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I.- Resumen

La vainilla es una orquidea tropical originaria de México, su fruto es una vaina que
al estar verde carece de sabor y aroma, por lo que es necesario someterla a un
proceso de curado. Durante este proceso se llevan a cabo reacciones quimicas y
bioguimicas que dan como producto compuestos volatiles responsables del aroma,
el mas importante de ellos es la vainillina. La enzima p-glucosidasa interviene en el
proceso de obtencion de vainillina hidrolizando el enlace B de glucovainillina
liberando glucosa y vainillina.

En este trabajo se elaboraron extractos de vainas de vainilla verdes en los cuales
se evaluo la actividad de B-glucosidasa. Para estudiar el comportamiento de la
enzima se utilizé el modelo matematico de Michaelis-Menten y se determinaron los
parametros cinéticos Km y Vmax, los cuales fueron comparados con los valores de
B-glucosidasa purificada de almendra comercial. Se utilizé un sustrato artificial, 4-
nitrofenil- -D- glucopirandsido (4PNG), el cual por accion de B-glucosidasa libera
4-nitrofenol, un compuesto colorido a pH basico el cual se cuantificé por medio de
un espectrofotometro UV-VIS. Se encontro que la enzima de las vainas de vainilla
es mas especifica al sustrato que la enzima purificada de almendras.

Durante el proceso de curado tradicional de las vainas, la enzima f -glucosidasa no
se encuentra en condiciones éptimas de pH y temperatura, asi que se imitaron las
condiciones del proceso de curado. Las vainas fueron sometidas al marchitado por
inmersién en agua a 80°C 15 minutos y al sudado por almacenamiento de las vainas
a 40°C durante 13 dias en los cuales se utilizando el pH al que la enzima es mas
especifica, se determiné la actividad de B-glucosidasa, la actividad de las proteasas
nativas de la vaina y la concentracion de vainillina. Independientemente una vaina
adicional previo al marchitamiento fue sumergida en una solucion bufer de acetatos
pH 4 durante 15 minutos. Se observé que el decremento en la actividad de p-
glucosidasa es mas evidente a partir del dia 6, lo cual coincide con el dia de
actividad maxima de las proteasa. También se determind que al someter las vainas
verdes a pH 4 previo al proceso de curado aumenté la actividad de B-glucosidasa
sin embargo el contenido de vainillina de las vainas no presentd un aumento
significativo.



II. Marco teorico

La vainilla es un legado gastronémico que México dio al mundo (Curti-Diaz, 1995).
Después del azafran es la especia mas costosa (Krushanamurthy, 2013) y hoy en

dia es considerada como el saborizante de mayor importancia en el ambito mundial.

Su uso se distribuye en diversas industrias, que van desde la alimentaria, pasando
por la licorera, refresquera, farmacéutica, cosmética, tabacalera, hasta llegar
incluso, a la industria artesanal (COVECA, 2010).

Historia de la vainilla

En el siglo XIllI, el imperio azteca conquisto territorio totonaco obligando a sus
habitantes al pago de diversos tributos, entre los cuales se encontraba el fruto de la
vainilla o flor negra. Fue Moctezuma quien invit6 a Hernan Cortés a tomar una
bebida especial para los dioses denominada “xocolatl”, que se preparaba con

semillas de cacao en polvo y vainilla molida (Cid-Pérez, 2011).

Los espafioles se impresionaron con el sabor de la vainilla asi que en 1520 enviaron
a Espafa vainas de vainilla y posteriormente, en 1733, a otros paises europeos. Sin
embargo durante 350 afios México siguié siendo el tunico productor de vainilla. En
lugares con climas similares como las islas de Java, Mauricio y Madagascar se
llevaron las plantas y, aunque se produjo floracién, la fructificacion no tuvo lugar
debido a la ausencia de polinizadores naturales (abeja milipona y/o pajaro colibri).
Fue hasta el afio de 1841 cuando Edmond Albuis desarrollé6 un método practico de
la polinizacion artificial (Krushnamurthy, 2013).

Produccion de vainilla a nivel mundial y nacional

Debido a la polinizacion artificial, México dejo de ser desde hace varias décadas el
principal productor de vainilla y hasta el afio 2012 México ocupo el sexto lugar en
su produccion. En la Figura 1 se muestra la produccion de vainilla en toneladas de

los 6 paises productores mayoritarios durante el afio 2012.
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Figura 1. Productores de vainilla (ton) en el mundo durante el afio 2012.

La Figura 2 muestra la produccion nacional de vainilla durante el periodo del 2000
al 2012. El maximo de produccion se encuentra en el afio 2007 cuando hubo una

produccién de 637 toneladas

Figura 2. Produccion de vainilla (ton) en México durante el periodo 2000 — 2012.

La produccion de vainilla en nuestro pais durante el afio 2012 fue de 390.33
toneladas, en la Figura 3 se muestran los estados en los cuales la produccion de

vainilla fue mayor.
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Figura 3. Estados con mayor produccion de vainilla en México durante el 2012.



La vainilla, al igual que muchos otros recursos naturales de México, es
sobreexplotada y subutilizada. Sobreexplotada porque las poblaciones silvestres
han sido diezmadas con la colecta excesiva para establecer plantaciones hasta el
punto de que la especie esta en peligro de extincion. Subutilizada porque no se ha
hecho un uso adecuado de este cultivo, pues sélo se produce cerca de 4% de la
produccion mundial y no se ha sabido aprovechar la mayor ventaja sobre los deméas
paises: la diversidad genética de la especie para hacer fitomejoramiento (Soto,
2006).

Botanica

La vainilla es una orquidea nativa de Meéxico del género Vanilla (familia:
Orquidaceae), de la cual existen un total de 110 especies. Sin embargo, sélo tres
de éstas tienen importancia comercial debido a que producen frutos comestibles: V.
planifolia Andrews o V. fragans (vainilla mexicana o genuina); V. tahitensis JW Morre
(vainilla de Tahiti) y V. pompona (vainilla del oeste de la India). Siendo la variedad

V. planifolia mas cultivada para la obtencion de vainas de vainilla (Cid-Pérez, 2011).

Esta orquidea es perenne, tropical, de habitos trepadores, que alcanza hasta 50
metros de longitud (Pacheco, 2009). Las flores se presentan en racimos conocidos
como “macetas” y brotan de las hojas; la planta llega a tener de 10 a 15 racimos de
flores compuestos cada uno por mas de 10 flores individuales, las cuales son de
color aperlado, blanco-amarillento y al ser polinizadas dan lugar a un fruto carnoso

de 15 a 25 cm de longitud.

El fruto o vaina de vainilla es una capsula dehiscente (se abre al madurar para liberar
las semillas), que presenta tres costados convexos, en forma cilindrica, de color
verde brillante y se torna de verde a amarillo y posteriormente a café a medida que
madura (COVECA, 2010).



Condiciones ambientales para el crecimiento y produccion de vainilla

e Temperatura: Los parametros de temperatura para el desarrollo adecuado
de la vainilla son de 21 a 32°C, con temperaturas minimas de 5 a 7°C por un
corto tiempo.

e Altitud: La vainilla prospera mejor desde a nivel del mar hasta 600 metros
sobre el nivel de mar.

e Precipitacion: Una precipitacion media anual de 1,500 a 2,000 mm anuales,
con una buena distribucion a través del afio.

e Suelo: Es muy importante que el terreno seleccionado para plantar la vainilla
cuente con un buen drenaje, debe ser rico en materia organica y tener un pH
de6av.

El habito trepador de la planta demanda de un patrén o tutor para darle sostén y
proporcionarle la cantidad de luz necesaria para un buen desarrollo. Se requiere
que la sombra permita una humedad relativa del 80% y una buena ventilacién de

las plantas.

Desde la plantacion hasta la floracidn, transcurren de dos a tres afios y a partir de
entonces, la floracién se presenta cada afio en funcion del tipo de manejo que se le
dé a la plantacién de vainilla, del origen del material vegetativo de propagacion y de
las condiciones ambientales (COVECA, 2010).

Morfologia de la vaina
El fruto de la vainilla tiene una seccion transversal triangular, con una cavidad
central que contiene miles de minusculas semillas, siendo la parte carnosa la que

se utiliza para elaborar el saborizante (Pacheco, 2009).
Hay dos zonas en el fruto que son importantes para el desarrollo del sabor:

| La pared del fruto o regién verde, la cual incluye la epidermis y tejidos

vasculares, los cuales rodean la corteza.
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Il La regidn interior o "blanca”, compuesto por la placenta parietal (sin incluir
las semillas), con menor contenido de clorofila y aspecto blanquecino (Havkin-
Frenkel, et al., 2004). En la Figura 4 se muestra un corte transversal ilustrando las

principales zonas de la vaina.

Figura 4. Corte transversal de vaina de vainilla verde.

La vaina verde contiene compuestos glucosidos precursores de aroma, el principal
es glucovainillina y en menor cantidad glucésidos de p-hidroxibenzaldehido, acido
vainillinico y p-hidroxibencilalcohol, los cuales, por accion de la B-glucosidasa son
hidrolizados, liberando compuestos aromaticos responsables del aroma de la
vainilla, (Odoux, 2003; Pacheco, 2009). A nivel celular, existe una diferencia en la
localizacion de la enzima y los sustratos. La B-glucosidasa esta localizada en el
citoplasma, mientras que la glucovainillina esté localizada en las vacuolas. Es por
esto que existe la necesidad de realizar una ruptura celular y asi generar la
interaccidn enzima-sustrato, a este proceso se le denomina curado o beneficio
(Odoux, 2003).

En las vainas de vainilla la localizacion de glucovainillina y la actividad de (-

glucosidasa no es homogénea, en la Figura 5 se observa un corte transversal de

11



una vaina que fue divida en regiones y en las que se midio la actividad de la enzima
y la concentracién de glucovainillina. Odoux (2003) encontrd que la mayor actividad
se encuentra en la region 4, el endocarpio, que coincide con la region que contiene

la maxima concentracion de glucovainillina.

Figura 5. Actividad de -glucosidasa por regiones en la vaina de vainilla (Odoux, 2003).

Proceso de curado

El propdsito del proceso de curado es crear condiciones que permitan la interaccion
sustrato-enzima y por lo tanto, el inicio de la formacion de vainillina y otros
componentes de sabor y olor catalizada por enzimas, asi como la aparicién de
reacciones oxidativas enzimaticas y no enzimaticas. Un objetivo adicional es el
secado de las vainas, como método de conservacion para la inhibicion del

crecimiento de los microorganismos (Chaim et al., 2011).
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El curado de vainas de vainilla es un proceso que implica el sudado y secado de las
vainas hasta que pierden el 80% de su humedad inicial. Se compone de cuatro

etapas: marchitado, sudado, secado y acondicionamiento (Krushnamurthy, 2013).

Marchitado

El objetivo fundamental de esta etapa es detener el desarrollo vegetativo posterior
a la cosecha, de tal manera que las enzimas previamente segregadas y sus
sustratos correspondientes empiecen a interactuar. Los métodos de marchitamiento
son dirigidos a incitar la ruptura celular, provocando la muerte fisiologica, se basan
en el método tradicional mexicano que consiste en el marchitamiento de las vainas
por la exposicion al sol hasta que hay un cambio de tonalidad de verde a marrén,

manifestacion de la muerte del tejido (Krushnamurthy, 2013).
Los métodos de marchitado usados actualmente son:

e Exposicion al sol: las vainas verdes son puestas sobre una tela negra, expuestas
directamente al sol por varios dias, hasta que las vainas se vuelven cafés.

e Marchitado en horno: las vainas son atadas en manojos, cubiertas por mantas e
introducidas en hornos a 60°C durante 36 a 48 horas.

¢ Inmersion en agua caliente: las vainas se colocan en canastas y se sumergen
en agua caliente (60 — 70°C) durante varios minutos.

e Marchitado por congelacion: las vainas pueden ser sumergidas en nitrégeno
liquido o colocadas por unas horas en un congelador (0 a -80°C); es preferible
una congelacion rapida para asegurar la viabilidad de las enzimas al iniciar el

proceso de curado.

Todos los métodos cumplen con el objetivo de romper el tejido celular propiciando
el contacto entre enzimas y sustratos, sin embargo, dependiendo del método de
marchitado existen variaciones en el perfil de sabor de las vainas curadas.

Condiciones severas de marchitamiento, como calor excesivo o prolongado, pueden
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dar lugar a una completa destruccion de enzimas y, posteriormente, la detencion de
la actividad enzimatica necesaria para catalizar la formacion de compuestos
aromaticos responsables del aroma y sabor. EI marchitamiento rapido por calor o
congelacion es mas beneficioso para la calidad de las vainas debido a que en estos
métodos se minimizan los efectos adversos sobre la viabilidad de las enzimas en

las posteriores etapas del proceso del curado (Ranadive 1983; Dignum 2001, 2002).

Sudado

Durante esta etapa se exponen las vainas a elevados niveles de humedad y a una
temperatura de 40°C entre 7 y 10 dias. La finalidad es retener en las vainas la
humedad suficiente para que actlen las enzimas que catalizan los procesos
oxidativos e hidroliticos que tienen lugar durante el beneficio (Havkin-Frenkel y
Frenkel, 2006).

La vainillina y otros compuestos relacionados son liberados a partir de sus
precursores glucosidicos y la oxidacion de los compuestos fendlicos proporciona a
las vainas su caracteristica tonalidad obscura, asi como otros atributos de sabor
deseables (Ramachandra y Ravishankar, 2000); teniendo cuidados en no permitir
el desarrollo de microorganismos. Al final de esta etapa, las vainas han alcanzado
un color marrén y han desarrollado el sabor y aroma caracteristicos. Sin embargo
las vainas contienen aproximadamente 70% de humedad, y por lo tanto son

susceptibles al deterioro por microorganismos.

Secado

Durante esta etapa, las vainas son sometidas al sol y/o corrientes de aire,
favoreciendo la pérdida de agua hasta alcanzar un nivel de humedad de 25 a 30%
con el objetivo de detener algunos cambios bioquimicos y actividades enzimaticas
indeseables, asi como la contaminacion por microorganismos (Ramachandra y
Ravishankar, 2000).
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Acondicionamiento

La ultima etapa del beneficio de la vainilla es el acondicionamiento; en este periodo
las vainas se almacenan en cajas cerradas durante 1 a 6 meses o0 hasta su
comercializacion. Se registran algunas reacciones quimicas y bioquimicas como la
esterificacion, degradacion oxidativa y produccion de algunos compuestos
aromaticos (Ramachandra y Ravishankar, 2000). Aunque las practicas varian de un
pais a otro, en general las vainas beneficiadas se colocan en cajas y se cubren con

papel encerado (Havkin-Frenkel y Frenkel, 2006).

Cinética enzimatica

Las enzimas son proteinas formadas por una o mas cadenas polipeptidicas que
actian como catalizadores mediante la reduccion de energia libre de activacion de
las reacciones quimicas. Como se muestra en la Figura 6, las enzimas aceleran las
reacciones, ya que proporcionan nuevas vias de catalisis en las que el estado de
transicion tiene menor energia libre y por lo tanto se forma mas facilmente el

producto que en las reacciones no catalizadas (Lehninger, (2006)).

Figura 6. Niveles de energia en reacciones catalizadas por enzimas vs reacciones no
catalizadas (Lehninger, et al., 2006).
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La primera etapa en la catalisis es la formacion de un complejo enzima-sustrato.
Los sustratos se unen a las enzimas en la cavidad del centro activo. La especificidad
de las interacciones enzima-sustrato proviene fundamentalmente de los puentes de
hidrogeno formados y de la configuracion del centro activo, que rechaza las
moléculas que no presentan una forma suficientemente complementaria. El
reconocimiento de los sustratos por las enzimas va acompafiado de cambios
conformacionales en los centros activos que facilitan la formacion del estado de

transicion.

Efectos de la temperaturay del pH
La temperatura

Cada enzima tiene una temperatura 6ptima de actuacion. Por debajo y por encima
de esta temperatura, la enzima ralentiza la velocidad de la reaccion enzimatica. Se
observa que muchas de las enzimas duplican la velocidad de una reaccién
enzimatica cuando se aumenta la temperatura de unos 10° C aproximadamente y
luego cae muy rapidamente por encima de los 40° C. El aumento en la velocidad de
reaccion se produce porgue con temperaturas mas altas existen mas moléculas de
sustrato con suficiente energia para reaccionar y aumentan el nimero de colisiones
efectivas entre en sitio activo de la enzima y el sustrato; la disminucion de la
velocidad de la reaccion es debida a la desnaturalizacion de la enzima (la mayoria

de las proteinas globulares se desnaturalizan por encima de 60 - 70°C).
El pH

La actividad enzimatica también viene regulada por el pH de la solucién del medio
de la reaccion enzimatica. El pH 6ptimo o intervalo de pH de cada enzima es
diferente y cuando varia, la conformacion de la enzima se altera, produciéndose un
cambio en el estado de ionizacion de grupos del sitio activo y que puede llegar a no

ser funcional. Esto es debido a que la conformacion de una proteina depende
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también de las atracciones y repulsiones entre los aminoacidos cargados
negativamente y los cargados positivamente. Ademas, algunas cadenas laterales
de aminoacidos pueden actuar como acidos o bases débiles que desarrollan

funciones criticas en el sitio activo del enzima (Lehninger, 2006).

Figura 7. a) Efecto de la temperatura en la velocidad de reacciéon enzimética. b) Efecto del
pH en la velocidad de reaccién enzimatica (Aldabe, et al., 1998).

Modelo de Michaelis-Menten

El modelo Michaelis-Menten explica las propiedades cinéticas de muchas enzimas.
En este modelo, una enzima (E) se combina con un sustrato (S) para producir un
complejo enzima-sustrato (ES), que puede proseguir hasta formar un producto (P)

o disociarse en E y S, tal como se indica en la Ecuacion 1.

............... Ecuacion 1

La velocidad de una reaccion catalizada (V) nos indica la cantidad de sustrato
consumido o producto formado por unidad de tiempo. En el Sistema Internacional

se designa por U.E. (unidad de actividad enzimatica) y corresponde a los pumoles
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de sustrato consumidos en 1 min, o bien a los pmoles de producto formado en 1

min.

La velocidad de formacion de producto, Vo, viene dada por la Ecuacion 2,

denominada Michaelis-Menten:

— Vmax[s]

=
K, + [S] eveeerren e ECUACION 2

Donde Vmax es la velocidad cuando la enzima estd completamente saturada de
sustrato y Km es la constante de Michaelis-Menten, que es la concentracion de

sustrato a la cual la velocidad de reaccion es la mitad de la méaxima (Stryer, 2003).

Los términos Vmax (velocidad maxima) y Km (constante de Michaelis-Menten) son
dos parametros cinéticos caracteristicos de cada enzima que pueden determinarse

experimentalmente.

La velocidad de la reaccién esta relacionada directamente con la concentracion de
la enzimay es caracteristica de cada enzima. Cuando la concentracion de la enzima
es constante, la velocidad aumenta hasta alcanzar un maximo (Vmax) y si la
concentracion del sustrato se incrementa, todas las moléculas de enzima estan

ocupadas por moléculas de sustrato, por lo que la velocidad no puede aumentar.

La constante de Michaelis-Menten (Km) nos indica la concentracion de sustrato a la
cual la velocidad de reaccion es la mitad de la velocidad maxima. Este parametro
es caracteristico de cada enzima segun el sustrato utilizado (si la enzima tiene
varios). También indica la afinidad que posee la enzima por el sustrato, siendo ésta
mayor, cuanto menor es la constante. Cuanto menor sea la Km menor sera la
cantidad de sustrato necesaria para alcanzar la mitad de la velocidad maxima, por

lo que mayor sera la afinidad del enzima hacia ese sustrato.

18



La representacion gréfica de la velocidad de reaccion (Vo) en funcion de la
concentracion de sustrato ([S]), se muestra en la Figura 8. Se observa que la
velocidad maxima se alcanza de forma aproximadamente asintotica, por lo que es
imposible obtener un valor definitivo mediante la representacion tipica de Michaelis-

Menten.

(pM/min

v,

Velocita iniziale,

Figura 8. Representacion grafica del modelo Michaelis-Menten (Lehninger, et al., 2016).

Sin embargo, la Vmax se puede determinar con exactitud si la ecuacion se
transforma en otra que proporcione una linea recta. Una representacion del inverso
de la velocidad (1/Vo) frente al inverso de la concentracion del sustrato (1/[S]) genera
una gréfica denominada Lineweaver-Burk o representacion del doble reciproco, la
cual se muestra en la Figura 9. La linea recta generada permite calcular la Vmax y

Km ya que tiene una interseccion de 1/ Vmaxy una pendiente de Km/ Vmax.

Figura 9. Representacion del doble reciproco o Lineweaver-Burk (Lehninger, et al., 2016).
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La actividad enzimética viene limitada por diferentes factores como puede ser la
concentracion de enzimas, de sustrato y la disponibilidad de cofactores.

B-Glucosidasa

Las glucosidasas pertenecen a un grupo de enzimas que catalizan la hidrolisis de
diferentes glucidos. La actividad de B-glucosidasa es la que predomina dentro de
este grupo de enzimas catalizando la hidrélisis de los B-D-glucopiranésidos y en la
hidrélisis de la celobiosa. Odoux (2003) purifico una B-glucosidasa a partir de vainas
de V. planifolia y obtuvo un tetramero 201 kDa con cuatro subunidades idénticas de
50 kDa. Su estructura se muestra en la Figura 10. No requiera de un activador, sin
embargo es inhibida por la gluconolactona, fuconolactona, castanospermina, 1-

detoxinojirimicina, eritol,pioles, etc. (Hernandez, F. 2016).

Figura 10. Estructura tridimensional de B-glucosidasa (Barrett T, 1995)

Esta enzima ha sido objeto de muchos estudios debido a su importancia en
numerosos procesos bioldégicos como el crecimiento y desarrollo mediante la
liberacion de las fitohormonas y la degradacion de la pared celular en el endospermo
durante la germinacién (Leah, et al., 1995), en procesos biotecnolégicos como
desintoxicacion de los alimentos (Birk y col., 1996), conversion de biomasa
(Pemberton, et al., 1980; Woodward y Wiseman, 1982) y en el realce del sabor en
las bebidas (Glnata, y col., 1993).

20



En la vainilla, la B-glucosidasa hidroliza el enlace de glucovainillina liberando
glucosa y vainillina. En la Figura 11 se ilustra la reaccion de la glucovainillina

catalizada por B-glucosidasa.

Figura 11. Reaccion de hidrélisis de glucovainillina catalizada por p-glucosidasa.

La catalisis de las enzimas glicésido-hidrolasas involucra una reaccion de doble
desplazamiento, requiriendo un donador de proton y un nucledfilo. El sitio activo de
las enzimas glicésido-hidrolasas tienen forma de bolsillo, ya que contienen grupos
cargados, aromaticos y polares, el sitio activo de b-glucosidasa se muestra en la
Figura 12. En el sito activo se encuentra el péptido lle-The-Glu-Asn-Gly (isoleucina,
teonina-acido glutdmico-asparagina-glicina), donde Glu®*’ con su grupo carbonilo
ionizado actia como nucledfilo, en otro péptido de la enzima se encuentra el Glu183

gue actia como donador de proton (Figura 13).

Figura 12. Sitio catalitico de la enzima [B-glucosidasa (la zona marcada con morado
representa al Glu3¥’ (nucledfilo) y la de color amarillo es el Glu*® (donador de protén) (Barrett T,
1995).
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Figura 13. Mecanismo de hidrélisis de enlace B-glucosidico con retenciéon de la glucosa: el oxigeno
del enlace glucosidico es protonado por el grupo carboxilo, por otra parte el grupo carboxilo actua
como un nucledfilo sobre el enlace B-glucosidico, asi se forma un intermediario enzima-sustrato y
se libera un alcohol, posteriormente se hidroliza utilizando una molecular de agua liberandose de
una molécula de carbohidrato. (Davies G, 1995).

Durante el proceso de curado la enzima no actda en condiciones Optimas de
temperatura y pH. Ademas, a medida que trascurre el tiempo del proceso de curado,
la cantidad de agua en la vaina decrece y la formacion de productos (glucosa y

vainillina) disminuye la actividad de la enzima (Quintero, 2014).

Principio de la reaccion enzimatica

La medicion de la actividad de B-glucosidasa esta basada en la determinacion
colorimétrica del p-nitrofenol (pNP), liberado por accion catalitica de la enzima j-
glucosidasa sobre un sustrato artificial, el 4-Nitrofenil-B-D-glucopiranésido (4NPG),

cuya estructura se muestra en la Figura 14.

HO

o O
OH

OH OH NO.

Figura 14. Estructura quimica del 4-Nitrofenil-B-D-glucopiranésido.

El p-nitrofenol es un compuesto con propiedades acido base que se puede utilizar

como indicador, ya que la zona de viraje se encuentra en la escala de pH entre 5.6
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y 7.6. Por debajo del punto de viraje es incoloro y a pH alcalino muestra un color
amarillo el cual permite su cuantificacion a una longitud de onda (1) de 400 nm
(Quintero, 2014).

Proteasas

Otras enzimas de gran importancia en las vainas de vainilla son las proteasas, que
son responsables del rompimiento de los enlaces peptidicos entre cadenas de
aminoacidos que componen las proteinas. Una funcion de las proteasas vegetales
es descomponer las proteinas dafiadas con el propésito de “reciclar" los
aminoacidos Yy destinarlos para otros usos con lo que ayudan a regular el desarrollo

y crecimiento de las plantas.

El marchitado y las etapas posteriores del proceso de curado se asocian con la
actividad proteolitica en la vaina de vainilla. Esta conclusion se infiere de los
cambios en el contenido de proteina de la vaina, que muestra una disminucién en
la cantidad de proteina en las primeras 24 horas posteriores al marchitado, pero un
nivel constante de contenido de proteina en los dias subsecuentes del proceso de

curado.

Wild-Altamirano (1969) demostré que la actividad de las proteasas permanece
constante cuando las vainas se encuentran maduras. Después del marchitamiento,
la actividad de proteasas en las vainas se reduce en 2 dias a alrededor de 60 a 70%

del nivel previo a la matanza inicial.

Las proteasas son resistentes a las condiciones a las que las vainas son sometidas
durante la etapa del marchitamiento y es probable que la actividad proteolitica
latente sea desencadenada por la desnaturalizacién de proteinas debido al dafio
gue sufren otras proteinas en el proceso de marchitamiento. Después de unas horas
de iniciado el proceso de curado por la accion de proteasas, el nivel de enzimas y

proteinas disminuye (Okamoto 2006; Muentz 2007).
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II1. Objetivos

Objetivo general
Determinar la actividad de la enzima p-glucosidasa en extractos de vainas de vainilla

durante el proceso de curado evaluando los factores que modifican la reaccién

catalizada por la enzima.

Objetivos particulares
Desarrollar un proceso para obtener extractos de vainas de vainilla que permitan
evaluar la actividad de B-glucosidasa en vainas verdes y durante el proceso de

curado.
Cuantificar la enzima B-glucosidasa presente en las vainas verdes de vainilla.
Cuantificar la cantidad de vainillina durante el proceso de curado.

Obtener y comparar los valores cinéticos (Km y Vmax) Siguiendo el Modelo de
Michaelis-Menten de la B-glucosidasa en los extractos de vainilla y B-glucosidasa

purificada de almendras.

Evaluar la influencia de proteasas sobre la actividad de B-glucosidasa comercial

purificada de almendras.
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IV. Metodologia

.__1

Comparar parametros
cinéticos (Kmy Vmax)

/

Evaluacion de parametros
cinéticos (Kmy Vmax) de (-
glucosidasa en extractos de

vainas verdes de vainilla

~

Evaluacion de parametros
cinéticos (Kmy Vmax) de (-
glucosidasa purificada de

almendra

Elaboracion de extractos de
vainilla para determinacion
de la actividad de B—
glucosidasa en vainas verdes

Cuantificacion de -
glucosidasa en vainas verdes
de vainilla

IV.1 Reactivos y disoluciones

Evaluacion de la actividad de

B-glucosidasa purificada de

almendra bajo la influencia
de proteasa purificada

~
Determinacion de la
actividad de B-glucosidasa,
proteasas y concentracion de
vainillina durante el proceso
de curado de vainas de
vainilla

Todos los reactivos usados durante la investigacion fueron grado analitico.

Para evaluar la actividad enzimatica de B-glucosidasa se utiliz6 como sustrato
4-Nitrofenil-B-D-glucopiranésido (4NPG), B-glucosidasa purificada de almendras

como polvo liofilizado (2.1unidades de enzima/mg solido G0395-2.5KU) vy

p-nitrofenol provenientes de Sigma-Aldrich.

Para obtener los extractos de vainillina se utilizé una disolucién de etanol al 50% a

partir de etanol absoluto (marca Barker).
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Para la determinacion de vainillina se preparé una disolucién madre disolviendo
0.010 g de vainillina (marca Sigma Aldrich) en 5.0 mL de etanol absoluto y diluyendo

con agua destilada hasta un aforo de 100 mL.

Para determinar la actividad de las proteasas se utilizé caseina como sustrato, la
proteasa purificada de Aspergillus oryzae, la cual contiene endopeptidas y
exopeptidasas, con = 500 U/g, la que hidroliza 1 umol de L-leucine-p-nitroanilida por

minuto y ninhidrina (provenientes de Sigma Aldrich).

Para controlar el pH de las reacciones se prepararon disoluciones bufer a partir de
acetato de sodio, acido acético, fosfato de potasio monobasico, fosfato de sodio

dibasico, cloruro de amonio y amoniaco.

IV.2 Equipo e instrumental

Como sistema de deteccion se utilizd un Espectrofotbmetro Cary 3 marca Varian
con capacidad de lectura en el espectro UV-Visible de 200 a 800 nm.

Los extractos de vainilla para cuantificar vainillina se prepararon utilizando un horno
de microondas de energia focalizada Maxidigest MX 350 de Prolabo con una
potencia maxima de 300 W.

Para determinar la masa de todos los reactivos se utiliz6 una balanza analitica

Explorer Ohaus con una precision de 0.1 mg.

IV.3 Curva de calibracion de p-nitrofenol

La curva patron de p-nitrofenol se construy6 en un intervalo de concentraciones de
0.5 a 150 uM, ajustando el pH a 10 con NaOH 0.1 M y bufer amoniacal 0.1 M pH
10. La absorbancia se midi6 a través de una celda de cuarzo Hellma de capacidad
de 3.5 mL a una longitud de onda de 400 nm. Se obtuvo el intervalo lineal y la

ecuacion de la recta.
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IV. 4 Evaluacion de la cinética enzimatica de B-glucosidasa comercial de
almendra purificada

Se realiz6 una curva de actividad enzimética en la cual se mantuvo constante la
cantidad de B-glucosidasa purificada de almendras, 9.78*10° U.E/mL
(concentracion de B-glucosidasa en vainas de vainilla) y gradualmente se aumenté
la concentracion de 4-Nitrofenil-B-D-glucopirandsido (4NPG) desde 10 uM hasta
1200 uM. Se utilizé la temperatura 6ptima, 40°C, estudiada por Quintero (2014) y
se evaluaron 2 diferentes pH’s: 4, que es el pH 6ptimo reportado por Quintero, y

6.2, que es el pH de las vainas.

La reaccion se detuvo colocando los matraces en un bafio de hielo y ajustando el
pH a 10 utilizando hidroxido de sodio 0.5 M y bdfer amoniacal 0.1 M, pH 10.
Posteriormente, se midid la absorbancia a 400 nm y se determind la concentracion

de p-nitrofenol.

Con los resultados de la curva enzimatica y siguiendo el modelo de Michaelis-
Menten, se calcularon los parametros Km y Vmax de B-glucosidasa purificada de

almendra.

IV.5 Elaboracion de extractos enzimaticos a partir de vainas verdes de
vainilla.

Las vainas de vainilla verde fueron recolectadas en su madurez fisiol6gica en
Papantla, Veracruz. Se seleccionaron de acuerdo a criterios de calidad en tamafo
uniforme, sin manchas ni fisuras. Fueron transportadas al laboratorio a condiciones

ambientales y se almacenaron en congelacion a -80 = 1 °C.

Para la extraccion de B-glucosidasa la vaina fue descongelada a temperatura
ambiente y se colocé un gramo de la misma finamente picada con 10 mL de bufer

0.1 M, pH 4 o0 7, de acuerdo al experimento a desarrollar, y se agité a una velocidad
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controlada durante 10, 20, 30, 40, 50 o 60 min. Transcurrido el tiempo se filtr6 el

extracto con ayuda de un papel filtro de filtracion lenta.

Asi mismo, se realizaron extractos con vainas que fueron sometidas a un
tratamiento térmico para detener el proceso vegetativo (igual que en el proceso de
curado tradicional). El tratamiento térmico consistié en inmersion en agua a 80°C
durante 5 min. Luego del tratamiento térmico se obtuvieron los extractos siguiendo

el procedimiento indicado anteriormente.

Para evitar la disminucion de la actividad enzimatica, los extractos fueron

elaborados el mismo dia en que se evalud la actividad de la enzima.

Para evaluar las mejores condiciones de extraccion se midio la absorbancia del
producto de reaccidén (p-nitrofenol) obtenido a partir de la reaccién entre el 4-
Nitrofenil-B-D-glucopiranésido afiadido y la B-glucosidasa presente en el extracto.
La metodologia fue la siguiente: 4 mL de extracto fueron incubados a dos diferentes
pH’s: 4 y 7 durante 30 min a 40°C en presencia de 4NGP a una concentracion de
232.3 uM. Trascurrido este tiempo se realiz6 un ajuste a pH 10 con NaOH 1 My

bafer amoniacal a pH 10. Se afor6 a 10 mL y se midio la absorbancia a 400 nm.

IV.6 Curva de calibracion de B-glucosidasa de almendra purificada

Para conocer las unidades de enzima existentes en los extractos de las vainas de
vainilla se hizo una curva patrén utilizando B-glucosidasa purificada de almendras.
Se trabajé a pH 4. La concentracion de 4-Nitrofenil-B-D-glucopirandsido se mantuvo
constante (260 uM) y gradualmente se aumentd la concentracién de enzima
purificada de almendras de 7.6*10* Unidades de enzima (UE) hasta 4.56*10* U E.
El tiempo de reaccion fue de 30 min y la temperatura fue de 40 °C. Una vez
transcurrido este tiempo, se detuvo la reaccion disminuyendo la temperatura con un
bafio de hielo y con la adicion de NaOH 0.5 M y bafer amoniacal hasta llegar a pH

10. Se determiné la absorbancia de las disoluciones a 400 nm.
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IV.7 Cuantificacion de Unidades de Enzima de B-glucosidasa en vainas

verdes de vainilla

En los extractos obtenidos se llevo a cabo la medicidn de la actividad siguiendo las
mismas condiciones que en la elaboracion de la curva de calibracion de la enzima
purificada de almendras en el punto 1V.6: pH 4, [ANPG]= 260 uM, tiempo de reaccion
30 min y 40 °C. El andlisis se realiz6 por triplicado. Se calcularon las unidades de

enzima existente en el extracto y, por ende, en la vaina verde de vainilla.

IV.8 Cinética enzimatica de B-glucosidasa en extractos de vainas verdes de
vainilla

Utilizando extractos de vainas verdes de vainilla se elaboraron curvas de cinética
enzimatica. La cantidad de extracto se mantuvo constante (4 mL) y el pH 4. La
temperatura utilizada fue 40 °C y el tiempo de reaccion de 30 min. La reaccion se

detuvo como se describe en el punto IV.4.

Con los datos obtenidos se elabor6 la curva de Michaelis-Menten y la

representacion doble reciproca de la cual se calcularon los valores Km y Vmax.

IV. 9 Curva de calibraciéon de proteasa comercial purificada

Para cuantificar las unidades de enzima proteasa en las vainas de vainilla verdes,
se hizo una curva patrén utilizando proteasa purificada de Aspergillus oryzae. Esta
proteasa es de origen fungico, su accion catalitica es endopeptidasa, es decir que
rompe enlaces en el interior de las cadenas peptidicas, y exopeptidasa ya que
separa aminoacidos de los extremos de las cadenas polipeptidicas. La enzima es
estable entre pH 6 y pH 9, la temperatura a la que actia es de 45 °C a 55 °C, con

una muy amplia especificidad en el sitio activo de la enzima (Guadix, 2000).

La actividad de las proteasas se determiné por medio de dos reacciones. En la
primera reaccion actdan las proteasas sobre la caseina liberando péptidos, los

cuales en la segunda reaccién, al estar en presencia de la ninhidrina forman un
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complejo color azul que tiene su maximo de absorbancia en 570 nm. La reaccién se

ilustra en la Figura 15.

o o
OH o
z :
2 + R—CH-C — —N C + R—CHO +CO,+3H,0+ H
OH w0
o] (]

(o]
Minhidrina Anion violeta

Figura 15. Reaccion de ninhidrina con aminoacidos.

En la reaccion de la caseina se trabajé a pH 7.8. La concentracién de caseina se
mantuvo constante (2.5 ppm) y gradualmente se aumentd la concentracion de
proteasas de 0.048 U. E. hasta 0.19 U. E. Se graficaron los resultados y se obtuvo

la ecuacioén de la recta.

1V.9.1 Cuantificaciéon de proteasas en vainas de vainilla
Los extractos para la cuantificacion de las proteasas en las vainas de vainilla se
obtuvieron con la molienda de 1 g de vaina en 10 mL de budfer de boratos 0.1 M pH

7.8; posteriormente se filtro el extracto a través de un papel filtro de filtracion lenta.

Una vez obtenido el extracto se tomaron 3 mL y se adicion6 1 mL de una disolucién
de caseina de 2.5 ppm, se incubaron durante 30 min a 37 °C. Trascurrido el tiempo
se agregd 1 mL de acido tricloroacético (TCA), precipitando la caseina que no
reaccion6. Se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Se tomaron 2 mL del
sobrenadante y se mezclaron con 1 mL de una disolucién de ninhidrina 0.112 My 1
mL de bufer de acetatos 4 M, pH 5.5. La reaccion se llevo a cabo durante 30 min a
temperatura de ebullicion. Trascurrido el tiempo se dejo enfriar y se midié la
absorbancia a 570 nm (Benitez, 2008). Este procedimiento se realizo por triplicado.
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IV. 10 Evaluacion de la actividad de B-glucosidasa comercial purificada bajo
la influencia de una proteasa comercial purificada

Una vez determinada la concentracion de B-glucosidasa y de proteasas en las

vainas de vainilla, se evalu6 la interaccion existente entre las enzimas.

Se realizaron pruebas a 3 diferentes pH’s: 4 que es el 6ptimo de B-glucosidasa; 7.8,

gue es el 6ptimo de las proteasas; 6.2, que es el pH de las vainas verdes.

Se hizo una mezcla de ambas enzimas, p—glucosidasa purificada de almendras a
una concentracion de 0.00978 U.E./mL y proteasas purificadas de Aspergillus orizae
a 0.05681 U.E./mL y se determind la actividad de ambas enzimas. La concentracion

de 4-Nitrofenil-B-D-glucopiranésido utilizado para estos analisis fue de 450 uM.

IV. 11 Evaluacion de la actividad de las enzimas B-glucosidasa y proteasas
y concentracion de vainillina durante el proceso de curado en las vainas de
vainilla

Para el proceso de curado se imitaron las condiciones a las que las vainas de vainilla
son sometidas durante el proceso tradicional. El marchitado se realiz6 por inmersion
en agua a 80 °C durante 15 min. La etapa de sudado se realizé envolviendo las
vainas con parafilm para evitar la pérdida de humedad y almacenandolas en una
estufa a una temperatura controlada de 40°C durante 13 dias. A diferentes dias
durante el proceso de sudado se determiné la actividad de B-glucosidasa, la

actividad de las proteasas enddgenas de la vaina y la concentracién de vainillina.

De forma independiente, una vaina de vainilla, previa a la inmersién en agua a 80°C,

fue sumergida en una solucién bufer de acetatos pH 4 durante 15 min.

IV.11.1 Actividad de B-glucosidasa
Para medir la actividad de p—glucosidasa se obtuvieron extractos a partir de lotes

un gramo de vaina finamente picada que fueron suspendidos en 10 mL de bufer de
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fosfatos pH 7. La suspensiéon se mantuvo en agitacion controlada durante 40 min,
transcurrido el tiempo se filtro el extracto a través de un papel filtro de filtracion lenta.
Una vez obtenido el extracto se ajusto el pH a 4 con acido acético y se tomaron 4
mL del mismo. La reaccion enzimatica se llevo a cabo a pH 4 durante 30 min a 40°C
utilizando una concentracién de 4-Nitrofenil-B—D-glucopirandsido de 450 uM. Al
concluir la reaccion, se ajusté el pH a 10 con NaOH 1 M y bafer amoniacal 0.1 M,
pH 10.

IV.11.2 Actividad de proteasas
Los extractos y la reaccién para determinar la actividad de las proteasas en las

vainas de vainilla se realizaron de acuerdo a lo establecido en el punto IV.9.1.

1V.11.3 Concentracion de vainillina
Para cuantificar la vainilina se elaboraron extractos aplicando energia de
microondas focalizadas por medio de un horno de microondas Maxidigest MX 350

de Prolabo con una potencia maxima de 300 W.

La configuracion utilizada para llevar a cabo el método de extraccién con
microondas focalizadas consisti6 en un tubo externo (D= 4 cm) de vidrio
conteniendo aproximadamente 25 mL de agua a temperatura ambiente. Dentro del
tubo externo se colocé un tubo de vidrio de menor diametro (3 cm), en el cual se
colocaron 25 mL de una disolucién etanol-agua al 50% y un gramo de vaina de
vainilla picada finamente. Se adapt6 un refrigerante al tubo interno con la finalidad
de evitar pérdidas por evaporacion de la disolucion etanol-agua (Figura 16a). El
arreglo anterior se colocé dentro del horno como se muestra en la Figura 16b
(Longares, 2006).

Se programaron 5 ciclos de irradiacibn de un min al 50% de potencia y
alternadamente 5 ciclos de 3 min de no-irradiacion. Una vez terminado el proceso

se tomo6 1 mL de extracto y se vertié en un matraz de 100 mL. Se afadieron 2 mL
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de NaOH 0.1M y se aforg hasta la marca con agua. Se midi6 la absorbancia a 348

nm.

Figura 16. a) Arreglo primario para extraccion con microondas focalizadas. b) Configuracion final

con microondas focalizadas.
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V Resultados y Discusion

V. 1 Curva patron de p-nitrofenol

En la Tabla 1 se muestra el intervalo lineal obtenido, asi como las caracteristicas de
la curva patron (ordenada al origen, pendiente y coeficiente de correlacion) para p-
nitrofenol y en la Figura 17 la representacion gréfica de la curva de calibracion,
donde se puede observar que la absorbancia a 400 nm es proporcional a la cantidad
de p-nitrofenol en un intervalo de 0.5 a 130 uM. En la Figura 18 se muestra el grafico

de residuos de la misma curva.

Tabla 1. Pardmetros de la curva de calibracion de p-nitrofenol.

Compuesto Limite inferior Limite superior R? Pendiente Ordenada al origen
uM uM
p-nitrofenol 0.5 132.99 0.9996 0.016 0.0043
2.5

y =0.016x + 0.0401
R? =0.9985

abs 400 nm

0 20 40 ﬁ%NP] m%lo 100 120 140

Figura 17. Curva patron de p-nitrofenol.
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Figura 18. Gréfica de residuos estudentizados de curva de calibracion de p-nitrofenol.
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V.2 Cinética enzimatica de -glucosidasa purificada de almendras

Las condiciones utilizadas para la determinacion de la actividad enzimética de B-
glucosidasa purificada de almendras se muestran en la Tabla 2, mismas que se

basaron en condiciones establecidas por Quintero (2014) en un trabajo previo.

Tabla 2. Condiciones de reaccién para medir actividad de B-glucosidasa de almendra

purificada.
Variable Valor
pH de reaccion 4y6.2
pH de lectura 10
Temperatura de reaccion 40°C

Cantidad de enzima purificada
9.78*10° UE/mL
de almendras
Tiempo de reaccién 30 min

Concentracion de sustrato 20.4 uM - 1200 uM

En la Figura 19 se observa que la actividad de la enzima tiene un comportamiento
que se ajusta al modelo de Michaelis-Menten a pH 4y pH 6.2, en cuanto a la relacién
entre la concentracion de sustrato y la velocidad de la reacciéon. La tendencia
muestra que a mayores concentraciones de sustrato el aumento de la velocidad es
menor, esto se debe a la saturacion de la enzima, y en este punto, aunque aumente

la concentracion de sustrato la formacion de producto es constante.

En la Figura 20 se hace una representacion del inverso de la velocidad (1/V) en
funcion del inverso de la concentracion del sustrato (1/ [S]), obteniéndose una linea
recta, (grafico Lineweaver-Burk). La interseccion en el eje de las ordenadas de la
recta resultante representa el inverso de la velocidad maxima (1/ Vmax) y la

pendiente de Km/ Vmax. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.
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Figura 19. Cinética de Michaelis-Menten de la B-glucosidasa purificada de almendras a
pH 4y pH 6.2 (n=3).
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Figura 20. Gréfico Lineweaver-Burk de la B-glucosidasa purificada de almendraa pH 4 y pH 6.2

Tabla 3. Valores Vmax y Km para p-glucosidasa de purificada de almendras a pH 4 y pH 6.2.
B-glucosidasa purificada de almendras

pH Vmax Km
4 2.38 uM/min 349.9 uM
6.2 3.15 pM/min 361.80 uM
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En la Figura 19 se observa que a pH 6.2 hay mayor produccion de p-nitrofenol; sin
embargo, al calcular los valores cinéticos Km y Vmax a partir de las rectas
mostradas en la Figura 30, el valor Km de la enzima a pH 4 es menor, por lo tanto

la enzima a este pH es mas especifica al sustrato a este pH.

V. 3 Elaboracion de extractos enzimaticos a partir de vainas de vainilla.
Durante la extraccion de B-glucosidasa se mantuvieron constantes la masa de la
vaina y el volumen de bufer. Para la evaluacion de la reaccion enzimética de la p-
glucosidasa, el volumen del extracto, la concentracion de 4 NPG, el tiempo de
incubacion y el pH de lectura tuvieron valores fijos. Los valores de los parametros
gue se evaluaron se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones evaluadas para la elaboracién de los extractos de vainilla.

Parametro Condicion
Tiempo de extraccion 10, 20, 30, 40, 50 y 60 min

Inmersién en agua 80 °C 5 min

Sin tratamiento térmico
pH de extraccion 4y7

Tratamiento térmico

En la Figura 21 se muestran los resultados, en la que se puede ver que la mayor
respuesta se obtiene cuando la extraccion se realiza a pH 4 con un tratamiento

térmico y la menor a pH 7 sin tratamiento térmico previo a la extraccion.

35 @ pH 4 sin tratamiento térmico
3 @ pH 4 con tratamiento térmico
£ @ pH 7 sin tratamiento térmico
8‘2.5 @ pH 7 con tratamiento térmico 1
<
[
(8]
as I
21 1 I [ ¢ I
O
< i 1 I 1
0.5 T :[ I
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Tiempo de extraccién

Figura 21. Evaluacién de pH, tiempo de extraccion y tratamiento térmico para la obtencién de extractos de f3-
glucosidasa de vainas de vainilla verdes (n=3).
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Con el fin de determinar la influencia de los parametros de estudio sobre la
extraccion de la enzima se realiz6 el andlisis de varianza (ANOVA) (Anexo A) de
tres factores sin interaccion, para ello se recurrié al programa Stargraphics
Centurion XVL.I. Los resultados de la misma se muestran en la Tabla 5. Se observa
que para los tres factores, P es menor a 0.05, es decir que los tres factores
estudiados: pH, tiempo de extraccion y el tratamiento térmico previo, tienen un
efecto estadisticamente significativo sobre la respuesta, con un 95.0% de nivel de

confianza.

Tabla 5. ANOVA para evaluar tiempo de extraccion, pH y tratamiento térmico.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon- Valor-P
Cuadrados Medio F*
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tiempo de extraccion 11.6842 5 2.33685 35.86 0.0000
B:pH 10.8497 1 10.8497 166.51 0.0000
C:Tratamiento térmico 1.12134 1 1.12134 17.21 0.0001
RESIDUOS 4.17009 64 0.0651577
TOTAL (CORREGIDO) 27.8254 71

*Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Adicional al analisis de varianza se realiz6 un procedimiento de comparacion
multiple por el método de Turkey (Anexo A) para determinar cuales medias fueron
significativamente diferentes unas de otras. Los resultados se muestran en las
Tablas 6 y 7. En la Tabla 6 se observa que se identificaron 4 grupos homogéneos
segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente

significativas entre aguellos niveles que compartan una misma columna de X's.

Tabla 6. Comparacién de medias método: Tukey con 95.0% de nivel de confianza.

Tiempo de Caso | MediaLS | SigmalLS | Grupos
extraccion S Homogéneos

10 12 0.555997 | 0.0736872 | X

20 12 0.807261 | 0.0736872 | X X

30 12 1.11326 | 0.0736872 X X

40 12 1.31807 | 0.0736872 X

50 12 1.41076 | 0.0736872 X

60 12 1.78815 | 0.0736872 X
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En la Tabla 7 se muestran las comparaciones posibles en 15 pares de tiempos de
extraccion, frente a 10 de ellos aparece un asterisco, el cual indica que estos pares
muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de
confianza. EI método que se empled para discriminar entre las medias fue el
procedimiento de diferencia significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes

cuando la diferencia real es igual a 0.

Con base en los resultados mostrados anteriormente, se decididé que la extraccion
de la enzima se llevara a cabo durante 40 min, ya que, aunque no existié diferencia
significativa entre 30 y 40 min ni entre 20 y 30, si la hubo entre 20 y 40 min. En el
andlisis de varianza mostrado en la Tabla 5, el Valor-P es menor a 0.05, lo que
indica que existi6 diferencia significativa entre los extractos elaborados a partir de
vainas que fueron sumergidas durante 5 min en agua a 80 °C vy los obtenidos con
vainas a las que no se les aplico este tratamiento térmico; por lo que se establecio
que las vainas, previamente a la extraccion, serian sometidas al tratamiento térmico:

inmersion en agua a 80°C durante 5 min.

Tabla 7. Comparacién entre pares de tiempos de extraccion.

Contraste | Sig. Diferencia +/- Limites
10-20 -0.251264 0.306147
10 - 30 * -0.557267 0.306147
10- 40 * -0.762078 0.306147
10- 50 * -0.854764 0.306147
10 - 60 * -1.23216 0.306147
20-30 -0.306003 0.306147
20-40 * -0.510814 0.306147
20-50 * -0.6035 0.306147
20-60 * -0.980892 0.306147
30-40 -0.204811 0.306147
30-50 -0.297497 0.306147
30 - 60 * -0.674889 0.306147
40 - 50 -0.0926861 0.306147
40 - 60 * -0.470078 0.306147
50 - 60 * -0.377392 0.306147
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Por otro lado, aunque en la Figura 21, se puede ver que las mejores respuestas de
la enzima se obtienen a un pH de extraccion 4, no se puede asegurar que sean las
condiciones 6ptimas para la extraccion ya que de acuerdo a Quintero (2014), ese
pH es el 6ptimo de la reaccién catalizada por B-glucosidasa. Por lo tanto, para
optimizar el pH de extraccion de la enzima se hicieron pruebas a 2 diferentes pH’s

de extraccion.

Los resultados de los mismos se muestran en la Figura 22. Se puede ver que la
mejor respuesta se obtuvo cuando se realiza la extraccion a pH 7 y se mide la
actividad de B-glucosidasa a pH 4 y la menor cuando se trabaja a pH 7 durante la

extraccidon como en la reaccion.

2.5

1.5

0.5

pH extraccion 4 pH pH extraccién 7 pH pH extraccién 7 pH pH extraccion 4 pH
reaccion 4 reaccion 7 reaccion 4 reaccion 7

Figura 22. Evaluacion del pH de extraccion y pH de reaccién para elaboracién de extractos.
Sefiales obtenidas para evaluar el pH de extraccion de B-glucosidasa de las vainas de
vainilla y pH para medir su actividad (n=3).

V. 4 Curva de calibracion de B-glucosidasa purificada de almendras
Para la cuantificacion de la enzima en la vaina se realizdé una curva de calibracion
usando un estandar de pB-glucosidasa purificada de almendras siguiendo las

condiciones mostradas en la Tabla 8.
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Tabla 8. Condiciones para elaboracién de curva de calibracién de B-glucosidasa purificada
de almendra.

Parametro Valor
pH de reaccion 4
pH de lectura 10
Temperatura de reaccion 40 °C
Concentracion de sustrato 260 uM
Unidades de enzima 7.6*10* a 4.56*10*
Tiempo de reaccion 30 min

En la Figura 23 se muestra el comportamiento del aumento de la concentracion de
B-glucosidasa frente a una concentracion de sustrato constante. A bajas
concentraciones la enzima tiene el comportamiento lineal, sin embargo a medida

que aumenta la concentracién de la misma la grafica se comporta como una

hipérbola.
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Figura 23. Comportamiento de B-glucosidasa purificada de almendras a concentracion de
sustrato constante.

En la Figura 24 se observa unicamente el intervalo lineal, y las caracteristicas de la
recta obtenida.
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Figura 24. Representacion del intervalo lineal de la curva de calibracion de la enzima
purificada de almendras. U.E. vs absorbancia

V. 4.1 Cuantificacion de B-glucosidasa en vainas de vainilla verdes.

Una vez obtenida la ecuacién de la recta, se determind por triplicado la cantidad de
B-glucosidasa presente en las vainas verdes de vainilla. En la Tabla 9 se muestran
las condiciones utilizadas para las determinaciones realizadas y en la Tabla 10 los

resultados obtenidos.

Tabla 9. Condiciones usadas para determinar U.E. de B-glucosidasa en vainas verdes.

Parametro Valor
Volumen de extracto 4 mL
pH de reaccion 4
Temperatura de reaccion 40 °C
Tiempo de reaccion 30 min
Concentracion de sustrato 260 uM
Volumen de reaccién 10 mL

Tabla 10. Concentracion de enzima en vainas de vainilla verdes.

U. E. por gramo de vaina 9.78*107?
Desviacién estandar 3.52*103
C. V. 8.99 %
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De acuerdo a lo visto en la Tabla 10, la B-glucosidasa localizada en 1 gramo de

vaina podréa convertir 1 uM de sustrato por minuto a las condiciones estudiadas.

V.5 Curva de calibracion de proteasa

Para la cuantificacion de las proteasas presentes en la vaina se realizé una curva
de calibracion utilizando proteasas purificadas de Aspergillus oryzae. En la Figura
25 se muestra la representacion gréfica del intervalo lineal, se observa que la
absorbancia a 570 nm es proporcional a la cantidad de proteasas en un intervalo de
0.05a0.18 U.E.
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Figura 25. Curva de calibracién de proteasa purificada de Aspergillus oryzae.
V.5.1 Cuantificacion de proteasa en vainas verdes de vainilla
Una vez obtenido el patron lineal de actividad de la enzima se elaboraron extractos
y se determind por triplicado la cantidad de proteasas presentes en vainas verdes
de vainilla. Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Concentracién de proteasa en vainas de vainilla verdes.

U. E. por gramo de vaina 0.5681
Desviacion estandar 0.0274
C. V. 4.83%
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V.6 Evaluacion de la actividad de B-glucosidasa purificada de almendra
bajo la influencia de proteasa purificada de Aspergillus oryzae.

Ya conocidas las concentraciones de B-glucosidasa y de proteasas en las vainas de
vainilla, se evaluo la interaccion existente entre estas enzimas. Las condiciones
utilizadas se muestran en la Tabla 12. Se realizaron pruebas a pH 4, que es el
optimo de B-glucosidasa; 7.8, que es el 6ptimo de las proteasas; 6.2, que es el pH

de las vainas verdes.

Tabla 12. Condiciones para la determinacién de la influencia de proteasas sobre B-glucosidasa

Parametro Valor
Concentracion B-glucosidasa 9.78*10° U.E./mL
Concentracion proteasas 5.68*101 U.E./mL
Temperatura de reaccion 40°C
Tiempo de reaccion 30 minutos
Concentracion de 4NPG 450 uM
pH de reaccién 4,6.2y7.8

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 26. Se observa que la mayor
actividad de B-glucosidasa es a pH 6.2, sin embargo, es a este pH donde se
encontré el mayor decremento de la actividad de B-glucosidasa cuando se adicionan
proteasas ya que disminuyd un 16.1%. A pH 4 la actividad de B-glucosidasa por
influencia de las proteasas solo se afecté un 12.8%. Y por ultimo, a pH 7.8 que es
el éptimo de las proteasas, la disminucion de la actividad de B-glucosidasa fue de
8%.
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Figura 26. Influencia de la actividad de una proteasa purificada de Aspergillus orizae sobre
B-glucosidasa purificada de almendras.

Se determiné adicionalmente la actividad de la proteasa a pH 6.2 y a pH 7.8. No se
pudo realizar la medicion de la actividad a pH 4 debido a que el sustrato utilizado es
caseina y el punto isoeléctrico de la misma es 5.6. Se observo que la actividad de

las proteasas es 1.9 veces mayor a pH 7.8 que a pH 6.2.

V.7 Cinética enzimatica de B-glucosidasa en extractos de vainas verdes de
vainilla

Una vez establecidas las condiciones oOptimas extraccion de B-glucosidasa de
vainas de vainilla verde, se midio la cinética enzimatica de la B-glucosidasa nativa

de las vainas. Las condiciones utilizadas se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Condiciones de reaccién para determinar la cinética enzimatica de B-glucosidasa
en extractos de vainas de vainilla verdes.

Parametro Valor
pH de reaccion 4
pH de lectura 10
Temperatura de reaccion 40 °C
Tiempo de reaccioén 30 min
Concentracion de 4- 75 uM - 1200 pM

Nitrofenil-B-D-glucopirandsido
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Se eligi6é trabajar a pH 4 debido a que se observé que la enzima purificada de

almendras fue mas especifica para 4-nitrofenil-B-D-glucopiranésido a este pH. Es

decir que en la Figura 27 se muestra el comportamiento de p-glucosidasa

procedente de las vainas de vainilla verde a pH 4 y 40 °C frente al aumento de

concentracion de sustrato. Se observa que sigue una cinética Michaeliana. Al

graficar los inversos de la velocidad y de la concentracion del sustrato se obtiene

una line recta, la cual se muestra en la Figura 28.
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Figura 27. Modelo Michaelis-Menten para B-glucosidasa en extractos de vainilla verde a pH 4 y
40°C.
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Figura 28. Grafico Lineweaver Burk de B-glucosidasa de extractos de vainilla a pH 4.
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A partir de la ecuacion de la recta mostrada en la Figura 28 se obtienen los valores
de Km y Vmax, los cuales se muestran en la Tabla 14. En la misma Tabla se
presentan los valores Km y Vmax obtenidos anteriormente para la enzima purificada

de almendras a pH 4.

Tabla 12. Pardmetros cinéticos para 3-glucosidasa de vainilla y B-glucosidasa purificada de
almendras a pH 4y 40°C.

Km Vmax Km Vmax
128.90 uM 3.09 uM/min | 349.9 uM \ 2.38 uM/min

La determinacion de la actividad de B-glucosidasa purificada de almendras se
realizd con la cantidad de enzima presente en las vainas verdes por lo que se
pueden comparar los parametros cinéticos. Se observa que el valor de Km de la
enzima nativa de las vainas de vainilla es menor que el valor de Km de la enzima
purificada de almendra, esto significa que la enzima nativa de las vainas presenta
mayor afinidad al 4-Nitrofenil-B-D-glucopiranésido. Las velocidades maximas
representan un valor teérico de la velocidad cuando todos los centros activos de la
enzima se encuentran ocupados, en este caso la enzima nativa de las vainas posee

la mayor velocidad maxima.

V.8 Evaluacion de la actividad de B-glucosidasa, proteasasy concentracion
de vainillina durante el proceso de curado

Tres vainas de vainilla fueron sometidas a un proceso de curado en el laboratorio
similar al curado tradicional; una vaina adicional se sometié al proceso de curado

posterior a una inmersion durante 15 minutos en buafer pH 4.

V.8.1 Actividad de B-glucosidasa
Se evalud la actividad de B-glucosidasa en extractos elaborados a partir de las
vainas que sometieron al proceso de curado. Dichos extractos se elaboraron

utilizando las condiciones éptimas de extraccién encontradas en el punto V.3. La
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evaluacion de la actividad de la enzima se realizé a pH 4, 40 °C y utilizando una
concentracion de 4-Nitrofenil-B—D-glucopirandsido de 450 uM durante 30 min. En la
Figura 29 se muestran los resultados obtenidos durante el proceso de curado.
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Figura 29. Evaluacion de la actividad de B-glucosidasa durante el proceso de curado

Se esperaba que la actividad maxima de B-glucosidasa fuera mayor cuando la vaina
se encontraba verde (Dignum y col., 2002 y Odoux y col., 2006), sin embargo este
comportamiento solo se observd en la vaina que fue sometida a una inmersion
previa en bufer de acetatos. En la Figura 29 se observa que la actividad maxima de
B-glucosidasa en las vainas que no fueron sometidas a la inmersion en bufer pH 4
se encontrd entre los dias 4 y 6 del proceso del curado, y posterior a este tiempo

inicié se un decremento de la actividad de la enzima.

Es importante sefalar que la congelacion de las vainas reduce la actividad de p-
glucosidasa (Tapia, 2011). Dignum, et at. (2001) reportaron que después de un
periodo de almacenamiento de 28 dias a -20 0 -80°C se produce un decremento en

la actividad de B-glucosidasa en un 93%; mientras que Odoux y col. (2006)
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confirmaron que la congelacién tiene un efecto muy perjudicial sobre la actividad
enzimatica, después del proceso de descongelacion la actividad de la enzima

disminuyo al 3% de la actividad inicial.

Otros factores que influyen en la diminucion de la actividad de la enzima durante el
proceso de curado son: la disminucion de la actividad de agua, la presencia de
proteasas que son enzimas que rompen enlaces peptidicos de la secuencia de
aminoacidos de otras proteinas (incluida la B-Glucosidasa) y la inhibiciébn por

producto, en este caso vainillina y glucosa.

V.8.2 Actividad de proteasas durante el proceso de curado

En la Figura 30 se muestra la actividad de las proteasas presentes en las vainas de
vainilla durante el proceso de curado. Se puede observar que la actividad maxima
de las proteasas se encontr6 entre los dias 6 y 8 del proceso de curado. Sin
embargo la actividad de las proteasas en la vaina que fue sometida a una inmersién
en bufer pH 4 no presentd un aumento significativo en la actividad de las mismas,

es decir, ocurrié una inhibicion por ajuste de pH.

En la figura 29 se observa que la disminucion de la actividad de B-glucosidasa es
mas evidente a partir del dia 6, lo cual coincide con el dia de actividad maxima de

las proteasa.
@Vainal @Vaina2 @Inmersion en bufer pH 4 15 minutos
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Figura 30. Actividad de proteasas durante el proceso de curado
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V.8.3 Concentracion de vainillina durante el proceso de curado

Se elaboré un extracto a partir de las vainas sometidas al proceso de curado en los
cuales se evaluo la variacion en la concentracion de vainillina durante el proceso.
Se observa en la Figura 31 que en los primeros 4 dias la formacion de vainillina es
mayor en la vaina que fue sometida a inmersién en bufer pH 4 durante 15 min, esto
coincide con la mayor actividad de B-glucosidasa de la vaina sometida a inmersion.
Sin embargo, después del dia 6 no hay diferencia entre las vainas que no fueron

sometidas a inmersion y llegan a una concentracion similar.
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Figura 31. Concentracion de vainillina durante el proceso de curado.
Ambas muestras el Ultimo punto mostraron un decremento en la concentracion de

vainillina, Rosado-Zarraba, et al. (2007) encontraron que este fendmeno también
ocurre en un beneficio tradicional y se debe a varios factores como la permeabilidad
de los empaques, las condiciones de la atmdsfera, evaporacion de agua y vainillina,
entre otros. De igual manera, Viveros (2007) menciona que el decremento de la
concentracion de vainilina se debe a la pérdida de la humedad, por el
almacenamiento en recipientes no herméticos; Pérez- Silva, et al. (2006) atribuyen
este mismo fendbmeno a la volatilidad de los alcoholes formados durante el proceso

de curado.
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Conclusiones

En el estudio realizado se obtuvo un extracto de vainas de vainilla a partir del
cual y utilizando espectrofotometria UV-Vis se determiné la actividad de la
enzima B-glucosidasa.

La especificidad de la enzima nativa en las vainas de vainilla sin purificar por
el 4-Nitrofenil-B-D-glocopiranésido fue mayor a la de la enzima purificada de
almendras comercial.

Las condiciones de B-glucosidasa no son las 6ptimas durante el proceso de
curado. El pH de la vaina es de 6.2 y el 6ptimo al que trabaja la enzima es de
4. Al someter a inmersion una vaina verde en un bufer pH 4 durante 15 min
antes del iniciar el proceso de curado, se encontré que B-glucosidasa tuvo
una mayor actividad, sin embargo, esto no se vio reflejado en un aumento
significativo en la concentracion de vainillina.

Se encontré que la actividad de la B-glucosidasa se ve mas disminuida por la
actividad de proteasas a pH 6.2 que a pH 4. Sin embargo, cuando la vaina
fue sometida a inmersién en un bufer pH 4 durante 15 min antes del iniciar el
proceso de curado, la actividad de proteasas disminuyé pero no se vio
reflejado en un aumento en la actividad de B-glucosidasa y por lo tanto en un

incremento en la concentracion de vainillina.
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Anexo A
ANOVA y método Turkey

Un analisis de varianza (ANOVA) prueba la hipotesis de que las medias de
dos o0 mas poblaciones son iguales. Los ANOVA evallan la importancia de uno o
mas factores al comparar las medias de la variable de respuesta en los diferentes
niveles de los factores. La hipétesis nula establece que todas las medias de la
poblacién (medias de los niveles de los factores) son iguales mientras que la

hipotesis alternativa establece que al menos una es diferente.

Para ejecutar un ANOVA, debe tener una variable de respuesta continuay al
menos un factor categorico con dos o mas niveles. Los anélisis ANOVA requieren
datos de poblaciones que sigan una distribuciébn aproximadamente normal con

varianzas iguales entre los niveles de factores.

Si el valor p es menor que el nivel de significancia, entonces se concluye que
al menos una media es diferente. Para obtener informacion mas detallada sobre las
diferencias entre medias, se utiliza un método de comparaciones multiples como el
de Tukey. En este método se crean intervalos de confianza para todas las

diferencias en parejas entre las medias de los niveles.
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