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Resumen

El endurecimiento de la semilla de frijol se produce cuando ésta se
almacena en condiciones inadecuadas (humedad relativa (HR) > del 50 % vy
temperatura > 4 °C). Este problema se manifiesta por un incremento en el
tiempo de coccidn, con respecto al frijol recién cosechado o almacenado a 4
°C y humedad relativa inferior al 50%. A la fecha se ha reportado que el
incremento del tiempo de coccion se debe a una disminucion en la
termosolubilizacion de los polisacaridos de la pared celular. Probablemente
esto se debe a la formacion de enlaces covalentes entre los polifenoles
unidos a los polisacaridos de la pared celular. Estos enlaces covalentes
podrian ser el producto de la reaccidon con peroxidasas, las cuales estan
presentes en la pared celular y activas durante el almacenamiento de la
semilla, cuyas actividades han sido recientemente detectadas en nuestro
laboratorio, por lo que, como propdsito principal, este trabajo de tesis
contempla la caracterizacion de las isoformas de peroxidasas presentes en la
pared celular de las células de cotiledon de frijol (Phaseolus vulgaris). Los
parametros que se determinaran para cada una de las isoformas seran el pl
(punto isoeléctrico), el PM (peso molecular) y la especificidad por diversos
sustratos. Lo anterior a su vez se logra mediante procesos de extraccion vy
purificacion por cromatografia de intercambio idnico, técnicas de
electroforesis en gradiente de pH y la determinacidn de constantes cinéticas
para diversos sustratos. Con los experimentos antes descritos se establece la

participacion de la peroxidasa en la susceptibilidad del frijol a endurecerse
1



cuando se almacena en condiciones inadecuadas. Ademas, una de las
isoenzimas de peroxidasa presente en la pared celular del cultivar Bayo
Mecentral utiliza acido ferulico como sustrato.

El proceso experimental se divide en dos fases: en la primera, las
semillas se someten a almacenamiento en condiciones no favorables y se
realizan las pruebas para determinar el nivel de endurecimiento de la semilla.
En la segunda se realiza la extraccién de las enzimas de la pared celular, se

purifica el extracto y se detecta la actividad de las peroxidasas.

1. Introduccién.

Las semillas de frijol deben someterse a un proceso de coccion para su
uso como alimento, durante éste tienen lugar cambios fisicoquimicos que
convierten a la semilla en una fuente importante de nutrientes para la
mayoria de los estratos sociales. Este proceso de coccidn consiste en dos
fases principales: la primera es el remojo de las semillas, éstas se someten al
remojo, con la finalidad de solubilizar compuestos hidrosolubles y reducir el
tiempo de coccidon. La segunda fase es la coccion donde la semilla se ablanda
y adquiere las caracteristicas de aroma, textura y sabor que son agradables
para los consumidores. Es importante la adecuada coccién para evitar el
efecto toxico de ciertas sustancias presentes en las semillas, conocidos como
factores antinutricionales, por ejemplo inhibidores de tripsina, compuestos

cianogénicos, lectinas (Valle, 2000).



Cuando la semilla es almacenada de manera inadecuada (T> 4 °C y HR
>50 %) su tiempo de coccidon se incrementa, respecto a la almacenada en
condiciones éptimas (T < 4 °Cy HR < 50 %). Es entonces que a las semillas
almacenadas de manera inadecuada se les denomina endurecidas o
deterioradas.

El ablandamiento de la semilla de frijol durante la coccién se debe,
entre otros eventos, a la termo-solubilizacion de pectinas y a la pérdida de
rigidez de las paredes de las células del cotiledén (Martinez vy cols, 2011).
Debido a que la estructura de los polimeros en la pared celular se mantiene,
principalmente, por la interaccién inter e intramolecular de puentes de
hidrégeno, la energia requerida para el rompimiento de éstos durante la
ebullicion de la semilla, se ve reflejado en la magnitud de su tiempo de
cocciéon. En el frijol endurecido, estos eventos se realizan con mayor
dificultad, requiriendo de mas energia y por ello su tiempo de coccién se
incrementa. Esta dificultad podria ser consecuencia de las nuevas
interacciones que se establecen entre los polimeros de la pared celular
durante el almacenamiento inadecuado de la semilla de frijol. Evidencia que
apoya esta propuesta es el hecho de que el peso molecular de las pectinas y
el contenido de lignina detectados fue mayor en paredes celulares de frijol
endurecido, que en el frijol control (Martinez y cols., 2011; Quezada, 2005).
Lo anterior, podria deberse a la formacidon de enlaces éster entre los grupos

feruilo esterificados a las cadenas de pectinas (Tintor, 2011; Garcia y cols



1998) o por formacion de enlaces di-isotirosina entre la proteinas
estructurales de pared celular (Brady y cols., 1996). La consecuencia de
alguno de estos enlaces covalentes o la de ambos, resultaria en una
modificacidon de las caracteristicas de termosolubilizacién de los polisacaridos.
Para la formacion de los enlaces covalentes antes mencionados, se requiere
de wuna peroxidasa de pared celular actuando “in situ” durante el
almacenamiento. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue aislar y
purificar la actividad de peroxidasa de pared celular y determinar el efecto en

el almacenamiento inadecuado en la actividad de la misma.

2.Antecedentes

El frijol es una rica fuente de proteinas e hidratos de carbono, ademas

de ser una buena fuente de vitamina del complejo B como: la niacina, la
riboflavina, la tiamina, y el acido félico. Igualmente proporciona hierro, cobre,
zinc, fosforo, potasio, magnesio y calcio; tiene un alto porcentaje de fibra. Si
bien su contenido de lipidos es menos del 2 %; en los que predominan los
acidos grasos poli-insaturados (Yoshida y cols., 2005). En general cada 100 g

de frijol proporcionan los nutrimentos especificados en el cuadro 1.

Cuadro 1. Aporte nutricional por cada 100 g de frijol.
Humedad 9.71 ¢
Proteinas 29.95¢
Grasas 2.44 g
Almiddn total 38.99¢
Cenizas 4.35¢
Granito, Guinand. (2006).




Aunque diversos tipos de frijol

contenido de los nutrimentos mayoritarios (Cuadro 2).

presentan cierta variacion en

el

Cuadro 2. Variaciones en la composicién de diferentes tipos de frijol.
Phaseolus g/100 g base seca
vulgaris Proteina cruda Lipidos Almiddn
Negro 23.0 2.0 44.0
Pinto 25.6 1.5 51.0 - 56.5
Rojo 21.1 -39.4 1.5 31.9-47.0
El - Tabey Shehata, (1992).

El consumo de frijol resulta especialmente valioso como fuente de
proteina en aquellas regiones donde la poblacién tiene limitado acceso a la
proteina de origen animal. Sin embargo, la proteina de esta leguminosa es
deficiente en metionina pero rica en lisina (Morales de Ledn, 2005), por lo
que, para incrementar su valor nutritivo es necesario combinarla con
proteinas que complementen sus deficiencias de aminoacidos esenciales. En
las zonas rurales de México, el frijol se suele consumir con productos
derivados del maiz, lo cual mejora la calidad de las proteinas de ambas
semillas, ya que la proteina del maiz es rica en metionina y pobre en lisina
(Morales de Leén, 2005).

El frijol también contiene factores anti-nutricionales, llamados asi
porque modifican el aprovechamiento de sus nutrimentos, tales como
inhibidores de tripsina, hemaglutininas, saponinas y acido fitico entre otros,
algunos de los cuales son destruidos, al menos en parte, durante el

tratamiento culinario (Serrano y Goni, 2004).



Debido a sus propiedades nutricionales y bajo costo, la semilla de frijol
es fundamental en la dieta de la poblacidon en paises de economia emergente
como México. Pero, por su dureza y contenido de componentes
antinutricionales, es necesario un tratamiento de coccion para eliminarlos y
para que adquiera las caracteristicas de textura y sabor exigidas por el
consumidor. El tiempo que tarda el tratamiento térmico para que el frijol
adquiera la textura y el sabor agradables al paladar se denomina tiempo de
coccion (TC). Este parametro es el que determina la preferencia del
consumidor y por tanto, su precio en el mercado. Debido a esto, algunas
variedades de frijol son mas populares que otras, ya que diversos cultivares
de frijol presentan diferente tiempo de coccién. En frijol recién cosechado o
almacenado a temperatura (T) menor de 4 °C y humedad relativa (HR)
menor de 50 %, la semilla de frijol siempre presenta un tiempo de coccién
menor, que cuando es almacenado en condiciones de alta temperatura y
humedad relativa (Jacinto-Hernandez y cols. 2002). Este fendmeno del
incremento en el tiempo de coccion de la semilla del frijol por
almacenamiento inadecuado, se denomina endurecimiento e influye de
manera importante en la calidad nutricional y culinaria de las semillas, en la
aceptacién por el ama de casa, en su seleccion como materia prima de
procesos industriales asi como materia de exportacion — importacion.

Dado que el tiempo de coccidn es el parametro crucial para los diversos

usos del frijol y éste se incrementa en el frijol endurecido, a continuacién se



describen los cambios fisicoquimicos que se realizan en el frijol durante la
coccion. Se proponen los probables cambios que durante el almacenamiento
inadecuado se realizan en la semilla y que resultan en el incremento del
tiempo de coccidon de la semilla endurecida.

2.1 Proceso de Coccion.

Durante la coccidon del frijol, la semilla se suaviza, pierde toxicidad,
adquiere las caracteristicas sensoriales deseables, y aumenta su
digestibilidad, lo cual se consigue gracias a los cambios fisicoquimicos que
ocurren en los cotiledones de la semilla (Liu et al., 1995). En esta estructura
de la semilla, que representa el 90 % de su peso (figura 1), el tratamiento

térmico o coccion provoca cuatro cambios principales:

Cotiledones

Testa

Figura 1. Corte transversal de una semilla de frijol.

1) Fractura y solubilizaciéon de la lamela media, separando las células
adyacentes (Fig. 2);
2) disminucidén de la rigidez de la pared celular (Martinez y cols. 2011);

en el citoplasma,



3) las proteinas se desnaturalizan;
4) los granulos de almidon se gelatinizan (Bernal, 1994); como

resultado, la semilla se suaviza y adquiere el sabor agradable al paladar.

Cuerpos Pared

Proteicos ® Celular
L

Granulos Lamella

de almidon Media

Figura 2. Fotografia de microscopia Optica de varias células de cotiledén de frijol

después del proceso de coccién (Noah-Guillon, 1998).

2.2 Endurecimiento.

Como ya se menciond, cuando la semilla de frijol es almacenada de
manera inadecuada su tiempo de coccidn se incrementa, respecto a la
almacenada en condiciones Optimas, se dice que se ha endurecido. La
velocidad con la que las semillas de frijol se endurecen depende de la HR y la
temperatura del almacén, asi como del periodo de almacenamiento (Liu,
1995) de donde se concluye que la HR y la temperatura constituyen los
principales factores abidticos que inducen este problema.

Cuando los frijoles endurecidos se cuecen, los cambios fisicoquimicos en
las proteinas y en el almidon se realizan con la misma facilidad que en los

frijoles frescos (Garcia-Vela y Stanley, 1989). Sin embargo, los cambios que



se termoinducen en la pared de las células del cotiledon son mas dificiles de
realizarse (Méndez, 2003). Probablemente esta dificultad se deba a un
incremento en el numero de enlaces covalentes en la pared celular de frijol
endurecido respecto al control. Evidencia que apoya esta sugerencia son el
incremento de acido ferulico y de lignina detectados en la pared celular
aislada de frijol endurecido respecto del control (Tintor, 2010; Quezada,
2005; Garcia y col. 1998). En la pared celular de los frijoles frescos, los
grupos feruilo estan unidos a las arabinosas que constituyen la cadena lateral
de las fibras de pectinas (Garcia y cols. 1998), por lo que seria posible que en
las fibras de pectina del frijol endurecido formaran enlaces covalentes que
resultarian en la unidn de dos o mas cadenas de pectinas, lo que
incrementaria el PM de las pectinas y por tanto requeririan de mayor energia
para ser solubilizadas; también podria suceder que las proteinas estructurales
de las paredes celulares se entrecrucen a través de la oxidacién de sus
residuos de tirosina y en esta nueva interaccién podrian atrapar fibras de
pectina o hemicelulosa que dificultarian la pérdida de rigidez de la pared
celular. Asumiendo que cualquiera de los eventos antes descritos o ambos
podrian ser los responsables de que las semillas de frijol endurecido
presenten mayor tiempo de coccion, el entrecruzamiento tanto de los grupos
feruilo, como de los residuos de tirosina de proteinas estructurales requiere

de la presencia de peroxidasa(s) en la pared celular.



3. Hipétesis

Si la peroxidasa presente en pared celular (PC) de frijol utiliza acido
ferulico como sustrato, entonces es probable que participe en el fendmeno de
endurecimiento de la semilla a través de la formacién de enlaces covalentes
entre las pectinas, disminuyendo su termosolubilidad e incrementando la

rigidez de la pared celular.

4. Objetivos

Recientemente en el laboratorio se detectd la actividad de peroxidasa
en pared celular de cotiledon de frijol (Tintor, 2011). Por tanto, el objetivo de
este trabajo ha sido caracterizar parcialmente la actividad de peroxidasa de
pared celular de frijol y determinar el efecto del endurecimiento de la semilla
respecto a la actividad de esta enzima.

Para el logro del objetivo anterior se realizaron los siguientes sub-
objetivos:

4. 1. Obtencion de semillas endurecidas de frijol de diversas variedades.
- Almacenamiento de las semillas a 75 % de HR y 30 °C, por 75
dias.
- Determinacién del tiempo de coccidon de las semillas después del
periodo de almacenamiento.
-Comparar el tiempo de coccidn de frijol fresco contra el almacenado

en condiciones inadecuadas.
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4.2. Definir el efecto del endurecimiento del frijol en la actividad de la
peroxidasa.
-Cuantificar la actividad de peroxidasa de pared celular en frijol
fresco y endurecido.
-Analizar la correlacién entre sensibilidad al endurecimiento y
actividad de peroxidasa.
4.3. Caracterizacion de la actividad de la peroxidasa de pared celular de
cotiledones de frijol.
-Aislar y purificar por cromatografia de intercambio idnico, la
actividad de peroxidasa de pared celular.
- En la(s) fraccidn(es) purificada(s), determinar los parametros
cinéticos (Km Y Vmax), €l punto isoeléctrico (pI) y el peso molecular

(PM) de la peroxidasa.

11



Tratamiento y analisis de

Extraccion

de
proteinas

5. Metodologias

Almacenamiento por 75 dias a 30 °Cy 75% HR

las semillas
N

Determinacion de
actividad

Cuantificacion de
cantidad de

Determinacion de
peso molecular

Determinacion de
Punto Isoidnico

Analisis de enzimas

A\ 4
Cuantificacidn M

Esquema 1. Procedimiento para la obtencién de frijol endurecido, extracciéon
purificacidn y caracterizacion de peroxidasa de pared celular.
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5.1 Material biolégico

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris) de distintos cultivares: INIFAP, Flor de Durazno (FD), Bayomex
(BM), Negro Otomi (NO), Flor de Mayo Mam 38 (Mam 38) y Negro Jamapa
(NJ). Las muestras de los distintos cultivares fueron crecidos en Sta. Lucia
Texcoco, cosechados en el ciclo primavera verano del afio 2009 y donados
por CEVAMEX-INIFAP. Desde la cosecha fueron almacenadas a una
temperatura menor a los 10 °C y una humedad relativa por debajo del 50%.
5.2 Endurecimiento de las semillas de frijol

Con el objetivo de endurecer las semillas de frijol, éstas se
almacenaron durante 75 dias, en un recipiente de cierre hermético
conteniendo una solucién sobresaturada de cloruro de sodio (39.2 % p/p), la
cual proporciona una humedad relativa del 75 %. El recipiente con las
semillas se cerrd y se colocé a 30 °C en una Incubadora (Lab-Line modelo
imperial III). Después de este periodo, las semillas se almacenaron a 4°C en
frascos de vidrio tapados.

5.3 Determinacion del tiempo de coccion (Tcso)

Para determinar los tiempos de coccidn (Tcso) de las semillas de frijol,
se empled un cocinador tipo Mattson, el cual consiste en una estructura
metadlica con cavidades que detienen a los frijoles (Fig. 3A). Estos se
mantienen en su lugar a través de unas varillas colocando una pesa de 200 g

sobre cada varilla (Fig. 3B). Esta estructura de metal conteniendo las semillas
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y las varillas, se introdujo en una “cdmara de coccion” (olla de aluminio), la
cual contenia agua desionizada hirviendo, y se mantuvo en ebullicién
mediante un mechero Fisher de gas, se agregd agua hirviendo, conforme se
evaporaba, para mantener el nivel. Cuando una semilla se coci6, ésta fue
atravesada por la varilla debido a la pérdida de dureza de la misma. Se
registré el tiempo que cada una de las semillas tardd en ser atravesada por la
varilla. Esta informacién se graficd, considerando como la ordenada, el
porcentaje de semillas que fueron atravesadas por la varilla y como la
abscisa el tiempo que tardd la varilla en atravesar cada porcentaje de
semillas. Por interpolacién en las gréaficas anteriores se calculd el tiempo que
tardaron en cocerse el 50 % de las semillas, y se considerd como el tiempo

de coccion medio (TCsp).

Figura 3. Cocinador Mattson.
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5.4 Extraccion de proteinas
5.4.1 Obtencion de harina de cotiledon de frijol.

Debido a que los cotiledones son una matriz compleja de proteinas y
carbohidratos, fue necesario aumentar la superficie expuesta de dicha matriz
al solvente de extraccién. Por lo que, para poder extraer las enzimas de la
pared celular de manera eficiente se redujo el tamafo de particula. Como
primer paso se separd la testa de los cotiledones (ya que en la testa se
pueden encontrar compuestos fenodlicos, capaces de inactivar enzimas que
son de nuestro interés), partiendo a la mitad el grano con la ayuda de una
navaja, con la misma se eliminaron restos de testa en los cotiledones y el eje
embrionario. Después de haber separado los cotiledones, se prepard la harina
de cotiledén para cada uno de los cultivares. Para dicha tarea, se empled una
licuadora de laboratorio (Waring laboratory blender model 34BL97), el cual se
operd en periodos de 3 min en la velocidad 7 a 4°C con el fin de que el
aparato no se calentase y afectara a las enzimas del grano. Una vez
obtenidas las harinas, se tamizaron en un cedazo de 425 micras. La harina
tamizada se almacend a-70 °C [Apéndice, esquema 1].

5.4.2 Extraccion de enzimas de pared celular de cotiledon de frijol.

Para la extraccidn de las enzimas de pared celular, se colocaron 0.25 g
de la harina de cotiledon en un mortero y se le adiciond nitrégeno liquido, una
vez que se evaporod, la harina congelada se homogeneiz6 y se transfirié a un

matraz Erlenmeyer de 25 ml, agregando 10 ml de solucién amortiguadora de
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acetato de sodio 50 mM, pH 5.5, conteniendo 0.2 mM de PMSF (AP) y se
agitaron durante 30 min a 4 °C, posteriormente se centrifugaron a 9234 g a 4
°C durante 15 minutos. La pastilla se re-suspendié en 10 ml de amortiguador
AP. Se agité durante 30 min a 4 °C y de nueva cuenta se centrifugdé a 9234 g
a 4°C durante 15 minutos. La pastilla se re-suspendio en 10 ml de
amortiguador AP conteniendo NaCl 1M. Esta suspensién se mantuvo en
agitacion por 90 minutos a 4 °C. Pasado ese tiempo, los extractos se
centrifugaron a 9234 g a 4 °C, durante 15 minutos y el sobrenadante (10
ml) se coloco en bolsas de didlisis (permite el paso de moléculas entre 6000-
8000 Da) lavadas previamente con 1mM de EDTA. Las bolsas de didlisis se
sumergieron en 4 litros de solucion amortiguadora de acetato de sodio 0.05
M, pH 5.5; y el amortiguador se cambid tres veces. Los dos primeros cada 45
min, quedando el tercer cambio hasta el siguiente dia. Después de la didlisis,
las muestras de cada cultivar, se centrifugaron durante 15 minutos a 9234 g,
los sobrenadantes se etiquetaron y almacenaron a 4 °C. Esta solucién
enzimatica se utilizé como fuente de actividad de peroxidasa de pared celular
[Apéndice, cuadro 23]
5.5 Determinacion de la actividad de peroxidasa.

La reaccidén utilizada para la cuantificacion de peroxidasa, en el extracto
crudo, cuando se utilizd pirogalol como sustrato se muestra en figura 4. La
formacion de purpurogalina, complejo amarillo café, se cuantificd

espectrofotométricamente, cada 10 seg, durante 10 min.
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H,0, + pirogalol — > 2H,0 + purpurogalina
peroxidasa
Figura 4. Reaccion del pirogalol catalizada por la peroxidasa.

Cuadro 3. Reactivos en el ensayo de peroxidasa, utilizando pirogalol como
sustrato.

Reactivos* Concentracion Volumen Concentracion
stock (hL) final

Agua -- 400 -

Amortiguador de fosfatos | 100 mM 100 10 mM

pH=5.8

H->0, 0.5% 200 0.1 % (29 mM)

Pirogalol 5% 100 0.5 %

Disolucion de enzimas -- 200 ---

* Con excepcion del amortiguador todas las soluciones deben ser frescas y
mantenidas en la oscuridad.

Leer el incremento de absorbancia a 420 nm, tomando lectura cada 10
segundos, durante 10 min.

Coeficiente de extincidon = 2640 M cm™, 0.002640 uM! cm™. Sigma (1994).

En una celda de plastico de 1.5 ml se afiadié el buffer, el perdxido y el
pirogalol, en las cantidades indicadas en el cuadro 3, se mezclaron por
inversion, tapando previamente la boca de la celda con un pedazo de papel
plastico. La celda se colocd en el espectrofotdmetro (Shimadzu UV-visible
UV-1601) ya ajustado a cero con el amortiguador de fosfatos y se esperd
hasta que la absorbancia del pirogalol se estabilizé. Una vez estabilizada la
mezcla de los sustratos, se agregd 0.200 ml de extracto enzimatico, previa
optimizacion del ensayo (apéndice Fig.24 y Fig. 25), se mezclé nuevamente
por inversion y se inici6 el crondmetro para medir el incremento en la

absorbancia que la oxidacion de pirogalol a purpurogalina se iba produciendo.
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Las lecturas se hicieron cada 10 seg durante 10 min. Cuando este sustrato se
utilizd para determinar la actividad de la enzima purificada se utilizaron sélo
0.030 ml de enzima y se ajustd a 1 ml el volumen de agua.

Para determinar la actividad de peroxidasa purificada también
se utilizo el acido ferulico como sustrato. Este compuesto se usd para
emular la posible accidon de la enzima peroxidasa sobre los fenoles unidos a la
pared celular (Tintor, 2011) y mas especificamente, a las pectinas de las
semillas de frijol (Garcia y cols. 1998). El ensayo consistidé en cuantificar a
310 nm el consumo de acido ferulico debido a la formacion de aductos

oxidados (cuadro 4, apéndice cuadro 24).

Cuadro 4. Reactivos en el ensayo de peroxidasa, utilizando acido ferulico
como sustrato.

Reactivos * Concentracion Volumen Concentracion
stock (hL)

Agua --- 670 -

Amortiguador fosfatos | 100 mM 100 10 mM

pH=5.8

H,0, 5mM 100 0.5 mM

Acido fertlico 2.5 mM 100 0.25 mM

Disolucién de enzimas --- 30 --

* Preparar todos los reactivos el mismo dia del ensayo enzimatico, excepto el
buffer.

Leer el decremento de absorbancia a 310 nm, tomando lectura cada 30
segundos.

Coeficiente de extincion = 14.7 mM™* cm™, 0.0147 uM* cm™. Séanchez &
Pena (1996).

Un tercer sustrato utilizado para cuantificar la actividad de la peroxidasa
de pared celular fue la o-dianisidina (cuadro 5, apéndice cuadro A3). Este

sustrato se utilizd porque su producto oxidado es de poca solubilidad y
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colorido (Figura 5). Esto permite que la o-dianisidina se emplee para detectar

la actividad enzimatica en geles.

H202 H20
+ r.":“: Ha CH ]1:'.- + flzlf Ha
HoN—" S N NHy 3 W= N =nH
;/_\ki/ L —  —
2H,0, + Orto-Dianisidina ——» 4H,0 + Producto oxidado
peroxidasa
Figura 5. Reaccidn catalizada por la peroxidasa utilizando Orto-Dianisidina como
sustrato.

CHa0

&

Cuadro 5. Reactivos en el ensayo de peroxidasa, utilizando o-dianisidina como
sustrato.

Reactivos* Concentracién stock Volumen (uL) | Concentracién final
Agua -- 550 -
Fosfato de sodio 100 mM 100 10 mM

pH 6.0

H,O, 0.9 mM 50 0.015 mM
O-Dianisidina 1 % 100 0.1 mM
Disolucion de 200 -
enzimas

* Preparar todos los reactivos el mismo dia del ensayo enzimatico, excepto el
buffer

Leer el incremento de absorbancia a 460 nm, tomando lectura cada 30 segundos
Coeficiente de extinciéon = 11.3 mM* cm™, 0.0113 pM! cm™. Liu & Lamport.
(1974).

5.6 Cuantificacion de proteina en extractos de pared celular de

cotiledon.
5.6.1 Método Lowry

La cantidad de proteina en los extractos enzimaticos de pared celular de

cotileddn de frijol se determind mediante el método de Lowry (1951)
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modificado, el cual resulta ser un método que no requiere gran cantidad de
muestra, por su reproducibilidad y porque tiene gran sensibilidad.
Disoluciones:

« Disolucidon A (Na,CO3 2%, NaOH 0.4%, tartrato de sodio y potasio

0.16% y SDS 1%).

« Disolucién B (CuS0O4-5H,0 4%).
¢ Reactivo de Follin (Sigma).
» Disolucion de enzimas.

En tubos de ensaye se colocan 1 ml de disolucion C (mezcla de
disolucién A y disolucion B en proporcién de 100:1, recién preparada), 0.15
ml de agua destilada y 0.2 ml del extracto enzimatico de frijol. Se incubaron
10 min a temperatura ambiente y se agregaron 0.1 ml de reactivo de Follin,
se incubd por 30 min a temperatura ambiente. El color desarrollado se
cuantificé midiendo la absorbancia en un espectrofotémetro (Shimadzu UV-
visible UV-1601) a 660 nm. Siguiendo la misma metodologia se preparé una
curva estandar con una disolucion de Albumina seica de bovino (BSA) (1
mg/ml) dentro de un intervalo de 0 — 100 pg.

5.6.2 Método Bradford

El método Bradford (Bradford, 1976) resulta ser mas practico en cuanto

al menor niumero de los reactivos que se emplean y del tiempo que requiere

el ensayo. El método es sensible, reproducible y resulta ideal para cuantificar
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la cantidad de proteina en las fracciones obtenidas de la columna de
intercambio idnico.

En tubos de ensaye limpios, se colocaron 0.75 ml de agua desionizada,
0.05 ml de muestra a analizar, 0.2 ml de reactivo de Bradford (Bio-Rad), se
mezclaron por inversion, después de 5 minutos en reposo, el ensayo se vertio
a celdas de plastico; la absorbancia se leyé a 595 nm (Shimadzu UV-visible
UV-1601). La cantidad de proteina se calculd de acuerdo a la curva patrén
realizada con seroalbimina de bovino de 0-20 pg.
5.7 Purificacion de proteinas

El esquema seguido para la purificacion de las peroxidasas de pared

celular:

[ Extracto enzimatico ]

—E Precipitacion con (NH;),S03 ]

—{ Dialisis |

4{ Cromatografia de intercambio iénico ]
4{ Liofilizacion ]

Esquema 2. Procedimiento para la purificacion de peroxidasa de PC.

5.7.1 Precipitacion con sulfato de amonio
Las peroxidasas precipitan entre 35 % a 90 % de saturacién de sulfato

de amonio (Dange y Reddy, 1984) y esta fue la concentracion utilizada para
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purificar la peroxidasa. Del extracto enzimatico de pared celular, 44 ml se

colocaron en el vaso de precipitados de la figura 6 y se agitaron lentamente.

Vaso de pp

Extracto enzimatico

ielo

Bandeja para hielo

Agitador mammético

Sl ST :
iy TS _Mrrillade agitacion

Figura 6. Dispositivo para realizarla precipitaciéon con sulfato de amonio

De acuerdo al cuadro 26 del apéndice, la cantidad de sulfato de amonio
requerida para que este volumen quedase al 35% fue de 8.53 g, los cuales
se agregaron lentamente y en pequefias porciones, dejando que cada porcion
se disolviera antes de agregar la siguiente. Una vez que se agregd y disolvid
todo el sulfato calculado, el sistema se dejo en agitacion en el bafio de hielo
durante una hora. Posteriormente se centrifugd a 13297 g durante 10
minutos a 4°C. La pastilla se desechd y el volumen del sobrenadante se
midié. El volumen obtenido fue de 46 ml. El cuadro 26 del apéndice, indico
que la cantidad de sulfato de amonio para que la solucidn al 35 % de
saturacion llegara al 90% de saturacidon se debian agregar 16.97 g de sulfato
de amonio. Este se pesd y se agregd en la misma forma que se detalld

anteriormente, se agité durante una hora a 4 °C. Como paso final en esta
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etapa se centrifugd a 13297 g durante 10 minutos a 4°C. Esta vez se colectd

la pastilla y se resuspendié en 5 ml de amortiguador.

5.7.2 Dialisis

Después de re-suspender, el extracto se dializd6 en membranas de
celulosa (Spectra/Por® corte de peso molecular 6000-8000 Da), haciendo
tres cambios de buffer de Tris-HClI 20 mM pH 7.5 cada 45 minutos, con la

finalidad de eliminar el sulfato de amonio del paso previo (Fig 7).

Figura 7. Dialisis de las proteinas de pared celular precipitadas con 90 % de
saturacién con sulfato de amonio.

5.7.3 Cromatografia de intercambio ionico

Para separar las peroxidasas basicas de las acidas se empled la
cromatografia de intercambio idnico.

Como primer ensayo con esta técnica de separaciéon se empled una
resina de intercambio catidonico con un volumen de columna de 5 ml, la cual
se lavd con 5 volumenes (25 ml) de agua destilada y se equilibré con 20 ml
de amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 5.5. Para las fracciones de la
columna se utilizd6 un colector automatico programado para recibir 25 gotas,
aproximadamente 2.5 ml. Para eluir la proteina que no interaccioné con la
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resina, la columna se lavé con 10 ml de amortiguador de fosfatos 50 mM, pH
5.5. La proteina unida a la columna se eluyd a diferentes concentraciones de
NaCl: 0.25M, 0.50M, 0.75M, 1.0M y 1.5M en el amortiguador de acetatos
antes mencionado. De cada concentracion de NaCl se agregaron 2.5 ml en la
columna, se tuvo cuidado de agregar la solucion con la siguiente
concentracién de NaCl, hasta que hubiera eluido completamente la anterior.
Se colectaron las fracciones y los resultados de este experimento se muestran
en la figura 11.

Posteriormente se trabajoé con resina de tipo anionico (DEAE-Sephacell,
Amersham Pharmacia). Para lo cual se prepard un nuevo extracto enzimatico,
y se empacaron 6.5 ml de la resina anidnica y se equilibr6 con solucidn
amortiguadora de tris-HCI 20 mM a pH 7.5. Para las fracciones se utilizd un
colector automatico BioRad, el cual se ajusto para recoger fracciones de 3 ml.
Las fracciones se recolectaron desde que se agregd a la columna 5 ml de
solucién amortiguadora, posteriormente los 3 ml de muestra seguidos de 10
ml de amortiguador tris-HCI 20 mM, pH 7.5, a continuacién, la columna se
lavé con 60 ml de un gradiente continuo de cloruro de sodio de 0 - 0.5 M.
Estas soluciones se prepararon en el amortiguador de Tris-HCI 20 mM. Las
fracciones obtenidas se leyeron a 280 nm y en las que se detectd proteina, se
determind la actividad enzimatica de peroxidasa (cuadro 3).

Se realizaron dos experimentos mas de cromatografia de intercambio

idnico, donde lo que varid fue la fuerza del gradiente y la cantidad de proteina
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aplicada en la columna (cuadros 17 y 18). En el cuadro seis se resumen las

condiciones de las cromatografias realizadas.

Cuadro 6. Experimentos de cromatografia.

Colum | Caracteristicas de la VOJ:T:” Fase Volumen Gradiente Muestra
na resina movil fracciones NaCl
columna
1 Catidnica. Macro Prep | 5 ml Acetato de | 2.5 - 3 ml | Gradiente Vol. 2 ml
High-S-Support sodio 50 escalonado | Prot. 90.4
BioRad mM, 0.25M, Mg
pH= 5.5 0.50M,
0.75M,
1.0My
1.5M
2 Anidnica DEAE- 6.5 ml Tris- HCI, 2 ml Continuo Vol. 3 ml
Sepharose 20 mM, 0 - 0.5M Prot. 2.18
Amersham pH=7.5 mg
Biosciences
3 Anidnica DEAE- 5 ml Tris- HCI, 1.5 ml Continuo Vol. 3 ml
Sepharose 20 mM, 0 - 0.25M Prot. 3.5
Amersham pH=7.5 mg
Biosciences
4 Anidnica 5 ml Tris- 1.5 ml Continuo Vol. 4.45
DEAE- Sepharose HCI,20 0 - 0.25M ml
Amersham mM, Prot. 3.5
Biosciences pH=7.5 mg

5.8 Analisis de proteinas.

5.8.1 Electroforesis desnaturalizante en

geles de acrilamida (SDS -

PAGE)

El peso molecular de las enzimas se determind por electroforesis en
geles de PAGE-SDS (Laemmli, 1970). Se utilizé un gel separador al 10% o al
12 % vy el 4% de acuerdo a las

concentrador fue al de acrilamida,

especificaciones del cuadro siete.
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Cuadro 7. Composicion de los geles de acrilamida desnaturalizantes.
Gel separador 10 Gel separador Gel concentrador 4
% (ml) 12% (ml) % (ml)
Agua 2.27 3.54 3.67
Acrilamida 30 %

v bis 0.8 % 1.66 2.40 0.66
Amortiguador de (2 M, pH 8.8) ( 2M, pH 8.8) (0.5 M pH 6.8)
Tris-HCI 1.00 1.00 0.60

SDS 10% 0.10 0.10 0.10
Mezclar y desgasificar por lo menos 15 min.
PSA* 10% 0.050 0.050 0.050
TEMED 0.005 0.005 0.005
*Persulfato de amonio recién preparado

Los marcadores de peso molecular (250 - 10 kDa) utilizados fueron
marca BioRad. Para llevar a cabo la electroforesis se utilizd un sistema Mini
Protean II de BioRad. El sistema se ensamblé de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. El cual consiste en:
« Armar con forma de un sandwich colocando las placas de vidrio y los
espaciadores de 1 mm en el soporte.
e Mezclar los componentes del gel separador y desgasificar la mezcla
antes de agregar los compuestos polimerizantes (Persulfato de amonio
y TEMED).
« Mezclar suavemente y verter con pipeta en el sandwich ensamblado,
agregar 1 ml de etanol para que se forme un borde liso en el gel y que
la mezcla no tenga contacto con el aire.

e Mientras polimeriza, mezclar los componentes del gel concentrador y

desgasificar.
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e Cuando el gel separador haya polimerizado, eliminar el etanol del
sandwich, lavar la superficie con un poco de amortiguador de tris pH
8.8 y eliminar.

e Agregar el persulfato de amonio y TEMED a la mezcla del gel
concentrador. Mezclar suavemente y verter en el sandwich, insertar el
peine para que tomen forma los pozos para colocar las muestras.

« Esperar a que polimerice el gel.

Cuando el gel esta listo, se coloca en la camara de electroforesis y se
vierte en ella el buffer de corrida y se aplican las muestras en cada pozo. Se
conecta a la fuente de poder y se aplicar 10 mA, mientras la muestra recorre
al gel concentrador y luego la corriente se cambia a 20 mA, mientras la

muestra recorre al gel separador.

5.8.2 Gel de Isoelectroenfoque (Zimogramas)

Con el fin de determinar el punto isoeléctrico (pI) de las isoenzimas de
POX de pared celular de frijol, se elaboraron geles con anfolinas para lograr
un gradiente de pH. Debido a que la deteccidn de las enzimas se hace por
actividad, de aqui en adelante estos geles se denominaran zimogramas.
Cuando se aplica corriente eléctrica a los geles, la proteina, que posee su
propia carga, migra hasta alcanzar una zona de pH en la cual su carga neta
es cero y ahi precipita. Dicha zona en el gel esta dada por las anfolinas, que

son diversas especies de iones organicos que aportan carga al medio en que
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se colocan. Para la preparacion de estos geles, es necesario contar con
soluciones madre de (glicerol al 50%, acrilamida al 30% conteniendo bis-
acrilamida 0.8 %, y anfolinas al 20% pH 3-10.

El gel de poliacrilamida (Cuadro 8) se polimeriza durante 60 min a 36

°C. En estas condiciones el gel polimeriza de manera homogénea y rapida.

Cuadro 8. Composicion de los geles de acrilamida nativos.
Reactivo Gel separador (ml)
Agua 4.61
Acrilamida-bis 1.33

Glicerol (50%) 1.60

Anfolinas (pH 3-10) 0.40

Mezclar y desgasificar por lo menos 15 min.

PSA* 10% 0.060

TEMED 0.006

*Persulfato de amonio recién preparado

Una vez polimerizado, en los pozos del gel se coloca solucion de sobre-
muestra (cuadro 9), esto con la finalidad de aislar el gel con anfolinas del
buffer del catodo. Posteriormente, se pre-corre a 88 V durante 75 min, al
término de este paso, se cambia el buffer del catodo por buffer fresco y
también se enjuagan los pozos. Después se aplica la muestra (1.0-30.0 U) y

la solucién de sobre-muestra, en ese orden y en los pozos correspondientes.
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sobre-muestra.

Cuadro 9. Componentes y voliumenes para las soluciones de muestra y de

Composicién de amortiguador de carga o Solucién de muestra

Reactivo Volumen (uL)
Agua 860
Glicerol (99%) 100
Anfolinas (pH 3-10) 40

Composicién de la solucidon de sobre-muestra

Reactivo Volumen (uL)
Agua 910
Glicerol (99%) 50
Anfolinas (pH 3-10) 40

suficiente.

Nota: la solucidn de muestra se mezcla con el extracto enzimatico a analizar
y la solucion de sobre-muestra se coloca encima de
mencionada para aislar la misma del buffer del catodo.

calcular el volumen de cada componente para que el volumen del pozo sea

la mezcla antes
Asimismo se debe

Para correr las muestras en el gel de anfolinas se aplica el esquema de

corriente, detallado en el cuadro 10. Todas las manipulaciones para este tipo

de electroforesis se realizaron a 4 °C.

Cuadro 10. Esquema de corrida para gel de Isoelectroenfoque (IEF)

Corriente (Volts)

Tiempo (min)

88 75
Cambiar la solucién amortiguadora del catodo, enjuagar pozos y cargar
muestras.
96 30
120 30
138 30
156 30
180 30

Sistema de Buffers

Solucién amortiguadora catodo

Solucién amortiguadora anodo

Etilendiamina 10 mM pH 10

HsPO, 0.5 M pH 3
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Posterior a la corrida, se tomd una porcién del gel de 1.5 cm (~ dos
carriles) de ancho para medir el gradiente de pH. El resto del gel se enjuagd
con agua desionizada para retirar algun resto de acrilamida y las anfolinas.
Luego, el gel se sumerge en una solucién de revelado conteniendo los
reactivos descritos en el cuadro 11. Para obtener estas condiciones, se
realizan varios experimentos en los que se varia tanto la concentracién de o-
dianisidina, el tipo de amortiguador, el tiempo de revelado y las unidades de

actividad en el gel.

Cuadro 11. Ensayo para revelar actividad POX en el gel de IEF
Volumen (ml) Concentracién final
Amortiguador de
fosfato de sodio 100 25 ml 33 mM
mM, pH 6
H,O, 10 mM 25 ml 3.3 mM
O-Dianisidina 20 mM 25 ml 6.6 mM

Para medir el gradiente de pH en el gel, la porcidn separada para ello,
se corta en fragmentos continuos de un centimetro. Cada fragmento, se
coloca en tubos limpios y etiquetados con la respectiva porcién del gel, se
agrega 1 ml de agua Mili-Q y se agita durante 2 min. Después, el pH de la

solucién en cada tubo se mide con un potenciémetro.
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6. Resultados
6.1 Endurecimiento de frijol.

Para obtener frijol endurecido, las semillas frescas de los diversos
cultivares se almacenaron a una humedad relativa de 75 % y 30 °C, durante
75 dias. Se ha demostrado que estas condiciones de almacenamiento son
propicias para que se presente el fendomeno de endurecimiento en las semillas
de frijol, asi como en otras leguminosas (Tintor, 2011; Liu, 1995; Reyes
Moreno y Paredes-Ldopez, 1993). Como se esperaba, en la figura 8 se puede
observar que las muestras con 75 dias de almacenamiento muestran signos
de deterioro, ya que una manifestacion visible de este fendmeno es el

cambio en el color de la testa.

Figura 8. Comparacién del aspecto entre semillas frescas y endurecidas.

Semillas frescas | Semillas endurecidas Interpretacion
Negro Otomi

Negro Otomi (NO)
Las semillas se notan brillantes,
con un leve incremento en
tamano.

Flor de Durazno
Flor de Durazno (FD)
En este cultivar resalta el cambio
de color en la testa que tuvo lugar
durante el mal almacenaje.

INIFAP (INI)

Solo algunas de las semillas
tuvieron un cambio de color en la
testa, De forma general, se nota

brillo y cierto incremento de

tamanfo.
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Figura 8. Comparacion del aspecto entre semillas frescas y endurecidas.

Semillas frescas | Semillas endurecidas Interpretacidn

Negro Jamapa Negro Jamapa (NJ)

El brillo y el aumento en la
intensidad de color son
destacables en las semillas que
recibieron el tratamiento en este
cultivar.

Bayomex (BM)

Algunas de las semillas de este
cultivar presentan un cambio de
color mas intenso, pero en general
todas las semillas tuvieron un
cambio marcado en este atributo.

Flor de mayo Mam 38 (Mam
38)
El cambio de color y el incremento
de tamano de las semillas fue mas
notable en este cultivar

Los cultivares de color beige, INIFAP, FD, BM, MAM 38, se tornaron de
color café; mientras que las variedades de color negro, NO y NJ, el color
negro se tornd mas brillante (Figura 8). Los cambios anteriores se deben a
gue durante el almacenamiento de la semilla de frijol, ocurre un fendmeno
conocido como oscurecimiento. En el cual participan los fenoles de la testa y
una enzima llamada polifenoloxidasa, provocando el cambio de pigmentacidn
de la testa (Chang, 1990). También se detectd6 que después del
almacenamiento en condiciones inadecuadas, las semillas se percibian un
tanto mas blandas al tacto, con la testa mas flexible que en los frijoles
frescos. Incluso fue mas sencillo separar la testa de los cotiledones en todos
los cultivares. Esta disminucién en la dureza, sugiere que las semillas se
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humedecieron, aunque esta ganancia en agua no fue suficiente para inducir la
protrusion de la radicula, ya que no se detectd germinacién de las semillas.
En la grafica 1 se muestra el patrén de coccién de las semillas
almacenadas por 75 dias en condiciones inadecuadas. El patrén grafico de la
coccion de frijol es de tipo sigmoideo. Una observacion cuidadosa de las
curvas en esta grafica indica que las variedades Flor de Mayo Mam 38 y
Negro Otomi, no siguen este patron. En estos cultivares se observan tres

niveles de endurecimiento.

Tiempo de coccion de semillas con 75 dias de deterioro
10 r's - . -
& [ - L
L L - -
F s
wr -> - L3
n=
E L m W -
L)
Yy
== S B - - -
E
ﬁj > el = Flor de Durazno
&
- ;
& . - MNegro Otomi
25 Bayomex
E- iy - > INIFAP
o o o Mam 38
- lamapa
o T T

L L] L T T 1
o 20 40 &0 100 120 140 160

8o
Tiempo (Mminutos)

Figura 9. Tiempo de coccidon para semillas almacenadas en condiciones
inadecuadas.

De estas graficas se calculd por interpolacion el tiempo que tardd el 50
% de las semillas en cocerse, los resultados se muestran en el cuadro 12, en
el cual para efecto de comparacion se incluyen el TCsg de los mismos lotes de

semillas antes del tratamiento de almacenamiento (Hernandez, 2010).

33



Cuadro 12. Tiempo de coccion de semillas de frijol frescas y almacenadas.

. . . SUSCEPTIBILIDAD
. Semilla Fresca Semilla endurecida o
Cultivares (min)* (min) al endurecimiento
(TCsoend/TCsofresco)
INIFAP 27 30.8 1.14
Negro Otomi 34 99.4 2.92
Flor de 37 69.5 1.87
Durazno
Negro 43 72.2 1.67
Jamapa
Bayomex 36 56.5 1.56
Mam 38 38 91.2 2.40

* Hernandez, 2010.

Si definimos la susceptibilidad a endurecerse de la semilla, como las
veces que el tiempo de coccidn (TCsp) del frijol endurecido se incremento,
respecto del tiempo de coccién del frijol fresco (cuadro 11), los cultivares se
pueden clasificar en tres grupos. Un primer grupo de cultivares no
susceptibles al endurecimiento, a este grupo solo pertenece el cultivar
INIFAP. El segundo grupo de los cultivares medianamente susceptibles al
endurecimiento, entre los cuales se encuentran Bayomex, Flor de Durazno y
Negro Jamapa. En estos cultivares, el tiempo de coccién de las semillas
endurecidas se incrementd menos de dos veces respecto al de sus controles.
El tercer grupo formado por los cultivares Flor de Mayo Mam-38 y Negro
Otomi, en los cuales el tiempo de coccidon de los frijoles endurecidos fue
mayor de dos veces, respecto de sus contrapartes frescos. Sin embargo, si la
susceptibilidad de los frijoles se considera como el periodo que tarda en
cocerse la poblaciéon total de semillas (Fig. 10), los cultivares en cada grupo

varia. En esta clasificaciéon, los cultivares mas susceptibles fueron los
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cultivares de color negro. Los medianamente susceptibles los de color beige
y finalmente el de menor colorido, el cultivar INIFAP, que permanecié como el

cultivar con menor susceptibilidad al endurecimiento (Fig.10 Ay 10 B).

Jamapa — I 3 I
Mam 38 — = I o =
INIFAP — El
Bayvyomex —] -
Negro Otomi — -—EE—.
Flor de Durazno — .—ED—-
L L | n L | L} L | L 1
o 20 40 60 80 100 120 140 160
B Tiempo (minutos)
Jamapa — I _I =
Mam 38 - ._I l - |—.
mieae T
Bayomex — I I - I
Negro Otomi — -—I - I }
Flor de Durazno — '—DIII
T T T T T T T 1
o] 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo (minutos)

Figura 10. Distribucion de los Tiempos de coccion de la muestra de semillas frescas
(A) y de las almacenadas inadecuadamente (B).

6.2 Abundancia de proteina en la pared celular

El endurecimiento del frijol se asocia a cambios en la pared celular,
entre los que se encuentran: la disminucion en la termosolubilizacién de las
pectinas y en la pérdida de rigidez de la pared celular. Sin embargo, esta
estructura celular contiene ademas de polisacaridos, proteinas cuya funcion

puede ser estructural o enzimatica y a la fecha no se habia estudiado si el

35



endurecimiento modifica la solubilidad de dichas proteinas. Con la finalidad de
conocer si la solubilidad de las proteinas de pared celular se modificaba por el
endurecimiento, se determind la cantidad de proteina extraida de pared
celular de cotiledones aislados de semillas de frijol endurecido y fresco, los
resultados se muestran en el cuadro 13. El endurecimiento de la semilla de
frijol resulté en una disminucién de la solubilidad de las proteinas de la pared

celular.

Cuadro 13. Efecto del endurecimiento de la semilla de frijol en la cantidad de
proteina extraida de pared celular.

Cultivar Proteina (mg (F:)(;(Eitlzldn;r{? de harina de Proteina insolubilizada
Semillas control Semillas deterioradas (mg/9)
INIFAP 18.93 + 3.45° 11.80 + 3.54° 7.13
Mam 38 11.80 + 1.54° 6.15 + 0.68° 5.65
Negro Jamapa 17.20 £ 1.55°¢ 7.26 £ 2.40° 9.94
DF'°r de 18.07 +0.54° 16.22 +5.08° 1.85
urazno
Negro Otomi 12.86 + 2.39° 9.16 + 1.29° 3.70
Bayomex 10.85 + 2.41° 5.47 + 1.48° 5.38

Los numeros representan la media £ desviacion estandar. NUmeros en una columna

con la misma letra como superindice no presentan diferencias significativas.

La insolubilizacidn de proteinas en pared celular se realiza a través de la
acciéon de peroxidasas de pared celular (Brady y col 1996), por lo que, el
siguiente paso fue establecer si entre las proteinas extraidas de la pared
celular se encontraba una con actividad de peroxidasa.

6.3 Efecto del endurecimiento del frijol en la actividad de peroxidasa
de pared celular.
La actividad de peroxidasa de pared celular en los cultivares frescos fue

mayor e igual entre los cultivares INIFAP y Negro Otomi, mientras que en los
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cultivares Bayomex y Flor de Durazno fue alrededor de 50 % menor (cuadro
14). La actividad de peroxidasa detectada en el cultivar Negro Jamapa fue
entre tres vy siete veces mayor que la detectada en los otros cultivares
(cuadro 14). El endurecimiento de la semilla disminuydé, de manera
significativa, la actividad de esta peroxidasa, la magnitud de este decremento
fue cultivar dependiente. No obstante, no se encontrd relacidon entre la
actividad de peroxidasa detectada en el frijol control o en el endurecido vy la
sensibilidad al endurecimiento de frijol, ni tampoco entre el porcentaje de
pérdida de actividad y la magnitud de la insolubilizacion de proteinas de pared

celular (cuadro 13).

Cuadro 14. Actividad de POX aislada de pared celular.

. Actividad Especifica POX-Pirogalol (U/g de cotileddn)
Cultivar - - -

Semillas control Semillas deterioradas

INIFAP 5476.25 + 1517.90° ¢ 4048.97 + 708.01°¢
Mam 38 4046.76 + 1276.27%" 1421.29 £ 597.32@¥
Negro Jamapa 14585.56 = 3963.96%" 646.72 £ 176.72°Y
Flor de Durazno 2292.97 + 328.50%¢ 1423.44 + 244.62°¢
Negro Otomi 4942.84 + 848.56* ° 1091.08 + 348.58**
Bayomex 2869.40 + 490.54* ¢ 822.58 + 220.59%°

Los niumeros representan la media + desviacién estandar. NiUmeros en una columna
con la misma letra como superindice no son significativamente diferentes a una p<
0.05 ; numeros en el mismo rengléon con el mismo signo como superindice no son
significativamente diferentes a una p< 0.05

Sin embargo, si la actividad de la enzima se expresa como actividad
especifica (Cuadro 15), se grafica el porciento que la actividad especifica de
peroxidasa disminuye por efecto del endurecimiento contra la sensibilidad de
la semilla de frijol a endurecerse, los cultivares se pueden clasificar en dos
grupos. El primero en el cual estan los cultivares INIFAP, Bayomex y Flor de
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Mayo Mam 38, con una correlacién de 0.8, mientras que los cultivares Negro
Jamapa, Flor de Durazno y Negro Otomi forman un segundo grupo con una

correlacion de 0.7.

Cuadro 15. Actividad especifica de POX en pared celular.

Cultivar Actividad Especifica POX-Pirogalol (U/mg proteina)
Semillas control Semillas deterioradas

INIFAP 624.63 + 77.15°€ 248.14 + 52.44
Mam 38 335.95 + 125.79%¢ 200.02 + 85.81°¢
Negro Jamapa 876.24 + 256.37" ¢ 103.20 + 40.88"
Flor de Durazno 348.40 + 124.61* € 77.78 £ 11.33*
Negro Otomi 393.81 + 31.20a“ ¢ 109.04 + 41.44"
Bayomex 262.99 + 54,11 ¢ 139.40 + 36.17¢

Los numeros representan la media = desviacion estandar. NUmeros en una columna
con la misma letra como superindice no son significativamente diferentes a una p<
0.05 ; numeros en el mismo renglén con el mismo signo como superindice no son
significativamente diferentes a una p< 0.05

6.4 Purificacion de la peroxidasa de pared celular

Con la finalidad de contar con la peroxidasa purificada de pared celular
que en un futuro proximo, permita generar herramientas moleculares para
que faciliten su deteccion en problemas del frijol, se decidid purificar la
peroxidasa de pared celular del cultivar Bayomex, por ser uno de los
cultivares que presentaron una susceptibilidad intermedia al endurecimiento,
y ademas ser el lote con mayor cantidad de semilla.

La actividad de la enzima se concentrd por precipitacién con sulfato de
amonio, seguida de dialisis para retirar las sales de amonio que pudieran
estar presentes en la enzima concentrada; posteriormente se filtré a través
de una columna de intercambio idnico. En un primer experimento, se utilizd

acetato de sodio pH 5.5 como amortiguador de homogeneizacion, de dialisis y
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como amortiguador de elucién de una columna de intercambio catidnico

(Figura 11). En estas condiciones, la enzima no se unié a la columna y sélo el

6 % de la proteina aplicada a la columna se unié a la misma. Ademas, a

medida que se avanzd en

enzimatica (Cuadro 16).
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Figura 11. Perfil de elucién del primer experimento de purificacion de la columna de
intercambio catidénico para extracto de enzimas de pared celular de frijol.

Cuadro 16. Purificacion de POX al utilizar una columna catidnica.

Actividad

Paso Volumen| AD.O. | Actividad | Proteina especifica Actividad | Proteina Purificacion Rendimiento
(ml) min (U/ml)* | (mg/ml) P Total (U) | total (mg) (%)
(U/mg)
Extracto crudo 11 0.0218 | 549.45 | 0.0261 | 21078.67 | 6043.96 | 0.287 1.0 100.00
Extracto 0.3 12.07
concentrado 3 0.0096 | 243.09 | 0.0448 | 5426.12 | 729.27 0.134 ' :
Filtrado Frac 1 2.4 0.0035 | 87.41 | 0.0176 | 4966.62 | 209.79 0.042 0.2 3.47
Filtrado Frac 2 2.8 0.0033 | 83.25 | 0.0159 | 5242.45 | 233.10 0.044 0.2 3.86
Filtrado Frac3| 2.5 0.0029 | 72.43 | 0.0079 | 9203.00 | 181.07 0.020 0.4 3.00
Filtrado Frac 6 2.7 0.0044 | 16.48 0.0075 | 2191.96 44.51 0.020 0.1 0.74

*Actividad determinada con 15 ul de extracto y utilizando el coeficiente de extincidn del producto de la reaccion
Purpurogalina (0.00264 pM*cm™). 1U = pumol de purpurogalina formada en un min. Recuperacién 90.6 %.
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Del resultado anterior se concluyd que las proteinas extraidas de pared
celular en su gran mayoria presentaban un pI < de 5.0, que a pH 5.5 se
encontraban en forma anidnica y por eso no se pegaron a la columna de
intercambio catidnico. Ademas, el hecho de que la actividad de la enzima se
perdiera durante el proceso de purificacidon indicaba que a pH 5.5 la actividad
de peroxidasa no era estable. Por lo gue anterior se decidié extraer la enzima
en un amortiguador de pH 7.5 y utilizar una columna de intercambio anidnico.
En la figura 12 se observa que el 90 % de la proteina se unid a la columna, la
mayor parte eluyd en menos de 0.5 M del gradiente de NaCl. En el cuadro 17
se observa que los volumenes de las fracciones no fueron similares y que al
menos a 280 nm se eluyd mucha proteina a alta concentracion de sal. Para
calcular el porcentaje de recuperacion de la proteina en la columna, ésta se
cuantificd por el método de Lowry. Se recuperaba casi el doble (4.9 mg) de
la cantidad aplicada en la columna (2.18 mg). Esto puede deberse a alguna
interferencia en el ensayo de Lowry debido a la alta concentracion de sal en
las ultimas muestras de la columna ademas, de la actividad de peroxidasa
aplicada a la columna sélo se recupero el 59.29 % de la actividad. Por lo que

se realizo un tercer experimento.
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Figura 12. Perfil de elucidén del segundo experimento de purificacion en columna de

intercambio anidnico para un extracto de enzimas de pared celular de frijol.

Cuadro 17. Purificacion de POX al utilizar una columna aniénica.

Paso Volumen | A D_.O. Actividad | Proteina ;c;;\:;iacc; Ac_;c_gltlsllad Pr;:::a Purificacion Rendi;niento
(ml) (min) | (U/ml) | (mg/ml) (U/me) (V) (mg) (%)
E:;:?:? 20 |0.0326| 823.76 | 0.52 | 1586.22 |16475.28| 10.39 1.0 100.00
Dialisis 22 |0.0142| 358.32 | 0.11 | 3141.46 | 7883.04 | 2.51 2.0 47.85
Precipitacion 3 0.0683|1725.15| 0.78 | 2219.64 | 5175.44 | 2.33 1.4 31.41
Dialisis 3 0.0704| 1776.71 | 0.73 | 2443.16 | 5330.14 | 2.18 1.5 32.35

Fracciones de la columna

06 1.2 |0.0066| 165.87 | 0.14 | 1181.60 | 201.53 0.17 0.7 1.22
10-11 2.4 |0.0010| 7.82 0.12 64.13 18.77 0.29 0.0 0.11
19 1.2 |0.0005| 13.02 0.21 61.60 15.63 0.25 0.0 0.09
26 1.3 |0.0127| 320.84 | 0.17 | 1837.70 | 405.86 0.22 1.2 2.46
33 1.2 |0.0055| 138.76 | 0.19 739.06 | 166.51 0.23 0.5 1.01
35 1.5 |0.0007| 17.28 0.19 93.34 25.92 0.28 0.1 0.16
39 0.6 |0.0027| 69.11 0.12 554.73 41.47 0.07 0.3 0.25
46 1.5 [0.0025| 63.73 0.08 772.59 95.59 0.12 0.5 0.58
49 -51 4.0 |0.0027| 20.66 0.09 228.54 82.62 0.36 0.1 0.50
53 - 60 8.2 |0.0048| 36.16 0.09 424.88 | 296.54 0.70 0.3 1.80
65 1.3 |0.0046| 116.09 | 0.06 | 1974.33 | 155.56 0.08 1.2 0.94
61-69 9.8 |0.0017| 12.50 0.09 142.46 | 122.50 0.86 0.1 0.74
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Cuadro 17. Purificacion de POX al utilizar una columna anionica.

Volumen | A D.O. | Actividad | Proteina ACtM.d.ad Actividad | Proteina ... .. |Rendimiento
Paso (mi) (min) U/ml) | (mg/mi) especifica Total Total Purificacién (%)
(U/mg) (V) (mg)
Fracciones de la columna
71-89 18.0 |0.0038| 29.01 0.06 516.51 522.19 1.01 0.3 3.17
90 - 95 4.5 0.0056| 42.25 0.09 496.35 190.11 0.38 0.3 1.15

6.5 Tercer experimento de purificacion de peroxidasa

Dado que la optimizacion de la metodologia para purificar una proteina
es un proceso de prueba y error, de los experimentos anteriores, se decidid
utilizar 5 ml de resina nueva (DEAE Sepharose), lavada con 32 ml de
amortiguador de tris 20 mM, pH 7.5. Se prepard un extracto enzimatico con
mayor contenido de proteina que en los casos anteriores. Con la finalidad de
evitar la pérdida de actividad de la peroxidasa, al amortiguador de extraccion
se le adicioné una mezcla de inhibidores de proteasas (ver apéndice pag. 76)
y se aplicaron en la columna 3.0 ml de extracto enzimatico conteniendo 3.5
mg de proteina. La otra modificacién realizada fue disminuir la concentracion
del gradiente salino (30 ml de 0 M NaCl y 30 ml de 0.5 M de NaCl). En esta
ocasion la proteina de cada fraccidn se cuantificd por el método Bradford y la

actividad también fue ensayada de manera estandar.
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Figura 13. Perfil de elucion para enzimas de pared celular del tercer experimento de
purificacion con una columna de intercambio anidnico.

Cuadro 18. Cuadro de purificaciéon para una columna aniénica

Paso Volumen | Actividad | Proteina QCt;‘:;i: Actividad | Proteina Purificacion Rendimiento
(ml) (U/ml) (mg/ml) P Total (U) | total (mg) (%)
(U/mg)
Extracto salino 44 |1725.146| 09190 | 1877.27 |75906.43| 40.435 1.0 100.00
dializado
Precipitado y dializado 8.5 1776.714| 1.1788 | 1507.26 |[15102.07| 10.020 0.8 24.78
Proteina aplicada a la 30 |5330.143| 1.1788 | 1507.26 | 4521.79 | 3.51
columna
Fracciones mezcladas
Fraccion | (4 y 5) 2.15 469.697 | 0.443 1061.06 | 1009.85 | 0.952 0.6 2.35
Fraccion Il
(10,11,12,33,37,40y 9.7 348.485 | 0.019 | 18477.45 | 3380.30 | 0.183 12.25 0.45
41)
En la figura 13 se observan dos picos de actividad de peroxidasa. El

primero, de mayor actividad, que eluye con la proteina que no se unié a la

columna (fracciones 2-8), y el segundo, con menor actividad que el primero y

que eluye con el mayor pico de proteina (fracciones 12-16). Las fracciones
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reunidas fueron las 4 y 5 (pico I) que presentaron gran actividad y las 10,
11, 12, 33, 37, 40 y 42 (pico II). Estas ultimas debido a que la actividad

especifica en cada una de estas fracciones fue mayor de 500 (figura 14).
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Figura 14. Perfil de actividad especifica para fracciones eluidas en columna de
intercambio anidnico.

Dado que el proceso de purificacion no pudo ser monitoreado por el
incremento en actividad especifica, debido a que en las fracciones 37, 40 y 41
donde practicamente no hay actividad y muy poca proteina, se produce una
gran actividad especifica, lo que se hizo fue corroborar el proceso de
purificacion a través de geles de SDS-PAGE. En la figura 15 se observan los
péptidos presentes en las distintas etapas de la purificacién de peroxidasa.
En el carril 1 se muestran los marcadores de peso molecular, en el 2 se
aplicd una alicuota del extracto crudo precipitado con sulfato de amonio y
dializado, que corresponde a la muestra aplicada en la columna, se observan

13 péptidos. En el carril tres se aplico una alicuota del pico I. En éste se
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observan cuatro péptidos principales (17,20, 21, 22) y en el cuarto carril
donde se aplicd el pico II que eluyé de la columna, se observan algunas
bandas muy tenues. Las bandas que se observan entre el carril 2y 3, el 3y
4, se deben a que se cargd mucha proteina y las bandas de aproximadamente
25 a 30 kDa, difundieron lateralmente. Los pesos moleculares de las bandas

de proteina en los diversos carriles se muestran en el cuadro 19.
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Figura 15. Geles de PAGE-SDS 12% de la purificacion de enzimas de pared celular.
En el carril uno se observan los marcadores de peso moleculares, en el carril dos se
observa el patrén electroforético de la muestra de extracto crudo, en el carril tres, se
observa una muestra de extracto previo a la filtracién en columna. En el cuarto
carril, el pico I.
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Cuadro 19. Pesos moleculares de las bandas del gel SDS-PAGE 12 %
Carril 2 Carril 3 Carril 4
Bf“’('f_'a PM (Da) Bf“':_'a PM (Da) Bf“'(':_'a PM (Da)
14 80836
1 72522
15 69892
2 67669
3 62994 16 62994
17 55098
4 54592
5 49432
18 48977
28 46659
6 44760 19 44144 29 43940
7 41189
30 36529
20 35531
8 34800
31 31657
9 29881 21 29538
32 27434
22 25836
10 23556 23 23179
24 20556
25 18656
11 17287
12 15438 26 15367
13 14339 27 13723

El experimento de purificacién de la peroxidasa se repitio de manera
similar al realizado en la columna de la figura 13. Como era de esperarse,
del extracto de enzimas de pared celular, hubo una porcion de proteina que
no se unié a la columna segun indica la deteccién de proteina a 280 nm

(Figura 16).
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Figura 16. Perfil

Fracciones

de proteina detectado a 280 nm del cuarto experimento de

purificacién, producto de la elucién en una columna de intercambio aniénico (DEAE).

Cuadro 20. Purificacion de POX al utilizar una columna anioénica.

Paso Volumen | Actividad | Proteina ;(:t;vc';?c(: Actividad | Proteina Purificacién Rendimiento
’ (ml) (U/ml) (mg/ml) P Total (U) | total (mg) (%)
(U/mg)
Extracto salino 55 575.76 1.15 500.66 | 31666.80 63.25 1.0 100.00
Precipitacion
(INH4],S0,4) y 75| 2767.42 2.54| 1080.60| 20755.65 19.09 2.2 65.54
Dialisis
Muestra
aplicadaala 4.45| 2767.42 2.54 1080.6| 12315.01 11.30 2.2 -
columna
Fraccion
6 2.0| 2148.23 0.084 | 25,574.16| 4296.46 0.169 51.07
15 2.0 166.92 0.301 554,58 333.84 0.603 1.10
22 2.0 51.26 0.324 159.13 102.53 0.648 0.31
28 2.0 3.54 ND ND 7.07 ND 0
36 1.4 40.40 0.30 134.66 56.56 0.423 4.6
Fracciones mezcladas y dializadas
POX1 (5,6 y 7) 2.3 2489.14 0.446 5581.03 5725.03 1.02 11.14 29
POX2 (15,16,17) 3 115.15 0.760 151.51 345.45 2.28 2.1 5.5
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Figura 17. Gel de poliacrilamida 10% desnaturalizante para la purificacion de
algunas de las fracciones de la columna 4. En el carril 1 se observan los marcadores
de PM (Biorad), en el carril 2 se aplicé una alicuota del extracto crudo, en el carril 3
se empled una alicuota de la muestra precipitada con sulfato de amonio. En el carril
4 se corridé una alicuota de las fracciones filtradas en columna y que en el cuadro 17
se denomina fraccién POX1, en el carril 5 se aplicéd la fraccion POX2 del mismo
cuadro.

Cuadro 21. Pesos moleculares de las bandas del gel SDS-PAGE 10 %.

Carril 2 Carril 3 Carril 4 Carril 5
BaN';f'a PM (Da) BaN'lf'a PM (Da) Bf";‘_'a PM (Da) BaN';f'a PM (Da)
21 74739
22 68745
5 65858 23 65940
6 62077 24 62547
25 58089
7 56789
8 52503 14 52108 26 52661
27 49502
9 46043
15 44071
16 41420
1 39593 10 40317 28 40930
17 37274 29 37955
2 36827 11 36882
18 32198 30 32935
3 31525 12 31764
19 30266
a 27982 13 27982 20 28194 31 28839
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6.6 Caracterizacion de la peroxidasa purificada.

Los parametros determinados para la peroxidasa purificada fueron el pl
y el Kn, para acido ferulico. El primero se determind mediante electroenfoque.
El gradiente de pH fue de 9.3 a 3.25. En la figura 18 se observan tres carriles
con diferente intensidad de coloracidon. Esto se debe a diferencias en la
actividad de las diversas fracciones, con el mismo volumen, utilizando o-
dianisidina como sustrato. En el carril 3 se adicionaron 5.22 unidades del pico
IT de la columna mostrada en la figura 16. En el carril 5 se adicionaron 7.03
unidades del pico I (figura 16) y por ultimo en el carril 7 se adicionaron 26
unidades del extracto precipitado con sulfato de amonio y dializado. En este
caso se observd un barrido de actividad de peroxidasa desde pH 9.3 hasta
7.8. Sugiriendo la presencia de varias isoenzimas de peroxidasa con
diferente pI en el extracto original, las cuales durante la purificacion se van
eliminando. Quedando sélo una, la de pl mas basico presente tanto en la

fraccion I como en la IT (figura 18).
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Figura 18. Electroforesis en gradiente de pH de la actividad de peroxidasa utilizando
o-dianisidina como sustrato para revelar la actividad enzimatica.

Para corroborar el pI de las peroxidasas de pared celular de cotiledén y
que la determinacién fuera mas precisa, se realizd de nuevo un
electroenfoque de las peroxidasas purificadas en la columna de la grafica 6,
en un gel de acrilamida al 10 % con anfolinas en el rango de pH de 11 a 3. En
este caso se obtienen bandas bien definidas (figura 19) con un pI mayor de
9.61, ya que la actividad de peroxidasa se encontré a pH mas alcalino que el
promedio del pH determinado por potenciometria. Sorprendentemente, la
fraccidon 6, aplicada en el carril 9, donde la peroxidasa se purifica cerca de 50
veces respecto del extracto inicial, la actividad apenas se detectd. Lo anterior
puede deberse a que en los carriles 5y 7, la cantidad de proteina aplicada
fue de entre 34 y 33 ug respectivamente, mientras que en el carril 9 sélo se
adicionaron 3 pg, quizas la poca concentracion de proteina, presente en la
muestra aplicada, no pudo mantener su estructura, y perdid su actividad de

peroxidasa. Efectivamente cuando el gel de la figura 19 se tifid con azul de
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coomasie (Fig. 20), se detecta una banda de proteina comun a todos los
carriles y que presenta un pI mayor de 9.61 (carriles 5-9). En los carriles 00 y
Olse observan los marcadores de pI rojo de metilo (pH 3.5) y tripsinogeno

(pH 9.5) respectivamente.

o2 04 as 06 07 08 09

pH 01
9.61

8.27

g

&

Figura 19. Zimograma de actividad de peroxidasa revelado con Orto - Dianisidina.
En la parte izquierda, se muestran los pH del gradiente cuantificado por
potenciometria. Carril 5, extracto crudo. Carril 7, extracto aplicado a la columna.
Carril 9, fraccion 6 de la grafica 7.

-

Figura 20. Tincidn con azul de Coomasie del zimograma de la figura 19, con la
finalidad de detectar los marcadores de pl.
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Como parte de la caracterizacion de una enzima, ademas del peso
molecular y el punto isoeléctrico, se encuentran los parametros cinéticos de
km Y de Vmax. Estos parametros indican la afinidad de la enzima por su
sustrato y la cantidad maxima de sustrato que la enzima puede convertir en
producto por unidad de tiempo. Para obtener dichos parametros hay distintos
métodos, el mas comun consiste en determinar la velocidad de la enzima a
diferentes concentraciones del sustrato. El sustrato utilizado para determinar
los parametros cinéticos de la peroxidasa de pared celular de frijol fue el
acido ferulico, debido a que este derivado del acido cindmico se encuentra
unido mediante enlace éster a las pectinas de la pared celular de las células
del cotileddn (Garcia y Cols. 1998). Y como se indica en la hipotesis
planteada, la peroxidasa podria ser una de las enzimas que participe en el
entrecruzamiento covalente de las pectinas por la formacién de dimeros de
acido ferulico; y asi incrementar el tiempo de coccidén del frijol, cuando esta
semilla se almacena en condiciones inadecuadas, de alta temperatura y
humedad relativa también alta.

Para la determinacion del K., aparente de la peroxidasa por el acido
ferulico, se utilizé la fraccion 6 de la cromatografia mostrada en la figura 16,
como fuente de la enzima y se ensayd su actividad a diferentes

concentraciones de acido ferulico (Fig. 21).
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Figura 21. Ensayos enzimaticos de Peroxidasa de pared celular usando Acido
ferdlico como sustrato. Para estos, se emplearon en cada ensayo 40 pl del extracto
purificado en la fraccién 6 de la columna de intercambio anidnico mostrado en la
grafica 7.

Para cada concentracién de acido ferulico se calculé la velocidad inicial y
se graficd en funcién de concentracion del acido ferulico (Fig. 22). La cinética
que presenta la peroxidasa se ajusta al modelo de Michaellis - Menten.
Desafortunadamente, la concentracion de saturacion de la enzima por el
sustrato no pudo ser observada, porque a concentraciones mayores de 0.3
mM, el acido ferulico se precipitaba en el ensayo y las absorbancias eran
mayor de 4.0 D.O a 310 nm y el espectrofotdmetro utilizado sélo cuantifica

hasta 4.0.
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Figura 22. Velocidad enzimatica obtenida de los ensayos a distinta concentracion de

acido ferulico.
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Figura 23. Grafica de Lineweaver-Burk para calcular la K, y 1a Vimax de peroxidasas

de pared celular sobre acido ferulico.

Posteriormente se trazd las grafica de los inversos de velocidad y

concentracién de sustrato. Esta grafica se ajustd a una regresion lineal para

calcular con precisién los parametros cinéticos (Fig. 23). De acuerdo a la
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ecuacion de Lineweaver-Burk la pendiente representa Km/Vmax Y la ordenada
al origen 1/Vmax. Por tanto, la Vmax de la peroxidasa de pared celular fué de
3333.33 uM de acido ferulico/min y el K, aparente, porque no se logrd la
saturacion de la enzima, fué de 1.34 mM de acido ferulico.

6.7 Actividad de la enzima con distintos sustratos

Se evalud la actividad que la enzima presenta al realizar el ensayo
enzimatico utilizando acido ferdlico como sustrato, ya que éste compuesto
esta presente en la pared celular, y se compard con la actividad que la
enzima presenta con O-dianisidina utilizada para poder revelar la actividad en
los geles de Isoelectroenfoque (zimogramas). Por ultimo, se reporta la
actividad de la peroxidasa sobre el Pirogalol debido a que ya se tenia
informacidon acerca de la actividad de la POX de pared celular sobre este
compuesto.

Los tres compuestos fueron evaluados y la actividad se reporta en el
cuadro 22. Los ensayos enzimaticos se llevaron a cabo en las condiciones
como se muestra en el apéndice en los cuadros Al, A2 y A3 con extracto
semi-purificado de peroxidasa de pared celular. La actividad fue mayor con

pirogalol como sustrato y menor con acido ferulico.

Cuadro 22. Actividad de peroxidasa de pared celular sobre distintos
compuestos.
Actividad Actividad Actividad por
Sustrato (U/mli) especifica (U/mg) gramo de harina.
(U/g harina)
O-Dianisidina 25 732.00 38 636.63 419 207.50
Acido ferulico 22 293.75 33 778.40 366 495.64
Pirogalol 30 530.00 45 840.84 497 373.11
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7. Discusién

La actividad del agua (aw) en las semillas durante su almacenamiento,
depende de la humedad relativa en el ambiente del almacén (Vertucci,
1993). En este trabajo se utilizd una humedad relativa de 75 % y se ha
reportado que en estas condiciones, las semillas de frijol incrementan su
contenido de humedad hasta alcanzar una a, de 0.75 (Paredes-Lépez y cols.
1989). Por lo anterior, el incremento en el contenido de agua de las semillas
de frijol almacenadas a 30 °C y 75 % de NaCl propicidé que aquellas enzimas
que son activas a una aw de 0.75 se activaran y su velocidad se incrementara
ya que la temperatura fue de 30 °C. Sin embargo, la actividad “in situ” se
detecta soélo para las enzimas cuyo sustrato se encuentra cercano, ya que la
difusion molecular a esta a, es restringida (McKay, 1989). Este es el caso de
la peroxidasa de pared celular del frijol. Las peroxidasas son activas desde
una a, de 0.369 (McKay, 1989). Por lo que, la peroxidasa de la pared celular
de frijol durante el almacenamiento, podria presentar actividad y por tanto,
utilizar como sustrato al acido ferulico, cuya presencia se ha demostrado en
la pared celular de frijol (Tintor, 2011; Garcia y cols. 1998), su localizacién
en frijol carioca se ha reportado unido a las pectinas (Garcia y cols. 1998).
Evidencia adicional que apoya la anterior sugerencia, es el resultado de este
trabajo. El cual demuestra que la POX 1 de pared celular de frijol también es

capaz de utilizar In vitro al acido ferulico como sustrato.
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El hecho de que en la pared celular del frijol se encuentre una
peroxidasa capaz de oxidar In vitro al &cido ferulico, también presente en
este compartimento, permite inferir que durante el endurecimiento de las
semillas del frijol se formaron enlaces covalentes entre ferulicos vecinos, lo
que a su vez permitieron que las pectinas quedasen unidas, ya sea entre
ellas mismas, o con cadenas de hemicelulosas a través de estos enlaces
éster, que resulta en polisacaridos de mayor peso molecular, a los
detectados en las pectinas aisladas del frijol control. De lo anterior, se
concluye que el arreglo de los componentes de la pared celular en frijoles
almacenados en condiciones inadecuadas es diferente del que presentan en el
frijol control. Se ha demostrado que los frijoles que presentan pectinas de
mayor peso molecular también presentan mayor tiempo de coccidn, debido a
gue tanto la termosolubilizacién de las pectinas, como la termo-relajacién de
la pared celular, eventos fundamentales en la coccién del frijol, son mas
dificiles de realizar (Martinez, 2011). El otro tipo de enlace que también
puede ser catalizado por una peroxidasa es la formacidn de enlaces di-
isoditirosina. Las proteinas estructurales de la pared celular, pueden ser de
tres tipos ricas en: glicina, prolina o en hidroxiprolina, y todas ellas ademas
tienen un abundante contenido de tirosina. Estas proteinas se insolubilizan en
la pared celular a través de enlaces iso-ditirosina (Showalter, 1993).
Aparentemente estos enlaces a su vez, pueden ser oxidados para formar

enlaces di-isoditirosina (Bradly y cols.1996) vy al ser formados quedan
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atrapados polisacaridos de la pared celular, modificando asi su
termosolubilidad. De lo discutido anteriormente se concluye que la peroxidasa
de pared celular, participa en el mecanismo del endurecimiento del frijol por
almacenamiento inadecuado.

La actividad de peroxidasa esta constituida por varias proteinas cuyos
pesos moleculares fueron desde 27814 hasta 45365 Da, ya que estas cinco
bandas fueron detectadas en los geles (figuras 15 y 17) donde se separaron
las proteinas presentes en el pico 1, y en la POX1 de las columnas mostradas
en las figuras 13 y 16. En la pared celular de callos de frijol, se reportan dos
isoenzimas una con peso molecular de 42000 y otra de 46000. Para la ultima
isoenzima el pI reportado fue de 8.3 y ademas catalizé In vitro la formacién
de diferulicos. El K, aparente de estas enzimas por acido ferulico fue de 960
MM y 113 pM a pH 4.4, para la de bajo y alto peso molecular,
respectivamente (Zimmerlin y cols.1994). El hecho de que el K, aparente
para ferulico de la POX 1 (1.3 mM) sea mayor que el reportado por Zimerlin y
cols. (1994), podria deberse a que la POX 1, aparentemente son dos enzimas,
o bien la POX 1 es diferente de las isoenzimas reportadas previamente, asi
como el pH utilizado para determinarlo también fue diferente. Para
demostrar si son dos isoenzimas o la misma enzima con diferente peso
molecular se tendria que utilizar electroforesis 2-D y microsecuenciar para

cada enzima. Aparentemente las dos bandas de proteina son la misma
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isoenzima, ya que en el gel de la figura 19, carril 9, solo se encuentra una
banda de actividad o de proteina con un solo pI mayor de 9.61.

La disminucion en la actividad de peroxidasa por efecto del
endurecimiento de la semilla se puede deber al menos a dos posibilidades. La
primera: en diversas semillas se ha demostrado que cuando se almacenan a
HR de 75 % y T de 30 °C, diversas enzimas pierden su actividad (Bernal-Lugo
y cols. 1994).

La segunda: es que la solubilidad de la peroxidasa en soluciones salinas
haya disminuido. Esto ultimo ha sido reportado para la POX de pared celular
aislada de callos de S. baicalensis Georgi, aunque no se demostro si el acido
ferulico era uno de sus sustratos (Satoshi y cols. 1999).

El hecho de que la correlacion encontrada entre la fraccién que
disminuye la actividad de la POX por efecto del endurecimiento, y la
sensibilidad al mismo, se clasifiquen en dos grupos, puede deber a que la
actividad fue cuantificada con pirogalol como sustrato y no con ferulico, que
aparentemente seria el sustrato natural. Ademas bien podria ser que las
peroxidasas de uno de los grupos sean diferentes a las del otro; en este
trabajo sdélo se identificd la peroxidasa de uno de los grupos Bayomex. Otra
posibilidad es que POX no sea el Unico factor genético que contribuye al
endurecimiento de la semilla. Lo cual estaria de acuerdo con el hecho de que
de acuerdo a la sensibilidad al endurecimiento de los cultivares estudiados se

pueden clasificar en dos grupos separados, uno que presenté mayor
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velocidad de endurecimiento y comprende frijoles claros, INIFAP, Bayomex y
Flor de Mayo Mam 38; y el otro que contiene a los frijoles de color negro con
una velocidad de endurecimiento 30 % menor que el grupo anterior. A la
fecha no se tiene explicacién para este comportamiento.

Los resultados anteriores indican que la actividad peroxidasa de pared

celular de cotileddn de frijol si participa en el endurecimiento del frijol.

8. Conclusiones

De los resultados de este trabajo, se concluye que:

> La peroxidasa de PC de cotiledon de semillas de frijol utiliza como
sustratos: acido Ferulico, Pirogalol y O-Dianisidina.

» El endurecimiento de frijol disminuye la actividad de peroxidasa de PC.

> La peroxidasa de PC de semillas de frijol resultd ser de tipo catidnico.

> El peso molecular de POX de PC fue similar que el reportado para otras
peroxidasas catidnicas.

> La afinidad de POX por acido ferulico fue mayor que la de otras

reportadas.
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9. Perspectivas.

. Definir el efecto del endurecimiento de la semilla de frijol en la actividad
de peroxidasa utilizando el acido ferulico como sustrato.

. Determinar el patrdn de isoenzimas de peroxidasa de pared celular en
los diferentes cultivares de frijol antes y después del endurecimiento de
la semilla.

. Cuantificar el contenido de acido ferulico y sus aductos oxidados en la
pared celular de cotiledon de semillas control y endurecidas.

. Purificar y caracterizar las isoenzimas de peroxidasa presentes en la
pared celular de los cultivares INIFAP y Negro Jamapa.

. Demostrar que las paredes celulares aisladas de cotiledon de frijol

control son utilizadas por la peroxidasa de pared celular purificada.
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11. Apéndice

11.1 Obtencion de harina de cotiledon de semillas de frijol.
1. Eliminar testa y eje embrionario de la semilla. Con ayuda de una
navaja, cortar la semilla a la mitad y separar manualmente la testa de los

cotiledones.

2. Triturar los cotiledones en licuadora a 4° C hasta obtener una harina

fina.

3. Tamizar la harina obtenida mediante un tamiz de malla #40 (425
micras). Posteriormente, almacenar por separado la harina y las testas a -70°

C.

[ Frijol entero ]

|

[ Eliminar testa y eje embrionario de la semilla ]

A

[ Triturar los cotiledones en licuadora a 4° C ]

A 4

[ Tamizar la harina obtenida ]

A 4

[ Harina de cotileddn de frijol ]

[ Almacenar a-70 °C ]

Esquema A 1. Pasos para la obtencién de harina de cotiledon de semillas de frijol
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11.2 Extraccion de enzimas de pared celular de cotiledon de frijol.

A continuacion se describen los pasos a seguir para la extraccién de
enzimas:

1. Colocar en un mortero 0.25 g de harina de cotiledon de frijol vy
homogeneizar con nitrégeno liquido.

2. El homogeneizado, transferirlo a un matraz Erlenmeyer de 25 ml que
contenga 10 ml de amortiguador de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.5,
conteniendo 0.2 mM de PMSF. Agitar en placa magnética durante 5 minutos
a 4°C.

3. Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C.

4. Transferir el sobrenadante a un matraz etiquetado como “enzimas de
citoplasma”, la pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 10 ml
de amortiguador de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.5, conteniendo 0.2 mM
de PMSF agitando por 5 minutos a 4°C

5. Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C.

6. Transferir el sobrenadante al matraz etiquetado como “enzimas de
citoplasma”, la pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 10 ml
de amortiguador de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.5, conteniendo NaCl 1My
0.2 mM de PMSF agitando por 90 minutos a 4°C.

7. Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C.

8. Transferir el sobrenadante a una bolsa de didlisis (lavada durante 1

min en una solucion 1 mM de EDTA en bafio Maria).
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9. Sumergir la bolsa de didlisis bien cerrada con nudos de cafiamo en 4
litros de amortiguador de acetato de sodio 0.05 M pH 5.5. La dialisis se
realiza durante 3 horas minimo a 4°C. El amortiguador se cambia cada hora.

10. Transferir el contenido de la bolsa de dialisis a un tubo de vidrio y
centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C. El
sobrenadante se coloca en un tubo limpio y etiquetado como “Extracto

enzimatico de pared celular” y se almacena a 4° C.
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Harina de cotileddn de frijol

|

Tomar 1 g de harina de cotileddn de frijol y homogeneizar en un mortero con nitrégeno liquido.

v

Transferir a un matraz Erlenmeyer de 25 ml con 10 ml de amortiguador 0.05 M e inhibidor de
proteasas, agitar durante 5 min a 4° C.

'

Centrifugar 15 min a 10000 rpm a 4° C.

v

Transferir el sobrenadante a un matraz etiquetado como “enzimas de citoplasma”

v

La pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 10 ml de amortiguador acetato de sodio
0.05 My 0.2 mM de PMSF dejando agitar por 5 minutos a 4°C

A 4

Centrifugar 15 min a 10000 rpm a 4° C

A 4

Transferir el sobrenadante al matraz de “enzimas de citoplasma”

La pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 10 ml de amortiguador de acetato de
sodio 0.05 M, inhibidores de proteasas v NaCl 1M deiando agitar por 90 minutos a 4°C

A 4

Centrifugar 15 min a 10000 rpm a 4° C

A 4

El sobrenadante se transfiere a la bolsa de dialisis

'

Sumergir la bolsa de dialisis en 4 litros de amortiguador de acetato de sodio 0.05 M, pH 5.5. La
didlisis se realiza durante 3 horas a 4°C, el amortiguador se cambia cada media hora.

'

Transferir el contenido de la bolsa de didlisis a un tubo de vidrio y centrifugar 15 min a 10000 rpm
ad°cC.

'

El sobrenadante se almacena como “Extracto enzimético de pared celular” a 4° C.

Esquema A2. Pasos a seguir para la obtencidn de enzimas de pared celular de
cotiledones de semillas de frijol.
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11.3 Determinacion de la actividad de peroxidasa.
11.3.1 Cinética POX vs. Pirogalol
Disoluciones (con excepcién del amortiguador todas las disoluciones deben
ser frescas y mantenidas en la oscuridad).
« Amortiguador de fosfato de sodio (NaH,PO4) 100 mM, pH 6.0.
« Perdxido de hidrogeno 0.50% (H-0,).
« Disolucién de Pirogalol 5%.
+ Disolucién de enzimas.

Una vez que el buffer, el peréxido y el pirogalol se han mezclado en la
celda, es necesario medir la absorbancia en el espectrémetro (Shimadzu UV-
visible UV-1601) y compararla con un blanco, ya que es requerido que la
mezcla se estabilice antes de agregar la muestra de extracto enzimatico. Al
momento que la mezcla de reaccidn se estabiliza se agregan 0.200 ml de
extracto enzimatico, se mezcla nuevamente por inversion y se inicia el
crondmetro para medir la absorbancia de la oxidacion de pirogalol a
purpurogallin que se produce en la celda de plastico. Obteniéndose asi los
datos de absorbancia vs. tiempo para determinar la cantidad de sustrato que

la enzima convierte en producto por unidad de tiempo.

La reaccion que se lleva a cabo se muestra a continuacion, siendo la
formacion de purpurogallin la que es cuantificada espectrofotométricamente

al formar un complejo colorido amarillo-café.
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Cuadro 23. Ensayo POX- Pirogalol

Concentracion stock

Concentracion final

Volumen (uL)

Agua -- -- 570
Amortiguador fosfatos | 100 mM 10 mM 100
pH=5.8

H,0, 0.5% 0.1 % 200
Pirogalol 5% 0.5 % 100
Disolucion de enzimas | -- -- 30

Leer el incremento de absorbancia a 420 nm, tomando lectura cada 30 segundos
Coeficiente de extincién = 2640 M* cm™, 0.00264 pM! cm™

HaC;

OH
OH
—-
OH

oH Q

oH
HO
HO

H,O, + pirogalol

»

|

peroxidasa

2H,0 + Purpurogallin

11.3.2 Cinética POX Vs. Acido ferilico

Para emular la accién de la enzima peroxidasa sobre los fenoles

presentes en la pared celular de las semillas de frijol. Se utilizd6 el acido

ferulico debido a que es el fenol mas abundante en la pared celular del

cotiledén de semillas de frijol.

Disoluciones (Preparar todas el mismo dia del ensayo enzimatico, excepto el

buffer)

« Amortiguador de fosfato de sodio (NaH;PO,4) 100 mM, pH 5.8.

« Peréxido de hidrégeno 5 mM (H205).

» Disolucidon de acido ferulico 2.5 mM en metanol.

+ Disolucion de enzimas.
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Cuadro 24. Ensayo POX-Acido Ferulico.

Concentracion
stock

Concentracion final

Volumen (uL)

Agua --- 670
Amortiguador fosfatos | 100 mM 100
pH=5.8

H,0, 5mM 0.5 mM 100
Acido ferulico 2.5 MM 0.25 mM 100
Disolucién de enzimas | --- 30

Leer el decremento de absorbancia a 310 nm, tomando lectura cada 30 segundos.
Coeficiente de extinciéon = 14.7 mM* cm™, 0.0147 uM! cm

A Ol

Jm*"%%
4 ©

2H,0, + acido ferulico

acido ferulico

H,O + Productos oxidados de

11.3.4 Cinética POX Vs. Orto-Dianisidina

El uso de este sustrato se justifica por su utilizaciéon en el ensayo de

actividad en el zimograma, el cual requiere de un producto de reaccion

colorido y de facil deteccion.

Disoluciones

« Amortiguador de fosfato de sodio (NaH,PO4) 100 mM, pH 6.0.

« Peréxido de hidrogeno 0.9 mM (H,0,).

e Disolucidon de O-Dianisidina 1 %.

« Disolucidon de enzimas.
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Cuadro 25. Ensayo POX- O-Dianisidina.

Concentraciéon stock | Concentracion final | Volumen (uL)
Agua -- -- 720
Amortiguador 100 mM 10 mM 100
H,0, 0.3 mM 0.015 mM 50
O-Dianisidina 1 mM 0.1 mM 100
Disolucion de enzimas -- 30

Leer el incremento de absorbancia a 460 nm, tomando lectura cada 30 segundos
Coeficiente de extincién = 11.3 mM-1 cm-1, 0.0113 uM-1 cm-1

H202 H20
CH3D + OCHy CHA0 OCH3
Y / *: * /
£ Wi Frd ) F, A i
HaN —{i_?—’ M MH; — g HN={ - N NH

S i =

H,0, + Orto-Dianisidina —_— H,O + Producto oxidado
peroxidasa

11.4 Cuantificacion de proteina en extractos de pared celular de
cotiledon.
11.4.1 Método Lowry.

La cantidad de proteina en los extractos enzimaticos de pared celular de
cotiledén de frijol se determiné mediante el método de Lowry, el cual resulta
ser un método que no requiere gran cantidad de muestra, por su
reproducibilidad y porque tiene gran sensibilidad.

Disoluciones

Disoluciéon A (NaCOs 2%, NaOH 0.4%, tartrato de sodio y potasio
0.16% y SDS 1%).

« Disolucién B (CuS04-5H,0 4%).

e Reactivo de Follin (Sigma).

« Disolucién de enzimas.
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En tubos de ensaye se colocan 0.2 ml del extracto enzimatico de frijol,
0.15 ml de agua destilada y 1 ml de disolucién C (mezcla de disolucidon A y
disolucién B proporcion 100:1). Se dejan incubar 10 min a temperatura
ambiente y se agrega 0.1 ml de reactivo de Follin, se deja incubar 30 min a
temperatura ambiente para que desarrolle color. Se leyd la absorbancia en
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-visible 1601) a una longitud de onda de
660 nm. Siguiendo la misma metodologia se prepara una curva estandar con
una disolucién de BSA dentro de un intervalo de 0 - 100 ug.
11.4.2 Método Bradford
El método Bradford, resulta ser mas practico en cuanto a los reactivos

que se emplean, no pierde sensibilidad ni reproducibilidad y resulta ideal para
cuantificar la cantidad de proteina en las fracciones obtenidas después de
filtrar el extracto.
Disoluciones

» Reactivo de Bradford (BioRad)

» Disolucion de enzimas.

» Agua desionizada

En tubos de ensaye limpios, se coloca 0.75 ml de agua desionizada, 0.2 ml
de reactivo de Bradford y 0.05 ml de muestra a analizar, se mezclan por
inversion y después de 5 minutos de reposo se vierte el ensayo en celdas de
plastico y se lee la absorbancia a 595 nm, posteriormente se calcula la

cantidad de proteina de acuerdo a la curva patrén realizada con albamina.
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11.5 Purificacion de proteinas

Para poder caracterizar las enzimas de pared celular es necesario que el
extracto no contenga impurezas y la solucion esté lo mas translucida posible.
Se emplearon técnicas de purificacion de proteinas, para aislar la enzima
peroxidasa de otras presentes en la pared celular y eliminar aquella materia
celular que pudiera causar interferencia en la caracterizacion de estas
enzimas.

Es necesario contar con una buena cantidad de extracto enzimatico y
gue éste se encuentre en condiciones éptimas. También es recomendable que
las enzimas no sufran cambios drasticos de temperatura y/o pH. Por ello se
optimizd el proceso de extraccion cambiando el buffer y los tiempos de
proceso, con respecto a las extracciones previas con el propdsito de preservar
la enzima en cuanto a calidad y cantidad.

A continuacion se enumeran los pasos a seguir para la extraccion de
enzimas previos a la purificacion.

1. Colocar 1 g de harina de cotiledon de frijol en un mortero vy
homogeneizar con nitrégeno liquido.

2. Transferir a un matraz Erlenmeyer de 25 ml que contenga 15 ml de
amortiguador Tris- HCI 0.02 M, pH 7.5 conteniendo una mezcla de inhibidores
de proteasas (Complete, Roche) y PMSF 0.2 mM. Agitar durante 5 min a 4° C.

3. Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C.
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4. Transferir el sobrenadante a un matraz etiquetado como “enzimas de
citoplasma”, la pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 15 ml
de amortiguador Tris- HCI 0.02 M pH 7.5, inhibidores de proteasas y PMSF
0.2 mM, agitando por 5 minutos a 4°C

5. Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C.

6. Transferir el sobrenadante al matraz etiquetado como “enzimas de
citoplasma”, la pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 15 ml
de amortiguador de Tris- HCI 0.02 M, pH 7.5, inhibidores de proteasas, PMSF
0.2 mM y NaCl 1M agitando por 90 minutos a 4°C.

7. Centrifugar 15 min a 10000 rpm a 4° C.

8. Transferir el sobrenadante a una bolsa de didlisis (lavada durante 1
min en una solucién 1 mM de EDTA en bafio Maria).

Paso 9. Sumergir la bolsa de didlisis bien cerrada con cafiamo en 4 litros
de amortiguador Tris- HCI 0.02 M, pH 7.5. La dialisis se realiza durante 3
horas minimo a 4°C. El amortiguador se cambia cada hora.

10. Transferir el contenido de la bolsa de didlisis a un tubo de vidrio.
Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C. El
sobrenadante se coloca en un tubo limpio y etiquetado como “Extracto

enzimatico de pared celular” y se almacena a 4° C.
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Colocar 1 g de harina de cotileddn de frijol en un mortero y homogeneizar con nitrégeno liquido.

!

e N
Transferir a un matraz Erlenmeyer de 25 ml con 15 mL de amortiguador Tris- HCl 0.02 M, pH 7.5 conteniendo
inhibidores de proteasas (Complete, Roche) y PMSF 0.02 mM vy agitar durante 10 min a 4° C.

N J
[ Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall $5-34) a 4° C. ]

Transferir el sobrenadante a un matraz etiquetado como “enzimas de citoplasma” ]
-

La pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 15 ml de amortiguador Tris- HC| 0.02 M pH 7.5
conteniendo inhibidores de proteasas (Complete, Roche) y 0.2 mM de PMSF dejando agitar por 10 minutos a
4°C

-
( v
Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C ]
( v
Transferir el sobrenadante al matraz de “enzimas de citoplasma” ]
- A 4
La pastilla formada se coloca en un matraz que contenga 15 ml de amortiguador Tris- HCl 0.02 M, pH 7.5,
conteniendo inhibidores de proteasas (Complete, Roche), NaCl 1M y 0.2 mM de PMSF dejando agitar por 90
L minutos a 4°C )
'd " )\
Centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor Sorvall SS-34) a 4° C
4 " ~\
El sobrenadante se transfiere a la bolsa de dialisis
e N
Sumergir la bolsa de dialisis en 4 litros de amortiguador Tris- HCI 0.02 M, pH 7.5. La dialisis se realiza durante 2
horas a 4°C, el amortiguador se cambia cada media hora.

- J
e l N
Transferir el contenido de la bolsa de dialisis a un tubo de vidrio y centrifugar 15 min a 10000 rpm (rotor
Sorvall SS-34) a 4°C.

\ J

'

El sobrenadante se almacena como “Extracto enzimatico” a 4° C.

N

J

Esquema A3. Pasos a seguir para la obtencidn de enzimas de pared celular de

cotiledones de semillas de frijol para la purificacién de peroxidasa.
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11.6 Precipitacion de proteinas con sulfato de amonio

Muchas proteinas son solubles en agua y su solubilidad se modifica al
modificar la fuerza idnica de la solucion. La sal de uso comun para este
propdsito es sulfato de amonio [(NH4)>.S04], debido a su alta solubilidad,
incluso a temperaturas de 4°C, que es la temperatura a la cual deben
manejarse las enzimas para evitar pérdida de actividad. El mecanismo
mediante el cual el sulfato de amonio es capaz de precipitar proteinas es el
siguiente: las proteinas en soluciones acuosas estan muy hidratadas, y con la
adicion del sulfato de amonio, las moléculas de agua cada vez son mas
atraidas por la sal que por la proteina, debido a que la carga de la primera es
mas alta. Esta competencia para la hidratacidon suele ser mas favorable a la
sal, que conduce a la interaccién entre las proteinas, lo que resulta en su
agregacion y, finalmente, su precipitacién. El precipitado es colectado por
centrifugacion y el sedimento de proteina se vuelve a disolver en un volumen
menor de un amortiguador apropiado. Dado que las proteinas tienen
diferentes caracteristicas, es a menudo que precipiten a una particular

concentracion de sal.
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Cuadro 26. Cantidades de sulfato de amonio requeridas para precipitacidon de proteinas.

Concentracién Porcentaje de saturaciéna 0 °C

inicial de
sulfato de
amonio (%)

20 | 25 | 30 [ 35 [ 40 | 45 [ 50 [ 55 | 60 | 65 | 70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 | 100

Sulfato de amonio solido (gramos) para ser afiadidos a 1 litro de solucién.

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 405 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 201 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
90 0 34 70
95 0 35

100 0

11.7 Cromatografia de intercambio Ionico

Esta metodologia consiste en aplicar la disolucion de proteinas en la
parte superior de una columna empacada con una resina que esta cargada de
tal forma, que las proteinas en la disolucién que presenten carga opuesta a la
de la resina se quedan unidas a la columna por interacciones idnicas, ya que
cada proteina presenta un nimero de cargas diferente, cada proteina se une
con diferente fuerza a la columna; las que tienen carga similar a la columna

no se unen. Estas proteinas fluyen de la columna, al lavarla con el mismo
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amortiguador en el que se disolvieron las proteinas. Para eluir las proteinas
que se pegaron a la columna, se aplica un gradiente de NaCl, de forma tal
gue dependiendo de la fuerza de unién de la proteina a la resina sera la
concentracién de NaCl requerida para eluirla. Durante todo el proceso de
cromatografia se colecta el flujo, mediante un colector de fracciones. Y asi se
colecta en tubos de ensaye: todo el buffer que pasa por la columna, la parte
del extracto que no se adhiere a la columna, el extracto que si se adhirio y
un remanente de buffer. Posteriormente, cada fraccidon se evalla en cuanto a
su contenido de proteina y actividad enzimatica.
11.8 Liofilizacion

Este paso sirve principalmente para reducir el volumen de la muestra
sin perder proteina, ni actividad, es decir, concentrar. El proceso se lleva a
cabo mediante la sublimacion del agua del medio. Para que sublime, la
muestra se congela y después se somete a “presién negativa”. La muestra se
congela con nitrégeno liquido y el vaso se cubre con papel poroso para que al
cambiar la presion, la muestra no se pierda. Es asi como el agua se elimina
de la muestra, conservando la proteina original, pero también se conserva
cualquier soluto, incluyendo el del buffer agregado en la extraccion, de tal

forma que es prudente una didlisis posterior.
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11.9 Optimizacion del ensayo para la cuantificacion de peroxidasa de
pared celular

Las enzimas de pared celular se extrajeron del cultivar Negro Jamapa
con alta fuerza idnica y para separarlas de las globulinas que constituyen el
30 % de la proteina de reserva, el extracto se dializd con amortiguador sin
sal, con lo cual solo las globulinas se precipitaron en la bolsa de dialisis. Las
globulinas se separan por centrifugacién y el sobrenadante constituyd la
fuente de la peroxidasa. Esta actividad se ensayd utilizando como sustrato
pirogalol (apéndice, cuadro Al).

Para definir la alicuota de enzima a ensayar se utilizaron, como primera
aproximacion, 300 ul del extracto enzimatico antes descrito y la reaccion se
siguié en el espectrofotdmetro. EL resultado de este ensayo se muestra en la

figura 24.
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Figura 24.Ensayo de actividad de peroxidasa con pirogalol como sustrato.
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En la figura 24 se detectan dos pendientes, una rapida de 0-120 seg y

la otra mas lenta de 120 a 300 seg. Lo anterior indicaba que la cantidad de

enzima en el ensayo era excesiva para la concentracion de sustratos que se

estaban utilizando y muy probablemente después de 120 seg la enzima ya no

estaba saturada o bien indicaba la presencia de dos enzimas. Por lo que se

decidié preparar una muestra por triplicado y realizar el ensayo con diferentes

volumenes de extracto. En la figura 25, se muestran las cinéticas obtenidas

con los diferentes volumenes de extracto enzimatico utilizado. En las graficas

cada color indica el duplicado de una réplica y los diferentes colores las

diversas réplicas.
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Figura 25. Cinética de Peroxidasa de pared celular de cotiledones de frijol.

De nuevo, en la figura 25 se observa que independientemente

del

volumen utilizado, las graficas presentaron dos pendientes, las cuales fueron

81



calculadas y se muestran en el cuadro 27. Cabe hacer notar que la pendiente

de 0-120 seg se incrementd en forma lineal respecto al volumen ensayado de

enzima, mientras que la segunda pendiente (121-300 seg) no siguid esta

tendencia. De los resultados anteriores se determind que con 200 ul de

extracto enzimatico se podia obtener una buena respuesta de la actividad con

la menor cantidad de extracto. También se decidi® tomar solamente

la

actividad en los dos primeros minutos, para calcular la pendiente, haciendo

lecturas cada 10 segundos.

Cuadro 27 .Valores promedio de pendientes en ensayos de actividad de POX de
los duplicados para cada extracto empleando diferentes cantidades de extracto.
Cantidad de Pendiente (A abs/seq) Pendiente (A abs/min)
Joxtracto | BXraCto | vinuto 0 al 2 | Minuto 3 al 7 o) Minuto

I 0.000085 0.000013 0.0051 0.0008

50 II 0.00007 0.000014 0.0042 0.0008

111 0.000095 0.000019 0.0057 0.0011

I 0.000203 0.000028 0.0122 0.0017

100 II 0.000137 0.000037 0.0082 0.0022

111 0.000154 0.000031 0.0092 0.0019

I 0.000215 0.000039 0.0129 0.0023

150 II 0.000262 0.000034 0.0157 0.0020

111 0.000217 0.000042 0.0130 0.0025

I 0.000388 0.000122 0.0233 0.0073

200 II 0.000342 0.000098 0.0205 0.0059

I1I 0.000262 0.000095 0.0157 0.0057

I 0.000461 0.000125 0.0277 0.0075

250 II 0.00029 0.000101 0.0174 0.0061

I1I 0.000316 0.000107 0.0190 0.0064

I 0.000629 0.000154 0.0377 0.0092

300 II 0.000515 0.000125 0.0309 0.0075

I1I 0.000483 0.000131 0.0290 0.0079
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11.10 Geles de poliacrilamida

Para confirmar el peso molecular de l|la peroxidasa purificada, se
realizaron geles de poliacrilamida al 12 % (Fig. 26) y al 10 % (Fig. 27) y con
proteinas estandarizadas de peso molecular conocido. De las bandas
obtenidas en cada gel se calculé el Rf (distancia del origen a la
banda/distancia recorrida por el azul de bromofenol) y se graficd vs el
logaritmo del peso molecular de la proteina patron (ilustraciéon 26 y 27).
Posteriormente mediante la regresidn lineal de la grafica, se calculd el peso
molecular de las bandas en cada gel con el porcentaje de acrilamida

correspondiente.

Extracto

Albumina
serica
66000

Anhidrasa
carbonica
29000
Inhibidor
tripsina
20100

Figura 26. Gel de poliacrilamida 12% con tres proteinas estandarizadas que se
emplearon como marcadores de peso molecular.
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Extracto
Jamapa

Albumina
serica
66000

Anhidrasa
carbonica
29000

Figura 27.Gel de Poliacrilamida al 10% en el cual se cargaron las mismas muestras

qgue en el gel de la figura 26, en este gel, se observan las bandas correspondientes a
solo dos de las tres proteinas estandar.
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