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RESUMEN

La enzima hidroperoxido liasa (HPL) rompe los hpmnexidos de &cidos grasos
insaturados provenientes de los acidos linoleiboojénico para la formacion de aldehidos
y oxo-acidos. Los aldehidos estan presentes emomlaade muchas frutas, verduras y
plantas que producen el llamado “olor verde”. Alggide los aldehidos mas importantes
son el hexanal que provee una descripcion de obldragados, verde intenso; y &){2-
hexenal imparte olores citricos, a naranja, oloersles y olor a acre. Estos aldehidos se
utilizan industrialmente para reconstituir el "ofoesco” de frutas y verduras que se pierde
durante el procesamiento industrial. El preserabaio se desarrollé con la finalidad de
extraer y purificar en una primera etapa la enziR@L del orégano utilizando
cromatografia de intercambio ionico, ademas de a@mphtar una metodologia de
separacion de clorofilas en el extracto crudo queenia la enzima. Para la separacion de
clorofilas se emple6 una mezcla de hexano:acet8r2d. (Posteriormente se purifico la
enzima en cromatografia de intercambio idnicozaiido la resina TOYOPEARL DEAE-
650M. La fraccion eluida que contenia la enzima HiRistré un valor de actividad total de
12.42 U y una concentracion de proteina de 4g5Las pruebas de electroforesis SDS-
PAGE mostraron un peso molecular de 56.6 KDa p@saslib-unidades de la HPL. Por
ultimo se calculd la concentracion 6ptima de ststpara la enzima HPL del orégano, la
cual fue de 19 mM.
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I. INTRODUCCION

El aroma esta constituido por diferentes compuestgénicos volatiles, estos compuestos
son moléculas de bajo peso molecular (M < 400 dgJtg cuya presion de vapor a presion
atmosférica y a temperatura ambiente, es lo safeente alta para que se evaporen en el

ambiente y puedan ponerse en contacto con la motfasiaa.

Todos los compuestos volatiles pertenecen a difesedases de compuestos quimicos
orgénicos, como son: los hidrocarburos, los terpegoe son compuestos que tienen uno o
mas grupos funcionales (alcohol, éter, 6xido, dlitehcetona, éster, amina, amida) y
diversos heterociclos. Estos compuestos son Igomeables de que los alimentos sean
apetecibles (Richard, & Multon, 1995). Algunos camegtos aromaticos pueden ser

sensibles al calor y a la luz, lo que provoca graacion.

Las sustancias volatiles de importancia en estmjwason los aldehidos. Los aldehidos
estan presentes en el aroma de muchas frutas rasrgylantas, que producen el llamado
“olor verde” (Hatanaka, 1993). Uno de los mas ingates es el hexanal que provee una
descripcion de olores afrutados, verde intensd;(¥)e2-hexenal imparte olores citricos, a
naranja, olores verdes y olor a a¢@got, Ongena, Fauconnier, Wathelet, Du Jardin, &
Thonart, 2010). Estos aldehidos se utilizan ingaleiente para reconstituir el "olor fresco

verde" de frutas y verduras que se pierde durdmeeesamiento

Las enzimas hidroperdxido liasa (HPL) rompen lodrdperéxidos de acidos grasos
insaturados, provenientes de los acidos linoleicdinglénico, para la formacién de
aldehidos y oxo-acidos. La enzima hidroperoxidedipertenece a la familia CYP74 del
citocromo P450 Hughes, De Domenico, & Santino, 2009ue incluye tres tipos de
enzimas: oxido aleno sintasa (AOS, deshidrasajopéioxido liasa (HPL, isomerasa) y

divinil éter sintasa (DES, deshidrasa).

En un inicio la enzima lipoxigenasa (LOX), catalilaa oxidacion de acidos grasos

insaturados formando hidroperoxidos, éstos compsestran los sustratos de la enzima



HPL vy los cuales sufriran una oxidacion y postenente una ruptura quimica. La HPL
puede producir ya sea aldehidos de 6 carbonos-adgos de 9 carbonos, a partir de los
13-hidroperoxidos (13-HPOD y 13-HPOT); y aldehidies9 carbonos y oxo-acidos de 9
carbonos, a partir de 9-hidroperéxidos (9-HPOD KFOT). La produccion de aldehidos
volatiles que surgen de &cidos grasos poliinsatsrde los tejidos vegetales fue reportada
por primera vez hace mas de 40 afios (Drawert, Heiiamberger, & Tressl, 1966). En la
figura 1 se muestra como en la ruta de la lipoxagara partir del acido linoleico se forman;
el acido 13 9-hidroperoxioctadeca-2f,11(E)-dienoico (13- HPOD) y el acido9Sy
hidroperéxioctadeca-18§,12(2)-dienoico (9-HPOD); a partir del acido linolénicze
obtiene; el acido 13j-hidroperdxioctadeca-2f,11E),15()-trienoico (13-HPOT) vy el
acido 9§)-hidroperdxioctadeca-1Bj,12(Z),15(2)-triencico  (9-HPOT), que son los

sustratos de la enzima HPL.

OH
acido linolénico
OH O, o
lipoxigenasa

H
O,
7
“,
.

S \ S OH

acido 13(S)-hidropergxido-10(E),12(Z),15(Z)-octaakeienoico

\ (o]
hidroperoxido liasa /\/\)J\
H

OH 2(E)-hexanal

4cido 12-oxo-dodecenoico

Figura 1. Ruta lipoxigenasa (Long, Kong, Zhanghdia& Hua, 2010)

Los productos voléatiles formados son compuestos9 de de 6 carbonos, entre ellos se
encuentran a los aldehidos que han demostradouraectividad antibacteriana y antifingica
(Croft, Juttner, & Slusarenko, 1993; Zeringhe, 1988 como para ser utilizados como

repelentes de insectos.



En el presente trabajo se llevo a cabo la primexpaede purificacion de la enzima HPL
extraida de las hojas de orégar@riganum vulgare L) utilizando cromatografia de
intercambio idnico, debido a que se encontré atdyide la enzima HPL en esta planta en
trabajos previos realizados en la Universidad TEgica de la Mixteca. Se implementd
una metodologia para la eliminacion de clorofilabektracto crudo del orégano utilizando

una mezcla de hexano:acetona (3:2).

Por otro lado, en el laboratorio se realizé la pomibn de los sustratos (hidroperoxidos) de
la enzima HPL provenientes del acido linoleiconplénico. Con los cuales se realizaron
lecturas de actividad total en el extracto crudeapsonocer con que hidroperéxido la
enzima HPL del orégano tenia mas actividad obtdps una actividad mas elevada con
los hidroperoxidos provenientes del acido linolénios cuales se utilizaron para calcular

la actividad total de la HPL semi-purificada.

En este estudio se trabajo con dos extractos, amdacpresencia del detergente triton X-
100R y otra muestra sin la adicion de éste deteggé&le manera general el valor de la
actividad total se mostr6 mas alta en la muestergucontenia triton X-100R. Por otra
parte se llevé a cabo la lectura de concentracigprdteina durante las diferentes etapas de
purificacion utilizando el método de Bradford. Deép de llevar a cabo la primera etapa de
purificacion se realizaron geles de electroforeSBS-PAGE para conocer el peso
molecular de las sub-unidades de la enzima HPLr¢r&salose un peso molecular de 56.6

KDa para las unidades de la enzima HPL presenteb@@gano.



II. ANTECEDENTES

2.1 Definicién de la enzima hidroperoxido liasa (HE)

La enzima HPL cataliza la escision de hidroper&idie los acidos grasos para la
formacién de aldehidos y oxo-acidos (Zamora, Hiolagy Alaiz, 1991). En las figuras 2 y

3 se pueden observar las rutas metabolicas querslgs 13-hidroperéxidos (13-HPOD y
13-HPOT) y 9-hidroperéxidos (9-HPOD y 9-HPOT) pé#aasintesis de los compuestos

mencionados anteriormente.

acidc 13(S)-hidroperéxioctade9(2),11(E),15(Z-trienoicc (13-HPOT,
OH
/

OH

Figura 2. Formacion de aldehidos y oxo-acidos rérmse 13-HPOT.

acidc 9(S)-hidroperédxioctade10(E).12(2).15(Z-trienoicc (9-HPOT'

OH
o°f o

WOH

Figura 3. Formacion de aldehidos y oxo-acidos rir gk 9-HPOT.



2.2 Localizacion de HPL

En tejidos verdes la enzima HPL esta localizaddasnamelas del cloroplasto (Fig. 4)

(Hatanaka,, Kajiwara, Sekiya, & Inouye, 1982). Ejdbs no verdes se encuentra en el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y la im@ma plasméatica (Wardale, Lambert,
& Galliard, 1978).

S Membrana

Membrana Lamelas |
. interna

externa = estromale

Ti I;b

Localizacion de
la enzima HPL

—Estroma  Grana

Figura 4. Imagen de cloroplasto.

2.3 Fuentes de obtencion de enzima hidroperéxidaba

En la tabla 1, se resumen los tres reinos biolég{Ptantae, Fungi y Protista) de donde se
ha extraido la enzima hidroperoxido liasa. No sedpugeneralizar a partir de donde se
puede extraer la enzima ya que la obtencion deginée los organismos que poseen la
enzima son tanto autétrofos como heterétrofos. @ki@ pensar que solo los organismos
gue tienen clorofila en sus células son los Unjposeedores de la enzima, pero esto
excluiria a los hongos. De una manera global seeugencionar que la enzima HPL se

extrae a partir de células eucariotas.

Tabla 1. Reinos biologicos, fuentes de extraccetacenzima HPL.

Reino bioldgico Células Obtencion de energia
Plantas superiores Eucariotas Autotrofos
- Multicelulares Llevan a cabo la fotosintesis

Tienen clorofila




Eucariotas
Unicelulares
Multicelulares

Heterdtrofos

No poseen clorofilapara su
alimentacién pudren tejida
vegetales y absorben |
productos resultantes de
descomposicion.

DS
la

Eucariotas
Unicelulares

Autétrofos
Llevan a cabo la fotosintes

Forman cadenas de células Tienen clorofila

S

2.3.1 Fuentes vegetales

Las fuentes de extraccion de la enzima HPL sorashapices, cotiledones, semillas y

frutas (Tabla 2). La primera fuente de extracceportada para la enzima fue en el platano
en la década de los 70°s (Tressl, & Drawert, 1973).

Tabla 2. Fuentes de extracciéon de la enzima HPL.

Fuente de extraccion

Autores

Platano (Tressl y Drawert, 1973)
Sandia (Vick y Zimmerman, 1976
Pepino (Galliard y Phillips, 1976)
Tomate (Galliarcet al., 1977)

Hojas de frijol

(Matthew y Galliard, 1978

Plantulas de alfalfa

(Sekiy al, 1979)

Semillas de soja

(Matols al, 1985)

Pera (Kim y Grosch, 1981)
Manzana (Schreier y Lorenz, 1982
Tabaco (Sekiyat al, 1984)
Hojas de té (Hatanalst al, 1982)

Hojas de espinaca

(Vigk al, 1987)




2.4 Sustratos de HPL

La enzima lipoxigenasa (LOX) cataliza la oxidaciprruptura de acidos grasos de 18
carbonos como el &cido linoleico y linolénico (éegiesenciales). Los productos de esta
oxidacion son; 13-hidroperoxidos (13-HPOD y 13-HR@M-hidroperoxidos (9-HPOD y
9-HPOT). Estos compuestos quimicos son los sustdgda enzima HPL (Zamora et al.,
1991). En la figura 5 se muestran las estructurdsigas de los acidos linoleico vy

linolénico.

Figura 5. A. Estructura del acido linoleico y Biifgstura del acida-linolénico.

2.4.1 Sustrato mas comun con excepciones.

En la mayoria de las plantas estudiadas, enumegsdés tabla 2, los 13-hidroperoxidos
(13-HPOD y 13-HPOT) son los sustratos mas activava fa HPL y en menor proporcion
lo son 9-hidroperoxidos (9-HPOD y 9-HPOD).

En el pepino, la enzima puede utilizar cualquiesdad dos isomeros, el 9-hidroperdxido
(9-HPOD) o el 13-hidroperoxido (13-HPOD), como sasts (Galliard, Phillips, &
Reynolds, 1976). En la pera el Unico sustrato €3-latiroperéxido (9-HPOD) (Kim, &
Grosch, 1981). En el caso de los champifiones aitdamo sustrato solamente el B)-(
hidroperéxido produciendo fragmentos de 8 y 10 &wule carbono, el 1-octen-3-ol y el
acido 10-oxo+)-8-decenoico (Wurzenberger, & Grosch, 1984).

2.5 Productos de la enzima HPL

Son compuestos quimicos de bajo peso molecularp donson aldehidos y oxo-acidos.
Estos aldehidos volatiles juegan un papel impagtantla formacion del aroma de muchas

frutas, flores y plantas. Ademas, los aldehidogetieactividad antimicrobiana vitro y por



lo tanto se cree que patrticipan en la respuestiefdmsa de las plantas contra plagas vy el

ataque de patégenos.

En la tabla 3, se muestra los productos de obterd@dla enzima HPL, entre los que se
encuentran el hexanal, un aldehido muy utilizaddaeindustria de bebidas para conferir
notas frescas, ZJ-hexenal y los oxo-acidos.

Tabla 3. Productos de HPL.

SUSTRATC PRODUCTO:!
Nombre Estructura quimica
IUPAC
acido 139)-hidroperéxoctadec- hexane o
9(2),11(E)-dienoico (13-HPOD) NQL
/OH H
O H

MOH 3(2)-hexene o

© NH

Acido 0 o

12-0x0-99)- H™ OH
dodecenoico.

acido 99)-hidroperdxoctadec- | acido ¢

H OH
10(E),12(2),15(@)-trienoico (9-HPOT) oxononenoico Ty
OH
g H Q

=/ \=" OH

3(2)-nonene

3(2),6(2)-
nonadienal

2.6 Estructura de la enzima hidroperoxido liasa (HR)

El analisis del cédigo genético de la enzima hidrépido liasa ha mostrado hasta ahora un
peso molecular de 55 KDa. Las enzimas HPL aislaegaglantas han mostrado contener



sub-unidades de 55-60 KDa (Howe, Lee, Itoh, Li, & Rocher, 2000; Bate, Sivasankar,
Moxon, Riely, Thompson, & Rothstein, 1998). Basadws pruebas de electroforesis
(PAGE-nativa) de la enzima se ha sugerido queietgtgrada por trimeros o tetrameros de
alrededor de 200-250 KDa (Vick, & Zimmerman, 19Tget, Waspi, Gaskin, Hunziker,
Muller, Vulfson, Slusarenko, Brash, & Whitehead0@J) Otras pruebas de electroforesis
SDS-PAGE realizadas para calcular el peso moledadas sub-unidades que conforman
la HPL mostraron lo siguiente: un peso moleculabflé&KDa para la enzima HPL extraida
de las hojas de amaranto tricolor, (Long et al102055 KDa para la HPL del pepino,
(Hornostaj et al., 1999), 53 KDa para la HPL dehlajgs de té, (Hatanaka et al., 1982) y 48
y 50 KDa para la HPL de la guayaba, ( Tijet et2000). En el trabajo de investigaciéon de
Tijet et al., (2000) donde primero extrajeron laLHi® la guayaba y después la clonaron en
Escherichia coli, encontraron una secuencia de a8@hoacidos que constituyen a la
enzima y obtuvieron un peso molecular para lasusutbades de 54.8 KDa.

Por otro lado, basados en la homologia de la semuaenética, la enzima HPL fue
identificada como una enzima citocromo P450 (Fig.B® peso molecular de la enzima
HPL ademés del grupo hemo que contiene en el &itivo (identificado como hemo b)
son similares a este tipo de enzimas, razon paudala estructura de la enzima HPL se ha
correlacionado con las enzimas citocromo P450.

Las enzimas del citocromo P450 son mono-oxigengsascontienen grupos hemo, se
encuentran presentes en todos los organismos visgta. superfamilia de enzimas se
origina a partir de un gen ancestral que pudo hexistido hace 3.5x109 afios. El nombre
de citocromo P450 se origina debido a que presentaaximo de absorcion caracteristico
a 450 nm después de la reduccion con ditionitcodé@sy un tratamiento con monoxido de
carbono (P por el pigmento) (Omura, & Sato, 19l embargo, la enzima HPL no

muestra una absorbancia maxima a 450 nm despuagselduccion y tratamiento con CO.

Este comportamiento es similar a la 6xido alendasa (AOS) que muestra una baja
afinidad por el CO.
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Figura 6. Nucledtido y secuencia de aminoacidds ¢t#PL del pimiento verde.
Las enzimas citocromo P450 contienen sub-unidaatesiic peso molecular de 45-60 KDa.
Se estudiaron seis estructuras cristalinas de aszieitocromo P450, (Poulos, Finzel,
Gunsalus, Wagner, & Kraut, 1985). Los analisis leom que estas enzimas son ricas en

estructura secundaria (Figura 7).

Figura 7. Estructura cristalina del dominio hemdade450BM-3, una mono-oxigenasa que
metaboliza los acidos grasos.

El grupo prostético de las enzimas citocromo P45@rea fraccion de protoporfirina IX
(hemo b). Sin embargo, se han utilizado una vadieldamétodos fisicos para el estudio de

la estructura del sitio activo (Weiner, 1986). rito del grupo hemo esta localizado en el
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centro del anillo de la protoporfirina enlazado poatro nitrogenos de pirrol. EI dominio
de la unién hemo contiene las caracteristicas se@les FxxGxxCxxG, en el que el anién
tiolato es conservado de la cisteina sirve congugito ligando (axial) al hierro hemo, el

sexto ligando es un grupo OH- de una molécula da &20.

2.7 Actividad enzimatica de la HPL

La actividad enzimatica: es aquella actividad qakaliza la transformacion depinol de
sustrato por minuto. En la tabla 4 se observa f&idad total y la actividad especifica

encontrada para la enzima HPL en diferentes irgastnes.

Tabla 4. Actividad total y especifica de la enzidiaL.

Long et al., (2010),| Actividad total (U) | Proteina total (mg)| Actividad especifica
hojas de amaranto (U/mg)
tricolor
Extracto crudo 285 312 0.9
0—35% (NH4)2S04 246 130 1.9
DEAE toyopearl 140 30.9 4.5
Suurmeijer et al., | actividad total (ukat] Actividad (nkat/ml) | Actividad especifica
(1999) (nkat/mg)
tomate
Extracto crudo 5.4 8.4 7.5
DEAE 0.9 21.7 65.1
Tijetel al., () Actividad total Proteina total (mg)| Actividad especifica
guayaba (nkat) (nkat/mg)
Extracto crudo 172050 1111 155
30-60% 62300 762 82
(NH4)2S04
Cromatografia de 32640 39 837
permeacion en gel
Itoh et al., (1999) Actividad total Proteina total (mg)| Actividad especifica
cotiledones de | actividad total (ukat (ukat/mg)
girasol
Extracto crudo 4495 555.0 8.1
(NH4)2S04 50-75% 3820 69.3 55.1
DEAE-celulosa 2964 38.8 76.4

* 1 kat = 6x10° U
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2.8 Condiciones 6ptimas de pH y temperatura
En la tabla 5 podemos observar las condicionesnagtide pH y temperatura para la
enzima hidroperéxido liasa extraidas de tejidosetedgs como hojas y frutos. El pH

encontrado varia de 6.0-7.5 y la temperatura d2296-

Tabla 5. Temperatura y pH éptimos de la enzima HPL.

Autores Fuente de extraccion pH 6ptimo| Temperatu
optima
Rabetafikeet al, (2008) | Hojas de remolacha azucargra 6.7 22°C

(Beta vulgaris L.)

Longet al, (2012) Hojas de amaranto tricolor 7.5 20°C
(Amaranthus

mangostanus L.)

Gargouriet al., (2004) Hojas de hierbabuena 7.0 15°C
(Mentha veridis)
Suurmeijeret al., (2000) Tomate 6.5 Nd
(Solanum lycopersicum)
Tijet el al., (2000) Guayaba 6.0 Nd

(Psidium guajava)

Nd: no determinado

2.9 Mecanismo de accidn propuesto para la enzimadnoperoxido liasa (HPL)

Desde la caracterizacion de la enzima hidroperékida y de que se conoce que la HPL
pertenece a la familia de enzimas citocromo P4&®,investigadores mencionan que la

HPL sigue un mecanismo hemolitico. Teniendo ungsoaonde intervienen radicales y

una inhibicion de la actividad enzimatica por cdptas de radicales (Fig. 8).
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OH Fe
/o ¢

o)
%,
\ OH
acido 13(S)-hidroperdxido-9(2),11(E),15(2)-octadeeamoico (13-HPOT)
Fe*OH
: o)
M
\ OH
Fett

3(Z)-hexanal o

H OH

0 acido 12-oxo-dodecenocico 0

Figura 8. Mecanismo de accién HPL.

2.10 Purificacion de la enzima HPL.

En la tabla 6 se observan las tres etapas deqawiiln que se han realizado a la enzima

HPL; en la primera etapa se ha empleado cromatagds intercambio ionico, en la

segunda cromatografia de interaccion hidrofobienyla tercera etapa cromatografia en
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hidroxiapatita. La HPL extraida de la guayaBaidium guajavake purifico 26.2 veces en

tres etapas (Tije¢t al., 2000). Mediante la purificacion en tres etapasadenzima HPL

extraida de las hojas de amaranto tric@idmaranthus mangostanus Lsg logré una

purificaciéon de 34.9 veces (Lorgt al, 2010). En los trabajos de investigacion se han

realizado generalmente para el caso de la puiificade la enzima HPL tres etapas de

purificacion.

Tabla 6. Etapas de purificacién de la enzima HPL.

HPL NO PURIFICADA

FUENTE AUTORES
Platanc Tressiy
(Musa Drawert,
sapientum) (2973)
Plantulas d Vick y
sandia Zimmerman,
(Citrullus (1976)
Hojas de frijo | Mateo y
(Phaseolus Galliard,
vulgaris) (1978)
Pepino Galliard y
(Cucumis Phillips,
sativus) (1976)
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2.11 Meétodos de ruptura celular

Los métodos de ruptura celular se utilizan parerdtlas enzimas intracelulares, que son

aquellas enzimas que se encuentran en el inteeida ccélula. Después de separar las
enzimas se prosigue con una concentracion, enfigigto y purificacion de la misma. A

continuacién se mencionan los métodos de ruptuuéace

a) Quimicos: son aquellos en donde se utilizan: alcalis, detdgs, disolventes organicos,

lisozima con EDTA y choque por enfriamiento.

b) Fisicos:en los métodos fisicos se emplea: sonicacion,ughogmaotico, congelacion y

descongelacion y homogenizacion (o trituracion meed.

c) Enzimaticos: para este ultimo método se emplea lisozima (queolikd la pared

celular) y una vez sin proteccion, la membranalaejpuede romperse facilmente.

Enzimas extracelulares: la enzima es segregada figela célula y no se requieren técnicas

de ruptura celular. EI numero de proteinas queeggegan es limitado, y por eso es

relativamente facil aislar una enzima concretartirgde una mezcla.

a) Fuentes de obtencién de enzimas:

» Las enzimas extraidas de microorganismos (bacten@sgos y levaduras), se
consideran seguras porque son extractos natudalegtoduccion industrial de
enzimas requiere tres pasos: 1° la fermentaciérulive del microorganismo
productor de la enzima deseada en fermentadorbasia 1000 fde tipo aerobio
0 anaerobio, con medios de cultivo que contiendessaorganicas y materias
primas renovables, 2° la recuperacion del produntdiante la extraccion y
purificacion de la enzima, utilizando diferentes ogadimientos como:
centrifugacion, técnicas de precipitacion de pratei y la separacion con

cromatografia, y 3° la formulacion o preparaciohpteducto enzimatico en polvo,
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granulados o disoluciones (Castillo, Roldan, Bladdoertas, Caballero, Moreno-
Vivian, & Martinez, 2005).

= Manipulaciébn genética: en la cual se necesitan ega un determinado
microorganismo, donde las enzimas son clonadas gaea se produzcan en
condiciones mas idoneas (produccion especifica® lparatas (medios de cultivo
econémicos (Gonzales, Peréz-Gonzalez, Venturahan8anz, Fernandez, Vallés
Pifiaga, & Ramon, 1993). Por ejemplo la introduccal: genes fungicos en
levaduras o bacterias.

» Enzimas extraidas de plantas: se necesita realmaruptura celular de la parte de
la planta de donde se va a extraer la enzimazaritio métodos fisicos o quimicos,
obteniéndose asi el extracto crudo (EC); postesatense purifica siguiendo los

procedimientos mencionados anteriormente.

2.12 Fundamentos y mecanismo de accion de la crorogtafia de intercambio idnico,
de interaccion hidrofébica y en hidroxiapatita

2.12.1 Cromatografia de Intercambio I6nico

La cromatografia de intercambio i6nico es un métode permite la separacién de
moléculas basada en sus propiedades de cargdcalé8e compone de dos fases: la fase
estacionaria y la fase movil (Fig. 9). La fase @staaria insoluble lleva en la superficie
cargas electrostéticas fijas que retienen contesionoviles que pueden intercambiarse por
iones de la fase mavil, la cual suele ser una ulis@h acuosa con cantidades moderadas de
metanol u otro disolvente organico miscible conaague contiene especies ionicas
generalmente en forma de buffer. Los iones deagstgiten con los analitos por los sitios
activos de la fase estacionaria.

Desde finales del siglo XIX en los inicios de laroatografia de intercambio ionico, se
utilizaron caolines y zeolitas. Las resinas sing&iintercambiadoras de iones se produjeron

en 1935 y han encontrado una gran aplicacion canoel ablandamiento del agua,
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desionizacion del agua, purificacion de soluciorseparacion de iones, separacion de

proteinas.

El principio basico de la cromatografia de interbanonico es que las moléculas cargadas
se adhieren a los intercambiadores de forma rélersie modo que dichas moléculas
pueden ser asociadas o disociadas cambiando etm@mbdnico. La separacion mediante
intercambiadores i6nicos se realiza por lo genemaldos fases como se muestra en la
figura 9; en la primera fase, las sustancias araega unen al intercambiador utilizando
condiciones que originan una union fuerte y estabt®ntinuacion, se eluye de la columna
con buffers de diferentes pH o diferente fuerzacenen donde los componentes del buffer

compiten con las moléculas a separar, por los afifes sitios de unién de la resina

(Nelson, & Cox, 2008).
/\ Cromatografia

de 1ntercambio
10nico

Key: @ Large net positive charge
@ Net positive charge
@ Net negative charge
@ Large net negative charge

Polymer beads
with negatively
ed
funetional groups

Anine acid mixture is added
to column containing
cation exchangers.

Anmino acids move through the
column at rates determined
by their net charge at the |
pH being used. With cation
exchangers, aume acids ]
witha mare negative net charge
move faster and elute earlier.

Figura 9. Fase estacionaria y fase movil.

2.12.1.1 Tipos de Intercambiadores I6nicos

Los intercambiadores idnicos se clasifican en &ciddbasicos, fuertes o débiles, como se
muestra en la tabla 7. Los grupos sulfonatos X}$@ resinas acidas fuertes siguen ionizadas

incluso en disoluciones muy acidas. Los gruposaaid (-CO) de las resinas acidas débiles
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se protonan a un pH proximo a 4 y pierden su cdpdcde intercambio catiénico (Harris,
2001).

Los intercambiadores idnicos de celulosa y dextigum son polimeros de la glucosa, poseen
tamafios de poro mas grandes y menores densidadasgdey sirven para intercambio iénico

de macromoléculas como las proteinas. Un dextratrelazado por moléculas de glicerina se
vende bajo el nombre de Sephadex, otros intercaimtaa ibnicos basados en polisacaridos

son la agarosa y la poliacrilamida. EI Sephadex-BEgor ejemplo es un Sephadex de

intercambio anidnico que contiene grupos dietilaratio.

Tabla 7. Tipos de resinas de intercambio idnico.

Tipo de resina | Constitucion Forma usual selectividad Estabilidad térmica
quimica como se vende
Intercambiado | Grupos de &cidc| ®-SCs-H* Ag™>RLE"™>C<s>K"™>NH,>Na" | Buena hasta 150’

catiénico acido
fuerte

sulfénicos unidos al
copolimero de
estireno V|
divinilbenceno

SH*>Li"™>Zn">Cw™>Niy™>
Co'

Intercambiado| Grupos de 4&cid| R-COC-Na* H*>>Ag™>K*"™>Ng">Li" Buena hasta 100’
cationico acidg carboxilico unidog H*>>Fe™>Ba"™>SnL">Ca"™>
débil a copolimero de Mgz"
acrilico y
divinilbenceno
Intercambiado| Grupos de amoni| ®- I>fenolatc>HSC,>CIO; NOs | La forma OF-

aniénico base

» cuaternario  unidos

CHoN(CHy)s"

>Br>CN>HSO;>NO;>ClI>

buena hasta 50°C

fuerte a copolimero deCI HCOs>1035>HCOO>acetato | la forma CI- y otras
estireno V| >OH>F formas buenas
divinilbenceno hasta 150°C

Intercambiado | Grupos de pc- | ®-NH(R)," CI' | ®SCsH>citrico>CrC(s>H,SC, | Recomendad

anionico base
débil

> alquilamina  unidos
a copolimeros de
estireno Y

3%

divinilbenceno

>tartarico>oxalico>HPQO>
H3AsOs>HNOs;>HI>HBr>HCI
>HF>HCO,H>CH;COH>
H.COs

limitarse a 65°C

FUENTE: Adaptado de Khym, J.X. (1974). AnalyticahtExcange Procedures in Chemistry and Biology.
Englewood Cliffs, NJ: Pretince Hall.

Como se puede observar en la figura 10, el tama&figpalo de la resina determina el

acomodo de las moléculas que se quieren separaa Egsina donde existe un mayor

tamafio de los poros, el compuesto de la fase rmé\puede unir méas facilmente dentro de

los poros incrementando la cantidad de intercamobésd iOnicos teniendo una gran
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superficie de contacto, y no asi como en la reguma tiene poros pequefios donde las

moléculas tienen menor superficie de contacto

pora pequena (menar boro grande
de 6004) a2 {mayor de ?
' E00A, f-r

Figura 10. Tamafio del poro de la resina.

2.12.2 La cromatografia de interaccion hidrofébica

La cromatografia de interaccion hidrofébica aprineela hidrofobicidad de las proteinas para
promover su separacion, tiene como base utilizariréeracciones hidrofébicas entre los
ligandos hidrofobos inmovilizados y las regionegpotares de la superficie de las proteinas. La
adsorcion aumenta con alta concentracion de dal fase movil y la elucién se logra mediante
la disminucion de la concentracion de sal del eitg/gfase movil) (Melander & Horvath,
1977; Fausnaugh & Regnier, 1986; Roe, 1989).

2.12.3 La cromatografia en hidroxiapatita

La cromatografia en hidroxiapatita (biocristal fawdo de calcio, fosforo e hidrégeno,
Cao(POs)6(OHy)), fue introducida en 1956 para la separacionrdeemas y acidos nucleicos.
Las proteinas nativas pueden unirse muy fuertemerige hidroxiapatita, pero la retencion
decrece drasticamente con la desnaturalizacioasdgrbteinas. La hidroxiapatita se une tanto a
proteinas acidas como basicas, La superficie deiapatita tiene dos tipos de sitios de
adsorcion, uno es el dominio cargado positivameddade ocurre la adsorcion de los
componentes aniénicos, se componen de iones gasifge como intercambiador anidnico. El

otro sitio conlleva cambios negativos con ionedatosque puede ser considerado como un
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intercambiador catiénico. La cromatografia en hichpatita se lleva a cabo utilizando un

gradiente linear de buffer de fosfato a un pH @&gKRarger, 1996).

2.13 Electroforesis

La electroforesis es un método electroanalitico s@eutiliza para determinar el peso
molecular de proteinas. Se basa en el movimiewkesplazamiento diferencial de especies
cargadas (iones), sustancias neutras 0 migracisivgpgor atraccion o repulsiéon en un
campo eléctrico. Dependiendo de las caracteristighsmovimiento realizado por los
diferentes componentes de la muestra analizadegnpmsl determinar de una forma
cualitativa las diferentes sustancias que compolenmuestra. La determinacion

cuantitativa se puede llevar a cabo por diferemi&®odos.

Las particulas que presenten carga y que se enenesuspendidas en un medio actuaran
igual que un ion normal; si sometemos esta suspreasia accion de un campo eléctrico el
resultado sera la aparicibn de movimientos en l&yethtes particulas presentes en el
medio. Estas particulas pueden tener una cargdapmpresentar una que se deba al
fendmeno de adsorcién sobre una superficie detwsipresentes en el medio. En algunos
casos esta carga dependera del pH del medio emeete)encuentran, de tal forma que
existira un pH determinado en el que las particeéasomportan como particulas neutras.
Este pH se denomina pH isoeléctrico (Silvia, Gaia Castillo, Ania, & Gomez, 2006).
El movimiento originado en estas particulas detadta accion del campo magnético
(migracion electroforética) se ve alterado por seade de factores como, pH, temperatura,

corriente eléctrica, soluciones buffer, entre otros

a)- Clasificacion
Existen diferentes clasificaciones de la electess, una de las mas empleadas se basa en

la naturaleza del medio en el que se realiza lalgaru

1-Electroforesis libre o de superficie de separaammovil: se colocan dos disoluciones a

concentraciones diferentes bajo los efectos de ampo eléctrico y se observa su
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movimiento. Las proteinas con carga positiva irdcidnel catodo y las que presentan carga

negativa hacia el anodo.

2-Electroforesis de zonase puede llevar a cabo con soporte (papel, celugs.) o sin

soporte (electrodecantacién, gradiente de densidad)

2.13.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

Dentro de la electroforesis libre se encuentramgées de poliacrilamida que es una de las
técnicas mas ampliamente usadas para caracterizzclas complejas de proteinas. La
electroforesis en poliacrilamida es un método corerge, rapido y econémico a nivel de

muestra dado que se requieren solo cantidadesd de microgramos de proteina.

La poliacrilamida es un soporte empleado frecueetgéen en electroforesis en gel, es
guimicamente inerte, de propiedades uniformes,zcdpaser preparado de forma rapida y
reproducible. Forma, ademas, geles transparentegstabilidad mecéanica, insolubles en
agua, relativamente no ionicos y que permiten bwsaalizacion de las bandas durante
tiempo prolongado. Ademas tiene la ventaja de qui@ndo la concentracion de polimeros,
se puede modificar de manera controlada el tamafipato. En la figura 11 se puede

observar el equipo de electroforesis, que cuentauoa camara de electroforesis, soporte

para geles, cuiias de plastico, tapa, etc.

sis Cell
Casting stand
A % "

g - - 2% R
\' | |

s s

\ L
Sample Spacer plates Short plates
loading —— ‘\’T‘Tﬁ
aen e TR

Combs ﬁﬁﬁ

Figura 11. Equipo de electroforesis.
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2.13.1.1 Electroforesis en geles de poliacrilamidDS-PAGE

La electroforesis con SDS es un excelente métoda pkentificar y monitorear las
proteinas durante un proceso de purificacion; tdmbe emplea para la determinacion del

peso molecular de las subunidades de proteinas.

La estructura del detergente SDS empleado en deledectroforesis desnaturalizantes es
Ci2H2sNaQsS. El anion se une a las proteinas por adsorci@specifica (la mayoria de las
proteinas une SDS en la misma proporcion, 1.4 $e por gramo de proteina, cerca de 1
molecula de SDS por cada 2 residuos de aminoaddl DS desnaturaliza por completo
las proteinas y rompe las interacciones no covesdemiie determinan la estructura terciaria
y cuaternaria. Los grupos alifaticos dodecil seocah en el interior, mientras que los
grupos sulfato en la superficie y todos los congslepDS-proteina toman carga neta
negativa (que excede la carga intrinseca de lasneadde aminoacidos). Las proteinas
reaccionan con SDS a relativamente alta concedtrapero se ha demostrado que 0.4 %
de SDS es el nivel minimo necesario para satusasitins de union de la proteina, sin

embargo, se emplea 1 % para lograr un margen deigagd (Garcia, 2000).

El Rf (movilidad electroforética relativa) es unadida convencional de la movilidad de la
proteina relativa al frente de migracion y se defiomo la distancia desde el inicio del gel
separador hasta el centro de cada banda dividida landistancia a la que ha migrado el
ion lider. Las Rf de las proteinas en estos gedeisw en forma lineal con el logaritmo de
sus masas moleculares. En la préactica, la masecatatede una proteina se determina al
someterla a electroforesis junto con varias pragifmarcadoras” de masa molecular

conocida, en un rango que implica al de la protdénnterés.

2.13.1.2 Formacion del gel de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida habitualmente se obtigmor la polimerizacion de moléculas
de acrilamida y N,N-metilén-bis-acrilamida, disaslen un tampon adecuado. Requieren la

accion de un polimerizador, que suele ser el ptsuhmoénico. Al disolverse en agua,
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produce radicales libres, que a su vez induceprfadciéon de numerosos radicales libres
en la acrilamida, permitiendo de esa manera smpokacion. La gelificacién se consigue
debido a la formacion de enlaces cruzados pordaepcia de la bisacrilamida. De esta
manera se obtiene una malla de cadenas de acidamldproceso de polimerizacion
también le se afiade tetrametilén diamina (TEMED®, €s un estabilizador de los radicales
libres (Roca, Oliver, & Rodriguez, 2003).

Esta reaccion es fuertemente inhibida por altoslessde oxigeno (Moi, Chan, Becker, &
Chalmers, 1999), por lo que la solucion debe ssgaigficada para lograr una formacion
reproducible de gel. Hay muchos factores que des@ampuna funcion importante en la
separacion electroforética, como son pH, fuerze&c&rgradiente de potencial, tiempo de
corrida, concentraciones de acrilamida y bisacidametc. En la practica las condiciones
Optimas de una buena separacion, se determinamiregpéalmente, con el andlisis de la
influencia de los diferentes factores en la elégtasis en cuestion. La naturaleza de la
muestra sirve de guia para alcanzar las condicienda que se deben obtener los mejores

resultados (Hooper, 1999).

El tamafio de poro de los geles de poliacrilamiéa&ideterminado por la concentracion de
poliacrilamida (acrilamida-bisacrilamida) en el geken el nimero de entrecruzamientos
entre moléculas. Normalmente se utilizan conceiatnes de poliacrilamida entre el 3 y el
15% vy la concentracion de bisacrilamida se encaeabrededor del 5% del total de
acrilamida presente (Roca et al., 2003). En larfigli2.A. se observa la reaccién de
polimerizacion de la formacion del gel de poliaamida y en la figura 12.B.se muestra un

ejemplo de un gel de poliacrilamida con una sep@nade moléculas.

CH,=CH CH, =CH CH,— CH—CH, —CH—CH,—CH— e -
| + | | | | v -
o gm0 =0 | S
- L
NH, rluu s—n NH, II\JH NH, —
acrilamida CH, CH, -
| - | ) bt e
NH (iniciada por NH, NH xlw,

t=o persulfato y t=0 ¢=0 =0 B =
. I TEMED) | | |
CH, =CH CHy— CH—CHy— CH—CH, — CH—
’ H
bisacrilamida

poliacrilamida

Figura 12. A. Formacién de gel de poliacrilamida.yGel de poliacrilamida.
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2.14 Orégano Qriganum vulgareL.)

2.14.1 Historia

Su nombre botanic®riganum vulgare deriva del griego y significa, "esplendor de la
montafia”. Es una planta originaria de Europa Cknttaridional y Asia Central. Los

espafoles introdujeron el orégano en México (Kasz2004).

2.14.2 Descripcion

Planta herbacea que erecta puede alcanzar de 80cen &le altura, con tallos erectos,
filosos y aromaticos; hojas ovales, pecioladastattas o enteras. Flores rosadas o blancas
de hasta 7 mm, reunidas en inflorescencias reddadeserminales con estambres

sobresalientes (Fonnegra, & Jiménez, 2007).

2.14.3 Parte util

Las hojas y sumidades floridas desecadas, tien@toumromatico, agradable y sabor algo
amargo que contienen aceite esencial. La esencia #guido de color amarillo a pardo,
cuyo principal componente es el carvacrol; tamsénpuede hallar timolg-pineno,
terpenos, etc. El aceite esencial se utiliza comtongrobiano y antiséptico, y también
posee actividad antioxidante. Los compuestos meadms también ayudan a proteger la
planta contra herbivoros. Sin embargo, la comp@sigila cantidad de aceite esencial varia
fuertemente entre las poblaciones de orég@rménum vulgare L.)A pesar de grandes
esfuerzos para criar variedadesQlgganum vulgare Lcon un mayor proporcion de timol

y carvacrol para uso farmacéutico y el interésosrtérpenos como defensas de las plantas,
se sabe poco acerca de los factores molecularesnuiedntes de la biosintesis y la

composicion del aceite esencial.

La hoja del orégano se usa no solo como condiméatalimentos y conservacion del
mismo sobre todo en la elaboracion de carnes vy #aoisu(Beddows, Jagait, & Kelly,

2000), sino también en la elaboracion de cosmétiémsacos y licores; motivos que lo
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han convertido en un producto de exportacion. Adaimente, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMSgstima que cerca del 80% de la poblacion en el mwsd extractos

vegetales o0 sus compuestos activos (Dubey, Kumarjgathi, 2004).

2.14.4 Quimiotaxonomia del géner@riganum

Existen diversos estudios sobre la composicion igairdel orégano, usando extractos
acuosos y sus aceites esenciales (Pascual, Sldbangtero, Sanchez, & Villar, 2001). Se
han identificado flavonoides como la apigenina Yy luéeolina, alcoholes alifaticos,
compuestos terpénicos y derivados del fenilprop@ustesen, & Knuthsen, 2001). En
Origanum vulgare se han encontrado los &cidos: coumérico, ferulicaféico, p-
hidroxibenzaoico y vainillinico.

2.14.5 Usos del Oréganddfiganum vulgareL.)

Los usos medicinales que se le han dado al oréganopara combatir: los dolores
menstruales, la regulacion de la menstruacion, etimlgases, colicos abdominales
(Monigatti, Bussmann, & Weckerle, 2013) y ayudaoanbatir la diarrea (Kujawska, &
Hilgert, 2014).

Para disminuir la rancidez de aceites y grasakasesado antioxidantes sintéticos como
ter-butil-4-hidroxianisol (BHA) y ter-butil-4-hidpeatolueno (BHT). Sin embargo, en varios

paises esta restringido su uso, porque estos Bf#it®gs parecen causar un efecto
indeseable en enzimas del higado y pulmon humdnatafiet al, 1983). Por esto se ha

centrado la atencion en plantas comestibles comotdés de antioxidantes naturales
seguros y mas efectivos, entre ellas especias, @végano, salvia, romero y tomillo, y

también canela y cebolla. También se ha reportddefezto antioxidante de cinco

compuestos fendlicos aislados de extractos metarsidiel oreganddriganum vulgare L,)

siendo uno de ellos el &cido rosmarinico (Lindi&Bertelsen, 1995).
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2.14.6 Estudios de Oréganddriganum vulgareL.)

Se ha estudiado la efectividad del aceite esedeiarégano@riganum vulgare L.para
inhibir el crecimiento de levaduras que descompolten alimentos. Los datos que
obtuvieron confirmaron que el aceite esencial delgano tiene un alto potencial
antimicrobiano y sus compuestos quimicos son ttdgiramente seguros para el consumo

humano (Souza, Stamford, & Trajano, 2007).

El aceite esencial de orégan@riganum vulgare L.)inhibié significativamente la
viabilidad deStaphylococcus aureug otras baterias patdgenas en alimentos por lo que
posee potencial en la disminucién de enfermedadasritidas por lo alimentos (Carneiro,
da Conceicdo Gomes, Vieira, Siqueira, Basilio, &td @e Souza, 2009). La actividad
antimicrobiana del aceite esencial ha sido atrdbaicdu compuesto fendlico mayoritario, el
carvacrol (CAR). El carvacrol posee caracteristiudsofobicas e interactia con diferentes
organulos bacterianos, particularmente con la mangbcitoplasmatica y la pared celular,
lo que provoca la pérdida de diferentes constittggercelulares, el colapso de las

estructuras de membrana y en ultima instanciaukerta celular.

Otros investigadores han reportado que el oréganiggnum vulgare L).tiene funciones
antioxidantes en alimentos, también es utilizadmacan antiespasmoédico que ayuda al
tracto respiratorio y finalmente que en los alimentiene funciones antibacterianas y

antifingicas (Alonso, 2004).

a) Actividad antifungica

El aceite esencial de orégano, empleando 0,25 mg¢mkesponsable de la inhibicion
completa deCandida albicans in vitrotanto en el crecimiento del micelio como en la
germinacion. Los estudios en ratones han demostyadcel aceite esencial del orégano
(Origanum vulgare L.gs 100 veces mas eficaz que el &cido caprilico glaranarCandida
albicans(Roberts, O’'Brien, & Subak-Sharpe, 2001).
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Estudios realizados en 2010 por Almeida y colabmesititulado: “Efficacy of Origanum
essential oils for inhibition of potentially pathegc fungi”, muestran mas evidencia de la
actividad antifangica del orégano. En este estediplearon aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare D).y de mejoranad@riganum majorana ). Las dosis empleadas del
orégano Qriganum vulgare ) fueron 80uL/mL y para la mejoranadriganum majorana
L.) 160uL/mL, siendo esta la concentracion minima inhilgtqMIC). El aceite esencial
proporciond un efecto fungico cont@andida albicansATCC 7645. Después de 4 horas
de exposicion al aceite esencial con una concedtrade 80uL/mL se observd una
inhibicion del 100% del crecimiento radial del nliceLas fugas de citoplasma, la pérdida
de pigmentacion y la estructura de células rotdisamon la degeneracion de la pared de los
hongos. Estos resultados sugieren que el aceiteiasde oréganodriganum vulgare 1)
podria ser considerado como un compuesto antifangictencial para controlar el
crecimiento de hongos patdégenos y la aparicionnfiecéiones fangicas (Almeida, de

Oliveira, Nunes, de Oliveira, Leite, & Barbosa, an1
b) Actividad antiparasitaria
El uso de una emulsiébn de 600 mg orégano, permaiteompleta desaparicion de

Entamoeba hartmann{amebas) Endolimax nana(parasito), y Blastocystis hominis

(parasito), en estudios realizadowvivo en el afio 2000 (Force, Sparks, & Ronzio, 2000).
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1. JUSTIFICACION

El uso industrial que tienen las enzimas es muyliangpimportante, a continuaciéon se
enumeran sus aplicaciones: industria de elaborad®ia pulpa del papel, industria de
elaboracion de detergentes, industria textil, itriudde fabricacion de cueros, industria
farmaceéutica, industria de alimentacion animal yiddustria alimentaria (Gacesa, &
Hubble, 1987). En la industria alimentaria se zdifi las enzimas para la elaboracion de:
productos lacteos, vinos, cervezas, condimentas gamnes, elaboracion de pan, asi como
la produccion de jarabe de glucosa y fructosa, stepia y finalmente la elaboracion de

refrescos y jugos.

Mencionadas las aplicaciones de las enzimas, paleowoborar su importancia. La
relevancia de la extraccion y purificacion de laiera hidroperéxido liasa (HPL), radica en
gue la HPL es necesaria para la formacion de costpsievolatiles provenientes de
derivados de acidos grasos (Negre-Zakharov, Lomglaieva, in Osbourn, & Lanzotti,
2009). Los compuestos formados de 6 carbonos migpan a flores, frutas, plantas y
verduras de un aroma caracteristico, él cual esatl@ “olor fresco” u “olor verde”.
Compuestos como el hexanal proveen una descripei@iores afrutados y verde intenso;
y el (E)-3-hexenal imparte olores citricos, a naranjaresloserdes y olor a act&igot et
al., 2010). Estos aldehidos son adicionados a proslucbmo jugos y refrescos para

conferir olores frescos.

Conociendo la trascendencia del origen del aromdloges, frutas y plantas; y de la
tendencia actual de consumir productos minimanmeoeesados, los aldehidos, productos
de la enzima hidroperoxido liasa a partir de préakicnaturales estan adquiriendo
relevancia. Se conoce la manipulacién genéticaommyds, bacterias y levaduras para la
produccién del HPL; sin embargo, los consumidore§igren los productos mas naturales.
En este trabajo se pretende extraer la enzima Hp&rte de una fuente natural aun no
utilizada para la extraccion de esta enzima, cameslel orégano. Se sabe que el orégano
se utiliza como especia para la elaboracion deealios 0 como medicamento para el alivio
de algunos malestares, ademas de las aplicaciehasaite del orégano como antioxidante
natural ayudando a combatir enfermedades transmifidr alimentos (ETAS).
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IV. HIPOTESIS

El método de extraccion propuesto, mejorara la eatnacion de la proteina asi como su
actividad enzimatica, obteniéndose valores igualesuperiores a los reportados en la

literatura.

El uso de cromatografia de intercambio i6nico peranuna purificacion de la enzima

hidroperoxido liasa igual 0 mayor a los reportaeioga literatura.

V. OBJETIVO GENERAL

= Extraer la enzima hidroperéxido liasa del orégaf@yiganum vulgare ) vy

purificarla en una primera etapa utilizando crorgedfia de intercambio i6énico.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Proponer una metodologia de extraccion para lamenzHPL del orégano
(Origanum vulgare L) que permita obtener una enzima mas pura, astrdeda

revision de diferentes articulos cientificos.

» Purificar la enzima extraida del orégano en unangma etapa mediante la

cromatografia de intercambio ionico.

= Caracterizar la enzima mediante la determinaciéradactividad enzimatica, la
concentracion de proteina y la deteccion por elémiesis, en las diferentes etapas

de obtencién de la misma.
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VII. METAS

1.- Efectuar la revisién bibliografica durante &alizacion y redaccién del protocolo y la

tesis hasta su culminacion.

2.- Obtener un extracto crudo a partir de las hdg@srégano, con la enzima HPL y con el

menor porcentaje de impurezas.

3.- Obtener la enzima HPL purificada, en una pranetapa mediante cromatografia de

intercambio i6nico.
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VIIl. PROCESO METODOLOGICO

La metodologia presentada se basé en la revidgodtres articulos cientificos, los temas
basicos fueron; extraccion de enzimas, determinad la concentracion de proteinas,
determinacion de la actividad enzimatica, electesis y purificacion de la enzima
hidroperoxido liasa extraida de fuentes vegetédsdyabajos revisados fueron; Purification
and characterization of hydroperoxide lyase fromammth tricolor Amaranthus
mangostanus .. leaves (Longet al, 2010), Sugar beet leaves as new source of
hydroperoxide lyase in a bioprocess producing gre#a aldehydes (Rabetafilet al,
2008) y Purification, stabilization and charactatian of tomato fatty acid hydroperoxide

lyase (Suurmeijeet al, 2000).

8.1 Reactivos y Materiales

Enzima Lipoxigenasa (SIGMA-ALDRICH), Acido linoleaic(SIGMA-ALDRICH), Acido
linolénico (SIGMA-ALDRICH), Tritobn X-100 reduced (SMA-ALDRICH), Tris-Base
(Tris (hydroximethyl) aminomethane) Electrophoregigity reagent 99.8% (BIO-RAD)
Hexano (SIGMA-ALDRICH), Acetona (Fermont), Resin® YOPEARL DEAE-650 M
Contenide: Modified methacrylate copolymer in 20§aeous ethanol TOSOH (SUPELCO
Analytical), SDS Sodium dodecyl sulfate (BIO-RADGlicina (BIO-RAD), Azul de
bromofenol (BIO-RAD), B-mercaptoetanol (BIO-RAD), Glicerol anhidro 99.9%
(J.T.Baker), Eter etilico (J.T.Baker), L-cisteirmélytyka).

8.2 Preparacion de sustratos para la enzima HPL

La obtencién del &cido 1Sfhidroperdxioctadeca-4),11(E)-dienoico (13-HPOD) se
realizé a partir del acido linoleico y el acido $Bhidroperdxioctadeca-2§,11E),15Z)-
trienoico (13-HPOT) a partir del acido linolénicee pesaron en una balanza analitica 15
mg de la enzima lipoxigenasa (LOX), y 200 mg del@dinoleico o linolénico. Después de
pesarse, se afiadieron en un Matraz Erlenmeyerldgudto con 200 mL de tampon de

glicina 0.2 M (pH=9). La mezcla se mantuvo en ajita durante una hora a una
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temperatura de 25°C y en presencia de oxigeno 2Zfmiin a una presion de 0.1 Bar para

llevar a cabo la oxidacion de los acidos grasos.

La enzima lipoxigenasa se inactivo con la adiciérHeSQy hasta alcanzar un pH=3. Los
hidroperéxidos formados se extrajeron con un volugguivalente 1:1 (v/v) de éter etilico
con la ayuda de un embudo de separacion, estespaszalizd 2 veces. La fase organica
recuperada se seco con MgSidhidro. La separacién de los hidroperéxidos weletilico

se realizo utilizando un rotavapor. Los hidropedosi se recuperaron con etanol y se
almacenaron a -20°C. La concentracién de los hatpgdos se realizé midiendo la
absorbancia a 234 nm utilizando un espectrofot@ménodel UV765 UV-Visible),
mediante la ecuacién de Lamber-Beer~25,000 Micm!, b=1cm) se calculd la

concentracion de hidroperoxidos (Gargaairal., 1996).

8.3 Extraccién de la enzima HPL

Se compré oréganoOfiganum vulgare L.)fresco, se lavd con agua corriengese
eliminaron hojas de otras plantas y pastos. Seéeah secado ligero al orégano con papel
absorbente, después se desprendieron las hojassdallbs y solo las hojas sanas se
recolectaron en un vaso de precipitados de 1 Beopesaron 100 gramos de hojas y se
molieron en una licuadora con 300 ml de buffer afdto de sodio (0.1 M, pH 7), que
contenial0 mM de cisteina y 0.3% (w/v) de TritériOGR. El homogeneizado se filtr6 a
través de cuatro capas de manta de cielo. El ¢atcagdo se agitd manualmente durante 1
hora y 45 minutos a 4°C, después el extracto csedmntrifugé (Fisher centrific centrifuge

Model 225) a 5100 rpm durante 90 min y se recolettbbrenadante.

Por otro lado se obtuvo un segundo extracto crpdm obtenerlo se siguieron los pasos
anteriores solo que en este caso no se agregdé ¥HOOR al buffer de extraccion. Este
experimento se realizd6 con la finalidad de compéaaactividad de la enzima HPL en
presencia y ausencia de éste detergente. A laacexdrcrudos se le realizaron mediciones
de concentracion de proteina y de actividad enmmabebido al problema detectado en

previos estudios de extraccion de la enzima HPUifmentes plantas, ocasionado por la
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gran cantidad de clorofilas que impedia una buetecdion de la enzima en electroforesis

se implement6 una metodologia para la separacigiod#ilas del extracto crudo.

8.4 Determinacion de concentracion de proteina pal método de Bradford

Para la determinacion de proteinas primeeo realiz6 una curva de calibracion con
albumina bovina (BSA) a una concentracion de 0.5whga partir de esta se prepararon
una serie de diluciones con diferentes conceninasiq0.005-0.025 mg/mL). De cada
dilucién se tomaron 10QL que se mezclaron con 1.0 mL del reactivo de Bradfy

después de 5 minutos a la oscuridad se leyo latzdosmia a una longitud de onda de 595
nm (espectrofotometro SPECTRONIC® 20 GENESY)S Con los datos obtenidos se
realizé una curva de calibracion graficando conmeeitdn de proteina contra absorbancia

(tabla 8).
Tabla 8.Curva estandar para la concentracién deipeoa 595 nm.

Muestra Estandar Agua Reactivo de| Concentracién | Absorbancia

(0.5 mg/mL) | destilada Bradford de proteina
pL pL pL (mg BSA/mL)

Blanco 0 100 1000 0.00 0.000

1 10 90 1000 0.005 0.125

2 20 80 1000 0.010 0.238

3 30 70 1000 0.015 0.343

4 40 60 1000 0.020 0.502

Posteriormente se determind la concentracion deeipe de las muestras, para esto se
agregaron 10QL de cada muestra y 1.0 mL del reactivo de Bradéradeldas de plastico,

se mezclaron y se dejaron reposar por 5 minutasasduridad. Se leyd la absorbancia a
una longitud de onda de 595 nm. Con los datos derbéncia obtenidos se realizaron las

interpolaciones correspondientes para conocemeertracion de proteina de las muestras.

8.5 Actividad enzimatica
La actividad enzimatica se obtuvo con la lecturgpéelida de absorbancia a una longitud

de onda de 234 nm con respecto al tiempo (minusesiitilizé un espectrofotometro UV-
Visible modelo UV765 (HINOTEK). La actividad enzitiga pudo ser leida, debido a la
escision de los 13-hidroperéxidos (13-HPOD o 13-HpPQue son los sustratos de la
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enzima HPL. La reaccion se llevé a cabo con 3.0deimezcla que contenia: i0 de 13-
HPOT (10 mM y 24 mM), fuL de la solucion que contenia la enzima HPL y 2985e
buffer fosfato de sodio 0.01 M (pH=6). Se utilizé blanco el cual no contenia los
hidroperoxidos. Se define una unidad enziméticacgola cantidad de enzima que se
necesitd para catalizar la ruptura dgnol de 13-hidroperéxidos (13-HPOD o 13-HPOT)

por minuto.

Formula para calcular la actividad total de la enzma

m .z
—svolumen de reaccion

Actividad= b

volumen de extracto que contenia la enzima

m= pendiente (absorbancia vs tiempo (min))  volumen de reaccién = 3.0 mL
g= coeficiente de extincion moIaz;ZSOO(f% volumen de extracto que contenia la

enzima = 0.005 mL

8.6 Precipitacion con sulfato de amonio

Se midid el volumen del extracto crudo para condaetantidad de sulfato de amonio
necesaria para alcanzar una saturacion del 50%Afexo 2). Al extracto crudo se le fue
agregando la sal lentamente en pequefas proposcaumante un periodo de una hora
durante la cual se mantuvo en agitacion. Despuésezcla se mantuvo en agitacion
durante otros 105 minutos &Gl Pasado este tiempo la mezcla se coloco en undende
separacion dejandose reposar durante 12 hordS, aldspués se separo la fase inferior que
contenia la enzima HPL y se elimind la fase supgsmrque contenia lipidos. La fase
inferior se centrifugé a 5100 rpm durante 15 mif@, eliminAndose nuevamente la fase
superior que contenia lipidos. La fase inferiodisdizo en un buffer A (Tris—HCI 20 mM,
pH 8.5 diluido 3 veces) durante 60 horas, se dtilina membrana de dialisis de celulosa
(33 mm anchura plana, MW09511). El dializado queteoia la enzima se almacend a 4°C

para su uso posterior.
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8.7 Purificacion

8.7.1 Preparacion de la resina

Para la preparacion de la resina TOYOPEARL DEAEMS58e siguieron los siguientes
pasos:

Primero se calcul6 el volumen de resina utilizad@duerdo a la siguiente ecuacion:

Foérmula para calcular el volumen de resina
V = IT*r 2|
r = radio de la columna = 0.75 cm I= longitud de la columna= 12.4 cm

V=21.9 mL + 20% de exceso = 26.4 mL de resina TEBE@RL DEAE-650M

La ecuacion involucra las caracteristicas de larnoh (tabla 9) para poder calcular el

volumen necesario de resina mas un 20% de excdaasma.

Tabla 9. Caracteristicas de la columna MT20 (BIORAD

MT20
Volumen de la columna (mL) 21.9
Dimensiones de la comuna (mm 15x124
Méxima operacion de presion (ps|) 500

Segundo, el frasco se agitdé vigorosamente paraoswdenizacién, posteriormente se
midieron 35.04 mL de suspension de resina TOYOPEARHAE-650M, tomando en

cuenta que 4 volumenes de la suspension son igadleslimenes de resina.

Tercero, la suspension se vacio en un vaso depjieglis y se le adicionaron 4 volimenes
de agua destilada (Fig. 13). Después se agitdé aggonente con una varilla de vidrio
durante 3 minutos y se dejo reposar durante 40tosn&l tiempo de reposo determina el
tamafio de particula que se quiere obtener (panatencion de una particula de tamafo
fino el tiempo de reposo debe ser de 30-45 minul&@YOPEARL Column Packing
Manual).
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Figura 13. Preparacion de la resina.

Cuarto, una vez precipitada la resina se eliminddaezantacion el sobrenadante el cual
contenia particulas innecesarias. Los pasos doesy e realizaron dos veces mas.
Finalmente se realiz6 un cuarto lavado, para €l seisustituyd el agua destilada por la
solucion tampon que se empled para la primera el@gairificacion. Una vez preparada la

resina se procedié a empacar la columna (Anexo 3).

8.8 Primera etapa de purificacion

Para la realizacion de la primera etapa de pucificase siguieron los siguientes pasos:
La columna empacada se equilibré6 durante 30 mimnasun buffer B (20 mM de Tris—
HCI, pH 8.5) que se hizo pasar a una velocidad. 2% rmL/min. Posteriormente se hicieron
pasar 180 ml del extracto dializado previamenteafib en filtros de nylon de 0.46n
(SARTORIUS) a una velocidad de 1.25 mL/min. La er&ise eluy6é con un buffer C (20
mM Tris—HCI, pH 8.5 + 0, 0.25, 1.00 y 1.25 M de Nja& una velocidad de 1.50 ml/min.
Todas las soluciones se prepararon con agua destikegasificada (Sonicador SB-
3200DTN ULTRASONIC CLEANER), y desionizada, (Deipador MILLIPORE
Simplicity Millipore, France). Para purificar la #ma se utilizd un sistema de
cromatografia de intercambio iénico (BIOLOGIC LP REIMATOGRAPHY SYSTEM,
BIO-RAD) (Fig. 14), el cual cuenta con un colecamtomatico (Fraction Collector 2110,

BIO-RAD) que permite recuperar las fracciones elsid
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Figura 14. Sistema de cromatografia y colectoraiecfones.

8.9 Electroforesis

Las fracciones eluidas fueron concentradas en twl@osentrifugacion (3000 MWC,
MILLIPORE) de 3 mL, se centrifugé (IEC HN-SII CENTRIFUGE INTERTIONAL

EQUIPMENT COMPANY USA) a 2000 rpm durante 4 horggoximadamente. La
concentracion de la proteina se llevo a cabo atbajperatura.

Por otro lado, 5 pL del marcador (SDS-PAGE MolacWeight Standards, Low Range,

BIO RAD) (tabla 10) fueron mezclados con 475 pLtdepon de almacenamiento del

marcador (Anexo 4.1) y 25 pL @emercaptoetanol.

Tabla 10. Proteinas contenidas en el estandarsies peoleculares.

Proteinas Peso molecular
(Daltons)

Fosforilasa b 97400
Albumina sérica 66200
Ovoalbumina 45000
Anhidrasa carbénica 31000
Inhibidor de la tripsina 21800
Lisozima 14400
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Se midieron 24 pL de la fraccién eluida fueron nedms con 6 pL de tampon de
almacenamiento de muestra (Anexo 4.2). Las mueghmarcador una vez preparados se
calentaron a 9% durante 5 minutos (Fig. 15) para desnaturaligarlo

Figura 15. Desnaturalizacion de las muestras.

Se colocé el gel de electroforesis al 12% de polanida (BIO-RAD) dentro de la camara
de electroforesis, la cual se llené con el tampdeatrida 1x (Anexo 4.3), se agregaron 20

pL de muestra y 10 pL de marcador. La electroferssirealizé6 a 200 volts (V) y 0.05
Amperes durante 80 minutos (Fig. 16).

Figura 16. Equipo de electroforesis.

El gel se tifio con una solucién de azul de Coorad®s250 (Anexo 4.4) durante una hora y
se destifio con la solucién decolorante (Anexo disante un periodo de 16-24 horas,

durante el periodo de tiempo se realizaron var/ostios de la solucion decolorante.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Produccién del sustrato para la enzima; el actd 13@)-hidroperdxioctadeca-
9(2),11(E)-dienoico (13-HPOD) y el acido 13&)-hidroperéxioctadeca-9¢),11(E),15)-
trienoico (13-HPOT).

Cuando los hidroper6xidos fueron recuperados selizéeaun barrido en el
espectrofotémetro UV765 UV-Visible (HINOTEK) en wango de longitud de onda de
200-400 nm para corroborar que los hidroperoxidesdn sintetizados. En la figura 17 se
puede observar un pico a una longitud de onda den@8 En las referencias indican que
los hidroperéxidos absorben a una longitud de odda234 nm (Gargouri, Drouet,
Hervagault & Legoy, 1996). Se realizaron los cdsutorrespondientes para conocer la
concentracion de los hidroperéxidos utilizandodaaeion de Lambert-Beer (A s*c*b),

se empleé un coeficiente de extincion molar de Q500'cn?, los resultados de
concentracion de hidroperoxidos fueron: 25 y 48 mMa el 13-HPOD y 13-HPOT

respectivamente.

288 . Bnm

Pico observado a 234 nm

-8.082L___._,
208 .8

[ Zoon

Figura 17. Barrido en el espectrofotémetro de 200+4m.

Se realizaron pruebas preliminares de actividadnétiica (datos no mostrados) en los
extractos crudos del orégano utilizando ambos awostr(13-HPOD, 13-HPOT) con la

finalidad de utilizar el sustrato con el cual laziema HPL obtuviera los valores mas
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elevados de actividad. Se encontré que la enzimh #d orégano tiene una mayor
actividad total con los hidroperoxidos provenierdesacido linolénico (13-HPOT), por lo

gue en etapas posteriores se utilizo éste sustrato.
9.2 Extraccion de la enzima HPL
El orégandOriganum vulgare L.pmpleado provino del municipio de Villa Tejupamlde

Unién, que cuenta con una extension territoriaf 45 knd, colinda al oeste con Villa de

Tamazulapam del Progreso a 40 minutos de la Hecaidad de Huajuapan de Ledn.

Figura 18. Oréganddriganum vulgare 1)

Al orégano(Origanum vulgare L.ye le eliming la materia extrafia posteriormentese y
se secO (Fig. 18). Después se recuperaron las Bejaesaron 100 gramos y se licuaron en
una licuadora marca Oster con 300 mL de buffeodfafo de sodio 0.1 M pH 7.0.

Mejora del método de extraccion de la enzima hidrogroxido liasa

De acuerdo a las referencias utilizadas por Leingl, (2010), Rabetafikat al, (2008) y
Suurmeijeret al, (2000); en su proceso metodoldgico para la esitba de la enzima HPL
utilizan como reactivos: Triton X-100, EDTA, Cistai polivinilpirrolidona K-30y buffer
fosfato de sodio, HEPES o Tris-HCI. Este extraaoulilizan directamente para la
determinacion de la concentracion de proteina graghacion de la actividad enzimética.
En pruebas preliminares de laboratorio de la Usidad Tecnolégica de la Mixteca se

siguio la metodologia de los autores mencionadbteni#éndose como resultado que la
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enzima no se podia detectar en electroforesis SAE=Rcomo se observa en la figura 19,

debido a elevadas concentraciones de clorofileejtes de las plantas que impedia que la

muestra corriera en el gel.
1 5 10

: _1:-.,.',!' "..Il:y-}’ _]r‘
b e

“r
474
642
]
450 ?

na

13

i
-

:-:'a.
C
g0

|
|
T dm—

Figura 19. Electroforesis SDS-PAGE de diferentdsetos de plantagarril: 1-marcador, 2-
Origanum vulgare L.3- Thymus vulgaris L4- Palma ebraheadulcig- Rorippa nasturtium-aquaticum (L.
6- Cymbopogon citratus (DC.J- Crotalaria longirostrata(Leg)8- Heterothecainuloides Cas$®; Persea
americana Mill.10- Artemisia absinthium L.

Debido a los antecedentes en este proyecto deetegsmer lugar se tuvo que buscar la
forma de eliminar estos compuestos, para lo cuakakézd una revision bibliografica de
extraccion de clorofilas (Nelsaat al.,2008; Goodwin & Mercer, 1983; Seymour, Taylor &

Tucker, 1993) quedando el nuevo método de extrac®da siguiente manera:

[72)

Molienda en licuadora (4 veces x 30 s) de la
hojas de orégano en Buffer de fosfato de sodio| 0.1
M pH=7, 10 mM cisteina, 0.3%Triton X-100

Agitacion manual durante 90 minutos a 4°C.

$

Filtracion en 4 capas de manta de cielo

Extraccion de clorofilas

lipidos con una mezcla

hexano: acetona (3:2)

Centrifugacién 90 minutos a 5100 rpm

¥

Obtencion del extracto crudo

Figura 20. Diagrama para la obtencion del extraaido.
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Al realizar la extraccion de clorofilas y lipidosrcla mezcla de hexano acetona se obtuvo

un volumen aproximado de 300 mL de extracto crugodlor café-verde intenso.

Fase superior
Fase intermedi

Fase inferior

Figura 21. Extraccion de clorofilas.

En la figura 21 se pueden apreciar tres fasesria guperior contenia hexano y clorofilas,
la parte del centro contenia hexano y acetonapatte inferior correspondio al extracto
crudo que contenia a la enzima hidroperoxido li&daextracto crudo tenia un olor de

orégano y acetona, debido a que el extracto stvidisn la acetona.

La mezcla de hexano-acetona se dejo reposar atriasrds en refrigeracion para recuperar
la mayor cantidad de la enzima. Una vez que sevol#lextracto crudo éste se centrifugo
por 90 minutos a una velocidad de 5100 rpm. Conpusde observar en la figura 22, en el
extracto crudo se obtuvo un precipitado de coloderéntenso de consistencia pastosa, que
posiblemente contenia restos celulares y clorofqae no fueron extraidas con los

disolventes. Al sobrenadante se le midié activielazimatica y concentracion de proteina.
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Figura 22. Extracto crudo centrifugado durante rhftutos.

En el trabajo de Evaluacion de Los procesos deaksitin y Purificacion de Los
compuestos endulzantes de la hoja Stevia RebaudiangVvanina & Toselli, 2008),
mencionan que el extracto obtenido de las hojaStdeia; es una solucidon oscura que
contiene los principios endulzantes, con una sigi@articulas comolorofila, lipidos y
taninos, que le confieren un color y un aroma rseddo para su uso como edulcorante, por
lo que fue necesaria la eliminacién del color détaeto. En Algunos procesos previamente
remueven la grasa de las hojas utilizando solverae® cloroformo diexanoy con estos
disolventes se realiza la eliminacion preliminar ateites esenciales, clorofila y otras
particulas apolares. (Tanalet al., 1982; Kinghornet al.,, 1982). Con base a esta
informacion se empled el hexano como disolvente gatraer clorofilas y lipidos del

extracto crudo obtenido del orégano.

Nelsonet al., 2008; Goodwinet al., 1983; Seymouet al., 1993 mencionan que para la
extraccion de estos compuestos quimicos en planfastas emplearon una mezcla de
disolventes organicos (hexano:acetona, 3:2). Ria gaamo de fruto u hojas se afadieron
2 mL de esta mezcla. Todo esto se realizd en ttadpaxlos para que se pudieran mezclar
bien los disolventes, y se agitaron vigorosamemi@ jgue los pigmentos se extrajeran,
finalmente se centrifugan durante 5 minutos a 4@PO. Para este estudio se tomo esta

referencia modificando la cantidad de la mezclagapa al extracto, la cual fue de 1:1.

El método de extraccién utilizado es liquido-liquinl lamada extraccion con disolventes;
gue consiste en la separacion de los constituyeletesma mezcla liquida por contacto con
otro liquido inmiscible (parcial o totalmente ingilde). Si los componentes de la mezcla
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original se distribuyen de forma diferenciada ema® dos fases liquidas, se produce un
cierto grado de separacion, que puede acentuarda pombinacion de etapas multiples.
Este método de extraccion de clorofilas y lipidekextracto bruto que contenia la HPL fue
adecuado, pues si se utilizaban métodos con irntob@dlu de calor la enzima se podia

inactivar la enzima.

Entre otros puntos puede mencionarse que, la acetenun disolvente de bajo peso

molecular, que posee cierta polaridad, afin a dmspriestos polares y parte de la estructura
no polar semejante a los compuestos no polaregsiaeforma la acetona puede disolver
gran cantidad de sustancias de polaridad intermAti@gregar acetona a una solucién con
proteinas, disminuye la constante dieléctrica d®bldente, desplaza también algunas de
las moléculas de agua asociadas con la proteieduce la concentracion de agua en la
solucién. Estos efectos tienden a disminuir la lsbtlad de la proteina y provocan

precipitacion de proteinas (Garrido, & Teijon, 2D06

Por otro lado, en un estudio titulado “Conformaciuba la estructura secundaria de la
hidroperoxido liasa del pimiento verde clonadoYaarowia lipolytica y su actividad en

distintos medios selectivbgSantiago-Gomez, Kermasha, Nicaud, Belin, & Hus2008),

se realizaron estudios de la actividad empleandod&%liferentes disolventes organicos
como: iso-octano, hexano, diclorometano, octanlogtm y cloroformo, encontrando que
la actividad enzimatica con iso-octano y hexano entth en 49-48%, con respecto a la
muestra que no contenia estos solventes. En dsi@icgda mayor parte del hexano se

eliming, los restos pudieron haber favorecido lavatad enziméatica HPL.

Curva de calibraciéon para determinacion de la conagracion de proteina.

Para determinar la concentracién de proteina erdifesentes muestras, se empled el
método de Bradford. Se obtuvo la curva de calibraciempleando diferentes

concentraciones de BSA. Se graficd la absorbaran&ra la concentracion, se realizd un
ajuste lineal y se obtuvo la ecuacion de la reotala que se calcul6 la concentracion de

proteina (Fig. 23).
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Curva de calibracion y = 20.206x +0.0208
R%=0.9908

Absorbancia
o o o o o o
O R T O T

o

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03
Concentracion de proteina mg de BSA/mL

Figura 23. Curva de calibracion de proteina.

Concentracién de proteina y actividad total de lamzima HPL.

La concentracion de proteinas encontrada en eha@gticrudo con tritbn X-100R fue de
54.99 mg y en el extracto crudo sin triton fue 8663 mg. Los datos de concentracion de
proteina de diferentes extractos crudos son: gaa%ahl mg (Tijeket al., 2000), tomate
734.88 mg (Suurmeijeat al.,2000), cotiledones de girasol 555 mg (latlal.,1999), hojas
de amaranto tricolor 312 mg (Lomg al., 2010) y pimiento verde 213.22 mg (Hussin
al., 2002). Comparando la cantidad de proteina qoéer el extracto crudo de orégano

con los obtenidos en las referencias es el de ntemmentracion.

Después de conocer la concentracion de proteinterdda en el extracto crudo, se
realizaron las lecturas de la actividad total derlzima de los extractos con y sin triton X-
100R, utilizando dos concentraciones de sustraty 28 mM. En las tablas 11 y 12 se

muestran los valores obtenidos de la actividad.tota
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Tabla 11. Concentracion de proteina y actividaal &n el extracto crudo con y sin tritdn
X-100R, utilizando 10 mM de sustrato.

Muestra Actividad total (U) Concentracion de Actividad especifica
proteina (mg) (U/mg)
Extracto crudo con  306.28 + 12.86 54.99+4.31 5.57 +0.44
triton
Extracto crudo sin|  555.28 + 44.42 58.57 £ 3.27 9.48 +0.85
triton

Tabla 12. Concentracion de proteina y actividaal &n el extracto crudo con y sin tritdn
X-100R, utilizando 24 mM de sustrato.

Muestra Actividad total (U) Concentracion de Actividad especifica
proteina (mg) (U/mg)
Extracto crudo con 1899.67 £169.23 54.99 +4.31 34.54+3.40
triton
Extracto crudo sin| 1448.46 +140.80 58.57 + 3.27 24.73+2.43
triton

En la mayoria de las referencias han utilizado gpacentracion de 10 mM de
hidroperéxidos para calcular la actividad totall@enzima. Como se observa en la tabla
11, la actividad total del orégano utilizando 1Pl mel sustrato fue de 306.28 U y 555.28
U con y sin tritén x-100 respectivamente. Compasaeste resultado con los obtenidos en
los extractos crudos de la guayaba con 10,302.8Ej&t et al.,2000), pimiento verde con
1,232.41 (Hussomet al, 2002), tomate con 323.35 U (Suurmegggral., 2000) hojas de
amaranto tricolor con 285 U (Lorgg al., 2010) y cotiledones de girasol con 269.16 U
(Itoh et al., 1999), se observa que la actividad. Id®! orégano se encuentra dentro de las

plantas con mayor actividad.

Actividad especifica de la enzima HPL

En la tabla 13 se puede observar un resumen dgivadad especifica de la HPL obtenida
en otros extractos. En las hojas de orégano leidati especifica encontrada con triton X-
100R fue de 5.57 (U/mg), teniendo un valor mas bajeportado en la guayaba con 9.28
(U/mg), (Tijetet al.,2000). Pero se obtuvo una mayor actividad esjpacidfe 9.48 U/mg
cuando el extracto no contenia triton X-100R.
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Tabla 13. Resumen de actividad especifica de difeseextractos crudos.

Extractos crudos Actividad especificg Actividad especifica
(U/mg) con 10 mM de 134 (U/mg), con 24 mM de
HPOT 13-HPOT
Hojas de orégano (con triton) 5.57 34.54
Hojas de orégano (sin triton) 9.48 24.73
Longet al.,(2010), hojas de 0.9
amaranto tricolor
Tijet et al., (2000) 9.28
guayaba
Itoh et al., (1999) 0.48
cotiledones de girasol

Por otro lado, se realizaron mediciones de actividanzimatica empleando una
concentracion de 24 mM de 13-HPOT. En este casobsevo la mayor actividad
especifica HPL en el extacto crudo con triton XR{34.54 U/mg) que en el extracto sin
triton X-100 (24.73 U/mg). En estudios anterioregartan que la actividad enzimatica de
hidroperoxido liasa disminuye aproximadamente @ Slebido a la eliminacion de tritdn
X-100R. Anteriormente, también se observo que fizidad de la hidroperoxido liasa y de
la 6xido aleno sintasa en extractos crudos aumaptoximadamente dos veces por la
adicion de Tritdbn X-100 u otros detergentes tata®a polivinilpirrolidona o de Emulgen
no ionico 911 (Song, & Brash, 1991; Gardner, Weiste & Plattner, 1991; Matsui,
Toyota, Kajiwara, Kakuno, & Hatanaka, 1991).

También en un estudio de cinética enzimética daidaoperdxido liasa de la cebada
modulados por sales y detergentes (Koeduka, StuMpesuia, Kajiwara, & Feussner,
2003), obtuvieron que la adicion de Triton X-108r 99 mejoran la actividad, casi tres
veces mas de actividad que sin la adicion de eteygentes; le siguen los detergentes
Tween 80 y Nonidet P-40 y como ultimo lugar el Tw@® mostro la capacidad mas baja
para mejorar la actividad HPL. Con la informacidiotenida en este estudio podemos
corroborar que el tritdbn X-100 favorece la actiddanzimatica HPL aumentandola en un
39% cuando se utiliza una concentracion de hidigos de 24 mM.
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9.3 Precipitacion con sulfato de amonio

Al precipitar la proteina con sulfato de amoniookduvieron 2 fases (Fig. 24); la parte
superior de color café intenso contenia restoslarel y lipidos, mientras que la fase

inferior era de un color ligeramente café y transpte.

J A

Figur 24. Fases del saturado.

Se realizé la medicion de actividad enzimaticaasn2 fases y se encontré actividad en la
fase transparente. Esta fase se centrifugo (Fijga@&vamente para eliminar residuos y los

restos lipidicos que quedaron en la superficie.

3 R

Figura 25. Extracto saturado y centrifugado.

Debido a los grupos acidos y basicos de los amidogaa@ue componen una proteina su
solubilidad depende de las concentraciones dealas disueltas, la polaridad del solvente,
el pH y la temperatura. En esta etapa se utiliziné@odo de:precipitacion salina de
proteinas osalting out (reduccién de la solubilidad por sales), que estéonica en donde
se logra la precipitacion de una fraccion de pnaigimediante el aumento de la fuerza
ionica del medio. Al agregar grandes cantidadesalea la soluciébn que contiene las
proteinas, se disminuye la interaccion proteinaagguque quita la capa de solvatacion. Es
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sobre todo resultado de la competencia por lasaulalg de solvatacién entre los iones
salinos agregados y los otros solutos disueltostdpras). Por lo tanto predomina la

interaccion proteina-proteina y genera la prea@pitade las mismas (Voet, &Voet, 2006).

Comunmente se usa sulfato de amonio para estecfiusa de su gran solubilidad (760 g
/1000 mL de agua), porque el ion sulfato divalgeanite alcanzar altas fuerzas ionicas.
La adicion de esta sal permite el fraccionamiergada mezcla de proteinas, estabilizan
Sus estructuras nativas de manera que la preéipitac desnaturaliza a las proteinas pero
si las precipita. De esta manera puede lograrsepumnficacion y una concentracion
significativa de grandes cantidades de proteinaadiss Ekalting out con frecuencia es el

paso inicial en los protocolos de purificacion pfoa.

Como se habia mencionado en el apartado antai@dition de un disolvente orgéanico,
como acetona a una solucién de proteina dismiraugenstante dieléctrica del disolvente,
desplaza también algunas de las moléculas de age#@mdas con la proteina y reduce la
concentracion de agua en la solucién. Estos eféietoden a disminuir la solubilidad de la
proteina y por ello se utiliza la adicidn de editslventes para precipitar proteinas de
soluciones. El utilizar solventes organicos comadatona, para precipitar proteinas suele
llevarse a cabo cerca de 0°C, ya que a temperahfsaglevadas tienden a desnaturalizar a
las proteinas. La reduccion de la constante digégbor los solventes organicos, también
aumentan las diferencias entre proteinas respecso domportamiento dalting out, por

lo que ambas técnicas pueden combinarse con eficanio menciona Voet al., (2006).

Y en efecto en los experimentos llevados a cabestnestudio se implementd esta técnica

complementaria.

En las tablas 14 y 15 se muestran los datos nésargks de actividad y concentracion de

proteina del precipitado.
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Tabla 14. Actividad y concentracion de proteinapitetipitado con y sin triton X-100R,
utilizando 10 mM de sustrato.

Muestra Actividad Concentracién | Actividad Veces de | Rendimiento
total (U) de proteina especifica | purificacion (%)
(mg) (U/mg)
Precipitadc | 156.20+12.4 4.66+0.4! 33.53+4.3! 6.0z 51.0(
con triton
Precipitadc | 442.88+26.7 3.92+0.0! 113.05+6.7. 11.92 79.7¢
sin tritén

Tabla 15. Actividad y concentracion de proteinaptetipitado con y sin triton X-100R,
utilizando 24 mM de sustrato.

Muestra Actividad Concentracion | Actividad Veces de | Rendimiento
total (U) de proteina especifica | purificacion (%)
(mg) (U/mg)
Precipitado| 382.11+17.23 4.66+0.49 82.01+9.6 2.37 20.11
con tritén
Precipitado| 1180.70+90.6 3.92+0.05 301.3+21.0 12.18 81.51
sin tritén 7

Concentraciéon de proteina

La concentracion de proteina disminuyé ya que ahigénte en el extracto crudo que
contenia triton X-100R se tenian 54.99 mg de pnatéiabla 11) y después de precipitarse
se obtuvieron 4.66 mg de proteina, teniendo unimgadto del 8.47%. Por otro lado en el
extracto que no contenia tritbn X-100R, en un @isé tenia 58.57 mg de proteina y

después de precipitarse fue de 3.92 mg, obteniemdendimiento del 6.69 %.

Los valores reportados de concentracion de protg@ra la guayaba fueron de 762 mg
(Tijet et al., 2000), el tomate fue de 315.58 mg (Suurmegesl., 2000), las hojas de
amaranto tricolor fue de 130 mg (Loapal.,2010) y de cotiledones de girasol de 69.3 mg
(Itoh et al., 1999). Como se puede observar, la concentracidprakeina extraida del
orégano en la etapa de precipitacion fue la masugieg con 4.66 y 3.92 mg

respectivamente.
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Actividad total y especifica

La actividad enzimatica con 10 mM de sustrato fiee 166.20 y 442.88 U en los

precipitados con y sin tritbn X-100R respectivareenEsto no concuerda con las
observaciones de Somgal.,1991 y Gardneet al., 1991, donde mencionan que aumenta
la actividad de la HPL en un 100% en presenciaitient En este estudio la actividad HPL

aumento 2.3 veces cuando no se agrego triton.

Como era de esperarse, a medida que avanzan latapes de purificacion la actividad
especifica aumenta, en el extracto crudo que ciantaton X-100R se tenia una actividad
especifica 5.57 (U/mg) y en el precipitado 33.53n{§) obteniendo 6.02 veces de
purificacion. Con el extracto crudo sin triton X@E se tenia una actividad especifica de
9.48 (U/mg) y ahora de 113.05 (U/mg) obteniendwalor de 11.92 veces de purificacion.

Cuando la actividad enzimética de la HPL se detesrabn una concentracion de 24 mM
de sustrato, los valores obtenidos fueron 82.0DY.3J) en los precipitados con y sin
Tritdbn X-100R respectivamente, con esta concerimade sustrato la actividad total del

precipitado con tritdbn X-100R aumenté 2.7 vecesrespecto al que no lo contenia.

Efecto del detergente en la actividad

El tritdn X-100 es catalogado como un detergent®nizo y no desnaturalizante, que tiene
cabezas polares rigidas y voluminosas que no @enetr las proteinas solubles en agua,
como consecuencia, no llega a romper interaccioaégas y estructura de las proteinas
solubles en agua y no tienen propiedades de unionetla. El principal efecto de

detergentes no desnaturalizantes es asociarsasgaites hidréfobas de las proteinas de
membrana confiriendo de este modo miscibilidad laselPosiblemente debido a la

estructura nativa de la HPL del orégano no se @éumtlamente una interaccion de las
partes hidrofobas con el detergente por lo queesiesfavorecida la actividad HPL cuando

éste se encuentra presente.
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9.4 Purificacion

El precipitado de la HPL una vez dializado se {ilpara la eliminacion de particulas

suspendidas y de esta forma se evitd la obstrua#dia resina que se utilizé para la

purificacion.

Figura 26. Columna empacada.

Antes de iniciar la purificacién fue necesario aurgodo el sistema cromatografico de
intercambio i6nico para su buen funcionamiento.(B®). En la metodologia planteada se
propuso trabajar con un flujo volumétrico minimo 218 mL de extracto por minuto sin
embargo al introducir la muestra con este flujgdalumna no operd correctamente por lo
gue fue necesario emplear un flujo menor. Se i@aliz varias pruebas y el flujo
volumétrico adecuado fue de 1.25 mL/min de la nmags1.50 mL/min para los buffers de
calibrado y de elucion. Los pasos empleados equepe de cromatografia BIOLOGIC LP
CHROMATOGRAPHY SYSTEM se muestran en la tabla 16.
Tabla 16. Programa empleado en el equipo BIOLO@GCHROMATOGRAPHY

SYSTEM

Pasos Velocidad (mL/min) | Volumen (mL)
1. Equilibrio de la resina: buffer 20 mM Tris- 1.25 60
HCI pH = 8.5
2. Introduccién de la muestra: extracto 1.25 180
dializado
3a. Elucion: buffer 20 mM Tris-HCI pH = 8.5 1.50 12
3b. Elucién: buffer 20 mM Tris-HCI pH = 8.5 1.50 25.5
+ 0.25 M NaCl
3c. Elucion: buffer 20 mM Tris-HCI pH = 8.5 1.50 90
+1.00 M NaCl
3d. Elucién: buffer 20 mM Tris-HCI pH = 8.5 1.50 60
+ 1.25 M NaCl
Tiempo total = 317 min

*Para la muestra que no contenia tritbn X-100Renealiz6 la elucién 3d, * *Toda la fraccidon sealkect6
cada 5 minutos.
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En la figura 27 se muestra el cromatograma ilustgzat el software LP Data View v1.03

obtenido durante la purificacion de la HPL del aréy
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Figura 27. Cromatograma de purificacion

En la primera etapa de purificacion se empleo ter¢éambiador anionico, debido a que la
resina DEAE (fase estacionaria) posee carga pasitia enzima HPL tiene una carga neta
negativa. La cromatografia de intercambio ioniqoasa las moléculas en base a su carga
iGnica neta. La separacion se lleva a cabo pootapetencia entre proteinas con diferente
carga superficial por grupos cargados opuestamsolbee un adsorbente (resina) de
intercambio i6nico. La cromatografia de intercamidioico, es una de las técnicas mas
utilizadas de purificacion de proteinas (Mayolodsh, Martinez & Rito-Palomares,
2012).

La fase estacionaria: La eleccibn de una matriz derdatmbio i6nico adecuada es

probablemente uno de los aspectos mas importantdésbg estar basada en diversos

factores, que incluyen:
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1. La fuerza del intercambiador de iones: exis@nhalasificaciones de intercambiadores de

iones, fuertes y débiles; la resina de dietilamihdPEAE) es un intercambiador débil, y

es mas flexible en términos de selectividad. Sanltonente elegidos para la separacion
de proteinas que retienen su funcionalidad sobramnigo de pH de 6 a 9_y el valor de la
carga de los iones, asi los iones divalentes tiemen afinidad por la resina que los iones

monovalentes (Roca, Oliver & Rodriguez, 2003; MayEloisaet al.,2012)

2. El flujo y/o volumen de la muestra: el volumenet que esta distribuida la carga es lo

gue determina la capacidad de entrar en la reBioeagt al.,2003; Mayolo-Deloisat al.,
2012). El volumen utilizado para equilibrar la nesiDEAE fue de 60 mL con una
velocidad de entrada de 1.25 mL/min para dar ®ifteitiempo de que la resina y el buffer
entraran en equilibrio. La velocidad de flujo voktmico empleado para la purificacion con
DEAE fueron: en la guayaba de 3.00 mL/min (Tgegl.,2000), en las hojas de amaranto
tricolor de 2.5 mL/min (Lon@t al.,2010) y en el tomate de 0.75mL/min (Suurmegjeal
2000), y en el caso de las hojas de orégano seearopldos flujos volumétricos de 1.25 y
1.50 mL/min, el primero fue para equilibrar la resiy colocar la muestra y el segundo para
la fase eluyente obteniendo asi un flujo intermelgioselocidades utilizadas para este tipo

de resinas.

3. Las concentraciones de los iones: a concent@gialtas un ion de baja afinidad es

capaz de desplazar a un ion en baja concentraerdncpn alta afinidad a la resina. Para la
primera etapa de purificacion de la HPL del orégaaoempleé 20 mM de Tris-HCI,
pH=8.5 con 0, 0.25, 1.00 y 1.25 M de NaCl, empleand gradiente de sal. Para el
amaranto tricolor (Longt al., 2010) el buffer empleado fue, buffer 20 mM Tris-+HEH
8.5) que contenia 1.00 mM de DTT y 0.5% (v/v) trit¢-100 con 0, 0.25 y 1.00 de NaCl;
en la guayaba (Tijett al., 2000) se empled buffer 20 mM Tris-HCI pH 8.5 quatenia
0.1% tritdn X-100R, con un gradiente de eluciorod&00% 1.00 M de NaCl y finalmente
en el tomate (Suurmeijet al., 2000) se emple6 un buffer 20 mM Tris/HCI pH 8.6gq
contenia 0.1% (w/v) triton X-100 y 0.01 Bdmercaptoetanol con un gradiente de 0-300
mM de KCI. Finalmente como se puede observar debeimpleado siempre es el mismo,
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a la misma concentracion y pH, solo cambia la sgdleada pero de manera general se usa

NaCl, y lo que cambia es la presencia o ausendasddetergentes.

Fase mdvil: como regla general el pH del buffedadéase movil debe ser entre el punto
isoeléctrico (pl) de la molécula cargada y el pkh gtupo cargado en el soporte sélido
(Mayolo-Deloisaet al., 2012). El pKa de la resina dietilaminoetil (DEAES de 8.7 en
cambio el pl de la enzima HPL del orégano no fuerd@nado, pero con referencias de pl
de HPL encontradas (tabla 17), para las hojas deamto tricolor de 5.4 (Longt al.,
2010) y el de pimiento verde el pl es 8.3 (Shibettaal., 1995). Finalmente el buffer
empleado en la fase movil fue 20 mM Tris-HCI, pHs=Bumpliendo las recomendaciones
del pH de la fase movil.

Tabla 17. pl de la HPL extraida de diferentes feent

Fuente pl
Pimiento verde (Shiba&t al.,1995) 8.3
Hojas de amaranto tricolor (Lormg al.,2010) 5.4
Guayaba (Tijeet al.,2000) 6.8
Alfalfa (Noordermeeet al, 2001) 8.1
Semilla de guisante (Hornosgtjal, 2000) 5.2-5.4

El control de los factores mencionados hace seftias separaciones de proteinas por
intercambio idnico. La elucion puede realizarseplmando la concentracion de los iones y
también cambiando el pH, porque la mayoria de biéootas son acidos y bases débiles
por lo que pequefios cambios de pH pueden provecaetdida de la carga que las
mantiene retenidas a la columna. Asi por ejempl®,aminoacidos pueden separarse por
cromatografia de intercambio i6nico porque presegtapos con pK diferentes (en el cual
su carga depende del pH), lo que permite al regaliza elucion utilizando un gradiente de

pH de la fase movil.

De manera general el mecanismo por el que se prdduseparacion cromatografica se
puede describir como sigue: en una columna decamtaio iGnico activada (con un

eluyente que mantiene los grupos de la columnaadag), se hace pasar una mezcla de
compuestos con diferentes cargas; los diferent@puestos quedan retenidos con mayor o

menor fuerza dependiendo de las interacciones questblezcan con la resina. Los
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compuestos retenidos en una columna pueden elbieseaumentando la fuerza idnica del
medio o bien cambiando el pH de la dilucion o zdiido ambos. La columna se regenera
pasando contraiones que eliminen las interaccidadgs iones unidos a la resina con ésta,
dejandola preparada para la siguiente separacgBealse que la resina DEAE se puede
regenerar, solo dandole el mantenimiento adecuadpués de cada purificacion (Rata
al., 2003).

En las tablas 18 y 19 se muestra un resumen dealosees A.U. y conductividad de los

picos mostrados en el cromatograma, asi comodoyts de las fracciones eluidas.

Tabla 18. Resumen de los datos observados enmetwgrama. Purificacion de la muestra
con tritobn X-100R.

Muestra A.U. Conductividad (mS/cm) Tiempo de elucin(min)
Primer pico 0.7068 31.26 218.50

Segundo pico 2.5000 61.71-115.94 231.57-233.25
Tercer pico 0.2196 149.67 294.32

Empleando cromatografia de intercambio ionico doprecipitado que contenia tritbn X-
100R (tabla 18), se obtuvieron tres fracciones pmteina, la primera eluyé con una
concentracion de 0.25 M de NaCl siendo la protei@m@ada mas débil de las tres, la
segunda con una concentracion de 1.00 M de NaGéstnfraccion se eluyo la enzima
HPL como también se observo en las hojas de ansataodlor (Longet al., 2010) y
finalmente con una concentracion de 1.25 M de N&C4 la proteina con la carga negativa

mas alta.

La fraccion eluida que contenia la enzima HPL citért X-100R mostré una absorbancia
de 2.50 a una longitud de onda de 280 nm y unauxbivetlad inicial de 61.71 mS/cm y
conductividad final de 115.94 mS/cm durante un pende 1 minuto con 41 segundos
(M1), debido al aumento de sales disueltas enllarotwa por el cambio de buffer de Tris-
HCI pH=8.5 con 1.00 M de NaCl los iones Gésplazaron a la enzima HPL de la columna
de DEAE vy la enzima eluyo.
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Se realizaron las mediciones de concentracion d¢eipa empleando el método de
Bradford para las tres proteinas eluidas, peroeaola segunda fraccion eluida (fraccion de

HPL) se registré absorbancia a 595 nm.

Tabla 19. Resumen de los datos observados enmetwgrama. Purificacion de la muestra
sin tritdbn X-100R.

Muestra A.U. Conductividad (mS/cm)| Tiempo de elucidn (min)
Primer pico 0.8134 28.36 200.97
Segundo pico 2.5000 56.90-87.50 230.97-233.97

Para el precipitado que no contenia tritdbn X-10@RI& 19), no se empled la concentracion
de 20 mM de Tris-HCI a pH=8.5 con 1.25 M de NaGkga fase movil, esto ocasiono6 que
solo dos proteinas fueran eluidas; la primera ek una concentracion de 0.25 M de
NaCl lo que indica su débil interaccion con la coha DEAE y la otra eluyé con 1.00 M
de NaCl donde se encontro a la enzima HPL, obsdovahmismo comportamiento que las
muestras con triton X-100R. La enzima HPL que moatdriton X-100R eluy6é con una
absorbancia de 2.50 a una longitud de onda de 28Gomo se observo para la muestra
gue contenia tritbn X-100R, con una conductividadial de 56.90 y una conductividad

final de 87.50 mS/cm durante un tiempo de 3 minutos

Empleando cromatografia de intercambio i6nico, afréecion eluida se le midio la
concentracion de proteina eluida y la actividadltetnpleando 10 mM de sustrato (tabla
20).

Tabla 20. Actividad y concentracion de proteindeddracciones eluidas con y sin triton
X-100R, utilizando 10 mM de sustrato.

Muestra Actividad | Concentracién | Actividad Veces de | Rendimiento
total (U) de proteina especifica | purificacion (96)
(mg) (U/mg)
Fraccion eluide 12.4; 0.00475+0.00C 2614, 46¢ 4.0t
(con triton X- +0.67 +209.117
100R)
Fraccion eluide 10.41 0.00715+0.00C 1455.¢ 15z 1.87
(sin tritén X- +0.55 +110.64
100R)
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La concentracion de proteina en la fraccién elamay sin triton X-100R fue de 4.75x10
mg y 7.15x1€6 mg de proteina respectivamente. Teniendo un readitmimenor del 0.1%
con respecto a la concentracion de proteina dehatwtcrudo para las dos muestras. La
actividad total disminuyd, teniendo en la fracc&uaida con triton X-100R 12.42 U y sin
tritobn X-100R 10.41 U.

La enzima HPL del orégano extraida con triton XR.G@ purifico 469 veces y 153 veces
la extraida sin triton X-100R. Se obtuvieron vagomuy altos con respecto a las veces de
purificacién obtenidas para hojas de amaranto ltnic(s.0 veces) (Longet al., 2010),
cotiledones de girasol (9.4 veces) (lethal., 1999), pimiento verde (22.3 veces) (Husson
et al, 2002). Sin embargo, las veces de purificacigna@canas al realizado para la HPL
del tomate (300 veces) (Suurmeigtral, 2000).

En cuanto al rendimiento, para la HPL extraidaagehbjas de orégano fue de 4.05 % (con
triton X-100R) y 1.87% (sin triton X-100R), estoslares son bajos con respecto al
obtenido para la HPL de las hojas de amarantdar¢49.1%).

9.5 Electroforesis

Las fracciones eluidas fueron concentradas, lassdaitenidos se observan en la tabla 21.

Tabla 21.Concentracion de proteina de las muesiuatas.

Muestra Concentracion de Después de concentrar la
proteina inicial proteina (mg)
(mg)
Fraccion eluida con triton X-100R. 0.00475 0.029
Fraccion eluida sin tritobn X-100R. 0.00715 0.030

Las distancias existentes entre cada una de ladabasorrespondientes a las proteinas
contenidas en el estandar se muestran en la fRRir@stas distancias fueron graficadas
contra el logaritmo de los pesos moleculares, gstapn los puntos a una linea recta y

mediante interpolacion se obtuvo el peso moleadda enzima HPL.
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Marcador SDS-PAGE
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Figura 28. Curva generada al graficar el logarittedos pesos moleculares de las proteinas del
estandar contra las distancias recorridas.

En la figura 29 se muestra el gel de electroforesi®lado después de introducir dos

fracciones eluidas, la primera con 0.35 pg de pratde la muestra que contenia triton, la

segunda con 0.25 pg de proteina de la muestraitéim, ten las dos columnas se observan

tres bandas, sin embargo la columna que contergatrausin triton (linea 3) revela bandas

mas tenues, los pesos moleculares calculados €on, 58.5 y 14.4 KDa.

Enzima
hidroperoéxido liasa

1 2 3
A 97 400 100,70
66,200 M 56,50(
45,000 S
31,000 S

21,80(

—
14,40 MR . 14,40(

Figura 29.A. Gel de electroforesis SDS-PAGE (hd@®régano)Linea 1, pesos moleculares
estandar; linea 2, fraccién eluida con triton XRMEAE-Toyopear; linea 3, fraccion eluida sin mits-

100R DEAE-ToyopearB. Gel de electroforesis SDS-PAGE (hojas de antaydionget al.,

2010),linea 1, pesos moleculares; linea 2, fraccionitimtX-100; linea 3, fraccion 0-35% (NSO,
linea 4, DEAE-Toyopearl (9.80).
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La banda detectada en el gel de electroforesisucopeso molecular de 56.5 KDa es
importante en este estudio ya que demuestra lamiesde la enzima HPL en la fraccion
purificada de extractos de hojas de orégano (FHigh)2con un peso molecular parecido al
calculado para las HPLs extraidas de las hojasrndeaato tricolor de 55 KDa (Fig. 29.B)
(Long et al., 2010) del pimiento verde (55 KDgHussonet al, 2002), de la HPL
recombinante del pimiento ver@gs KDa) (Psylinakist al, 2001), cotiledones de girasol
(53 KDa) (Itohet al.,1999).

Como se puede observar en el gel de electrofotesystres bandas que muestran la
presencia de tres proteinas, una ya identificad@oda enzima HPL. Para conocer cuales
son las otras dos enzimas presentes en la fraetidfa con un peso molecular de 100.7
KDay 14.4 KDa, se realiz6 una revision de lasmazi presentes en el oréga@uiganum
vulgare L.),y se encontré un trabajo en el cual querian détarma presencia de las
siguientes enzimas: polifenol oxidasa (PPO), peasa, catalasa y lisozima en el orégano
(Arroyo & Hernandez, 2006).

La polifenol oxidasgE.C. 1.10.3.1es una enzima que se encuentra en los tejidosalegie
se encuentra unida a la membrana, principalmentebmamas tilacoidales del cloroplasto
gue catalizan una reaccion que transforma o-diésn@n o-quinonas, favoreciendo la
formacion de polimeros color negro-marron. En dlidie del orégano mencionado
anteriormente solo se determind la presencia deédead total de la polifenol oxidasa en el
orégano (Arroyeet al, 2006), pero no se realizo una identificacionmido molecular de la
polifenol oxidasa utilizando electroforesis SDS-AHA®or lo cual no se pudo realizar una
comparacion del peso molecular de ésta enzimaatwdrpesos moleculares de 100.7 y

14.4 KDa encontrados en el gel de electroforesiS-BBGE para las hojas de orégano.

Por otro lado, se buscé el peso molecular de la &®@@ida de otras fuentes vegetales y se
encontro que en los extractos de semillaBdeanta plumieri Jcaqgota de rocio de oro)

se tenia una elevada actividad polifenol oxidasse yetermind el peso molecular de la
enzima, el cual fue de 14.0 KDa (Roy, Sharma, &Na001), la enzima PPO podria ser la

detectada en este estudio con un peso moleculaparagido con 14.4 KDa.
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9.6 Actividad de la enzima HPL con diferentes conograciones de sustrato 13-HPOT

La actividad de la enzima HPL después de la prinetapa de purificacion utilizando

cromatografia de intercambio iénico fue evaluada diferentes concentraciones del
sustrato 13-HPOT, se utilizé la fraccion eluida aatrada misma que se empled para
realizar los geles de electroforesis SDS-PAGE. &e estudio se evaluo la actividad
enzimatica (U) con respecto a un incremento def@entracion de sustrato (Fig. 30) para

conocer la concentracion optima del sustrato.

Concentracion optima de sustrato (13-HPOT) para la
enzima HPL
9 r
8 - »
56 +2.40 |
5 | \ .
s / n \ ™
- / \ +1.55
23 \._//-\ +0.33
o | +0.60 +2.60 \E\— 33
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Figura 30. Gréfica para calcular la concentracidtinta de sustrato para la enzima HPL del
orégano Qriganum vulgare L.

Como se puede observar en la figura 30, la actividas alta (7.45 U) se obtuvo al utilizar
una concentracion de 19 mM de hidroperéxidos (1®HP A una concentracion de

sustrato mas baja o mas elevada la actividad daeZena disminuye, como se observa al
utilizar una concentracion de 40 mM de sustratendzima HPL estd ya no presento

actividad. En el trabajo de purificacion del tomg@aurmeijeret al.,2000) se encontré que
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a concentraciones de mas de 0.30 mM de hidrope®xidactividad de la enzima HPL se
inhibia y esto fue debido a sus productos generddosnte la reaccion, como elEX
hexenal. Existe un comportamiento atipico de laadebido a la presencia de un pequefo
valle a una concentracion de 25.5 mM, posiblemeeigido a factores no controlables

como la temperatura ambiente a la hora de estisraedo las mediciones.
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X. CONCLUSIONES

1. La mezcla de hexano-acetona ayudo a eliminar lasofdéhs y los lipidos
contenidos en el extracto crudo, esto hizo posibke mejor deteccion de la enzima

HPL por electroforesis.

2. Los valores obtenidos de actividad total de laraazZHPL del orégano fueron mas
elevados (306.28 y 555.28 U de las muestras cdm tyisin triton respectivamente)
comparandolos con los reportados para las hojasndeanto tricolor (285 U) (Long
et al, 2010).

3. Los valores de concentracion de la enzima HPL fuarés bajos (54.99 y 58.57 mg
de la muestra con tritbn y sin tritbn respectivar@prcomparandolos con los

reportados para las hojas de amaranto tricolor (832(Longet al, 2010).

4. Este estudio mostrd que la enzima HPL contenida emuestra que contenia tritbn
X-100R se purificO 469 veces en la primera etapapdeficacion utilizando
cromatografia de intercambio ionico, el valor es mi&vado en comparacion con el

reportado para el tomate (300 veces) (Suurmeijat.,2000).

5. En cuanto al rendimiento, se obtuvieron valoresdapn respecto a otros estudios
de purificacion de la enzima HPL (4.05 y 1.87%ambuestra con triton y sin triton
respectivamente) posiblemente se obtuvieron esondinméentos bajos por no
precipitar una mayor cantidad de proteina y estotafen la etapa de purificacion

con cromatografia de intercambio iénico.

6. La concentracion optima del sustrato 13-HPOT paenkima HPL del orégano fue
de 19 mM.
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Xl. PERSPECTIVAS

Como perspectivas para este trabajo se proponeigisientes puntos:

» Realizar las otras dos etapas de purificacion (atografia de interaccion
hidrofobica y cromatografia en hidroxiapatita) pkranzima HPL extraida de las
hojas de oréganoOfiganum vulgare L.)para obtener una enzima totalmente

purificada.

= Determinar los valores Km,Vmax, pl y el pH optime ld enzima HPL totalmente

purificada para complementar su caracterizacion.

= Utilizar la concentracion de 19 mM de sustrato KIFBOT) para la lectura de la

actividad enzimatica, tanto en el extracto crudme@ara la enzima purificada.

= Aumentar la concentracion de sulfato de amonio@$é & un 75% para precipitar

una mayor cantidad de proteina.
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ANEXO 1

Para la realizacion de la metodologia propuestaeakzd un cuadro comparativo de
diferentes articulos cientificos.

Tabla 1- Pasos para la obtencion del extracto cdeddiferentes fuentes vegetales.

AUTORES
Tijet et al, 200C

' LICUEFACCION

Guayaba

500 g de muestra €
buffer de fosfato de sodi
(50 mM, pH= 7.0), 0.19
triton X 100R y 5 mM
ascorbato de sodio (evit

2 min ena 4°C

Agreg61% (v/) de
Tritbn X-100R y se
agitoé por 30 minutos

CENTRIFUGACION
160009 por 15 min 4
°C.

Se le agregd 0.02¢9

Pectinex Ultra SP-L

para eliminar pectina

oxidacion)
Longetal. 201C | Hojas de amaranto| 6 veces por | El homogeneizado ¢<| 40000 g durante 3
tricolor minuto filtrc a travées dg mina4°C.

150 gramos en 450 ml ¢
buffer que contenia 0.1 N
Tris-HCI a pH 8,5 0,59
(Wiv) de
polivinilpirrolidona K-30

cuatro capas de tela

Suurmeijetet Tomate | -—-- El homogeneizado ¢| 3000 g durante 2
al.,2000 1 kilogramo en 2 litros d filtr6 a través dg min4°C.
buffer HEPES (0.1 M pH cuatro capas de tela
7.5). Al filtrado se le
agrego una solucié
2% (viv) de 1 M
CaCb
Se agitdé durante
hora a 4° C.
Rabetafikaet Hojas de remolacha| ----- El extracto se agit| 8000 g durante
al., 2008 azucarera durante 1.5 horas a | minutos
100 gramos en 200 mL d 4°C
buffer fosfato de sodio
(100 mM, pH 7), 10 mM
de cisteina, 3 mM de
EDTA y 0,5% (w/ v) de
Triton X-100.
Matsuiet al., Pepino 100C g por 1(
2000 Buffer de fosfato de sodi min a 4°C

(0.2 M, pH 6.5), 0.2%
Tween 20.

Xiong et al., 201z

Hojas de amaranto
150 gramos en 450 ml ¢
buffer Tris-HCI (0.1 M,
pH 8.5), 0.5% (w / v) dg
polivinilpirrolidona K-30
y 1 mM de cisteina.

6 veces por
minuto

| EI homogenizado s

filtr6 a través de
cuatro capas de tela

40000 g por 30 min
4°C.
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Akachaet al.,
2009

Hojas de menta
15 gramos en 50 mL d
buffer de fosfato de sodi
(0.1 M, pH 6.5).

El homogenizado <
filtr6 a través de
cuatro capas de te
Al filtrado se le
agregd una solucié
2% (viv) de 1 M
CaCb

Se agitdé durante
horas a 4° C.

30000 g pol 20 mina
4°C.

Tabla 1- Pasos para la obtencion del extracto cdedtiferentes fuentes vegetales, después
de licuar y centrifugar.

AUTORES

Tijet et al., 200(
Longet al, 201( | El precipitado obtenido se-suspendié en 7| La suspension ¢
ml de buffer de Tris-HCI (20 mM, pH 8.5) gqi centrifugd a 40,000
contenia 1 mM DTT y 0,5% (v / v) de tritdbn } durante 30 min a 4
100 y se agitd6 suavemente durante 1 h C.
hielo.
Suurmeijelet El precipitado obtenido se-suspendié en u| La suspension fu
al.,2000 buffer (buffer 0.02 M Tris/ HCI, pH 8.5, qu clarificada por
contenia 0.1% (w/v) tritén X- 100 y 0.01 M | centrifugacién g
B-mercaptoetanol 15000 g durante 3
min
Rabetafikaet La enzima HPL esta contenida en
al., 2008 sobrenadante.
Matsuiet
al.,2000
Xiong et a., El precipitado obtenido se -suspendié co
2012 tampon de Tris-HCI (0.02 M, pH 8,5)
Akachaet al., El precipitado se -suspendido con buffer (| La suspension fu| EI sobrenadante fi
2009 fosfato de potasio (0.02 M, pH 6.5) q| clarificada por| utilizado como
contenia 0.1% (w/v) de triton X-100 y 0.01 | centrifugacién g extracto crudo
de 15000 g durante 3
B-mercaptoetanol min
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ANEXO 2

Tabla 2- Cantidades de sulfato de amonio requéada precipitar una proteina.

Porcentaje de saturacion a 0°C
Concentracién 20 25 30 35 40 45 50 55 60
inicial de
sulfato de
amonio Sulfato de amonio en gramos (g), requerido parei@uir a 1 litro de
solucion.

0 106 134 164 194 226 258 291 326 361
5 79 108 137 166 197 229 262 296 331
10 53 81 109 139 169 20( 238 266 301
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271
20 0 27 55 83 113 143 17% 20y 241
25 0 27 56 84 115 146 179 211
30 0 28 56 86 117 148 181
35 0 28 57 87 118 151
40 0 29 58 89 120
45 0 29 59 90
50 0 30 60
55 0 30
60 0

Fuente: UNAD 2010
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ANEXO 3

DIAGRAMA DE LA COLUMNA BIO-SCALE MT20
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ANEXO 4
Preparacion de las diferentes soluciones paraeletsis

4.1 Tampon de almacenamiento del marcador.

Reactivos Volumen
Agua destilada 4.8 mL
0.5 M Tris-HCI pH = 6.8 1.2mL
Glicerol 1.0 mL
10 % (w/v) SDS 2.0 mL
0.1 % (w/v) Azul de bromofenol 0.5mL
Volumen total 9.5m
4.2 Tampoén de almacenamiento de muestra.
Reactivos volumen
0.5 M Tris-HCl pH = 6.8 1.0 mL
Glicerol 0.8 mL
10 % SDS 1.6 mL
0.1% Azul de bromofenol 0.4 mL
-mercaptoetanol* 0.4 mL
Agua destilada 3.0 mL
Volumen total 7.2 mL
* Este reactivo seegg antes de realizar el gel.
4.3 Buffer de electroforesis
Reactivos Cantidad
Tris-Base 15 gramos
Glicina 72 gramos
SDS 5 gramos

solucion quedo a una concentracion de 10x

Se ajusto a un pH de 8.5 con HCI concentrado ariQ0a

4.4 Solucion teiidora

Reactivos Cantidad
Azul de Coomasie R-250 1 gramo
Acido acético 100 mL
Metanol 400 mL

Aforar a 1000 mL con agua destilada
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4.5 Solucién decolorante

Reactivos Cantidad

Acido acético 100mL

Metanol 400 mL

Aforar a 1000 mL con agua destilada
ANEXO 5
Célculos para la obtencion de la tabla de purifdrac

Lectura Formula

Actividad especifica Actividad especifica del tratanto i =

Actividad total del tratamiento i

Concentracion de proteina del tratamiento i

Veces de purificacion Veces de purificacion dekmaentoi =

Actividad especifica del tratamiento i

Actividad especifica inicial (extracto crudo)

Rendimiento Rendimiento del tratamiento i =

Actividad total del tratamiento i

Actividad total inicial (extracto crudo)

Formulas para obtener la desviacidon estandar

(x1-x)2+(x2-x)2+---(xn—2x)?

Desviacion estandar muestral S, = J =

Desviacion estandar de productos

SV (S y2 4 (322 4 (e o
2= @2y 4 (222 4 (22K

S,=P*K
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EL PRESENTE TRABAJO SE REALIZO EN LAS INSTALACIONESE LOS
LABORATORIOS DE: CIENCIA DE LOS ALIMENTOS, HIDROLO@® Y QUIMICA
DE LA UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE LA MIXTECA.
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