VOL. 12 REVISTA CIENTIFICA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

TESIS PREMIADA ESCUELA QUIMICA: Segundo Lugar.

AISLAMIENTO Y TERMOESTABILIDAD DE LOS INHIBIDORES DE TRIPSINA
DEL FRIJOL NEGRO (P. vulgaris)

Julieta Eugenia Ortiz Chacon’
Omar Dary Mansilla®

I. SUMARIO

En ol presente trabajo se aislaron los inhibidores
de tripsina del frijol negro (P. vulgaris) y se evalud su
estabilidad térmica. Los inhibidores fueron aislados por
cromatografia de afinidad, obteniéndose, para los dos
ensayos realizados, 0,0020 y 0,0029 g de inhibidos,
con factores de purificacién de 71.42 y 67.61,
respectivamente. El producto obtenido fue sometido a
electroforesis, determinandose que casi la totalidad de
las proteinas presentes en el extracto original que no
tenfan actividad antitriptica, habfan sido removidas en
el producto aislado. Sin embargo, el patrén
electroforético del producto obtenido no coincidié con
el del extracto original. Para evaluar la estabilidad
térmica se compararon las bandas electroforéticas
obtenidas a partir de frijoles cocidos a presién
atmosférica a 0, 30, 80, 90 y 120 min. Paralelamente
se efectud un ensayo de actividad antitriptica para las
mismas muestras de frijol. Con ambos métodos, el
electroforético (cualitativo) y el de competencia
(cuantitativo) se determind que a los 30 min. de coccién
los inhibidores de tripsina habian sido ya destruidos.

Del trabajo realizado se concluyé que los
inhibidores de tripsina del frijol negro (P. vulgaris) son
multiples, aislandose 7 bandas con comportamiento
electroforético distinto y que los inhibidores de tripsina
son inestables a un tratamiento de coccién a presion
atmosférica a partir de 30 min.

I. INTRODUCCION
El frijol comun (Phaseolus vulgaris) es la semilla

de leguminosa mas consumida en América latina, y
constituye uno de los principales proveedores de
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proteina para gran parte de la poblacion (1).

A pesar de que las leguminosas contienen 2-3
veces mas proteina que los cereales (2), su
degestibilidad proteinica es baja. Ademas, su contenido
de amino 4cidos azufrados es bajo y poseen sustancias
antitnutricionales o téxicas (3), Entre estas sustancias,
las mas estudiadas son los inhibidores de tripsina, que
son proteinas gue forman complejos estequiométricos
con la enzima inhibiendo competitivamente su funcién
catalitica (4, 5).

Un proceso adecuado de coccidon aumenta la
digestibilidad de proteinas (6, 7, 8,). Este mejoramiento
puede ser atribuido, entre otros factores, a la
destruccion de inhibidores de tripsina. Sin embargo en
algunos inhibidores de tripsina es posible, por
cromatografia de afinidad, separar sus formas
presentes y evaluar su estabilidad al calor.

lll. MATERIALES Y METODOS

MATERIALES.

Se utilizaron frijoles negros (P. vulgaris) variedad
Ostua cosechados en la Finca experimental de INCAP
en diciembre de 1991.

EXTRACCION DE INHIBIDORES:

El frijol crudo fue molido a un mesh de 60. De la
harina obtenida se pesaron 20g en duplicado y se
extrajeron con 200 ml de agua destilada. El extracto
fue centrifugado v filtrado.

PREPARACION DE COLUMNA TRIPSINA-
SEFAROSA El procedimiento para inmovilizar tripsina
en sefarosa activada se efectud de acuerdo al manual
de Pharmacia Fine Chemicals de Cromatografia de
Afinidad (11), partiendo de 10 g de Sepharosa 4B



INSTITUTO DE INVESTIGACIONES QUIMICAS Y BIOLOGICAS
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

VOL. 12 REVISTA CIENTIFICA

activada con Bromuro de Ciandgeno (Sigma).

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD: 150 ml de
extracto fueron pasados por la columna de afinidad a
un flujo de aproximadamente 60 ml/hr de acuerdo a la
técnica descrita por Chan y Lumen (12).

DETERMINACION DE PROTEINA: La presencia
de proteina en todas las fracciones eluidas de la co-
lumna y la cuantificacién del porcentaje de proteina del
producto de la cromatografia se determinaron de
acuerdo al método de Bradford (13).

DETERMINACION DE ACTIVIDAD INHIBIDORA:
La presencia de actividad antitriptica en las fracciones
eluidas con KCI 0.1 M pH 2 y la medicién de dicha
actividad en frijoles cocidos a 0, 30, 60, 90 y 120 min.
Se efectud de acuerdo al método de Liu y Markakis
(14).

DIALISIS: Las sales presentes en la fraccion
conteniendo inhibidores de tripsina fueron eliminadas
por dialisis contra agua destilada.

ELECTROFORESIS: Para la determinacion del
grado de pureza de la muestra y para la separacion de
los inhibidores presentes se llevé a cabo una
electroforesis discontinua en condiciones nativas de
acuerdo a la técnica descrita de Davis (15) utilizando
un gel concentrado al 3% de acrilamida y un gel
separador al 7.5% de acrilamida.

TINCION DEL GEL: La tincién cromética para
revelar los inhibidores de tripsina en el gel de
slactroforesis se hizo por la técnica de Uriel y Berges
18) con las modificaciones realizadas por Koeppe y
colaboradores (14). Las bandas de proteina se
r=velaron por tincién con Coomasie.

TERMOESTABILIDAD: Se tomaron 5 muestras de
20g de frijol crudo en duplicado. Luego se sometieron
2 coccion a 96°C y presién atmosférica por 0, 30, 60,
22 y 120 min. Las muestras fueron enfriadas
~meadiatamente y liofilizadas. Se pes6 1 g del
io=izado y se extrajo con 10 ml de agua destilada por
=~ Los extractos se sometieron a electroforesis

v='2ndose unicamente las bandas con actividad
rmioicora. Se compararon las bandas obtenidas a partir

de los 5 tiempos de coccién para determinar si alguna
de las bandas habia desaparecido y el tiempo de
coccién al cual se llevaba a cabo dicha destruccion.

La termoestabilidad también fue evaluada
cuantitativamente por medicién de actividad antitriptica
en los extractos de acuerdo a la técnica espectro-
fotométrica de Liu y Markakis (17).

IV. RESULTADOS Y DISCUCION

CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD: La curva
obtenida de la separacion de los inhibidores de tripsina
por cromatografia de afinidad para los dos ensayos
realizados, se presenta en la figura 1. Los picos de
inhibicién para las fracciones 50-75, se presentan junto
a los picos de proteina, en las figuras 2,3. De la fraccion
con actividad antitriptica obtenida por cromatografia de
afinidad, dializada (para remover sales) y liofilizada, se
obtuvieron 0.0020 y 0.0029 g de producto. Los datos
de la purificacion aparecen en el cuadro 1.

ELECTROFORESIS: EI producto de la
cromatografia de afinidad se corrié junto al extracto
original, obteniéndose los patrones electroforéticos que
se presentan en la figura 3. Los geles obtenidos fueron
revelados por tincién cromatica (bandas claras, fondo
oscuro), que muestra Unicamente las bandas con
actividad antitriptica y por tincién con Coomasie (bandas
oscuras, fondo claro), que muestra las bandas
correspondientes a proteina.

TERMOESTABILIDAD: Los valores obtenidos de
actividad antitriptica medida de acuerdo a la técnica
espectrofotométrica de Liu y Markakis para los frijoles
sometidos a 0, 30, 90 y 120 min. De coccién. Se
observa el mismo pairén electroforético del extracto,
obtenido en los geles anteriores tenidos por actividad
(fig. 3), para el tiempo de O; mientras que para los
tiempos de 30, 60, 90 y 120, no se obtuvieron bandas
de inhibicién.

El factor de purificacion obtenido en promedio fue
de 89.52. Por la técnica de cromatografia de afinidad,
Rayas Duarte y colaboradores reportaron un factor de
13.8 en la purificacién de inhibidores de tripsina a partir
de frijoles blancos (18). Whitakery Sgarbieri reportaron
un factor de 60.1 en la purificacién de inhibidores de
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tripsina de frijoles rosados brasilefios (en una primera
aplicacién ala columna) (1). Wu y Whitaker reportaron
un factor de 30.8 en la purificacién de inhibidores de
tripsina de frijoles rifnén (19).

El rendimiento de la purificacién realizada fue baja
debido a que la columna fue cargada con un exceso
de extracto original.

A partir de el método de separacién de inhibidores
de tripsina por cromatografia de afinidad se obtuvo un
producto con alto grado de pureza a juzgar por la
comparacion entre las proteinas del extracto contra las
proteinas del producto obtenido. Todas las proteinas
que estan presentes en el extracto (fig. 3) pero que no
tienen actividad antitriptica no se observan en el
producto, a excepcion de una muy débil que no entra
al gel de separacién. Esta banda fue observada
también en una muestra patrén de inhibidor puro de
soya obtenida de Laboratorios Sigma. Otros
investigadores han observado bandas similares
después de purificar por cromatografia de afinidad los
inhibidores de tripsina de distintos materiales (1, 18,
20). Estas bandas carecen de actividad antitriptica y
podrian deberse a adsorciones inespecificas de
proteinas de alto peso molecular, o a asociaciones o
polimerizaciones de los inhibidores de bajo peso mo-
lecular produciendo moléculas mayores gue pierden
su actividad (1, 20). Las cantidades de inhibidor
obtenidos, (0.0020 y 0.0029 g para la 1a y 2a
cromatrografia, respectivamente) fueron insuficientes
para una subsecuente purificacion.

La fraccion de inhibidores de tripsina del producto
de la cromatografia es multiple, a juzgar por los
resultados obtenidos en electroforesis discontinua,
notandose que se separa en 6 bandas con actividad
antitriptica. La presencia de varios isoinhibidores en
distintos materiales ha sido ampliamente documentada.
Por ejemplo, la fraccién de inhibidores de tripsina de
las semillas de amaranto contiene 13 insoinhibidores
(10); la de frijol blanco, 11 (18); la de soya, frijol alado y
frijol rosado, 8 (12, 21, 22); la de frijol lima, 6 (23); la de
frijol rifién, 4 (19) y la de frijol pinto y lenteja, 2 (24), 25).
Se ha observado que los inhibidores de tripsina de bajo
peso molecular pueden asociarse entre si (5, 18, 20,
26, 27) produciendo dimeros, trimeros o tetrameros,
lo que complica la estimacién del nimero de formas

presentes ((28). El patrén electroforético del inhibidor
de tripsina obtenido por cromatografia difiere al del
extracto original. Estos resultados podrian indicar que
los inhibidores de tripsina presentes originalmente en
el extracto fueron modificados en el proceso de
purificacion utilizado. La posibilidad de que haya
ocurrido una protedlisis de los inhibidores por la tripsina
presente en la columna es una explicacion para dicha
modificacién. Estos resultados concuerdan con otras
publicaciones en las que se reportan modificaciones
de los inhibidores de tripsina por digestion enzimatica
durante el proceso de purificacion (17, 25, 26). Las
bandas débiles obtenidas después de la cromatografia
podrian significar que una porcién de los componentes
iniciales probablemente sufrid alguna modificacion en
su estructura con la consecuente disminucion de
actividad.

En cuanto a estabilidad, ambas técnicas, la
espectrofotométrica y la electroforética, indican que los
inhibidores de tripsina del frijol negro de la variedad
estudiada fueron inestables a una coccién de 30
minutos. Hamza y colaboradores no encontraron
bandas electroforéticas con actividad inhibidora en
preparaciones de habas cocidas (29). Otros
investigadores han reportado una reduccion substancial
de actividad antitriptica en frijoles remojados y
cocinados por 30 minutos (18, 30, 31). Mueller y Weder
aislaron inhibidores de tripsina a partir de lentejas. Ellos
observaron que los inhibidores puros presentaban
estabilidad térmica: sin embargo, no detectaron
ninguna actividad antitriptica al analizar las lentejas
cocinadas por tratamientos convencionales (24).

Al comprobarse que en frijoles cocidos, los
inhibidores no ejercen actividad contra la tripsina, su
efecto como agentes antinutricionales es anulado.
Estos compuestos podrian més bien ser beneficiosos
por su alto contenido de cistina (2, 6, 25, 32, 33). Siendo
los frijoles deficientes en amino dcidos azufrados, las
variedades con altos contenidos de inhibidores de
tripsina podrian contrarrestar dicha deficiencia,
mejorando asi la calidad nutricional de estas semillas.
Por otro lado, su papel de defensa para la planta, con-
tra ataques de insectos y microorganismos, podria
aprovecharse desde el punto de vista de mejoramiento
genético para producir especies mas resistentes.
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Fig. 3. ELECTROFORESIS DISCONTINUA DE
EXTRACTO Y PRODUCTO DE CROMATOGRAFIA

a extracto |, tincién proteina: b producto |, tincion
proteina: ¢ extracto |, tincién actividad: d producto |,
tincién actividad: e extracto I, tincién proteina: f
producto Il, tincién protefna: g producto Il, tincion
actividad: h extracto Il, tincion actividad.

7 Ind
Donde U li= incremento de U.UU7 en unidades de apsoroancia a

410nm.

Fig. 4. BANDAS DE INHIBICION DE FRIJOLES
COCIDOSA 0,30,60,90Y 120 MINUTOS A PRESION
ATMOSFERICA

a muestra 1. 0 min: b muestra 1, 30 min: ¢ muestra 1,
60 min: d muestra 1, 90 min: @ muestra 1, 120 min; f
muestra 2, 0 min: g muestra 2, 30 min; h muestra 2, 60
min; | muestra 2, 90 min; j muestra d, 120 min.
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Cuadro 1. Datos de la Purificacion de los Inhibidores de Tripsina de frijol negro (P. vuigaris)

Muestra Peso Proteina Actividad Actividad Actividad Factor | Rendimiento
total total Antitriptica | Antitriptica Especifica de
total Purificacién
(mg) (mg) (UTT/mg) (UTT) (UTU/mg p) (%)
Extracto T 20032.00 3193.10 122.5 2453920.00 768.51 1 100.00
Producto I 2.00 0.22 6037.5 12075.00 54886.36 71.42 0.49
Extracto II 200400.00 322243 126.4 2533056.00 786.07 1 100.00
Producto IT 2,90 0.27 4948.3 14350.01 53148.19 67.61 0.57

Cuadro 2. Actividad antitriptica de frijoles cocidos a

0, 30, 60, 90 y 120 min. A presién atmosférica.

Tiempo de Actividad Antitriptica
coccidén
(min) (UT/mg)
0 124.45
30 n.d.!
60 n.d.
90 n.d.
120 n.d.

'no detectada
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