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RESUMEN

En el presente trabajo la enzima hidroperdxido liasa (HPL) fue extraida a partir de las hojas
de quintoniles (Amaranthus hybridus L.) y se purifico evaluando tres etapas cromatogréaficas;
cromatografia de intercambio idnico (TOYOPEARL DEAE-650M), de interaccion
hidrofébica (fenil sefarosa) y de hidroxiapatita. Se determind la actividad enzimaética,
concentracion de proteina por el método de Bradford, el peso molecular aproximado de la
enzima HPL por electroforesis SDS-PAGE y se evalud la utilizacion de la técnica de UPLC-
QTof para determinar el peso molecular exacto de la enzima. Se realizé la obtencion de
extractos de acidos grasos mediante la extraccion con fluidos supercriticos (EFS) estos &cidos
grasos se utilizaron para obtener el sustrato de la enzima HPL. Finalmente, se implemento la
técnica de PCR en el material genético obtenido de las hojas de los quintoniles. Se encontrd
que la enzima se purificd 61.8 veces en una sola etapa de purificacion, presentando una
actividad enzimaética especifica de 2045.26 U/mg de proteina y un peso molecular
aproximado de 59 kDa. Con el método de UPLC-QTof no se logré determinar el peso
molecular exacto debido a las interferencias del detergente, Triton X-100, presente en las
muestras. La actividad enzimatica incrementd 21.2 % al utilizar el sustrato obtenido a partir
de los extractos de EFS. La extraccion de ADN obtenido de las hojas frescas de quintoniles
fue de 6656.5 ng/uL. Al introducir el disefio de oligonucleétidos obtenido a partir del material
genético de la enzima HPL reportado en la literatura, en el programa Primers-BLAST,
alinearon de forma correcta. En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede
concluir que la enzima HPL extraida de las hojas de quintoniles se puede purificar
parcialmente con la primera etapa de purificacion, ademas, los sustratos obtenidos a partir de

la oxidacion de los extractos de EFS son adecuados para la enzima HPL.
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1. INTRODUCCION

Los aromas son sustancias quimicas que se utilizan en la elaboracion de alimentos ya que les
imparten propiedades organolépticas y son responsables de que éstos sean aceptados 0 no
por los consumidores. Las “notas verdes” son compuestos que se incluyen en la clasificacion
de aromas, son ampliamente utilizadas para impartir olores de caracter verde y fresco en

alimentos procesados [1].

Las notas verdes son obtenidas a partir de métodos quimicos, sin embargo, utilizando estos
métodos es necesario eliminar impurezas y sustancias residuales antes de incorporarlas a los
alimentos. En este sentido, existe una motivacion para buscar alternativas de produccién de
estos compuestos de manera natural y que puedan satisfacer la demanda creciente del
mercado [2]. En la industria de alimentos se han realizado investigaciones para la produccion
enzimatica de notas verdes de manera eficiente y a un bajo costo. A través del uso de enzimas
como la hidroperoxido liasa (HPL) se ofrece como una alternativa para la obtencion de notas
verdes, esta enzima ha sido extraida y purificada a partir de girasol, chicharos, guayaba, cafia,

pepino, amaranto tricolor, hojas de olivo y tomate [3].

En este contexto, en trabajos previos en el grupo de investigacion se observd la presencia de
la enzima HPL en extractos crudos de quintoniles (Amaranthus hybridus L.), con un peso
molecular estimado de 64 kDa [4]. Los quintoniles son plantas herbaceas de las cuales se
consumen las hojas tiernas. EIl uso y conocimiento de los quintoniles continta solo de manera
local, en zonas donde las personas nativas mantienen todavia sus recursos y medicinas

tradicionales.

En el presente trabajo, las hojas frescas de Amaranthus hybridus L. se utilizaron para la
extraccion y purificacion de la enzima HPL. Por otro lado, a partir de las hojas frescas, la
semilla y la cascarilla se obtuvieron los acidos grasos (linoleico y linolénico) mediante
extraccion con dioxido de carbono supercritico, los cuales sirven para la produccion del
sustrato para la enzima. De este modo, se pretende dar un valor agregado al cultivo de esta
planta tradicional. Finalmente, se realizo la extraccion de ADN de las hojas frescas de la

planta y el disefio de oligonucle6tidos para su amplificacion por PCR.



2. MARCO TEORICO

En esta seccion se describen las caracteristicas de la enzima hidroperdxido liasa. Asimismo,
se describe el fundamento de los métodos de purificacion y caracterizacion que se utilizaron
para la enzima HPL, asi como el fundamento de extraccion mediante fluidos supercriticos,
también se describe de manera general a la planta de los quintoniles, la cual fue utilizada

como materia prima en este trabajo.

2.1. Enzima hidroperoxido liasa (HPL)

La enzima HPL fue descrita por primera vez en 1973 como un aldehido liasa, a la cual se le
adjudicd la ruptura de hidroperoxidos de &cidos grasos en la fruta del platano. Sin embargo,
fue hasta 1976 que Vick et al. [5] llamaron a esta enzima hidroperdxido liasa, extrayendola

de la planta de la sandia.

Hasta el momento no se conoce la estructura de la enzima HPL, sin embargo, basandose en
la homologia de las secuencias reportadas para la enzima HPL, esta enzima ha sido
clasificada como una familia del citocromo P450 por varias razones, dentro de las cuales se

encuentran las siguientes:

e Se conoce el sitio activo de la enzima, el cual esta constituido por un sitio protohemo
IX (hemo b), el cual se encuentra localizado dentro de la proteina, por lo cual se
denomina proteina heminica, y esta enlazado por residuos de cisteina, este sitio hemo
b es caracteristico de la familia del citocromo P450.

o Elespectro de la enzima alfa HPL muestra que la enzima contiene un porcentaje alto
de alfa hélices, similares a los cristalizados de las enzimas P450.

e La masa molecular de las enzimas HPL encontradas presentan una similitud con las

de la familia de citocromo P450.



Sin embargo, la enzima HPL presenta una baja afinidad por el monoxido de carbono y no
necesita una molécula de oxigeno para su actividad, como en el caso de la mayoria de las

enzimas de la familia de citocromo P450 [6].

La enzima HPL participa en la via de la lipoxigenasa (Figura 1), cataliza la ruptura de 9y 13
hidroperdxidos, obtenidos a partir del acido linoleico y el &cido linolénico, en compuestos
volatiles, aldehidos de 6 y 9 carbonos y oxoacidos de 9 y 12 carbonos [3]. En la Figura 1 se
muestra el mecanismo propuesto de la reaccion para la formacioén de estos compuestos
volatiles. Estas reacciones inician con la hidroperoxidacion de los &cidos grasos
poliinsaturados por la enzima lipoxigenasa, la cual los transforma en sus correspondientes
hidroperoxidos. Estos hidroperoxidos son metabolizados por la enzima HPL, la cual rompe
y transforma la estructura de los hidroperdxidos a sus correspondientes aldehidos y w-0xo
acidos [7].
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Figura 1. Sintesis de notas verdes en plantas por la enzima HPL [7].



2.1.1. Mecanismo de reaccion de la enzima HPL

Noordermeer et al. [6] propusieron el mecanismo mostrado en la Figura 2, para explicar la
formacion de aldehidos y w-0x0 acidos a partir de sustratos de hidroperoxidos. Este

mecanismo fue basado en el conocimiento del citocromo P450 y considerando que la enzima

HPL pertenece a esta familia.
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Figura 2. Mecanismo propuesto para la enzima HPL [6].



En el primer paso se presenta una ruptura homolitica del enlace oxigeno-oxigeno, el cual da
como resultado un radical alcoxi y un complejo hidroxi-ferril. La formacion del complejo
hidroxi-ferril es resultado de la interaccion entre el Fe'"-porfirina y un peréxido. En el
segundo paso la enzima HPL dona protones al anién hidroxilo del complejo hidroxi-ferril, se
pierde una molécula de agua, y posteriormente se lleva a cabo el atrapamiento del radical
alcoxi (paso 3). Lo anterior, genera la formacion de un catién de éter alilico como
intermediario. En el paso 4, se produce la adicion de agua al carbocation y reordenamientos
espontaneos generan la formacion de un aldehido de 6 carbonos y un enol de 12 carbonos.
Finalmente, un w-oxoacido se forma por la tautomerizacion ceto-enol del enol del carbono
12.

2.1.2. Condiciones 6ptimas para la actividad de la enzima HPL

La enzima HPL es una proteina heminica que consta de tres unidades de entre 55-60 kDa. El
pH 6ptimo de la actividad de la enzima esta en un intervalo de 6.0 a 8.0, y una temperatura
Optima de 15 a 25 °C [8]. En la Tabla 1, se muestran las condiciones optimas de pH y

temperatura para la enzima HPL extraida de diferentes especies vegetales.

Tabla 1. Valores de pH y temperatura 6ptimos para la enzima HPL.

Materia prima pH Temperatura, °C
Aceitunas (Olea europaea) [9] 6.0 NI
Girasol (Helianthus annuus L.) [10] 6.0-7.0 25
Pepinos (Cucumis sativus) [11] 6.0 20-40
Tomate (variedad trust) [12] 6.5 NI
Chicharo (Pisum sativum L.) [1] 6.0-7.0 NI
Remolacha azucarera (Beta vulgaris L.)[13] 6.7 22
Amaranto tricolor (Amaranthus mangostanus L.) [14] 6.0 25

NI: No Indicado



2.2. Uso de la enzima HPL en los alimentos

2.2.1. Aromas y notas verdes

Los aromas son compuestos volatiles responsables de las propiedades organolépticas de un
alimento, no tienen ningdn valor nutricional. Sin embargo, son esenciales para determinar la
aceptacion de los alimentos y estimular el apetito de los consumidores. Las principales
moléculas responsables del aroma estan formadas por una cadena principal de hidrocarburo,
la cual puede ser lineal, ciclica o aromatica. Los grupos funcionales presentes en estas
moléculas aromaticas son: alcoholes, aldehidos, ésteres, éteres, fenoles y derivados de azufre
[15].

Las notas verdes son compuestos clasificados como aromas, las cuales son sintetizadas por
las plantas superiores en respuesta a heridas mecanicas y actian como mecanismos de
defensa contra el ataque de insectos y hongos. Los principales contribuyentes a las notas
verdes son compuestos volatiles de seis carbonos, aldehidos (hexanal y hexenal), alcoholes
(hexanol y hexenol) y algunas veces, compuestos de nueve carbonos, nonenal y nonadienal
[7]. Las notas verdes son atractivas en la industria de alimentos por conferir frescura y

naturalidad a los productos procesados [13].

2.2.2. Fuentes de obtencion de notas verdes

Las notas verdes se encuentran en una amplia variedad de hojas frescas, verduras y frutas.
Estos compuestos estan presentes en los aceites esenciales de plantas los cuales se han
obtenido por diferentes métodos, uno de los méas utilizados es la destilacion con vapor,
seguido por la destilacion fraccionada. La produccion de notas verdes en la actualidad se basa
en procesos biogquimicos, quimicos y biotecnoldgicos [16]. Sin embargo, los procesos
biotecnologicos son los més utilizados para la produccion de estas sustancias aromaticas, en

estos procesos se utilizan precursores que se transforman por via enzimatica [3]. La via de la



lipoxigenasa, hidroperdxido liasa y alcohol deshidrogenasa representan las rutas enzimaticas
mas aceptadas para la conversion de los &cidos grasos insaturados, acidos linoleico (18:2) y

linolénico (18:3), en notas verdes [2].

2.3. Métodos de purificacion de proteinas por cromatografia

2.3.1. Cromatografia de intercambio iénico

Los procedimientos cromatograficos se usan comunmente para purificar productos
biolégicos de mezclas complejas. La cromatografia de intercambio idnico es un método que
se ha utilizado en la purificacién de proteinas debido a que las condiciones de proceso son
no agresivas con estas biomoléculas, ademas, las proteinas presentan altas capacidades de

union con las resinas [17].

El intercambiador i6nico es una matriz sélida que tiene enlazados grupos cargados, a los que
se unen aniones por fuerzas electrostaticas, estos aniones se pueden intercambiar por iones
de una solucion de sales. Las resinas o fases estacionarias ionicas suelen utilizarse en

columnas para separar moléculas de acuerdo a su carga [18].

El principio basico de la cromatografia de intercambio i6nico es que las moléculas cargadas
se adsorben en los intercambiadores de forma reversible, de modo que dichas moléculas se
pueden unir o separar cambiando el ambiente i6nico. La separacion mediante

intercambiadores i0nicos se realiza, por lo general, en dos etapas:

e Las sustancias por separar se unen al intercambiador utilizando condiciones que
originan una union fuerte y estable.

e En la segunda etapa la columna se eluye con un amortiguador de diferente pH o
diferentes fuerzas ionicas, los cuales compiten con los analitos para unirse a la resina

de la columna y de esta forma se eluye la muestra.



La afinidad de los analitos por la fase estacionaria depende en gran medida de su carga neta
y del cambio de su pH. En este tipo de separacion también se puede cambiar o eliminar la
carga neta, de modo que un analito determinado se puede intercambiar en una resina mediante
el control del pH de la solucion, de esta forma se puede mejorar el aislamiento de moléculas

bioldgicas [19].

2.3.2. Cromatografia de interaccion hidrofébica

Es una técnica para el aislamiento de proteinas a escala analitica y preparativa. La
cromatografia de interaccion hidrofdbica, separa las proteinas con base a su tendencia a
asociarse a una resina cubierta con grupos hidrofobicos. Dado que la fase movil es
completamente acuosa, la retencion de las biomoléculas est4 controlada por la concentracion
de sales agregadas, tales como sulfato de amonio o surfactantes. Las altas concentraciones
de sales favorecen la retencion de las proteinas. Las sales tienen alta polaridad y se unen
fuertemente al agua, lo cual promueve la exclusion del agua sobre la proteina y la superficie
del ligando, lo que promueve las interacciones hidrofobicas entre la proteina y la columna.
Para la elucion de los analitos, se disminuye la polaridad de la fase movil con la disminucion

de la concentracion de la sal [20].

2.3.3. Cromatografia de hidroxiapatita

La hidroxiapatita (Caio (PO4)s (OH)2), es un fosfato de calcio utilizado en cromatografia para
la separacion de proteinas y ADN. Dentro de sus ventajas estan la velocidad de flujo, la
estabilidad y la reproducibilidad a lo largo de varios ciclos de uso. La adsorcion de proteinas
a la hidroxiapatita implica tanto el intercambio anidnico como el catidnico. El grupo
funcional Ca?" puede interactuar con los residuos de carboxilato en la superficie de la
proteina, mientras que el grupo funcional PO4* puede interactuar con las proteinas basicas

(punto isoeléctrico superior a 7). Las proteinas acidas (punto isoeléctrico inferior a 7) se



eluyen mas facilmente que las proteinas basicas mediante un aumento en el gradiente de
solucidn de fosfato, los gradientes de iones son tiles especialmente para la elucién selectiva
de proteinas bésicas (Figura 3) [21].

—OH HO—
—Ca*) (H N — ~ *Ca—
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—OH A B OH—
—PQO % “H,N coO~) (-0,P—
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—PO,= >0,P—
—OH HO—

Figura 3. Unidn de la proteina a la hidroxiapatita. A: proteina basica. B: proteina acida.
Dobles paréntesis indican repulsion. Lineas punteadas indican enlace ionico. Triangulo
indica enlaces coordinados [22].

2.4. UPLC-QTof

En los ultimos afios, la cromatografia liquida de ultra alto rendimiento acoplada a la
espectrometria de masas (HPLC-MS) se ha convertido en una herramienta avanzada y util,
ya que ha permitido la caracterizacion de extractos de diversos materiales vegetales, dicha
caracterizacion implica tanto la identificacion como la cuantificacion de compuestos [23].

La técnica de HPLC de fase inversa esta conformada por una fase estacionaria no polar
(columna) y una fase mévil de polaridad moderada, en la fase movil se encuentra el analito
de interés. La separacion cromatografica se lleva a cabo por las afinidades relativas
especificas entre las moléculas del analito con la fases, movil y estacionaria. En la HPLC la
fase movil es forzada a través de altas presiones, de hasta 400 atmosferas, por la fase
estacionaria. Esto hace que la separacion se lleve a cabo de forma més rapida. El principio
de operacion del UPLC (cromatografia liquida de ultra-alta resolucion) es el mismo que el

del HPLC, sin embargo, la diferencia basica esta en el tamafio de particula del material de la



columna, menor de 2 um [24]. Este didmetro de particula permite una mayor resolucion.
Asimismo, las particulas pequefias crean presiones de funcionamiento muy altas (6000 a
15000 psi) [25].

En el espectrometro de masas cuadrupolo tiempo de vuelo (QTof) la separacion de masa se
logra por el establecimiento de un campo eléctrico en el cual los iones de una cierta relacion
entre masa y carga (m/z) tienen trayectorias estables a traveés del campo. EI campo eléctrico
es generado por un voltaje de corriente continua (cc) y un voltaje oscilante creado por
radiofrecuencias (rf) en las cuatro varillas de metal (cuadrupolos). Las varillas adyacentes
poseen polaridad opuesta, esto hace que los iones pasen a través del centro de las barras
registrando circulos a medida que pasan a lo largo de las barras. Al aumentar la magnitud de
los voltajes de cc y rf, en una relacion adecuada, se crean trayectorias estables, estas
trayectorias permiten que iones de diferentes relaciones m/z pasen a través de los cuadrupolos

y salgan al analizador de masas Tof [26].

La técnica espectrométrica de UPLC en combinacion con técnicas de espectrometria de
masas multietapa, incluida la espectrometria de masas QTof, es una herramienta de alta
resolucion para el analisis de extractos complejos. Dicho método espectrométrico permite
una mayor velocidad de analisis y sensibilidad, asi como una minima dispersion de los iones

del analito, generando informacidn masiva con alta precision y exactitud [27].

2.5. Electroforesis

La electroforesis es una técnica utilizada para estimar el peso molecular de proteinas. Se basa
en la migracion de las proteinas por la influencia de un campo eléctrico; en donde las
particulas migran hacia el catodo o anodo, dependiendo de su carga, peso molecular y

estructura tridimensional [18].
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2.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

El uso de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) es una de las técnicas mas utilizadas
para la separacion y caracterizacion de proteinas. Los factores mas importantes que
contribuyen a la separacion de las proteinas en PAGE son el peso molecular y la carga de
superficie [28]. La matriz de gel de poliacrilamida se forma a través de polimerizacion de
acrilamida y un agente de reticulacion bifuncional. El agente de reticulacion mas
comunmente utilizado es N,N’-metilenbisacrilamida (Bis-acrilamida) su uso en el proceso
de polimerizacion se da principalmente para variar el tamarfio de poro del gel, el cual se puede
modificar cambiando las proporciones de acrilamida, lo que permite la separacién de
proteinas, con una amplia gama de pesos moleculares. El tamafio de poro, el campo eléctrico,
el tamafio y la forma del gel, y la carga superficial, son factores que determinan la distancia
a la cual migran las proteinas en el gel y la capacidad de tamizado molecular de la matriz del
gel. Porcentajes méas altos de acrilamida generalmente dan como resultado una mejor

separacion de las proteinas de bajo peso molecular [29].
Las caracteristicas principales de los geles son:

e El pH del gel es de alrededor de 9.
¢ Insoluble en agua.

e Se puede trabajar con muestras de hasta 10 ug.

La electroforesis en PAGE comunmente se suele clasificar en desnaturalizante y nativa [19].

2.5.1.1. Electroforesis desnaturalizante

Este método se denomina asi debido a que hace uso de compuestos desnaturalizantes como
el dodecilsulfato sédico (SDS). El SDS se utilizo inicialmente en la electroforesis para la
separacién e identificacion de cadenas de polipéptidos y posteriormente para la
determinacion del peso molecular de proteinas, debido a que minimiza los efectos de las
diferencias de carga y asegura que todas las proteinas en la muestra migren como aniones
[29].
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El SDS desnaturaliza y despliega la mayoria de las estructuras proteicas, se une a la proteina
dotandolas de una alta carga eléctrica negativa, y mediante la repulsion provoca el
desplegamiento de la misma, eliminando asi las diferencias en las estructuras secundarias y
terciarias. Las proteinas son analizadas como polipéptidos unidos a SDS. También se utiliza
de forma habitual un agente reductor, el ditiotreitol (DTT), que contribuye a la
desnaturalizacion de las proteinas reduciendo los enlaces disulfuro, desplegando algunas
formas de plegamiento terciario y rompiendo la estructura cuaternaria. De este modo se
obtiene un fraccionamiento que obedece a la diferencia de peso, tamafio de la cadena, y forma
de la proteina. EI método de electroforesis SDS-PAGE es el mas empleado para analizar y

estimar el peso molecular de proteinas [30].

2.5.1.2. Electroforesis nativa

En condiciones de PAGE nativas la migracion de las proteinas en el gel depende de su
tamafio, conformacién y carga. En este método se omite el uso de SDS y del agente reductor
DTT. Los geles para PAGE nativa permiten mezclas complejas de proteinas, las cuales se
preparan en un solo gel. Este método es particularmente util para el estudio de la composicion
y estructura de las proteinas, ya que los polipéptidos retienen su estructura de orden superior
y la interaccién con otros polipéptidos, y con frecuencia conservan la actividad bioldgica
(actividad enzimatica, actividad de unidn, etc.) de una proteina. Las separaciones de proteinas
toman aproximadamente de 30 a 60 min y no requieren ninguna preparacion del

amortiguador [31].

2.6. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

2.6.1. Métodos de extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiza para obtener moléculas aisladas con alto grado de pureza 'y

para poderlas utilizar en la investigacion cientifica. Existen diferentes métodos para poder
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extraer y purificar el ADN, sin embargo, todos los métodos presentan el mismo principio y
fundamento. En el cual se lleva acabo el rompimiento o lisis de células y ndcleos. Una vez
obtenido el material genético se procede a purificarlo, sin embargo, la purificacion es la etapa
mas importante, depende en gran parte de las propiedades fisico-quimicas [32], entre los

procesos de purificacion mas comunes se encuentran los siguientes:

e Precipitacion mediante sales y alcoholes: los &cidos nucleicos se precipitan afiadiendo
isopropanol o etanol. Este método permite la obtencion de ADN de gran pureza.

e Extraccion con solventes organicos: en el lisado celular se mezcla con fenol,
cloroformo y alcohol isoamilico para llevar acabo la separacién de los &cidos
nucleicos y las proteinas. EI método permite obtener un alto rendimiento, sin
embargo, es frecuente que los restos de solventes organicos contaminen la muestra.

¢ Kits con membranas de cilice: bajo ciertas condiciones de sales el material genético
gueda retenido en las membranas. En este método es necesario liberar al ADN de la

matriz con soluciones de sales [33].

En la técnica de PCR se utiliza el material genético como molde y los oligonucledétidos, estos
dos componentes son los factores mas importantes para llevar a cabo la replicacién selectiva

de cualquier segmento de ADN.

2.6.2. Disefo de oligonucledtidos

La amplificacién especifica del fragmento de ADN deseado requiere que la secuencia de
oligonucle6tidos no coincida con otras partes de fragmentos no deseados. El proceso de
disefio de cebadores especificos generalmente implica dos etapas. En la primera etapa, los
oligonucledtidos que se unen a las regiones de interés se generan manualmente o haciendo
uso de un software. En la segunda etapa, se utiliza un software para examinar los objetivos
potenciales de estos oligonucleotidos disefiados (anélisis in silico) [34]. Existen muchas
herramientas en linea, disponibles gratuitamente, para el disefio de oligonucleétidos y para
el andlisis in silico [35]. Sin embargo, este proceso no es facil ya que se necesitan examinar

muchos detalles entre los oligonucleotidos y los fragmentos de ADN objetivos, tales como:
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La diferencia de longitud de la secuencia de cebadores: Una longitud 6ptima de
disefio de oligonucleétidos es de 16-28 desoxinucleétidos, con una diferencia de
longitud de no mas de 3 desoxinucledtidos entre el cebador directo y el cebador
inverso.

El contenido de GC (Guanina-Citosina): Una proporcion apropiada de contenido de
GC de un cebador esta usualmente en el rango de 40-60 %. Un contenido superior a
este porcentaje puede afectar indirectamente las condiciones de apareamiento del
cebador con el fragmento de ADN.

La temperatura de fusion (Tm): La Tm es el valor mas critico para realizar un
experimento de PCR. generalmente, la Tm de un par de cebadores oscila entre 50 °C
y 62 °C. La técnica de PCR pueden realizarse con éxito si la diferencia de la
temperatura de fusion de un par de cebadores no excede de 5 °C. La diferencia de
temperatura de fusion ideal para un par de cebadores es cero.

Las estructuras secundarias, como los dimeros. El alineamiento de dos cebadores da
como resultado un dimero. La aparicion de dimeros tiene un impacto negativo en los
resultados de un experimento de PCR y, en consecuencia, debe evitarse la hibridacion

de dos cebadores.

La complejidad de este tipo de analisis generalmente hace que esta tarea sea muy lenta y muy

dificil, especialmente cuando los cebadores tienen una gran cantidad de nucledtidos [36].

2.6.3. Fundamentos de la reaccién en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa 0 PCR (por sus siglas en inglés polymerase chain

reaction), es una de las técnicas que ha revolucionado a la ingenieria genética y la biologia

molecular en general, desarrollada por el Dr. Kary Mullis en los afios 80, esta técnica permite

producir in vitro, grandes cantidades de una secuencia de ADN de forma especifica y sin

depender del clonado de dichos fragmentos de ADN en organismos vivos [37].
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La técnica de PCR permite la replicacion selectiva de cualquier segmento de ADN, ya que

sintetiza dos nuevas hebras de ADN a partir de otras que funcionan como molde [38], para

ello se requiere de:

El extracto de ADN a partir del cual se generan las copias de ADN.

Los oligonucledtidos cebadores o primers, los cuales son complementarios a una
region del fragmento de ADN a amplificar.

El ADN polimerasa, la cual es capaz de sintetizar el ADN utilizando como molde el
fragmento de ADN.

Los desoxinucledtidos o dNTPs, los cuales seran incorporados a las nuevas cadenas
de ADN.

Cloruro de magnesio (MgCl.) u otro co-factor necesario para que trabaje la
polimerasa.

Una solucién amortiguadora que mantenga el pH apropiado para que se lleve a cabo

la sintesis.

La mezcla de los componentes anteriores se somete a una serie de ciclos de reaccion los

cuales consisten en:

Desnaturalizacion o separacion de la doble hélice del extracto de ADN, esto se da por
el calentamiento de la muestra, entre 94 y 96 °C, para romper los puentes de
hidrégeno que une las hélices.

Alineacion: los disefios de oligonucledtidos se unen a los sitios especificos
complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar, para
que esto suceda se baja la temperatura entre 40 y 60 °C lo que permite la union
(alineamiento).

Extension: se sintetiza una nueva cadena en sentido 5’ a 3’, por lo general se da a una
temperatura de 72 °C, que es la temperatura 6ptima a la cual el ADN polimerasa se
une a los cebadores y comienza la replicacion, en la replicacion se utilizan los

desoxinucleotidos para formar la nueva cadena de ADN.

Este ciclo se repite sucesivamente, y en cada nuevo ciclo se amplifica la region de interés de

las dos cadenas complementarias. Al final de todos los ciclos se tienen los amplicones con
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un tamano dictado por el nimero total de pares de bases (pb) [37], como se muestra en la

Figura 4.
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Figura 4. Etapas de la PCR.

2.7. Fluidos supercriticos

La ciencia de la extraccion con disolventes ha evolucionado durante un largo periodo de
tiempo y se ha hecho un gran progreso en el estudio de la comprension de la solvatacion y
las propiedades de las mezclas de liquidos utilizados en procesos de extraccion. La extraccion
con fluidos supercriticos (EFS) utiliza disolventes que se encuentran por encima de su punto
critico [39]. Un punto critico para una sustancia pura se define como la maxima temperatura
y presion a la que la sustancia puede existir en equilibrio vapor-liquido. A temperaturas y
presiones por encima de este punto, se forma un solo fluido homogéneo, que se conoce como
fluido supercritico (FSC) el cual tiene el poder de penetracion de un gas y de disolver las
muestras como las de un liquido, estas propiedades hacen al fluido un disolvente eficaz y

selectivo [40].
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La EFS puede ser utilizada para extraer ingredientes activos o analitos de diversas plantas y
muestras microbianas, siendo particularmente Gtil en la extraccién de productos naturales
[39]. El fluido supercritico de uso mas comun es el dioxido de carbono (CO2). Las principales
ventajas del CO; son: bajo costo, se consigue con una alta pureza, es selectivamente
controlable, su temperatura critica (31°C) es cercana a la ambiente, no es toxico comparado
con otros disolventes organicos y a la presion atmosférica es un gas, por lo tanto, se puede
retirar del analito de forma sencilla [41]. En condiciones estandar de temperatura y presion
(25 °Cy 1 bar) el CO. presenta una baja polaridad, esto se debe principalmente a su constante
dieléctrica, sin embargo, en condiciones supercriticas (40 °C y 200 bar) el CO; presenta una
constante dieléctrica de aproximadamente 1.5, esto proporciona al compuesto una polaridad
semejante a la del pentano liquido y, por lo tanto, es mas adecuado para la extraccion de

compuestos lipéfilos [42].

Se pueden utilizar otros fluidos supercriticos, no obstante, algunos disolventes son
inflamables a temperatura ambiente y su uso a nivel industrial es restringido debido a su

efecto negativo sobre el medio ambiente, tal es el caso de los clorofluorocarbonos.

2.7.1. Aplicacion de extraccion con fluidos supercriticos en productos

naturales

Por lo general en el caso de materiales vegetales, los acidos grasos se extraen con disolventes
organicos. Los métodos de extraccion con disolventes tradicionales requieren cantidades
relativamente grandes de disolventes, dejan residuos téxicos y generalmente causan la
degradacion de los compuestos insaturados por las altas temperaturas de operacion. Debido
a este hecho, hay una demanda creciente de diferentes técnicas de extraccion con tiempos
mas cortos y con el uso de una menor cantidad de disolventes. La extraccién con fluidos
supercriticos, enzimatica acuosa Yy tecnicas de extraccion asistida por ultrasonido, son las

técnicas mas estudiadas para la obtencion de aceites [43].

Probablemente, el uso méas extendido de EFS es en el campo de los alimentos, en el cual se

ha publicado en los ultimos afios, utilizando una alta variedad de muestras, materiales,
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compuestos de interés y procedimientos [39]. En la Tabla 2 se muestran algunos ejemplos de
aplicacion de la EFS para obtener compuestos de interés a nivel comercial, asi como las

compafiias que aplicaron este método.

Tabla 2. Aplicacion de la EFS para la extraccion de productos naturales comerciales [40].

Producto natural Localizacion An?n?;(?ue Compafiia
Café Alemania 1979 HAG-General Foods
EUA 1988 General Foods
Lapulo Aleman_ia 1982 Carlton and United
Australia 1985, 1988 Barth
Lapulo y Especias Alemania 1988 SKW Qhemicals
Inglaterra 1983 English Hops
Té Alemania 1986 SKW Chemicals

En el 2016, en el laboratorio de la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca, Hernandez-
Martinez [44], construy6 un equipo de EFS el cual fue utilizado para la extraccion de aceite
esencial de menta verde (Mentha spicata L.). Los principales elementos del equipo son: un
cilindro de disolvente (CO3), una valvula de globo para el paso de fluido (V1y V2), valvula
micrométrica (VM), mandmetro de caratula (M1-M3), regulador industrial de presién (RP),
regulador industrial de contra-presion (RCP), termocompresor de acero inoxidable T-316
(TC), cinta de calentamiento (CC), indicador digital de temperatura (IDT), indicador digital
de presion (IDP), medidor de flujo (MF), bafio térmico (POLYSCIENCE) (BT), bafio de
acrilico DE 20 x 20 x 30 cm (BA), celda de extraccion de acero inoxidable T-316 (CE) y
celda de recoleccion (CR) (Figura 5). EI modo de operacion del equipo es de presurizacion
del gas por efecto de la temperatura.
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V3

V1o V2

Figura 5. Diagrama del equipo de extraccion supercritica.

El modo de operacion del equipo para realizar la extraccion es estatico-dindmico, el proceso
comienza en modo estatico, en el cual se utiliza una cantidad fija de disolvente (CO>) a
condiciones de temperatura y presion critica (35 °C y 100 bar) para interactuar con la
muestra. Posteriormente se emplea el modo dinamico, en el cual el disolvente se hace pasar
de forma continua a través de la muestra, para este caso el disolvente libre de extracto se
encuentra siempre en contacto con la muestra. Posterior a estas etapas se culmina con la

despresurizacion de la celda de extraccion y la recuperacion del aceite extraido.

2.8. Quintoniles (Amaranthus hybridus L.)

Las plantas de Amaranthus hybridus L. son de rapido crecimiento (90 dias
aproximadamente), resistentes a la sequia, lo que le permite crecer en condiciones aridas y/o
en suelos poco fértiles [45]. Son plantas herbéceas, distribuidas en México, Peru y otros
paises andinos, y se cultivan a pequefia escala en paises de América Central y América del
Sur [46].
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Las plantas de Amaranthus hybridus L., denominadas frecuentemente como “bledo”,
“quelite”, “quintonil” (o “quintolil”’), son comestibles. Es una planta erguida, de hasta 2 m
de alto, generalmente de 1 m o0 menos, con tallos estriados, a veces rojizos, con frecuencia
muy ramificados (Figura 6). Los peciolos son delgados, de 10 a 15 cm de largo; en forma de
laminas foliares ampliamente lanceoladas a ovadas u ovado-rombicas, de 3 a 15 cm de largo
por 1 a 7 cm de ancho, con base atenuada, a veces tefiidas de rojo. La planta presenta
inflorescencias de numerosas flores dispuestas en abundantes espicastros paniculados, la
inflorescencia terminal es erguida, de 4 a 12 cm de largo por 1 a 2.5 cm de ancho, las
inflorescencias laterales hasta la mitad de esas dimensiones, erguidas o extendidas, bracteas
ovadas a lanceoladas, de aproximadamente 5 mm de largo, acuminadas y largamente
aristadas en la punta; 3 ramas del estigma; utriculo subgloboso, igual o0 méas corto que los

tépalos, con semillas de 1 mm de didmetro, de color café-rojizo o negro brillante [47].

Figura 6. Quintoniles (Amaranthus hybridus L.).

Las hojas y tallos tiernos de los quintoniles son las Unicas partes consideradas comestibles.
Estas partes se consumen crudas, cocidas o se frien ligeramente y se combinan con sopas,
tacos, quesadillas, pinole o esquites. En algunos platillos constituyen el componente
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principal, pero también puede ser el condimento que proporciona diferentes sabores y aromas

a diversos platillos.

En varias zonas rurales los quintoniles se consumen al inicio del ciclo agricola, ya que estos
crecen entre los sembradios de maiz. Por lo tanto, los retofios verdes se suman a la dieta para
la subsistencia de los campesinos y sus familias, hasta que los cultivos principales son

cosechados.

El consumo de quintoniles en México continla a pesar de que su popularidad ha variado a lo
largo de la historia y de que la riqueza de planta ha decaido. Son consumidos en mayor

proporcidn en zonas rurales en donde se conservan las comidas tradicionales ancestrales [48].

Diemeleou & Niamke [49], examinaron la composicion de las semillas de Amaranthus
hybridus L. extrayendo los &cidos grasos por medio del método de Soxhlet y determinando
su composicién utilizando cromatografia de gases. En el perfil cromatografico de la
composicion de acidos grasos destaco la presencia de cinco compuestos: acido palmitico
(19.01 + 0.01 %), estedrico (9.03 = 0.01 %), oleico (36.45 = 0,01 %), linoleico
(33.16 £ 0.01 %) y linolénico (2.34 £ 0.01 %).
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3. ANTECEDENTES

3.1. Fuentes para la extraccion de la enzima HPL

Los valores reportados de la actividad enzimatica especifica de los extractos crudos van desde
los 0.06 hasta 9.30 U/mg de proteina, y de enzima purificada de 3.50 hasta 243.96 U/mg de
proteina (Tabla 3).

Tabla 3. Valores reportados de actividad enzimatica especifica de extracto crudo y enzima

HPL purificada.
Materia prima Extracto crudo, Enzima purificada,
U/mg de proteina U/mg de proteina
Aceitunas (Olea europaea) [9] 0.06 3.50
Girasol (Helianthus annuus L.) [10] 0.486 93.60
Pepinos (Cucumis sativus) [11] 0.69 60.85
Guayaba (Psidium guajava) [50] 9.30 243.96
Tomate (variedad trust) [12] 0.45 3.90
Chicharo (Pisum sativum L.) [1] 0.71 7.71
Pimiento verde (Capsicum annuum L..) [51] 5.78 28.48

Amaranto tricolor (Amaranthus
0.90 31.40
mangostanus L.) [14]

La enzima HPL ha sido extraida de diferentes partes de las plantas: hojas, cotiledones, granos
y frutos, con la finalidad de purificarla y caracterizarla. Algunas de estas plantas y frutos son:
hojas de menta (Mentha veridis y Mentha pulegium) [52], hojas de olivo [2], hojas de
remolacha de azucar (Beta vulgaris L.) [13], melén (Cucumis melo) [53], hojas de amaranto
tricolor (Amaranthus mangostanus L.) [14], aceitunas (Olea europaea) [9], hipocotilos y
hojas de girasol (Helianthus annuus L.) [10], pepino (Cucumis sativus) [11], guayaba
(Psidium guajava) [50], tomate [12], vastago, raiz y semilla de chicharo [1] y pimiento verde

(Capsicum annuum L.) [51]. Ademas, la enzima HPL ha sido expresada en microorganismos,
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tal es el caso de la HPL del pimiento verde, tomate, papa y hojas de olivo expresadas en
Escherichia coli, [53, 54, 55], Saccharomyces cerevisiae [2, 7], Yarrowia lipolytica [56] y
Penicillium sp.[57].

En trabajos previos, realizados por este equipo de trabajo en el 2015, se determiné la
actividad especifica de la enzima HPL a partir de extractos crudos de once plantas cultivadas
en el estado de Oaxaca (Tabla 4), en estos trabajos también se estimo el peso molecular de la

enzima por electroforesis SDS-PAGE [4].

Tabla 4. Actividad enzimatica de extractos crudos de once plantas cultivadas en el estado

de Oaxaca [4].
Materia prima Actividad Actividad enzimatica
enzimatica total, U  especifica, U/mg de proteina
Chepiche (Porophyllum tagetoides) 1145+ 0.70 0.100 = 0.007
Hierbamaestra (Artemisa absinthium) 13.69 £ 3.72 0.100 £ 0.010
Ruda (Ruta graveolens) 14.11 +5.20 0.168 + 0.052
Palma (Palmae breahea dilcis) 14.14 +5.18 0.234 £ 0.070
Arnica (Heterotheca inuloides cass.) 45.21 +10.80 0.185 +0.090
Manzanilla (Matricaria recutita) 47.44 +0.10 0.653 £ 0.010
Moringa (Moringa oleifera) 87.16 £ 2.25 1.533 £ 0.050
Hierbabuena (Mentha spitaca) 147.83 + 0.05 0.395 +0.030
Quintoniles (Amaranthus hybridus L.) 149.10+ 1.38 0.433 £ 0.060
Té limon (Cymbopogan citratus) 192.80 + 9.60 2.440 + 0.075
Orégano (Origanuu vulgare L.) 195.44 +11.10 0.624 £ 0.100

Como se observa en la Tabla 4, los extractos crudos que presentaron una mayor actividad
enzimatica total fueron los extractos de orégano, té limoén, quintoniles y hierbabuena. Con
respecto a la actividad enzimatica, las muestras que presentaron una mayor actividad
especifica fueron las de té limén y las de moringa. Al realizar la deteccién de la enzima por
electroforesis, la presencia de la banda caracteristica de la enzima HPL fue muy marcada en
los extractos de quintoniles con respecto a las otras plantas, observandose un peso molecular

aproximado de 64.0 kDa (Figura 7).
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Figura 7. Gel de electroforesis SDS-PAGE, bandas identificadas en a) quintoniles,
b) hierbabuena, c) té limén y d) orégano. mpm: marcador de pesos moleculares [4].

3.2. Métodos de purificacion de la enzima HPL

Los métodos que se han utilizado para purificar la enzima HPL extraida a partir de plantas,

frutos y semillas, reportados en la bibliografia, se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Métodos de purificacion utilizados para la enzima HPL.

. . Meétodos cromatogréaficos  Factor de
Materia prima A e g
de purificacién purificacién
. . . Intercambio i6nico 1.93
Chicharo (Pisum sativum L.) [1] Hidroxiapatita 10.10
. Intercambio i6nico 42.00
Aceitunas (Olea europaea) [9] Hidroxiapatita 58.00
. . . Intercambio idnico 30.60
Pepinos (Cucumis sativus) [11] Hidroxiapatita 88.10
. Exclusion molecular 8.68
Tomate (variedad trust) [12] Intercambio i6nico 8.68
L . Intercambio idnico 22.31
Pimiento verde (Capsicum annuum L.) [51] Exclusién molecular 4.930
Intercambio i6nico 9.40
Girasol (Helianthus annuus L.) [10] Interaccion hidrofdbica 56.60
Exclusién molecular 166.00
Exclusién molecular 5.40
- . Interaccion hidrofdbica 6.10
Guayaba (Psidium guajava) [50] Hidroxiapatita 26.20
Enfoque isoeléctrico 68.20
Intercambio i6nico 5.00
Amaranto tricolor (Amaranthus mangostanus L.) [14] Interaccion hidrofébica 17.60
Hidroxiapatita 34.90
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Como puede observarse en la tabla anterior, se requieren entre dos y cuatro etapas de
purificacion. Para la enzima extraida del girasol se utilizaron tres etapas de purificacion [10],
obteniéndose una enzima HPL con un factor de purificacion de 166 y en las hojas de amaranto

tricolor un factor de purificacion de 34.9 [14].

Recientemente se ha estudiado la purificacion parcial de la enzima HPL extraida de las hojas
de orégano (Origanum vulgare L.) [58]. En este trabajo, Espinoza-Rivera realizé una etapa
de purificacion de la enzima HPL contenida en los extractos crudos, utilizando cromatografia
de intercambio ionico. La actividad total de enzima HPL reportada fue de 12.42 U y una
concentracion de proteina de 4.75 pg/mL. Las pruebas de electroforesis en geles SDS-PAGE
al 12 % de poliacrilamida mostraron un peso molecular de 56.6 kDa, lo cual concuerda con

el peso reportado para la enzima HPL.

3.3. Uso de la técnica de PCR para la identificacion de la enzima HPL

La técnica de PCR se ha utilizado en algunos extractos de ADN obtenido de plantas,
generalmente para corroborar la presencia e integridad de la enzima HPL. En algunos
estudios como los realizados en la sandia (Citrullus lanatus) la técnica de PCR se utiliz6 para
determinar la presencia de la enzima y el producto obtenido se lig6 en el vector de clonacién
para poder expresar la enzima HPL en Nicotiana tabacum. De igual forma se realiz6 la
técnica de PCR en arabidopsis (Arabidopsis thaliana L.), el producto se utilizd para expresar
la enzima HPL en Nicotiana tabacum. Las actividades enzimaticas de las enzimas
sobreexpresadas de sandia con respecto a las sobreexpresadas en arabidopsis fueron 10 veces
mayor [59]. En el tomate (Lycopersicon esculentum) [55], meldn (Cucumis melo) [53],
pimiento verde (Capsicum annuum L.) [60] y guayaba (Psidium guajava) [50] se utiliz6 la
técnica de PCR con el objetivo de buscar las homologias de las secuencias pertenecientes a
la enzima HPL y comparar esta secuencia con la de otras plantas, también se determind la

similitud con las proteinas CYP74 y con la familia del citocromo P450.
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3.4. Fuentes y métodos de obtencidn del sustrato para la enzima HPL

La enzima HPL tiene una mayor afinidad por los sustratos del acido 13(S)-hidroperoxi-
(9Z,11E)-octadecadienoico (13-HPOD) vy el é&cido 13(S)-hidroperoxi-(9Z,11E,157)-
octadecatrienoico (13-HPOT), siendo los menos activos los del acido 9(S)-hidroperoxi-
(10E,12Z)-octadecadienocico (9-HPOD) y el &cido 9(S)-hidroperoxi-(10E,12Z,157)-
octadecatrienoico (9-HPOT). La clasificacion de la enzima HPL depende del sustrato
utilizado. La enzima 13-HPL utiliza los sustratos 13-HPOD o 13-HPOT para producir
hexanal y hexenal, respectivamente; mientras que la enzima 9-HPL utiliza 9-HPOD vy
9-HPOT como sustratos para formar aldehidos de 9 carbonos [61]. El sustrato para la enzima
HPL se puede obtener a traves de la via de la lipoxigenasa (LOX) [1, 14, 62], catalizando la
oxigenacion especifica de la posicién 13 o 9 del acido linoleico para producir sus
correspondientes hidroperoxidos el 13-HPOD y el 9-HPOD o los hidroperdxidos producidos
a partir del acido linolénico, el 13-HPOT y el 9-HPOT. Estos productos son utilizados como

sustrato por la enzima HPL para formar aldehidos y oxoéacidos.

Regularmente, la produccion del sustrato se ha realizado utilizando como materia prima los
acidos linoleico y linolénico puros, comercializados por Sigma-Aldrich [1, 14, 62]. Sin
embargo, el precio de estos acidos grasos es alto, 500 mg de acido linoleico tienen un precio
de $929.00 y 500 mg de acido linolénico un precio de $1,797.00. Son pocos los trabajos en
los que se ha utilizado materia prima diferente como fuente de obtencion de estos acidos
grasos, un ejemplo de esto se reporta en el trabajo de Noordermeer et al. [63], Aziz et al.
[64], asi como en el de Santiago-Gomez et al.[65], en este ultimo trabajo se utilizaron los
acidos grasos de aceite de oleina, una fuente compuesta por 48 % de acido linolénico y 18 %
de &cido linoleico, como sustrato para la enzima lipoxigenasa, de harina de soya, para la

obtencion de hidroperoxidos.
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3.5. Extraccion supercritica de aceites esenciales

El CO2 supercritico se ha utilizado con éxito para la extraccion de aceites a partir de semillas

oleaginosas incluyendo colza, cacahuate, almendra, pistacho, nogal y de albaricoque, entre

otros [66]. La EFS se ha aplicado a una gran variedad de alimentos a partir de los cuales se

han obtenido aceites esenciales y acidos grasos. En la Tabla 6 se resumen algunas

aplicaciones de la EFS para la obtencion de estos aceites.

Tabla 6. Extraccion de compuestos bioactivos a partir de diferentes matrices por extraccion

con CO; supercritico.

Matriz

Compuesto extraido

Condiciones de extraccion

Tomate y avellanas [67]
Canola [68]

Pupas de gusano de seda
[69]

Amaranto [41]
Melocoton [70]

Menta [71]

Nuez [72]

Licopeno y aceites esenciales
Acidos grasos esenciales
Acidos grasos (saturados y
polinsaturados)
Aceite y escualeno
Aceite esencial
Aceite esencial

Aceite

COz, 400 bar, 60 °C
COg, 207 bar, 35 °C

COz, 200-300 bar, 35-45 °C

COz, 150-350 bar, 40-70 °C
COz, 100-300 bar, 30-50 °C
COg, 90 bar, 45 °C
COz, 400 bar, 50 °C

Por otro lado, la EFS se ha utilizado en las semillas de amaranto para la extraccion de acidos

grasos, utilizando CO, como disolvente, a diferentes condiciones de presion, flujo y

temperatura, en este trabajo obtuvieron rendimientos de 6 a 50.7 %, con respecto a la grasa

total.
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4. JUSTIFICACION

La enzima hidroperoxido liasa (HPL) es necesaria para la formacion de compuestos volatiles
(como los aldehidos) provenientes de derivados de &cidos grasos, los cuales son responsables
de las notas verdes, “aroma a fresco” [8]. Dichas notas verdes se utilizan en la industria de
alimentos para reconstituir o mejorar las propiedades organolépticas asociadas con la
frescura, forman parte de la gran variedad de olores que existen en el mercado, los cuales
junto con los sabores son considerablemente importantes para la industria de alimentos,
cosméticos, quimica y farmacéutica. Estos representan actualmente casi 7 mil millones de
dolares al afio en EEUU, una cifra que aumenta un 4.4 % cada afio [3]. La enzima HPL se ha
obtenido por diferentes métodos como la extraccion directa de frutas y de hojas verdes y
manipulacion genética de microorganismos [73]. En la actualidad la enzima HPL no se
encuentra en el mercado. Contindan las investigaciones para obtenerla en concentraciones y
con actividades enzimaticas importantes, por lo que es necesaria la bdsqueda de nuevas

fuentes naturales, seguras, baratas y asequibles.

Ademas, para que se obtengan los productos deseados a partir de la enzima HPL se requiere
de sustratos como los hidroperdxidos de acidos grasos (HPOT y HPOD), producidos por los
acidos linoleico y linolénico, los cuales tienen un precio alto en el mercado, encareciendo la

produccién de notas verdes [43].

Generalmente el peso molecular de la enzima HPL es expresado como un aproximado ya que
no se tiene conocimiento del peso molecular exacto, por lo cual en este trabajo se propuso

evaluar el uso de UPLC-QTof para determinar el peso molecular exacto de la enzima.

Por otro lado, hasta el momento no se tiene conocimiento de la similitud de la enzima HPL
de quintoniles con las enzimas HPL de otras plantas, lo cual, permitird en un futuro utilizar

el ADN de la enzima HPL de las hojas de esta planta para su expresién en microorganismos.
Por lo tanto, el presente proyecto de investigacion se justifica por las siguientes razones:

1. Se presenta una alternativa para la obtencion de compuestos volatiles de forma natural,
mediante la extraccion de la enzima HPL a partir de la planta Amaranthus hybridus L.,

la cual es subutilizada.
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2. Se presenta el estudio que ofrece una alternativa de obtencion del sustrato a través de la
obtencidn de acidos grasos por extraccion supercritica, una técnica que utiliza disolventes
amigables para el ambiente y presenta una buena selectividad en la extraccion.

3. Se presentan avances de la técnica de PCR aplicada al fragmento de ADN de la enzima

HPL extraido de las hojas frescas de quintoniles.
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5.1.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Purificar y caracterizar la enzima hidroperdxido liasa, asi como la produccion del

sustrato a partir de &cidos grasos, obtenidos de quintoniles (Amaranthus hybridus L.).

5.1.1. Objetivos especificos

Caracterizar taxondmicamente la planta de los quintoniles, cultivada en Santiago
Huajolotitlan, Huajuapan de Leon, Oaxaca.

Extraer la enzima hidroperoxido liasa de las hojas frescas de quintoniles, para su
purificacion.

Purificar la enzima HPL mediante cromatografia de intercambio idnico, de
interaccion hidrofébica y de hidroxiapatita.

Determinar el peso molecular de la enzima HPL, mediante electroforesis y con el
equipo de UPLC-QTof.

Realizar el disefio de los oligonucleotidos para la enzima HPL utilizando las
secuencias de ADN reportadas en la bibliografia, para su aplicacién en PCR.
Producir el sustrato para la enzima HPL mediante la oxidacion de un acido graso puro
(&cido linolénico).

Producir el sustrato para la enzima HPL mediante la oxidacion de una mezcla de
acidos grasos obtenidos por EFS.

Comparar las actividades especificas de la enzima HPL, utilizando los sustratos
obtenidos mediante la oxidacion del acido graso puro y la oxidacion de una mezcla

de &cidos grasos.
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6. METODOLOGIA

En la Figura 8 se muestran los pasos que se siguieron para extraer, purificar y caracterizar la

enzima HPL extraida de la planta de quintoniles (Amaranthus hybridus L.).

Adquisicion de la planta de

quintoniles

v

Identificacién de la planta de

quintoniles

v v

[ Extraccion de la enzima HPL ] Produccidn del sustrato para la

enzima HPL

Y

[ Purificacién de la enzima HPL ]

v

[ Caracterizacion de la enzima HPL ]

Figura 8. Metodologia para la purificacion y caracterizacion de la enzima HPL a partir de
quintoniles (Amaranthus hybridus L.).
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6.1. Adquisicion e identificacion de la planta

Los quintoniles empleados en el trabajo fueron obtenidos del municipio de Santiago
Huajolotitlan, Oaxaca; a 30 min de la ciudad de Huajuapan de Ledn. La planta fue depositada
en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia de la UNAM, e identificada por la Dra.

Emma Cristina Mapes Sanchez.

6.2. Produccion del sustrato para la enzima HPL a partir de acidos

grasos puros

La obtencidn de los hidroperdxidos se realizé a partir de &cido linolénico con alta pureza. Se
peso 15 mg de la enzima lipoxigenasa (Sigma-Aldrich) y 200 mg de acido linolénico (pureza
> 99 %, Sigma-Aldrich). La mezcla se adicion6 a un matraz Erlenmeyer de 1 L junto con
200 mL de amortiguador de glicina (Bio-Rad) (0.2 M, pH 9.0). El matraz se coloc6 en una
parrilla y se agitdé por 1 h conservando una temperatura de 25 °C y un flujo constante de
oxigeno (presion 0.1 bar 0 20 mL O2/min) [8]. La enzima se inactivo con la adicion de H2SO4
hasta alcanzar un pH de 3.0 [74]. Posteriormente los hidroperéxidos formados fueron
extraidos dos veces con un volumen equivalente 1:1 (v/v) de éter etilico en un embudo de
separacion [75]. La fase organica recuperada se sec6 con MgSOs anhidro. El éter fue
evaporado empleando un rotavapor modelo R-100 (Buchi). Los hidroperdxidos se
recuperaron con etanol anhidro y se almacenaron a -20 °C. La presencia de los
hidroperoxidos fue determinada realizando un barrido a las muestras en un espectrofotometro
modelo UV765 UV-visible (Hinotek), utilizando celdas de cuarzo y una longitud de onda de
200 a 400 nm. Para determinar la concentracién de los hidroperdxidos producidos, se midié
la absorbancia de las muestras a 234 nmy se consider6 un valor del coeficiente de extincion
molar e= 25,000 cm™**M [8].
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6.3. Extraccion de la enzima HPL de los quintoniles

Para la extraccion de la enzima HPL se utilizaron las hojas de quintoniles frescos. Se
seleccionaron las hojas en buen estado las cuales fueron lavadas con agua, eliminando el
exceso de agua con papel absorbente. Después se pesaron 50 g de hojas, se afiadio 100 mL
de amortiguador de Tris-HCI (pureza > 99.8 %, Bio-Rad) (0.1 M, pH 8.5), el cual contenia
polivinilpirrolidona (PVP40, Sigma-Aldrich) al 0.5 % (p/v), DTT (Bio-Rad) 0.001 M y
Triton X-100 (grado laboratorio, Sigma-Aldrich) al 0.3 % (v/v) y se molieron en una
licuadora por 1 min, en intervalos de 10 s. El homogenizado se agité por 90 mina 4 °C y
posteriormente se filtro a través de manta de cielo, al filtrado se le realizo la extraccion de
clorofilas y lipidos con una mezcla hexano-acetona (3:2) en una relacion de 1:1. Se
centrifugd, utilizando una centrifuga modelo 5810R con Rotor FA-45-6-30 (Eppendorf), a
8000 x g por 7 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido se denomino extracto crudo de la enzima
HPL [14].

6.4. Purificacion de la enzima HPL

Las fracciones obtenidas en cada etapa de purificacion se les determind la concentracion de
proteina, actividad enzimatica total y especifica. Los sustratos utilizados para la enzima HPL

fueron obtenidos a partir del acido linolénico puro.

6.4.1. Precipitacion de la enzima con sulfato de amonio

Al extracto crudo de la enzima HPL se le agrego sulfato amonico (J.T. Baker) en pequefias
cantidades hasta llegar a una concentracién de 35 % de sulfato de amonio [76], la muestra se
agito hasta observar una separacion de fases, la cual dur6 aproximadamente 105 min, durante
la agitacion la muestra se coloco en un bafio de hielo [14]. Posteriormente la mezcla se colocd

en un embudo de separacion y se dejo reposar durante 12 h. Transcurrido este tiempo, se
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midié la concentracion de proteina y actividad enzimatica de las dos fases obtenidas, se
separd la fase acuosa inferior la cual presentd actividad enzimatica, se centrifugo la fase
inferior, para retirar los restos la fase superior, a 8300 x g durante 15 min a 4 °C. La fase
inferior se dializ6 por 12 h, utilizando una membrana de dialisis de celulosa (12 a 14 kDa,
Sigma-Aldrich) y amortiguador A: Tris-HCI (0.02 M, pH 8.5), Triton X-100 al 0.3 % (v/v) y
DTT 0.001 M. La solucion enzimética se almacené a 4 °C hasta su uso.

6.4.2. Primera etapa de purificacion

6.4.2.1. Preparacion de la resina y equilibrio de la columna

La preparacion y empacado de la resina en la columna se realiz6 conforme a las instrucciones
de proveedor TOYOPEARL DEAE-650M Column Packing.

La cantidad de resina TOYOPEARL DEAE-650M (Tosoh, Supelco Analytical) utilizada se
calculd en base a las especificaciones de la columna Bio-Scale MT20 de 15 x 124 mm
(Bio-Rad). El volumen de la resina se considerd con un 20 % de exceso, por lo tanto, el
volumen de resina fue de 26.28 mL. El frasco que contiene la resina se agit6 de forma
vigorosa para una correcta homogenizacion. Posteriormente, se midieron 35.04 mL de
suspension de resina, tomando en cuenta que cuatro volimenes de la suspension son
equivalentes a tres volimenes de resina, a este volumen de suspension se le adicionaron 141.6
mL de agua destilada, se agitd y se dejé en reposo durante 40 min, para obtener un tamafio
de particula fino, una vez transcurrido este tiempo se decant6 el sobrenadante. Se repitid la
adicion de agua y decantacion tres veces mas, y en el Gltimo lavado se sustituy6 el agua
destilada por la solucion amortiguadora A. Al finalizar la preparacion de la resina se procedio
a colocarla en la columna, a la cual se le hizo pasar un flujo de 0.5 mL/min de amortiguador
A, hasta que el lecho se mantuvo estable (20-30 min). Se aumentd el flujoa 1.5 mL/miny se
mantuvo por aproximadamente 15 min. Una vez transcurrido este tiempo se detuvo el flujo
y se elimino el exceso de resina en la columna, posteriormente se monto y ajusto el adaptador
hasta la superficie del medio. Una vez empacada la columna con la resina, se procedio a

equilibrarla con amortiguador A, a una velocidad de flujo de 1.25 mL/min por 48 min.
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6.4.2.2. Cromatografia de intercambio i6nico

El dializado obtenido en la precipitacion con sulfato de amonio se pasé por un filtro de 0.45
um [51]. El filtrado fue aplicado a la columna. La enzima se eluy6 con amortiguador A con
diferentes concentraciones de NaCl (0, 0.25 y 1.00 M) a una velocidad de flujo de
1.5 mL/min. Las fracciones purificadas se concentraron con amicones ultra-15 (30 kDa) y se
dializ6 por 12 h a 4 °C, utilizando una membrana de diélisis de celulosa (12 a 14 kDa, 12 a
14 kDa, Sigma-Aldrich) y amortiguador B: Tris-HCI (0.01 M, pH 6.8), DTT 0.001 My Trit6n
X-100 al 0.3 % (v/v) [14].

6.4.3. Segunda etapa de purificacion

6.4.3.1. Preparacion de la resina y equilibrio de la columna

La columna se empac6 empleando la metodologia especificada por el fabricante. Para obtener
una altura del lecho de 10 cm en la columna Bio-Scale MT10 de 15 x 124 mm (Bio-Rad), se
adicionaron 12 mL de la resina fenil sefarosa (GE Healthcare), la cual se agité previamente
para homogenizarla. Se afiadié etanol al 20 % por la parte superior de la columna y se colocé
el adaptador, evitando la retencién de burbujas de aire. Se empacé la columna pasando un
flujo de 2 mL/min de etanol al 20 %, hasta que el lecho de la resina se mantuvo estable (2-3
min). Se aumento el flujo a 5.2 mL/min y se mantuvo por aproximadamente 5 min. Una vez
transcurrido este tiempo se detuvo el flujo y se retir6 el tubo de empaque y el conector. Se
elimind el exceso de resina, se montd y ajustd el adaptador hasta la superficie del medio.
Posteriormente, se pasé un flujo a 5.2 mL/min de etanol al 20 % durante 1 min, se detuvo el
flujo y se ensambl6 por completo la columna. Una vez empacada la columna se procedio6 a

equilibrarla, haciendo pasar amortiguador B a un flujo de 0.5 mL/min por 40 min.
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6.4.3.2. Cromatografia de interaccién hidrofobica

Las fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio i6nico fueron filtradas
utilizando una membrana de 0.45 um, los filtrados se hicieron pasar en la columna empacada
con fenil sefarosa. La enzima se eluy6 con amortiguador B con diferentes concentraciones
de (NH4)2SO4 (0, 0.8 y 0.1 M), a una velocidad de flujo de 1 mL/min. Las fracciones
obtenidas fueron concentradas con amicones ultra-15 (30 kDa) y dializadas por 12 ha 4 °C
con amortiguador C, el cual contenia fosfato de sodio (0.01 M, pH 6.8), DTT 0.001 My
Triton X-100 al 0.3 % (v/v) [14].

6.4.4. Tercera etapa de purificacion: cromatografia de hidroxiapatita

Las fracciones dializadas de la segunda etapa de purificacion se pasaron por una columna de
hidroxiapatita, Bio-Scale Mini CHT de 40 um, 1x5 mL, (Bio-Rad), equilibrada con 80 mL
de amortiguador C a una velocidad de flujo de 2 mL/min. La columna se eluy6 con
amortiguador C, con diferentes concentraciones de fosfato de sodio (200, 250, 300 y 350

mM) a una velocidad de flujo de 0.5 mL/min.

6.5. Caracterizacion de la enzima HPL

6.5.1. Determinacion de la concentracion de proteina por el método de
Bradford

Se realiz6 una curva estandar de calibracion con el estandar de albimina sérica bovina (ASB)
(Bio-Rad) para la cual se prepararon una serie de diluciones a diferentes concentraciones de
ASB (0-2 mg ASB/mL). Se tomaron 20 pL de cada dilucion las cuales se mezclaron con 1
mL del reactivo de Bradford (colorante reactivo de inicio rapido para Bradford 1 x, Bio-Rad).

La mezcla se dejo reposar durante 5 min en oscuridad y posteriormente se midio la
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absorbancia a 595 nm en un espectrofotdmetro modelo UV765 UV-visible (Hinotek). Para
la elaboracién de la curva de calibracion se graficd la concentracion de ASB contra la

absorbancia obtenida (Figura 9).

1.8
y =0.735x + 0.1329

16 R2=0.961

1.4

Q
1.2

1 (e]

ASB

0.8

0.6 o
0.4

0.2 fo)

00
0 0.5 1 1.5 2

Concentracion, mg/mL

Figura 9. Curva estandar de calibracion con ASB.

La determinacion de la concentracion de proteina de la HPL del extracto crudo y de las
fracciones recuperadas se realizo tomando 20 uL de las muestras las cuales se mezclaron con
1 mL del reactivo de Bradford. La mezcla se dejo reposar durante 5 min y se midi6 la
absorbancia a 595 nm en espectrofotdmetro. Finalmente, la concentracion de la enzima se
determiné sustituyendo la absorbancia obtenida en la ecuacion resultante de la curva de

calibracion [77].

6.5.2. Actividad enzimatica total y especifica de la enzima HPL

La actividad de la enzima HPL fue determinada por la disminucién de la absorbancia a 234
nm debido a la degradacion del sustrato (hidroperoxidos de acidos grasos), utilizando un
espectrofotometro modelo UV765 UV-visible (Hinotek). La mezcla de reaccion (3.0 mL)

contenia: 10 uL de hidroperdxidos producidos a partir de los acidos grasos puros (10 mM),
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5 uL de la solucion enzimética y 2985 uL de amortiguador de fosfato de sodio (0.01 M, pH
6.0). la muestra calibradora utilizada contenia todos los reactivos a excepcion del sustrato, el
cual se sustituyo por 10 uL de agua [14]. La pendiente obtenida de la curva resultante,
absorbancia vs tiempo, se utilizé para calcular la actividad de la enzima HPL, utilizando la

siguiente ecuacion:

.7 m
Volumen de reaccidon = (5)
*

Actividad imatica total (U) =
ctividad enzimética total (U) Volumen del extracto de HPL

Donde:
m = Pendiente (Absorbancia/Tiempo (min))
€ = Coeficiente de extincion molar, € = 25000 cm*M*

b = Ancho de la cubeta, cm

Con las actividades enzimaticas totales y con la concentracion de proteina se determing la
actividad enzimatica especifica. La actividad enzimatica especifica es el nimero de unidades

de enzima por miligramo de proteina (U/mg proteina).

El porcentaje de recuperacion se determind tomando en cuenta el valor de la actividad
enzimética total, considerando el 100 % la actividad del extracto crudo. EIl factor de
recuperacion se determind considerando la actividad enzimatica especifica, la actividad

especifica del extracto crudo se tom6 como la unidad [14].

6.5.3. Electroforesis SDS-PAGE

El extracto crudo y las fracciones eluidas fueron analizadas por electroforesis para estimar el

peso molecular de la enzima. Se realizo la electroforesis empleando geles de poliacrilamida
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al 12 % (Mini-PROTEAN TGX, Bio-Rad). La camara se llen6 con amortiguador de corrida
el cual fue diluido 10 veces, (Tris base 0.2 M pH 8.3) con 1.9 M de glicina (reactivo de pureza
para electroforesis, Bio-Rad) y SDS (reactivo de pureza para electroforesis, Bio-Rad) al
10 % (p/v), se realiz6 una solucién (1:20) del marcador de pesos moleculares de bajo rango
(Bio-Rad) con amortiguador, Tris-HCI (0.5 M, pH 6.8) con glicerol anhidro (J.T. Baker) al
5 % (v/v), SDS al 10 % (p/v), azul de bromo fenol al 0.1 % (p/v) y P-mercaptoetanol
(Bio-Rad) al 5.3 % (v/v), en el primer pozo del gel se agregaron 10 pL de esta solucion del
marcador de pesos moleculares y en los demas pozos se agregaron 20 pL de muestra
previamente preparada, 24 pL de las fracciones diluidas se mezclaron con 6 pL del
amortiguador para la muestra compuesto por Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8) con glicerol al 11.1 %
(v/v), SDS al 10 % (p/v), azul de bromo fenol al 1 % (p/v) y B-mercaptoetanol al 5.5 % (v/v).
La mezcla se calentd a 100 °C por 5 min. La electroforesis se llevo a cabo a 200 V y 0.05
mA. El voltaje se detuvo hasta que el frente del azul de bromo fenol alcanzé la parte inferior
del gel. EI gel fue tefiido con una solucion de tincion azul de Coomassie (azul de Coomassie
R-250 al 0.1 % (p/v) con &cido acético al 10 % (v/v) y metanol al 40 % (v/v)) por 50 min y
se destifio con una solucion decolorante (acido acético al 10 % (v/v) con metanol al 40 %

(v/v)), cambiandola hasta que las bandas del gel estuvieron bien definidas [78].

6.5.4. Determinacion del peso molecular de la enzima por UPLC-QTof

La determinacién del peso molecular de la enzima HPL por el método espectrométrico se

realizo utilizando reactivos grado masas, la metodologia empleada se detalla a continuacion.
1) Acondicionamiento de la muestra

Las muestras purificadas se dializaron (12 h en agitacién y 12 h en reposo a 4 °C) con agua

destilada para retirar el Triton X-100 de la muestra.
2) Preparacion y acondicionamiento de la columna
Se realizaron tres lavados a la columna con 200 pL de &cido trifluroacético (TFA) al 0.1 %.

3) Condiciones para LC y analisis por MS
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Para el analisis de proteinas se utilizaron las siguientes condiciones.

Condiciones cromatograficas: se utilizé una columna Acquity UPLC BEH C4, 1.7 um, 2.1 x
50 mm. Fase movil: A: Agua, 0.1 % acido formico y B: Acetonitrilo, 0.1 % acido formico.
Se inyect6 5 UL de muestra, a una velocidad de flujo de 0.2 mL/min. El gradiente de elucion
lineal fue bajo las siguientes condiciones: 10 % de B (0-5 min), 90 % B (5-7.1 min), 10 % de
B (7.1-10 min). La temperatura de la columna fue de 80 °C. Las condiciones de operacion
del espectrometro de masas fueron las siguientes: se operd en modo de ionizacion positivo
(ESI+), capilar 2.7 V, cono 35 V, temperatura de la fuente 150 °C, temperatura de
desolvatacion 350 °C. Los espectros se capturaron de 500 a 3000 m/z. Se utilizd6 como
estandar de referencia de masas (lock mass) leucina/encefalina [M+H]+ = 556.2771.

6.6. Amplificacion del ADN de las hojas de los quintoniles por PCR

6.6.1. Disefio de oligonucledtidos

El disefio de los oligonucledtidos se realizé utilizando el software libre Primerquest
(https://www.idtdna.com/Primerquest), utilizando las secuencias de ADN reportadas para la
enzima HPL del tomate (Lycopersicon esculentum) nimero de acceso AAF67142 [55], hojas
de sandia (Citrullus lanatus) con nimero de acceso AY703450. y arabidopsis (Arabidopsis
thaliana L.) con numero de acceso AAC69871 [59]. El alineamiento de los oligonucle6tidos
diseflados  se realizo  utilizando el software libre Primers-BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). En el programa Primers-BLAST se
introdujeron las secuencias de ADN reportadas para la enzima HPL y el disefio de sus

correspondientes oligonucledtidos.
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6.6.2. Extraccion de ADN

Se utiliz6 la metodologia descrita por Keb-Llanes para la extraccion del ADN. Se utilizaron
hojas frescas de quintoniles (obtenidos en el municipio de Santiago Huajolotitlan, Oaxaca),
hojas de sandia y el fruto de tomate (adquiridos en el mercado central de abastos en Oaxaca).
Las muestras fueron lavadas con agua y posteriormente se molieron 0.3 g de muestra en un
mortero y pistilo congelados. La muestra molida se transfirio a un tubo Eppendorf, al cual se
agregaron 300 pL de amortiguador D (bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) al 2 %
(p/v), Tris-HCI 100 mM (pH 8), EDTA 20 mM, NaCl 1.4 M, polivinilpirrolidona (PVP-40)
4 % (p/v), acido ascorbico 0.1 % (p/v), p-mercaptoetanol 10 mM), 900 pL de amortiguador
E (Tris-HC1 100 mM (pH 8), EDTA 50 mM, NaCl 100 mM, B-mercaptoetanol 10 mM) y
100 uL de SDS al 20 % (p/v), la mezcla obtenida se agité hasta una correcta homogenizacion
y posteriormente se incubd a 65 °C por 10 min, se adicionaron 410 pL de acetato de potasio
frio (5 M), la mezcla se agit6 de forma vigorosa y posteriormente se centrifugd a 14000 rpm
por 15 min a4 °C. El sobrenadante se transfirié a otro tubo y se afiadié 540 uL de isopropanol
frio. Posteriormente se incub6 en frio por 20 min, transcurrido este tiempo se centrifugo a
10000 rpm por 10 min a 4 °C y se descartd el sobrenadante. El precipitado recuperado se
lavé con 500 pL de etanol al 70 % frio y se centrifugd por 1 min a 14000 rpm. Se dejé secar
y el precipitado se resuspendié en 600 pL de amortiguador TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM)
pH 8. Se afiadieron 60 pL de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 360 pL de isopropanol frio, se
incubd en hielo por 20 min y posteriormente se centrifugd por 10 min a 10000 rpm.
Finalmente, el sobrenadante se elimind y el precipitado se suspendié en 50 pL de
amortiguador TE. La concentracion de ADN se midi6 en el equipo nanodrop modelo
ND-2000 (Thermo Fisher) y la integridad del ADN se determind por electroforesis (geles de
agarosa al 2 % (p/v) con 0.1 % de bromuro de etidio (v/v)) [79].
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6.6.3. Técnica de PCR

Para tener un control positivo se implementd la técnica de PCR utilizando los
oligonucleo6tidos de actina en los extractos de ADN de hojas de quintonil, sandia y fruto de

tomate.

Las muestras de ADN, concentraciones de 500-1000 ng/puL, se colocaron en viales y
posteriormente se agrego el kit GoTag Green master mix (Promega), con los siguientes
volumenes: 12.5uL de GoTaq, 1 pL de primer A, 1 puL de primer B, 1-5 uL de extracto de

ADN, el volumen se ajust6 a 25 pL con nucleasa libre de agua (Promega).

Las muestras se colocaron en un termociclador (Applied Biosystems 9600 GeneAmp PCR
System 27000) bajo las siguientes condiciones: la etapa previa de desnaturalizacion se llevo
acabo a 94 °C por 5 min, se utilizaron 30 ciclos para ampliar el fragmento de ADN: iniciando
con una etapa de desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, el alineamiento de los oligonucle6tidos
a 56 °C por 1 min, finalmente la etapa de extension se llevo a cabo a 72 °C por 1 min.
Transcurridos los 30 ciclos, las muestras se dejaron a la temperatura de 72 °C por 5 min. Las
muestras amplificadas se corrieron en un gel de agarosa al 2 % con 0.1 % de bromuro de
etidio. Para identificar el fragmento de ADN amplificado en los productos de PCR, en el
primer pozo del gel se coloco el marcador de pesos moleculares de ADN Bench Top (100
bp, Promega). El gel fue revelado utilizando un fotodocumentador (Gel Logic 200 Imaging
System, KODAK).

6.7. Produccion del sustrato para la actividad enzimatica de la HPL a
partir de acidos grasos obtenidos mediante extraccion con fluidos

supercriticos

Se realiz6 la produccidn del sustrato para la enzima HPL a partir de extractos producidos por

fluidos supercriticos y se comparé la actividad de la enzima con los sustratos puros y con los
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obtenidos por EFS. La produccion de hidroperoxidos a partir de los extractos derivados de la

EFS se detalla a continuacion.

Preliminar a la extraccion de acidos grasos por EFS se realizd la extraccion por Soxhlet
utilizando el método de la AOAC [80], con la finalidad de verificar si en los quintoniles se
encontraban los &cidos linoleico y linolénico. La extraccion por Soxhlet se realizé de la

siguiente manera:

Se secd la muestra a 40 °C por 24 h en una estufa de secado (Felisa). La muestra seca se
molid y se pesaron 2 g, los cuales se colocaron en el cartucho de extraccion. La extraccion
se realizd utilizando éter de petroleo como disolvente, el cual se mantuvo a reflujo durante
4 h a una velocidad de condensacién de 3-6 gotas/s. Una vez terminada la extraccion, se
elimind el disolvente utilizando un rotavapor modelo R-100 (Buchi), El porcentaje de materia

grasa se calcul6 por diferencia de peso.

Los acidos grasos fueron convertidos a ésteres metilicos como se describe en los métodos de
la Comunidad Europea [81]. Para realizar lo anterior se pesé 1 g de muestra de grasa extraida
y se mezcld con 2 mL de n-heptano y 0.2 mL de solucion metandlica de hidréxido de potasio
(2 N). La mezcla se agit6 por 30 s y se dejo reposar por 5 min. La parte superior se decantd,

ya que esta contenia los esteres.

La caracterizacion de los &cidos grasos esterificados se realizé6 mediante cromatografia de
gases con detector de ionizacién de flama (CG-DIF), en el Departamento de Biotecnologia y
Bioingenieria del CINVESTAV. Se utilizdé un cromatdgrafo de gases Perkin Elmer
Autosystem, con una columna modelo OMEGA WAX 250 de 30.m de largo y 0.25 mm de
didmetro interno (Supelco). Las muestras se llevaron a sequedad en ambiente de nitrégeno y
se aforaron a 1 mL utilizando diclorometano. 200 pL de esta solucién se derivatiz6 como
ésteres. Se Inyectaron 2 L de estos esteres al cromatdgrafo. La temperatura utilizada para
el detector fue de 250 °C, la temperatura de inyector fue 220 °C, la temperatura inicial de la
columna se fijé en 120 °C la cual se dejé por 5 min, posteriormente se programaron
incrementos de 5 °C por cada minuto hasta llegar a 220 °C, en esta temperatura se dejo por
3 min, a continuacion, se programaron incrementos de 2 °C/min hasta alcanzar la temperatura
de 250 °C en esta temperatura se dejo por 2 min. El flujo de nitrogeno fue a 9 psi. Para la

identificacion de las muestras se prepararon estandares de los acidos grasos y en base a los
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tiempos de retencion de cada uno de ellos, se identificaron en los cromatogramas de las
muestras. La cuantificacion de los &cidos grasos se realizé por estandarizacion externa. Los
picos de ésteres metilicos de &cidos grasos se compararon con los tiempos de retencién de
los estandares de acidos grasos. El rendimiento de cada &cido graso se calculé de la siguiente

manera.

o area de acido graso
Rendimiento (%) = - — * 100
areas de acidos grasos totales en el extracto

La obtencion de 13-HPOD y 13-HPOT a partir del extract6 obtenido mediante EFS se realizd

en tres etapas:

Etapa 1: Extraccion supercritica de acidos grasos de quintoniles. La parte aérea del
Amaranthus hybridus L. se sec6 a 40 °C por aproximadamente 24 h en una estufa de secado
(Felisa). La muestra seca se moli6é hasta obtener un tamafio de particula de 0.5 mm en un
molino ciclénico (Foss Cyclotec, 1093) [41]. Los experimentos de extraccion de acidos
grasos se llevaron a cabo utilizando un equipo de extraccion con fluidos supercriticos
construido en la UTM [44].

Para realizar las corridas en el equipo de EFS se efectu6 el siguiente procedimiento: en primer
lugar, se realizé el llenado del termocompresor con CO2 comercial. Se coloc6 un bafio de
hielo para enfriar el termocompresor y de esta forma hacer mas eficiente el llenado, el llenado

se realiz6 haciendo varias descargas de CO2, del cilindro comercial al termocompresor.

Se pesaron 20 g de la muestra molida y se colocaron en la celda de extraccion,
posteriormente, se instalé la celda de extraccion dentro del bafio de acrilico y se conecté con
las tuberias del equipo. Se realiz6 el calentamiento del termocompresor hasta llegar a una
presion por encima de la presion de operacion del equipo (3200 psi). Las extracciones se
Ilevaron a cabo a 100 bar y 35 °C, iniciando con una etapa estatica de 30 min, posteriormente
se realizaron tres etapas dinamicas de 60 min cada una, a un flujo de 30 mL/min, y entre cada
etapa dindmica se realiz6 una etapa estatica de 15 min. Al finalizar la corrida de las etapas
estaticas y dinamicas se realizo la despresurizacion del CO2 contenido en la celda de

extraccion.
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El aceite colectado en la celda de recoleccion se recuperé con 7 mL de hexano, se tomo
1 mL y se evaporo el hexano en el rotavapor, el extracto obtenido en el rotavapor fue disuelto
en 2 mL de hexano con BHT 0.001 % (p/v) para posteriormente ser analizado por CG-DIF.

Ambos extractos fueron colocados en recipientes &ambar y almacenados [44].

Etapa 2. Extraccion de la enzima lipoxigenasa. Se suspendio 1.4 g de harina de soya en 6 ml
de agua acidificada (pH 4.5) y se mantuvo en agitacion por 10 min en hielo. Posteriormente
se centrifugd, utilizando una centrifuga modelo 5810R con rotor modelo FA-45-6-30,
(Eppendorf) a 1000 x g, durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante obtenido fue utilizado como

el extracto de la enzima lipoxigenasa.

Etapa 3. Obtencion de los hidroperdxidos. Se evapor6 en un rotavapor los extractos diluidos
en hexano, obtenidos en la extraccion con fluidos supercriticos. Posteriormente se le
adicionaron 140 pL de Tween 20 y 504 uL de NaOH al 30 % (p/v), se mantuvo a un flujo
constante de oxigeno durante 20 min a 20 °C. Se afiadid el extracto de lipoxigenasa
manteniendo el flujo de oxigeno y agitando la muestra durante 30 min. El medio de reaccion
se ajusto a pH 9.5 con NaOH al 30 %. La reaccion se detuvo ajustando el pH a 3.0 con H2SO4
1 M. Posteriormente, los hidroperdxidos formados fueron extraidos dos veces con un
volumen equivalente de cloroformo, con agitacion constante por 1 min y a continuacion se
centrifugd a 10000 x g, durante 5 min, a temperatura ambiente, recuperando la fase organica
y desechando la fase acuosa. La fase organica se sec6 con MgSQO4 anhidro. El cloroformo fue
evaporado empleando un rotavapor. Los hidroperdxidos se recuperaron con etanol anhidro y

se almacenaron a -20 °C [65].
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. ldentificacion de la planta

La planta de quintoniles fue identificada como Amaranthus hybridus L. por la Dra. Emma
Cristina Mapes Sanchez del Instituto de Biologia de la UNAM. Amaranthus hybridus L.
pertenece a los cinco complejos de especies del genero de Amaranthus, esta planta es la
especie progenitora de los granos de amarantos, ademas de ser la especie que representa la

mayor diversidad del genero Amaranthus en América central [47].

7.2. Produccion del sustrato para la enzima HPL a partir de acido

linolénico puro

Los hidroperdxidos de acidos grasos producidos a partir de acido linolénico puro fueron
analizados realizandoles un barrido de 200 a 400 nm (Figura 10). Como se puede observar,
se generd un pico con un maximo de absorbancia a 234 nm, lo que indica que hubo una

conversion del acido linolénico a hidroperédxidos [8].

ctrum dbl(eg Query 2[‘].83!! IG.ZIBHih
f

Figura 10. Barrido de los hidroperdxidos de acidos grasos producidos a partir de acido
linolénico.
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7.3. Extraccién de la enzima HPL

En este estudio la actividad enzimética de HPL fue detectada en el sobrenadante del extracto
crudo obtenido de las hojas de los quintoniles, como puede observarse en la Tabla 7, la
concentracion de proteina y actividad enzimatica total en el sobrenadante fue de 0.91 mg/mL
y 199.2 U, respectivamente. La actividad enzimatica del sobrenadante de las hojas de
quintoniles represento el 70 % del valor encontrado para amaranto tricolor (Amaranthus
mangostanus L.) (285 U).

Tabla 7. Concentracion de proteina y actividad enzimatica en el precipitado y en el
sobrenadante de quintoniles.

Concentracién Actividad enzimatica
Extracto crudo
de proteina, mg/mL total, U
Precipitado (hojas de quintoniles) 1.17 £ 0.03 ND
Precipitado (hojas de amaranto) [14] 4.16 285.00
Sobrenadante (hojas de quintoniles) 0.91 £0.07 199.20 + 33.94

ND: No detectado.
Los valores reportados representan el promedio de tres replicas.
1 U =1 uM hidroperoxidos/min.

Cabe mencionar, que en el trabajo del amaranto la actividad de la enzima HPL se detecto en
el precipitado [14], lo cual puede ser debido a que utilizaron una velocidad de centrifugacion
de 40000 x g y en este estudio la velocidad de centrifugacion fue de 8000 x g (4800 rpm).
Ya que como lo indican Noordermeer et al. [6], la enzima HPL se encuentra generalmente
en los cloroplastos, por lo que, para la extraccion de la enzima de estos organelos se han
utilizado velocidades de centrifugacion de 25000 a 40000 x g [14, 11, 50]. Sin embargo, en
un estudio previo se detectd la presencia de la enzima HPL en el sobrenadante del extracto
crudo de hojas de quintoniles [4]. Ademas, Espinoza-Rivera no detectd actividad de la
enzima HPL en el precipitado del extracto crudo de hojas de orégano, pero si en el
sobrenadante [58]. Por otro lado, en otros trabajos también han reportado actividad
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enzimatica de la HPL en el sobrenadante del extracto crudo, utilizando velocidades de

centrifugacion de 10000 a 15000 x g [8, 13, 56, 75].

7.4. Purificacion y caracterizacion de la enzima HPL

El espectrograma que corresponde a la primera etapa de purificacion de la enzima HPL

extraida de las hojas frescas de los quintoniles se muestra en la Figura 11.

Numero de fracciones
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34

0.25 M de NaCl 1 M de NaCl

2.5
~ 4« App=248U

1.5

Absorbancia

[

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tiempo, min

Figura 11. Espectrograma de la primera etapa de purificacion de la enzima HPL de hojas de

quintoniles.

Después de que se inyecto el extracto crudo de la enzima HPL en la columna DEAE-
Toyopearl, se colectaron un total de 35 fracciones, conteniendo 4.5 mL de eluato en cada
fraccion, las fracciones que generaron un pico con el maximo de absorbancia a 280 nm fueron

de la20a 23y dela24 a?27, estas ultimas fracciones eluidas con 1 M de NacCl, se mezclaron
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y se les determind la actividad enzimatica total, recuperandose el 87.75 % de la actividad

enzimatica original.

La mezcla de fracciones con actividad enzimatica obtenidas en la primera etapa de
purificacion, se inyectd en la columna de fenil sefarosa, en esta etapa de purificacion se
colectaron 21 fracciones conteniendo 3 mL de eluato cada una, las fracciones 3 a 6, eluidas
con 1.0 M de (NH4)2SOg, fueron las que presentaron actividad enzimatica total encontrandose

207.60 U, como se muestra en la Figura 12.

Numero de fracciones

0 1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
0.6

1 M de (NH,),S0,
05 A, =207.60 U

0.4

©
w

Absorbancia

©
N}

0.1

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo, min

Figura 12. Espectrograma de la segunda etapa de purificacion de la enzima HPL extraida de

hojas de quintoniles.

Finalmente, la mezcla de fracciones con actividad enzimatica obtenidas en la segunda etapa
de purificacion se inyectd a una columna de hidroxiapatita, en la cual se colectaron 39
fracciones conteniendo 1 mL de eluato cada una. Las fracciones 25 a 29, eluidas con 250 mM
de fosfato de sodio fueron las que presentaron actividad enzimatica total encontrandose

813.60 U, (Figura 13).
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Figura 13. Espectrograma de la tercera etapa de purificacion de la enzima HPL extraida de

hojas de quintoniles.

En la tercera etapa de purificacion la enzima HPL eluy6 con una concentracion alta de sal
(250 mM), comparado con el estudio del amaranto tricolor (Amaranthus mangostanus L.) en
donde la enzima HPL eluyé con 10, 25 y 40 mM de fosfato de sodio [14], una de las razones
por las cuales se present0 esta diferencia, es porque la enzima HPL extraida de las hojas de
quintoniles posiblemente no presenta homologia con la enzima del amaranto tricolor, y esto
se comprob6 al incrementar la afinidad de la enzima HPL con la resina hidroxiapatita. Lo
anterior coincide con el estudio de Hornostaj y Robinson [11] en el cual indican que la
afinidad de unién de la enzima a las columnas utilizadas para la purificacién dependen en
gran medida de su carga neta y de su punto isoeléctrico, ademas de la materia prima de
partida, estos factores hacen mas selectiva la separacion de las enzimas y por lo tanto los

tiempos de elucidn y retencion varian con respecto a la fuente de extraccion de la enzima.
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Los datos obtenidos de concentracion de proteina, actividad enzimatica total y especifica,

calculados para cada una de las etapas de purificacién se muestran en la Tabla 8. La actividad

especifica de la enzima HPL purificada en este estudio fue de 872.69 U/mg de proteina, 28

veces mayor comparada con la obtenida para la enzima HPL de hojas de amaranto (31.40

U/mg de proteina)

Tabla 8. Etapas de la purificacion de la enzima HPL extraida de las hojas de quintoniles

(Amaranthus hybridus L.) y hojas de amaranto tricolor (Amaranthus mangostanus L.).

Concentracion Actividad Actividad
Etapas de o o Porcentajede  Factor de
o Planta de proteina, enzimatica total, enzimatica ) L
purificacion ) recuperacion  purificacion
mg/mL U especifica, U/mg
1 8.88 £0.72 294 + 15.27 33.09 + 3.187 100 1
Extracto crudo
2 4.16 285 0.9 100 1
Toyopearl 1 0.12 + 0.02 248.4 £5.09 2045.26 + 389.82 84.49 61.81
DEAE 2 0.48 140 4.5 49.1 5.0
1 0.12 + 0.02 207.60 +5.09 1710.60 + 257.94 70. 61 51.69
Fenil sefarosa
2 0.10 745 15.8 26.1 17.6
1 0.93+0.01 813.60 + 129.66  872.69 + 139.69 276.73 26.37
Hidroxiapatita
2 0.11 40.8 31.4 14.3 34.9

Planta 1: Amaranthus hybridus L. y planta 2: Amaranthus mangostanus L.
Los valores reportados representan el promedio de tres replicas. La actividad enzimatica y la concentracion de

proteina fueron determinadas por la medicion de la absorbancia a 234 y 280 nm, respectivamente.

U= unidad, 1 U =1 uM hidroperdxidos/min.

En la segunda y tercera etapa de purificacién la pureza de la enzima HPL extraida de las

hojas de quintoniles disminuyo, como se observa en la Tabla 8, los factores de purificacion

de la primera, segunda y tercera etapa fueron de 61.81, 51.69 y 26.37, respectivamente. Este

mismo comportamiento de la enzima HPL se observé en el trabajo de purificacion de la

enzima HPL extraida de pepinos, en este trabajo se evaluaron cuatro etapas de purificacion,

sin embargo, esto dio como resultado que el porcentaje de recuperacion de la enzima
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disminuyera de forma considerable; por tal motivo, solo consideraron conveniente el uso de
tres etapas de purificacion [11]. En este estudio se observd que, al considerar tres etapas de
purificacion, la actividad enzimatica especifica disminuyd 2.43 veces comparado con la
primera etapa de purificacién, lo anterior es debido a la inestabilidad de la enzimay a la alta
concentracion de sales, ya que para estas fracciones fue necesario probar concentraciones de
sales més altas para la elusion de la enzima HPL. Lo anterior concuerda con el trabajo de
Salas y Sanchez [82], quienes observaron que al pasar la enzima HPL, extraida de la fruta de
olivo, por la cromatografia de intercambio iénico el factor de purificacion de la enzima
disminuyd, esto lo adjudicaron a la alta tasa de inactivacion de la enzima HPL debido a su

inestabilidad bajo ciertas condiciones de concentraciones de amortiguadores y temperatura.

Por otro lado, de los estudios realizados también se puede observar que las caracteristicas de
la enzima HPL de los quintoniles pueden variar, dado que la planta presentd diferente
comportamiento dependiendo de la etapa de crecimiento. En este trabajo se ocupé la planta
de quintoniles en dos etapas fenoldgicas de crecimiento, debido a que no se tiene un control
estricto de su cosecha porque es una planta herbacea que crece de manera natural en los
sembradios de maiz. En la Tabla 9 se muestran los resultados de concentracién de proteina y

actividad enzimatica obtenidos de las hojas de quintoniles de las dos etapas fenoldgicas.

Tabla 9. Actividad enzimatica total y especifica de extractos crudos de quintoniles en dos
diferentes etapas fenologicas de crecimiento.

Quintoniles con Quintoniles sin

inflorescencias inflorescencias
Concentracion de proteina, mg/mL 7.51+0.17° 8524 + 1.46°
Actividad enzimética total, U 471.20 + 40.822 159.20 + 9.69°
Actividad enzimatica especifica, U/mg 62.71+ 5.622 18.67 + 3.40°

Los valores reportados representan el promedio de tres replicas.

Diferentes letras mostradas como superindice en la misma fila representan diferencia significativa entre los
datos (p>0.05). El andlisis estadistico se realiz6 mediante la diferencia de medias, usando el estadistico t de
student.
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Los resultados de la tabla anterior mostraron que hubo una variacion en la concentracion de
proteina y en la actividad enzimatica, esto se da principalmente por el tipo de clima en el cual
se cosecharon las muestras y por la etapa fenoldgica de la planta [83, 84, 85]. En el trabajo
realizado por Matsui et al. [86] controlaron la temperatura, los ciclos de oscuridad y luz, y el
desarrollo de la planta del pepino, las réplicas de los extractos de la enzima HPL no
presentaron diferencia significativa, ademas, lograron una mayor actividad en la planta con
un menor estado de desarrollo, los hipocotilos. En este trabajo la enzima HPL extraida de las
hojas de los quintoniles presentd la mayor concentracion de proteina en la planta con una
etapa fenologica sin inflorescencias y la mayor actividad enzimatica se presento en la planta
con una etapa fenoldgica con inflorescencias, este resultado puede deberse a que la planta de
quintoniles con inflorescencias estd mas expuesta a los dafios mecénicos y al ataque de
insectos, con lo cual hace que la actividad total de la enzima HPL sea mayor en esta etapa.
Ya que como lo indica Noordermeer et al. [6], la enzima HPL esta intimamente ligada al rol
de proteccion primaria, y los niveles de HPL transcriptasa se ven incrementados en respuesta
al ataque de insectos y a dafios mecanicos.

7.4.1. Determinacion del peso molecular de la enzima HPL

La estimacion del peso molecular de las fracciones purificadas se realizé por electroforesis,
en la Figura 14 se muestra el gel de electroforesis SDS-PAGE con la fraccion que present6
actividad enzimatica en la primera etapa de purificacion (eluida con 1 M de NaCl y con una

actividad enzimatica total de 248 U).

La banda detectada en el gel de electroforesis para la enzima HPL presentd un peso molecular
de aproximadamente 59 kDa. Esta banda mostré un peso molecular cercano al calculado para
las HPL obtenidas de las hojas de amaranto tricolor [14], guayaba [50], pimiento verde [51]

y pepino [11], todos ellos con un peso molecular aproximado de 55 kDa.
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Figura 14. Gel de electroforesis SDS-PAGE; a) Quintoniles (Amaranthus hybridus L.) y b)
Amaranto tricolor (Amaranthus mangostanus L.). Linea 1, marcador de pesos moleculares;
linea 2, extracto crudo; linea 3, primera etapa de purificacion.

Por otro lado, la determinacion del peso molecular por UPLC-QTof no pudo determinarse,
debido a que los compuestos con detergente no pueden ser analizados utilizando este equipo,
ya que es extremadamente sensible y este tipo de compuestos suelen dar iones muy intensos,
aunque se encuentren en pequefias cantidades en los analitos, como es el caso de la enzima
HPL que contiene 0.3 % de Triton X-100. EI cromatograma y espectro de masas obtenido al
analizar la enzima HPL en el equipo de UPLC-QTof se muestra en las Figuras 15y 16. Como
puede apreciarse en el espectro de masas se observa una diferencia de masas entre los iones

fragmento de 44 Da, esta diferencia es caracteristica de los detergentes.
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Figura 15. Cromatograma obtenido del extracto de la primera etapa de purificacion de
quintoniles (Amaranthus hybridus L.).
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Figura 16. Espectro de masas obtenido del extracto de la primera etapa de purificacion de
quintoniles (Amaranthus hybridus L.).

55



Cabe mencionar, que para que la enzima HPL se pueda extraer de la membrana de los

cloroplastos de plantas es importante utilizar entre 0.1 a 0.5 % de Triton X-100 [1, 14, 87].

Lo anterior fue comprobado al realizar la extraccion de la enzima HPL sin Triton X-100 y

sin polivinilpirrolidona, encontrando baja concentracion de proteina (1.33+ 0.07 mg/mL), sin

actividad enzimatica.

7.5. Disefo de oligonucleétidos y extraccion del ADN de las hojas de los

quintoniles para su aplicacién en PCR

7.5.1. Disefio de oligonucleétidos

En la Tabla 10 se muestran las caracteristicas de cada uno de los oligonucledtidos disefiados,

tomando las referencias del tomate, arabidopsis y sandia.

Tabla 10. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la enzima HPL.

Amplificacion

) o ) » Tamaio Tm
Secuencia de nucledtidos Orientacion del fragmento
(pb)

(pb)

CTGTCAGCATTGGTGTCCTTCA Sentido 22 68
Tomate ) ) 636

GTCTCCCAGTTTGTGGACCATTAG  Anti sentido 24 66.5

) ) GGCTTGCGTTGCAAGTTATTCC Sentido 22 65
Arabidopsis ) ) 399

CCACGGATTTAACCAGCTCCAT Anti sentido 22 65

. GTGATTTCATGCCGAGCACAAG Sentido 22 68
Sandia S 418

GGGAAGAAGGGTAATCGGAAAGAG  Anti sentido 24 66.5
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Como puede observarse en la tabla anterior, las secuencias de oligonucledtidos disefiados a
partir del ADN del tomate, sandia y arabidopsis presentan un tamario de pares de bases muy
cercana, el cual oscilan entre 22 y 24 pb, sin embargo, el fragmento amplificado para cada
par de secuencias de oligonucleotidos varia desde los 399 pb para arabidopsis, 418 pb para

sandia y 636 pb para el tomate.

Posterior al disefio de oligonucleotidos se utilizo el software libre Primers-Blast para realizar
el analisis in silico de las caracteristicas de los oligonucledtidos disefiados. En el software se
colocaron las secuencias de los oligonucledtidos con su respectivo ADN del cual se obtuvo

el disefio. Los resultados de este alineamiento se muestran en las Figuras 17-19.

Con el analisis in silico se comprobo6 la temperatura de alineamiento, contenido de guanina
y citosina (GC), longitud del amplicon y productos no deseados, esto Ultimo se corrobord
con la gréafica de alineamiento de los oligonucle6tidos en donde se descart6 la formacion de
estructuras no deseadas que pueden dar lugar a errores en las reacciones de PCR. El
alineamiento ofrecié una alternativa la cual permitio aceptar los oligonucle6tidos para ser
aplicados a la PCR experimental, ya que todos los oligonucle6tidos disefiados se alinearon

de forma especifica y complementaria con su material genético correspondiente.
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Graphical view of primer pairs

S = query_1~ | Find: e a= @ T = | fFracks @ 7~
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Primer pairs for job c3ms05k61JKzqIKtj82mn_ XWt63¥xayw20 L4 [kl ®
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5o |55 |Foa |52 [elzt] |=5m ] |25 It K 1058 [1.1m@ 1158 |L2ee |.258 |

Query_1: 600..1.3K (701bp) /" 4 Tracks shown: 2/11

Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3" complementarity
Forward primer CTGTCAGCATTGGTGTCCTTCA Plus 22 656 677 60.81 50.00 5.00 1.00
Reverse primer GTCTCCCAGTTTGTGGACCATTAG Minus 24 1291 1268 6110 5000 5.00 1.00
Product length 636

Products on potentially unintended templates
=NM 001247491 2 Solanum lycopersicum fatty acid hydroperoxide lyase (HPL), mRMNA

product length = 636
Forward primer 1 CTETCAGCATTGATATCCTTCA 22

Template B24 L iiiaiaa s na e 845
Reverse primer 1 GTCTCCCAGTTTGTGGACCATTAG 24
Template L 14356

Figura 17. Alineamiento de oligonucle6tidos disefiados a partir del ADN de tomate. (Datos obtenidos de https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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Graphical view of primer pairs
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Query_1: 300..800 (501bp)

Detailed primer reports

Primer pair 1

4 # Tracks shown: 2/13

Sequence (5'-=37) Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
Forward primer GGCTTGCGTTGCAAGTTATTCC Plus 22 359 380 e124 5000 T.00 2.00
Reverse primer CCACGGATTTAACCAGCTCCAT Minus 22 757 736 6068 5000 4.00 2.00
Product length 399

Products on potentially unintended templates
=NM_117633.3 Arabidopsis thaliana hydroperoxide lyase 1 (HPL1), mRNA

product length = 399
Forward primer 1
Template 888

GGCTTGCATTGCAAGTTATTCC 22
...................... 881

CCACGGATTTAACCAGCTCCAT 22
1237

Reverse primer 1
Template

Figura 18. Alineamiento de oligonucle6tidos disefiados a partir del ADN de arabidopsis. (Datos obtenidos de https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

59



Graphical view of primer pairs

& 2 Query_1- | Find: ~la e | @, AT ReTools~ = |fPTrads @ 2 -~
366 3260 346 3660 3568 46 426 446 4656 456 et 528 54i 55 55 a6 2 4 G660 B0 76 726 746 7E6 756
Primer pairs for job 4-kE8QGTRaX10Q 1G9CbddI49zEajLtdbog INEN N ]

Priner | —_—
[z0e |320 |240 |260 |z80 |4 [aza 448 [aE@ |42 |5E@ |52 |54 [ [s=@ [ |52 [g4m |55 |Ega |78 |7z@ |748 [7E® [780 |

Query_1: 300..800 (501bp) 4 #Tracks shown: 2/11

Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5"-»3') Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GTGATTTCATGCCGAGCACAAG Plus 22 335 356 6073 5000 4.00 0.00
Reverse primer GGGAAGAAGGGTAATCGGAAAGAG Minus 24 752 729 6083 50.00 3.00 0.00
Product length 418

Figura 19. Alineamiento de oligonucle6tidos disefiados a partir del ADN de sandia. (Datos obtenidos de https://www.ncbi.nIm.nih.gov).
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7.5.2. Aplicacion de la técnica de PCR

Cabe resaltar que en la literatura no se encuentran estudios donde se reporte la amplificacion
del fragmento de ADN de la enzima HPL extraida de los quintoniles. Por lo tanto, no esta
establecida una metodologia para llevar a cabo la extraccion del material genético de esta
planta. Sin embargo, implementando la metodologia descrita por Keb-Llanes para la
extraccion del ADN se obtuvo el material genético requerido para su aplicacion en la técnica
de PCR. Las concentraciones del ADN de las hojas de los quintoniles, del tomate y hojas de
sandia se muestran en la Tabla 11. La concentracidon del material genético obtenido en la
sandia y los quintoniles es adecuado para poder amplificar por la técnica de PCR (500 a
1000 ng/uL) [37].

La concentracion de ADN del tomate fue 7.2 veces menor que la obtenida en los extractos
de sandia y 20.9 veces menor que los quintoniles. Sin embargo, estos extractos de ADN se
utilizaron para una prueba de amplificacion por PCR.

Tabla 11. Concentraciones de ADN.

Extracto de ADN  Concentracion, ng/pL

Quintoniles 6656.5
Sandia 2299.6
Tomate 317.9

La integridad del material genético obtenido de las hojas de quintoniles sandia y el fruto de
tomate se verificd al correr las muestras en el gel de agarosa al 2 %. En la Figura 20 puede
observase que para las tres muestras solo se observa una banda, lo que indica que el ADN no

se degrado.
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Figura 20. Gel de electroforesis de agarosa al 2 %; 1) quintoniles, 2) tomate y 3) sandia.

Se realiz6 la PCR con los extractos de ADN de tomate, sandia y quintoniles. En primer lugar,
los extractos se corrieron con oligonucle6tidos de actina con la finalidad de tener un control
positivo, este disefio de oligonucle6tidos ya ha sido amplificado adecuadamente y se conoce
el patron de bandas amplificado, ademas con esta reaccion se verifica que la amplificacion
se llevo a cabo de forma correcta. Al correr los productos obtenidos por PCR en el gel de
agarosa al 2 % (Figura 21), las muestras no mostraron una banda definida en 900 pb, la cual
es caracteristica de los oligonucle6tidos de actina. Este mismo resultado se observo al correr
los productos obtenidos por PCR en el gel de agarosa al 2 % al utilizar los oligonucle6tidos

obtenidos a partir de la sandia, tomate y arabidopsis.

Figura 21. Productos de PCR con oligonucle6tidos de actina; carril 1) marcador de pesos
moleculares, 2) tomate, 3) sandia y 4) quintoniles.
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Hasta el momento se hicieron pruebas de PCR en gradiente para poder encontrar la
temperatura 6ptima de los oligonucledtidos. Cabe resaltar que en este estudio se realizaron
diferentes experimentos para encontrar las condiciones Optimas para llevar a cabo la
amplificacion del fragmento de ADN extraido de las hojas de los quintoniles, se vario la
concentracion de los amortiguadores y de los oligonucleétidos, sin embargo, de acuerdo a las
recomendaciones de Verma et al. [88] falta verificar si existen inhibidores en los extractos
de ADN, si la concentracion de amortiguadores es el adecuado o si los oligonucle6tidos estan
contaminados, ya que estas son algunas de las causas por lo que no se amplifica el ADN. En
general, los resultados obtenidos son de vital importancia, ya que hasta el momento no existe
ningun reporte del uso de la técnica de PCR aplicada al material genético de la enzima HPL
extraida de los quintoniles. En este trabajo se logro disefiar y realizar in silico el alineamiento
de los oligonucleotidos, de igual forma se logré obtener un extracto de ADN con las
concentraciones adecuadas para ser utilizados para la amplificacion del fragmento de ADN

de la enzima HPL.

7.6. Produccion del sustrato para la enzima HPL a partir de extractos

obtenidos por extraccion con fluidos supercriticos

7.6.1. Identificacion de los acidos grasos obtenidos por extraccidon con

fluidos supercriticos

El andlisis de acidos grasos, obtenidos por Soxhlet, de las hojas, semillas, cascarilla y una
mezcla (50 % de semilla'y 50 % de cascarilla) de los quintoniles, se presenta en la Tabla 12.
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Tabla 12. Composicion de acidos grasos en hojas, semilla, cascarilla y mezcla de
quintoniles (Amaranthus hybridus L.), obtenidos por el método de Soxhlet.

Composicion de acidos grasos, % relativo

. Mezcla
Acidos grasos Hojas Cascarilla Semilla serrg?ﬁ;/; gg % Semillas [49]
de cascarilla)

Miristico 0.30+0.04 0.64+0.18 0.25+0.03 ND ND
Palmitico 12.44+£058 1359+097 16.87+0.91 17.76 £ 0.30 19.01+£0.01
Estearico 1.69+0.24 3.96+0.17 3.39+0.82 2.99+0.22 9.03+0.01
Oleico 6.16 £ 0.63 33.43+057 26.07+0.50 9.64 +1.15 36.45+0.01
Linoleico 12.35+0.23% 31.91+299° 50.74 + 2.16° 42.31 +1.16° 33.16 +0.01°
y-Linolénico 1.19 + 0.42° 4.88 £ 4512 ND ND 234+ 0.01¢
a-Linolénico 60.19 + 0.42* 12.85+0.87° 0.96+0.07° 23.62 + 3.76¢ R
cis-11,14- 5.75+1 .87 ND ND 4.28+1.45 ND

eicosadienoico

ND. No detectado.

Los valores reportados representan el promedio de tres replicas. El anlisis estadistico se realiz6 mediante la
diferencia de medias, usando el estadistico t de student, el andlisis estadistico solo se realizd para los acidos
grasos de nuestro interés (acido linoleico y linilénico). Diferentes letras mostradas como superindice en la
misma fila representan diferencia significativa entre los datos (p>0.05).

Como se observo en la tabla anterior, en todas las muestras analizadas estan presentes los dos
acidos grasos de interés para esta investigacion, linoleico y linolénico, no obstante, en la
mezcla y en la semilla se encontrd la mayor cantidad de acido linoleico (42.31 % y 50.74 %,
respectivamente) y en las hojas el acido a-linolénico fue el componente mayoritario (60.19
%). Los cromatogramas de este analisis se muestran en el Anexo 1. Al comparar las medias
de los &cidos grasos, linolénico y a-linolénico, obtenidos a partir de la semilla, las hojas y la
mezcla, con los obtenidos por Diemeleou et al. [49], se observa un mayor contenido de estos
acidos grasos para las muestras analizadas en este trabajo. En base a este resultado, en el cual
se comprueba la presencia de los acidos grasos de interés, se realiz6 la siguiente etapa en la
que se utilizd la extraccion con fluidos supercriticos en las muestras con mayor composicion
de &cido linoleico, con la finalidad de obtener una muestra con una menor cantidad de
componentes de los acidos grasos que no son de interés para este trabajo, los resultados de la
caracterizacion de los extractos obtenidos por EFS se muestran en la Tabla 13, los

cromatogramas de este andlisis se encuentran en el Anexo 2.
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Tabla 13. Composicién de acidos grasos en cascarilla, semilla y mezcla de semilla'y
cascarilla de quintoniles (Amaranthus hybridus L.), obtenidos por extraccion con fluidos
supercriticos.

Composicion de acidos grasos, % relativo

o Mezcla
Acidos grasos Cascarilla  Semilla (50%de — gemillas [49]
semillay 50 %
de cascarilla)
Miristico 0.32+0.12 0.47£0.40 ND ND
Palmitico 1521+1.32 1452+220 16.66+2.20 19.01 +£0.01
Esteéarico 6.89+259 563+1.21 6.83+1.73 9.03+£0.01
Oleico 30.26 £2.02 28.69+3.15 29.72+1.80 36.45+0.01
Linoleico 38.56 £7.81% 38.42+9.97* 40.66+8.19* 33.16 +0.012
y-Li_noIé,ni_co ND 592+3.79% 2.64+1.672 234 + 0.01°
a-Linolénico 4,72 +£1.32° 6.49+6.79% 4.01 £ 2.45?
cis-11,14-eicosadienoico  1.59 + 0.55 ND ND ND

ND. No detectado.

Los valores reportados representan el promedio de tres replicas.

El anlisis estadistico se realizd mediante la diferencia de medias, usando el estadistico t de student, el andlisis
estadistico solo se realiz6 para los &cidos grasos de nuestro interés (acido linoleico y linilénico). Diferentes
letras mostradas como superindice en la misma fila representan diferencia significativa entre los datos (p>0.05).

Wejnerowska et al. [89], analizaron los rendimientos de escualeno y aceite a partir de las
semillas de amaranto por EFS con los obtenidos con el método de Soxhlet, el porcentaje
maximo de recuperacion de escualeno y aceite obtenido por EFS fue de 98.2 y 62.7 %,
respectivamente, considerando los extractos obtenidos por Soxhlet como el 100 %. También,
analizaron diferentes pardmetros como: presion, temperatura y tiempo, este Gltimo parametro
fue el mas decisivo y con el que obtuvieron la mayor composicion de escualeno, manejaron
tiempos de 90 a 120 min de extraccidn de etapa dinamica, con un flujo de 6.4 a 10 L de CO2/h
y una presion de 30 MPa. Hang-Ping et al. [41], investigaron el incremento en el rendimiento
de aceite y la tasa de extraccion en las semillas de amaranto, concluyeron que este incremento
en la extraccion se da principalmente con el aumento de la velocidad de flujo de CO:
supercritico y con el incremento de tiempo en la etapa dindmica. Con base a lo anterior, se
puede considerar que la baja composicién en los extractos obtenidos por EFS a partir de
quintoniles puede ser adjudicado a que no se alcanzé el agotamiento de las muestras debido

al tiempo de extraccion y al flujo de CO supercritico utilizados.
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Cabe resaltar que la variacion en los porcentajes entre las muestras de los extractos obtenidos
por EFS se debid principalmente a los problemas técnicos que se presentaron al operar el
equipo. Al realizar el anélisis de medias de estos resultados con los obtenidos en la

bibliografia no se observa diferencia significativa.

Debido a que en los extractos obtenidos mediante EFS se encuentran los acidos grasos
linoleico y linolénico, la mezcla se utilizO como sustrato para la obtencion de los
hidroperdxidos. Son pocos los trabajos que reportan el uso de una mezcla de &cidos grasos
para la obtencién de hidroperoxidos [63, 64]. En el trabajo reportado por Santiago-Gomez et
al. [65] utilizaron la oleina conteniendo 48 % de a-4cido linolénico y 18 % de &cido linoleico,
los cuales se convirtieron a hidroperdxidos de &cidos grasos por la acciéon de la enzima

lipoxigenasa contenida en la harina de soya.

7.6.2. Caracterizacion del sustrato producido con acidos grasos obtenidos

por extraccion con fluidos supercriticos

El resultado del barrido realizado a los hidroperdxidos producidos a partir de los acidos
grasos obtenidos por EFS, mostr6 que no hay un pico definido a 234 nm (Figura 22). Sin
embargo, para los calculos de concentracién de los hidroperoxidos se tomd el valor de la
absorbancia que mostro un ligero incremento en la cresta del pico a una longitud de onda de

223 nm, el cual es cercano a una longitud de onda de 234 nm.
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Figura 22. Barrido de los hidroperdxidos de acidos grasos producidos a partir de EFS.
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El hecho de que no se observe un pico definido a 234 nm es porque no se realizd una
conversion total de los acidos grasos a hidroperoxidos de &cidos grasos, y a que los &cidos
linoleico y linolénico se encuentran en una mezcla con otros acidos grasos. Lo anterior
concuerda con el estudio realizado por Aziz et al. [64], en su trabajo utilizaron acido linoleico
100 % puro, &cido comercial con una pureza de 67 % de acido linoleico y aceite de cartamo
con 7.5, 3.8, 16.5y 72.2 % de &cido palmitico, esteérico, oleico y linoleico, respectivamente.
Al realizar la oxidacion de estas muestras para obtener los hidroperdxidos, el porcentaje de
recuperacion de hidroperdxidos de acidos grasos determinado por CG fue de 68.9 % para el
comercial y 2.0 % para el aceite de cartamo. Con base a los resultados anteriores se puede
concluir que no siempre se produce una mayor cantidad de hidroperoxidos a partir de una
fuente con una mayor composicion de &cidos grasos linoleico y/o linolénico, sino que
depende principalmente de la cantidad de componentes y método de obtencion de la mezcla

de &cidos grasos.

7.6.3. Comparacion de la actividad enzimatica con sustratos puros y

compuestos

Los resultados de las actividades de la enzima HPL, parcialmente purificada, utilizando
sustratos puros y mezcla de &cidos grasos obtenidos por EFS se muestran en la Tabla 14.

Tabla 14. Comparacion de la actividad enzimatica HPL con diferentes sustratos, obtenidos
con acido linolénico puro y por EFS.

o ] o Mezcla
Actividad Hidroperdxidos ) ) )
o Semilla (50 % de semillay 50  Cascarilla
enzimatica puros .
% de cascarilla)
Total, U 140.80 +24.04*  31.20 +6.78° 170.4 + 23.76° ND
Especifica, Umg  145.47 £24.84%° 3223 +7.14° 176.05 £ 25.622 ND

ND. No detectado.

Los valores reportados representan el promedio de tres replicas.

El andlisis estadistico se realizd mediante la diferencia de medias, usando el estadistico t de student.
Diferentes letras mostradas como superindice en la misma fila representan diferencia significativa entre los
datos (p>0.05).
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Como puede observarse en la tabla anterior, la enzima HPL no presentd actividad con los
hidroperdxidos obtenidos a partir de los extractos de la cascarilla. Sin embargo, si presentd
actividad con los hidroperoxidos obtenidos de los extractos de las semillas y la mezcla. Al
comparar la actividad especifica de la enzima con el sustrato puro se observé una
disminucion del 77.8 % con los extractos de semillas, y un aumento del 21.2 % al utilizar el
sustrato obtenido a partir de extractos de la mezcla. La actividad enzimética total y especifica
exhibida al utilizar hidroperdxidos producidos a partir de los extractos de la mezcla obtenida
por EFS es debido posiblemente a que la enzima HPL, parcialmente purificada, tiene una
mayor afinidad por los 9 o 13-HPOD derivados del acido linoleico, presentes en mayor
porcentaje en la mezcla (40.6 %), ya que la actividad de la enzima HPL con los 9 0 13-HPOT,
derivados de &cido linolénico, fue menor. Harold et al. [90] evaluaron la afinidad de la
enzima HPL con los diferentes sustratos y demostraron que la afinidad puede variar
dependiendo de la materia prima de extraccion de la enzima, en su estudio analizaron la
actividad de la enzima HPL obtenida de las semillas y de las hojas de soya, la actividad de la
enzima fue analizada con los sustratos 9-HPOT, 9-HPOD, 13-HPOT y 13-HPOD puros,
encontrando que la actividad de la enzima HPL obtenida de las semillas fue mayor con los
9-HPOD, y la actividad de la enzima HPL extraida de las hojas fue mayor con los 13-HPOD
y 13-HPOT.

En un trabajo realizado por Noordermeer et al. [63], utilizaron aceite de cartamo
(conteniendo 73 % de acido linoleico) para la produccion de hidroperdxidos, los cuales
fueron utilizados como sustrato para la enzima HPL, la afinidad de la enzima HPL con este
sustrato fue medida a través de la produccion de hexanal, comparando la produccién de
hexanal con hidroperdxidos obtenidos de acidos grasos puros, el rendimiento de hexanal fue
de 85 %, con este resultado concluyeron que el aceite de cartamo es adecuado para ser

utilizado como sustrato para la produccion de hidroperéxidos.

Por otro lado, al realizar el andlisis estadistico de diferencia de medias de las actividades
enzimaticas total y especifica con los hidroperdxidos producidos a partir de la mezcla
obtenida por EFS y con las de los hidroperdxidos puros, estas actividades no presentaron
diferencia significativa entre las medias. Los resultados de este estudio demuestran que los

extractos obtenidos por EFS a partir de la mezcla (50 % de semilla y 50 % de cascarilla)
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puede ser una alternativa para la produccion del sustrato mediante la reaccion con la enzima

lipoxigenasa.
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8. CONCLUSIONES

Se identifico la planta de quintoniles encontrando que pertenece a Amaranthus
hybridus L.

Se purifico parcialmente la enzima HPL en una sola etapa de purificacion
encontrandose un factor de purificacion de 61.81, con una actividad enzimatica
especifica de 2045.26 U/mg de proteina y una concentracion de proteina de 0.12
mg/mL. Las dos Ultimas etapas de purificacion no fueron 6ptimas para la purificacion
de la enzima HPL extraida de los quintoniles, lo cual puede ser debido a la
inestabilidad de la enzima HPL por las altas concentraciones de sales utilizadas para
la segunda y tercera etapa de purificacion.

El peso molecular estimado por electroforesis SDS-PAGE de la enzima HPL de las
hojas frescas de los quintoniles fue de 59 kDa.

Al realizar la reaccion catalitica del enzima HPL con el sustrato producido a partir de
una mezcla de &cidos grasos de la semilla de los quintoniles extraidos por EFS y los
obtenidos a partir de &cidos grasos puros, se determind que no hay diferencia
significativa en la actividad de la enzima HPL.

Se obtuvo una concentracion de ADN de 6656.50 ng/uL y se realiz6 el disefio de los

oligonucledtidos, los cuales se aplicaron en la técnica de PCR.
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9. PERSPECTIVAS

Las perspectivas de este trabajo son las siguientes:

e Purificar la enzima HPL extraida de las hojas de quintoniles en su totalidad; variando
la concentracién de sales y el pH en los amortiguadores o cambiando la fase
estacionaria en la cromatografia.

e Identificar mediante cromatografia de gases los hidroperoxidos producidos con
acidos grasos obtenidos por EFS.

e Buscar un método para eliminar el detergente Triton X-100 de las muestras de la
enzima HPL purificada lo cual permitird determinar el peso molecular exacto de la
enzima por UPLC-QTof.

e Para realizar la técnica de PCR en los extractos de ADN de quintoniles es necesario
verificar si hay presencia de inhibidores en los extractos de ADN, evaluar diferentes
concentraciones de amortiguadores y verificar que los oligonucle6tidos no estén

contaminados.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Cromatogramas Yy tablas de resultados obtenidos en el analisis por GC de extractos obtenidos por Soxhlet
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Voltage
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Valtage

Cromatograma y tabla de resultados de semilla 1.
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[miv]

Valtage

[min.]

) ) — 1-5- Colibrick - 2
Reten. Time Area Response Compound
[min] [%] Name
1207 1 5.197 i 11 6.144
2 6.147 § 214 11.247 &
3 7.563 ; 24 13.129 ;
4 B.ET3 | 514 § 278.536 §
5 0447 | 0.9} 4,607
6 11.683 09! 5.007 £
1001 7 12.803 | L1t 5.094 £
8 17.697 | 12§ 6.574 £
9 22.310 081 4.486 :
10 25.863 | 541} 29.305
1 27.763 | 60} 32.459 ¢
12 30923} 05} 4853 ¢
13 31527 ¢ 341 18,196 £
B0 14 31717 § 101} 5.661 £
15 32.887 | 1271 68.732 &
= i 808 | 861 6682t
Total 100.0
60
40|
S 8
i 1=
-
b | =
= o 3
201 - 2 28 o %
E @ = = e
| g RN 5 | N
| = e N ® ™~ = o 7 |
Lo@oe ™ b = o ':I ﬁl g8R | |
;. . J‘_,_Ild__._rLf
I \«_I-L.#u_a_ru_ﬁdfi_hHl& ! | ey P—|
o
T T T T
a 10 20 30 40
Time:
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9.0

Voltage

Reten. Time ‘ Area ‘ Response ‘ Amount ‘ Compound — 2-8- Colibrick - 2
[min] [ee] [mg/mi] Name
1 5.270 | 0.8 5.787 § 0.000 §
2 6.240 15} 10.102 § 0.000 §
3 7.677 | 19} 13.012 § 0.000 ;
4 B.977 § 40.1 § 275.080 § 0.000 }
5 9.570 0.8} 5.304 £ 0.000 }
[3 11.800 ¢ 0.7 4.870 £ 0.000 ¢
7 12.910 0.9 £.245 £ N/A I MENTOL
8 17.777 1.0 6910 £ 0.000
9 2.043 | 0.3} 1758 § 0.020 ; MIRISTICO
10 2,373 0.6 § 4444 £ 0.000 {
1 25.923 | 8.3 ] 56.975 ; 0.396 ; PALMITICO
12 27.810 3.6} 24,578 § 0.000 }
13 20.673 0.6} 4.360 § 0.000
14 30.983 | 151 10.383 § 0.072 { ESTEARICO
15 31.590 : 4.2 28.983 § 0.412 { OLEICO
16 3L773 | 0.7 i 4,513 ;
17 32.957 | 19.8 § 135.719 § i LINOLEICO
18 B4} 10.5 ; 71.908 § { a-LINOLENICO
19 35.357 0.7} 4.922 § H
20 39.043 | 151} 10.451 § { Cis-11,14-Eicosadienoico
Totl i 100.0 | 4.045

]

118

1/1 78
:%%HRIS‘I‘ICU

33.0 LINOLEICO

25.9 PALMITICO
34.8 a-LINOLENICO

315 OLEICO
39,0Cis-11,14-Eicosadienaico

12.% MENTOL
= 278

9.7

31.0 ESTEARICO

354

|

20
[min.]
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[mmv]

Voltage

1007

207

5.2

6.2

12,
17.
24

I Reten. Time I Responsse Amount I Compound
[min] [mg/ml] Mame

1 i 5.230 i 5.529 i 0,000 §

2 i 6.187 11.043 § 0,000

3 7613 § 11.992 & 0.000 ;

4 8.913 § 166,841 § 0.000 ;

5 9,507 5.368 0,000 ¢

6 11.753 | 5.106 £ 0.000

7 12.870 5.424 £ N/A T MENTOL

8 17.763 ¢ 8.101 ¢

9 22377 | 4327 % i

10 25.937 55.486 : i PALMITICO

1 27.827 ; 11.636 ;

12 29,690 ¢ 5.105 % :

13 31003 9.450 £ YESTEARICO

14 31.613 § 29.608 £ i QLEICO

15 31.800 & 4.116 ¢ :

16 32.987 | 143.158 & i LINOLEICO

17 33.717 ¢ 6.135 § i y-LINOLENICO

18 34.877 | 67.750 § + a-LINOLENICO

19 35.390 11853 ¢

20 39.080 } 17.511 % i Cis-11,14-Ficosadienoico

Total :

o

oo
(=]
E
5
&
=
i
B

E
=
g o o
| w -
o —_

31.6 OLEICO

31.0 ESTEARICO

33.0 UNOLEICO
349 a-LINOLENICO

33.7 y-LINOLENICO

A4

w
™

— 3-8 - Colibrick - 2

39.1 Cis-11,14-Eicosadiendico

20
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Anexo 2. Cromatogramas Y tablas de resultados obtenidos en el andlisis por GC de extractos obtenidos por EFS

ot

— MUESTRA 7 - Colibrick - 2

Reten. Time Area Response Amount Compound
[min] [%6] [mg/miL] Mame
1 21.057 ¢ 0271} 5.960 % 0.06311 ¢ MIRISTICO
2 2,153 ¢ 0.180 § 3.946 1 0.00000 £
3 53731 9275 : 203.740 : 177371 i PALMITICO
LL 4 26,227 ; 0.397 8.710 ; 0.00000 :
5 26.897 | 0.211§ 4636 § 0.00000 |
& 27.293 ] 0349} 7.661 % 0.00000 ;
7 27.503 | 2.497 | 54844 | 0.00000 |
8 28610 | 5.362 | 117.777 ¢ 0.00000 §
250 El 28.927 1 1.540 | 338231 0.00000 §
10 30.233 | 6.585 | 144,646 § 1.29731 { ESTEARICO
11 30.817 ; 20,956 | 460,321 : 5.37008 ; OLEICO
12 31170 § 2.409 | 52.926 § 0.00000 |
13 32117 § 25.184 ; 553.180 § 16.01014 ; LINOLEICO
14! 32.387 0.725 | 15.917 0.00000 |
=17 15 3557 3238 71.156 NJA I aLINOLENICO
16 & 34,290 : 0551} 12.006 ¢ 0.00000
& 17 35.943 ; 0.931 : 20.457 : 0.00000 :
= 18 36.687 1 1.200 § 26.349 § 0.00000
= 19 i 38.100 § 1326 | 29,116 § N/A i cis-11,14-Eicosadisnoico
150 e B647 | 0408 | 8.95 { 0.00000 ;
21 i 40,220 } 0.393 } 8,623 } 0.00000 §
2 ! 40,607 § 0.565 | 12.490 £ 0.00000 £
B i 41170 0.374 | 8.214 0.00000 | =]
24 i 41757 | 1.368 | 30.054 § 0.00000 £ %I
N 42.200 § 2.878 63.225 § 0.00000 3 5
100 % ; 42847 ; 5142} 112,942 5 0.00000 ; g —
i
27 49423 | 5.662 | 124,800 § 0.00000 ; o] o = 3
| i Total 100.000 | 24.51436 E =2 %
2 =
= =
| = g S g
= = & i
=17 | o = = =
| o i} 5 —
| E o = — -
< da oo ]
= Ly - |N 2 3 oty $
= =~ ey o Py ]
s o o Ty
= 2 HE TR A8 3 S0 A
As wH MMJK@—WHW —
I |
T T
o 10 20
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[

Valtage

100

Reten. Time ‘ Area Response | Amount | Compound
[min] [%] [mg/mL] Name
1 17.237 | 0.123} 16.746 £ 0.00000
2 19.143 | 0.061 8.299 I 0.00000 }
3 19.903 ; 0.137 ¢ 18.678 § 0.00000 :
4 20.137 | 0.055 § 7.502 & 0.00000
5 20.853 | 0.316 § 43,165 § 0.45703 ; MIRISTICO
[ 21777 ; 0.124 ; 16.994 ; i
7 25,390 | 13.960 1908211 £ { PALMITICO
8 25723 | 0.121 } 16.487 £
g 25833 | 0.097 | 13.279 §
10 26.280 : 0.169 : 23.072 £
11 26.793 | 0333 i 45,546 &
12 26.967 | 1072 § 196.504 §
13 27.407 | 5.268 | 720,288 §
14 28.840 | 0.662 90.537 £
15 29.363 | 0.086 | 11725 § i
16 30.360 4.264 | 582841 £ 5.22742 { ESTEARICO
17 30.940 23.507 | 3225.466 § 37.62811 { OLEICO
18 31.250 0.938 | 128.210 ; 0.00000
19 32.333 | 39.532 ; 5403.720 ;  156.39442 ; LINOLEICO
0 32.590 ; 0.832 } 113.786 § 0.00000
21 33.830 | 2823 § 385.855 ¢ N/A } a-LINOLENICO
2 34.213 ! 0.149 20.396 § 0.00000
23 3417 ¢ 0.140 19,111 £ 0.00000
24 35.883 | 0.902 123,259 § 0.00000 |
25 36.610 | 0.688 i 04.028 § 0.00000
26 38.007 | 0332 45417 § 0.00000 ;
27 41673 | 0.273 | 37.253 § 0.00000 |
28 42.153 | 0.484 | 66.133 £ 0.00000 §

20.9 MIRISTICO

25.4 PALMITICO

30.9 OLEICO

| |
L\—{hq||]j
iy

_E—E'- 33

L

33.8 a-LINOLENICO

— MUESTRA 8 - Colibrick - 2
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Voltage

Reten. Time | Area Responss | Amount Compound
[min] [%] [mg/mi] Name
1 19.820 ¢ 0.118 ¢ 5.867 ¢ 0.00000
2007 2 20,017 § 0229 11.371 ¢ 0.00000
3 21.030 | 0.139 6912 § 0.07319 | MIRISTICO o
4 22,130 § 0.286 | 14.223 & 0.00000 § Q
5 23560 | 0.180 § 8.928 § 0.00000 | iy
6 24497 | 0251} 12.453 ; 0.00000 8 (=]
7 25377 ¢ 11708 581543 ¢ 5.06278 { PALMITICO = =
8 25.653 0.340 ¢ 16.869 £ 0.00000 Y J
9 5787 1 0.669 B2 0.00000 a o :
07 36217 £ 0580 § 29,330 ¢ 0.00000 | O D m
150 1 i 26.433 | 0.208 } 10.323 & 0.00000 ; E R
12 26,843 | 0.246 12239} 0.00000
13 043 0289} 14.374 0.00000 | 5
14 27.300 ¢ 0.252 % 12,507 ¢ 0.00000 &
15 4701 2,265 112,691 0.00000 T
16 28.887 ¢ 1241} 61661 £ 0.00000 n
17 29.417 0.589 | 29.238 § 0.00000 N
18 30.263 ; 4.436 220.353 & 1.97631 ; ESTEARICO
19 30.860 ; 24,192 1201.625 ; 14.01810 ;
20 31.217 ; 3,059 ; 151.960 ; 0.00000
1007) 21 32.157 § 23.986 | 1191.433 § 34,48243 | LINOLEICO
2 33.033 ! 6.837 | 339.624 § N/A | ¥-LINOLENICO 8
3 33.940 ¢ 4,592 ¢ 228,110 £ N/A { a-LINOLENICO o Q
24 35.980 1019 i 50.618 £ 0.00000 | ) S
5 36730 1 1.39% £9.324 § 0.00000 | o = a
3% 36,150 | 0,919 45,667 § NJA { Cis-11,14 Eicosadienoico o o = =l
7 41797 | 0.878 | 43.608 } 0.00000 ; Q z g q
28 42.257 | 1157 57.967 § 0.00000 } = 4 9 ﬂ
| 2% u
507 | o E Ja %
o Ll - E - [Ty]
\ E " mll ]l g = o ¥
| ] ~ 2l|m n 3 o T
\ 4 ™ (= oM T
. £ o ooy o 1 HI Re @ 259
9 0 . aLe H; ! | T+ | IL\
§ N OROR A M,jml ) '{HV%'M“% \/\Lr
: | {
T T T
0 10 20 30 40

Time
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Voltage

100

— MUESTRA. 10 - Colibrick - 2
Reten. Time Response Amount Compound
[min] [mg/mL] Mame
1 20.933 ¢ 9.890 ¢ 0.10471 ¢ MIRISTICO
2 23157 | 25717 ¢ 0.00000 §
3 23.543 | 23.774 ¢ 0.00000 §
4 25.380 | 879.160 § 7.65377 i PALMITICO
5 25.777 10.768 § 0.00000 ;
3 25.877 | 27.171 ; 0.00000 ;
7 26.817 | 17.690 0.00000 a8
8 27.010 ¢ 17.414 ¢ 0.00000 =
3 27440 1 82.296 1 0.00000 | =
10 28.860 | 49,919 : 0.00000 § E
1 29.400 | 53.761 : 0.00000 § o
12 30.250 | 311749 § 2.79603 | ESTEARICO
13 30.840 | 1337.098 § 15.59852 | OLEICO
14 31.220 209,695 } 0.00000
15 32.223 § 2473442 § 71.58633 { LINOLEICO
16 33.000 | 241.051 § N/A {Y-LINOLENICO o
i7 AN 421578 0.00000 : =]
18 33.870 i 70.492 N/A i a-LINOLENICO E
19 35.953 ; 84.558 0.00000 § = o
20 36.590 ; 71879 ; 0.00000 ; * g
2 42277 ¢ 46,836 1 0.00000 4 ™
2 42,983 | 286.090 § 0.00000 =
&) 43.367 { 451,066 § 0.00000
24 44,390 | 217.680 § 0.00000 £
Total 97.73936 |
g o
= 2 o
2l llgE
=)
w =
g ™ 52
f=1 i
E ™ o e
|21 L4 = W
E R = =i 2 A
o o g3 A I b -
N 3 & EE A
B EN . B | L
T
40

[mnin.]
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g

Voltage

100

‘ Reten. Time Area ‘ Amount ‘ Compound
[min] [%] [mg/miL] Name
1 20,977 ¢ 0.536 0.12877 ¢ MIRISTICO
2 219431 0.589 0.00000
3 5370 8522 1 1.68417 | PALMITICO
4 26,190 § 0.842 0.00000
5 27.040 | 2164 | 0.00000 |
[ 27505 14371 0.00000 ;
7 HB455 1314 0.00000 ¢
8 30.230 § 3,032 ¢ 0.61743 | ESTEARICO
] 30,833 1 21.786 | 5.76978 L OLEICO
10 31197 ¢ 3.676 |
1 32117 % 19.106 | { LINOLEICO
12 32.983 | 7.165 | i ¥-LINOLENICO
3 33960 | 9.948 a-[INOLENICO
4 3595 3374 T
15 36.633 | 4,265 1
16 40,803 § 2.197
7 42373 0.897
18 43.357 6.571 ]
19 44,437 ; 1.680 |
Total 100.000 ; ]

30.8 OLEICO
32.1 UNOLEICO

254 PALMITICO

34,0 a-LINOLENICO

33.0 Y-LINOLENICO

270

219
2

27.5

2.5

30.2 ESTEARICO

21,0 MIRISTICO
6.2

i

f
g

36.0
36.6

— MUESTRA 11 = Colibrick - 2

= ™
¢ g

-
o
-

A P

o

T

]
g
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Voltage

— MUESTRA 12 - Colibrick - 2

Reten. Time Area Response Amount Compound
[min] [2e] [mg/mi] Name
1! 25,353 ¢ 12.376 2.96380 ¢ PALMITICO
2 26.860 1 1.033 1 0.00000
27.030 : 1302 0.00000
27453 | 42621 0.00000
28.890 | 0.840 | 0.00000 §
30,197 ; 5.586 1.37815 : ESTEARICO
30.803 | 24.833 | 7.96327 { OLEICO
31173 § 1703 0.00000 §
31727 1 0,896 | 0.00000
32.120% 34514 27.47855 ¢ LINOLEICO
32717 25141 NJA § ¥-LINOLENICO
33.903 | 3.291 NJA § a-LINOLENICO
34320 : 0.425 0.00000 §
35.940 | 1641 0.00000 §
36,700 £ 1407 1 0.00000
43,190 | 0.767 | 0.00000
42510 0.257 0.00000
42.787 i 0.617 0.00000
42,940 | 0.875 | 0.00000 § g
44,353 | 0.882 | 0.00000 § 0
Toal 100,000 39.78986 g
- - = a
=
i
=
o
b=
9 =
L
=]
= @
= 3
=
et
s
ui
2
[=] (=] =1
o] o =
= 5 o
= 4
Bl (12 3
2 5
" 5 %
3 IE 2 .
~ 3
TIEglR T A3 & 3
- 8
(I '[’ ™ iy

|

e

=

—=

N N vlv_.—«—JLr%Ljf'

T
30 40
[min.]
Time

Cromatograma y tabla de resultados de semilla 3.

96



Voltage

— MUESTRA 13 - Colibrick - 2
Reten. Time Area Amount Compound
[min] [%] [mg/mi] Name
1! 25297 ¢ 11730 ¢ 2.25713 ! PALMITICO
2 27427 1 23813 1 0.00000 {
3 2B.857 0.515 0.00000 §
4 30.150 § 5.363 i 1.06306 ; ESTEARICO
5 30,733 | 18732 4.82985 | OLEICO
6 31.040 ] 1.900 } 0.00000 §
7 32.020 19.39 | 12.40734 | LINOLEICO
8 32873 2363 N/A FY-LINOLENICO
9 3Ba7 ! 4204 N/A Ta-LINOLENICO
10 35.850 0.860 | 0.00000 §
1 36.350 i 0.968 | 0.00000 :
12 36.600 | 1046 | 0.00000 ;
13 38.007 | 1264 ¢ 0.00000 §
14 42,127 ¢ 0834} 0.00000
15 42.767 § 1.976 } 0.00000
16 4347 1 5.034 0.00000 £
Total i 100.000 i 20.55737 |
= =]
S b=l
= |
=]
2 o 2
E 4 3
é = =
~ =
o (=]
= ™ [=]
q 8 g
= g g
=
B 5 g
i) (=) '
— = =
= a3 -
=3 = m = i
o I = £ I awo @ E & ¥
B W A
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Voltage

- — MUESTRA 14 - Colibrick - 2
Reten. Time Area Amount Compound =
‘ [min] %] ‘ [mg/mL] Name 2
1t 20,943 0.057 0.05410 } MIRISTICO 5
2 25423 1 14771 | 11.55861 | PALMITICO ™
3 36.380 | 0175 § 0.00000 =
4 26,847 | 0350 0.00000
5 27.030 | 0.115 } 0.00000 ;
6 27.460 | 0.885 | 0.00000 ;
7 28893} 0728 0.00000
8 30333 472t 3.80656 ! ESTEARICO
9 30933 | 24.959 | 26.17195 { OLEICO
10 31357 § 1076 § 0.00000 § e o
11 32.300 § 42,304 § 110.05071 ; LINOLEICO E -
12 32687 | 1312 § NJ/A { Y-LINOLENICO é g
13 33870} 1979 ; N/A {a-LINOLENICO = %
14 34.283 | 0110} 0.00000 § ui ™
15 34.507 0.176 0.00000
16 35.957 | 0.804 { 0.00000 §
17 36.590 | 0232} 0.00000
18 36.697 0.326 ; 0.00000 :
19 38.087 ; 0430 ; 0.00000 ;
0 40,783 | 0157 ; 0.00000 ;
21 41,747 | 0523 | 0.00000 §
2 42.210 § 0453 | 0.00000
p] 42,937 1386 : 0.00000
24 44.527 | 1932 0.00000 §
Total 100.000 § 15164192 |
[=]
E: g
| Bll 1§ &
I = g %
| S = 2 3
\ B iy oy ):_' pu - .
= 5= ,'1 = = 7 2 g F
= = & |sd Be - o DF i
o - l 1 " |I'"'“ ® = g2 = fi
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g

Voltage

— MUESTRA 15 - Colibrick - 2

Cromatograma y tabla de resultados de mezcla 3.

Reten. Time Area Response Amount Compound
[min] %] [mg/mi] Name
1t 25.407 | 12.758 | 445,347 ¢ 3.87709 } PALMITICO
21 26.893 1 0,294 10.264 ¢ 0.00000
3 27.080 ¢ 0.306 & 10.664 £ 0.00000 §
300 4 37.520 ; 1610 56,187 £ 0.00000 |
5 28.943 | 0.724 25282 0.00000 §
6 30308 5.756 | 200.901 % 1.80186 ; ESTEARICO
7 30.887 | 27.28 '} 950420 5 11.08755 ; OLEICO
8 31243 1475} 51486 0.00000 ¢
9 32.217 | 381% 1331.108 £ 38.52493 | LINOLEICO
2501 10 32.640 1 1431 49,947 £ 0.00000
11 33970 § 2.658 | 92773 ; NJA § a-LINOLENICO
12 36.010 | 1320 46.075 { 0.00000 {
13 36.743 0.888} 30.985 § 0.00000 |
14 38.147 | 0.839 | 29.283 § N/A | cis-11,14-Ficosadienoico
15 41.810 1.087 3?.94?; 0.00000
16 42357 0.620 } 21655 & 0.00000 i o
200 £ i £ £ ]
17 43.023 § 1.202 § 41971 ¢ 0.00000 § E
18 44,487 | 1670 i 58.798 0.00000 i =]
e
Total 100.000 ; P 5520142 5
™
4
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1507 2
= |
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e
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