr de la altncndra d..: 

capulin 
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