ESTUDIOS SOBRE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA EN
EL PROCESO DE GERMINACION. III

CATALASA EN VARIEDADES DE FRIJOL

Por Juan Roca y Radr Onparza,
del Instituto de Biologia.

La catalasa se encuentra en casi todas las celdillas vegetales y
animales en mayor o menor proporcién, pues como quiera que esta
clasificada entre las oxidasas, esto es, esta relacionada quimicamente
con los fenémenos de la respiracién., se comprende que debe existir
ampliamente distribuida, de una manera especial en donde ese pro-
ceso es mas activo.

Desde antiguo se pudo considerar come enzima de laboratorio, ya
que actda sobre un substrato que se consideraba artificioso. Actual-
mente debe tenerse como verdadera enzima natural, ya que esta de-
mostrado que el peréxido de hidrégeno se forma en numerosas reac-
ciones intraorganicas, y si no aparece como tal es debido precisamente
a la existencia de catalasa, que descompone ese veneno celular en el
instante de su formacién, protegiendo a los tejidos d2 su accién des-
tructora.

Esta demostrado que se trata de un compuesto férrico de porfi-
rina, combinada en algunos casos en forma labil con el grupo OH, in
dispensable para su actividad, v en caso de que ese grupo OH sea
desplazado por diversos aniones, disminuye su accién. En realidad
tiene grandes analogias con la metahemoglobina, pero difiere de ella
en su color, en el espectro de alqguncs de sus derivados y en la estabi-
lidad de su 'hierro trivalente. Ese grupo prostético estd unido a una
proteina especifica, que es la que la diferencia, al parecer, de la pe-
roxidasa y otras oxidasas.
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Se trata en realidad de una de las enzimas mas activas. A cero
grados puede una molécula descomponer 2.6 X 10% mol. de H,O,; esa
actividad aumenta con la temperatura hasta unos 50° y luego dis-
minuye por destruccién de la misma.

Su accién se explica sencillamente por la reaccién: 2H,0, + ca-
talasa=2 H,O, + O;; actualmente se dan varias explicaciones, y una
de las mas aceptadas es la propuesta por Kellin y Hartree en la for-
ma siguiente:

4 Fet**+* 4+ 2H, 0, = 4Fe+~ +4H~ + 20,
4 Fet+ + 20, + 4HT =4 Fe*t++ + 2H, O,
ZHZOZ = 2H20+Oz

Se trata por lo tanto de una enzima que debe existir en los tejidos
en que la actividad y la interaccién de los agentes bioquimicos es gran-
de. como es el caso de las semillas en el proceso de germinacion.

Por lo mismo scn numezroscs los autores que han tratado de esta-
blecer relaciones entre la actividad catalasica y el proceso de germina-
cion, llegando a conclusiones muy interesantes. Desde 1846 observé De
Candolle (1) que al tratar de germinar semillas conservadas por 14
afios. ¢6lo se logré en la proporcion de 4.6% de dichas semillas. Pos-
teriormente se ha repetido varias veces la experiencia con resultados
semejantes.

Al conocerse posteriormente las enzimas, se pensé que podria ha-
ber cierta relacién estre las peroxidasas y catalasas y se demostr6 que,
en efecto, aparecia reaccién positiva con el guayacan en aqueilas semi-
llas gue no habian perdido ia capacidad de germinar cuando se las po-
nia en condiciones adecuadas, y no solamente esto. sino que W. Cro-
cker y T. Harrington (2) comprobaron que la actividad catalasica es-
taba en relaciéon con la edad de las semillas.

Investigando la accién de distintas enzinas, como las amilasas,
prcteasas y catalasas, en relacion con la vitalidad de las semiilas, A.
Nemec y F. Duchon (3) dedujeron que las hidrolasas no se destruyen
con la pérdida de! poder germinativo, lo que si sucede con la catalasa,
y en consecuencia idearon un procedimiento que permitiese relacionar
la actividad catalasica con la germinativa, y es el siguiente: se toman
2 gramos de semilla, se pulverizan finamente, se les afiaden 20 c.c. de
agua destilada en un erlenmeyer que se cierra con un tapén atravesado
por dos tubos, uno de ellos cerrado con llave que regula la entrada al
interior de agua oxigenada al 3%, previamente neutralizada, y el otro
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que es un tubo de desprendimiento con el que se puede medir el O,
desprendido por la catalasa de la semilla al actuar sobre el H,O,.

Son realmente sorprendentes los resuitados obtenidos por dichos
autores. pues en semillas de avena del afio de 1891, con poder nulo de
germinacioén, soélc recogieron indicins de O, y al disminuir progresiva-
mente la edad de las semiilas aumenté progresivamente el volumen de
oxigeno. hasta llegar a semillas de 1920 en las que el poder de germi-
nacion fué de 100% v el volumen de O, resulto ser de 75.8. Sin po-
ner en duda estos resultados, sefialamos sin embargo el hecho de que
en las condiciones establecidas por los autores podrian existir otros
agentes. aparte de la catalasa, que provccasen la descomposicion del
H.O,. De todos modos, aungue otros autores no estan de acuerdo en
las conclusiones, es muy interesantz esa experiencia para explicar la
importancia de la catalasa en el proceso de germinacion. :

En esta clase de estudios se acostumbra actualmente valorar la
concentracion de la catalasa o su pureza, y en este caso se sigue el mé-
todo de Von Euler y Josephson, (4) pero generalmente lo que se hace
es valorar su actividad en extractos naturales mas o menos purificados.
Los métodos usados se reducen fundamentalmente a dos: uno, ideado
por Appleman, es manomeétrico, esto 2s. se mide el volumen de oxige-
no desprendido por la accion de la catalasa sobre el agua oxigenada;
el segundo se funda en la titulacién del! oxigeno desprendido en la reac-
cién, bien sea con permanganato o con tiosulfato. (5) Nosotros he-
mos usado el método iodomeétrico de titulacion del H,O, después de la
accion de la catalasa y restandole el valor hallado en un ensaye en
blanco.

El extracto lo preparamos partiendo de 5 gr. del vegetal pulveri-
zado, anadiendo 100 ml. de agua destilada, y !o dejamos por 30" en B.
de M. a 30°; se centrifuga y filtra. Se miden 20 ml. de una solucién de
H,O, 0.1 N.; se afnaden | ml. del extracto anterior y 4 ml. dc buffer de
fosfatos de pH 6.8; se sumerge en bafio de agua a 2° por 15" si no se es-
pecifica lo contrario. v después de ese tiempo se aitaden 5 ml. de H,SO,
al 209 y un gramo de KI; después de 20" se titula con tiosulfato .1 N.
utilizando como indicador engrudo de almidén, y del valor obtenido se
restan los ml. gastados con un ensaye en blanco, esto es, preparado to-
do exactamente como en el caso anterior pero sin que se use extracto.

Ante todo procedimos a estudiar la actividad catalasica en funcién
del tiempo. Se partié de un extracto de frijol germinado por 3 dias v
a una concentracién de .01 gr.. 20 ml. de substrato .15 M. y 9 ml. de
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fosfatos de pH 6.8: la enzima del extracto actudé por 3, 6,9, 12 y 15
alrededor de 2° C. Los resultados se expresan en la grafica siguiente:
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Puede verse, al observar la grafica anterior, que se trata de una
reaccion lineal. y por lo tanto nos demuestra que la concentracion de
enzima y substrato estd dentro de las debidas proporciones y que los
resultados seran correctos siempre que se trabaje dentro del tiempo se-
fialado per la grafica anterior. H2mos escogido el tiempo de 15" para
cuantificar la actividad catalasica, ya que en ese tiempo es casi nula
la autodestruccion del substrato.

Previamente hicimos experiencias semejantes, a distintas concen-
traciones, siempre con relaciéon al tiempo de 3, 6.9. 12 y 15', y asi por
ejemplo. con una concentracion d= .05 gr. a los 3" sobrepasaba la activi-
dad a la que marca la grafica a los 15°, y por consiguiente al poco tiem-
po era casi total la reduccién del substrato. En consecuencia se esco-
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gi6 la concentracion de .01 y 15" de accién para estimar la actividad cata-
lasica en frijol germinado.

Procedimos después al estudio comparativo de actividad catala-
sica en distintas variedades de frijol. Se escogieron semillas que nos
proporcioné la Oficina de Estudios Especiales de la Secretaria de Agri-
cultura y Ganaderia y procedentes del campo experimental de Cha-
pingo. El experimento se hizo en semillas sin germinar, todas ellas en
las mismas condiciones. esto es, partiendo de 5 gr. de cada una de esas
variedades, con las que se hicieron extractos al 10%. Se valoré la ac-
tividad enzimatica para poder comparar la potencialidad =en catalasa.
Debemos advertir que en este caso tuvimos que utilizar extractos de
concentracién superior al .01, ya que al determinar su actividad en 15
resulté muy pequefia. Después de varias experiencias decidimos partir
de .05 y tomamos 10 ml. de H,QO.,, esto es. la mitad de la concentra-
cién que se usé al estudiar el frijol germinado. Es evidente que en la
semilla sin germinar ha de haber una actividad catalasica mucho menor
que en el frijol germinado, y por lo tanto se necesita partir de un ex-
tracto mas concentrado vy menor cantidad dz substrato, para que 2n 15
aparezca una accién suficientemente intensa para ser valorada con la
solucién de tiosulfato. '

En estas condiciones se obtuvo la maxima actividad catalasica pa-
ra semillas de frijol negro; a éste le sigue el amarillo, y per ultimo el
canario, blanco y mex. como puede verse en la tabla siguiente:

 Variedad Buffer H.O, Extracto 04 de acti-
de pH lzsl\jl enzima- Agua vidad
frijoi 6.8 Y tico catalasica
1. Negro. 10 ml. 10 ml. 1 ml. 4 ml 92
(Rocamex 2). _
2. Mex. 44-2 10 ml 10 ml. 1 mi. 4 ml. 27
3. Canario. 10 ml. 10 ml. 1 ml 4 ml. 26
4. Blanco. 10 ml 10 ml. 1 ml 4 ml. 26
(Zac. 1-A-3). :
5. Amariilo. 10 ml. 10 ml. 1 ml 4 ml. 42
6. Hgo. 12-A. 10 ml. 10 ml. 1 ml. 4 ml. 42

Se estudié por ultimo la acciéon de agentes reductores a la con-
centracién de .01 M y por 15", obteniendo los resultados siguientes: el
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ferricianuro fué el que inhibi6 mas activamente la accién de la catala-
sa; le sigue en orden de inhibicién el sulfato de cobre, después la
cisteina, muy ligeramente el sulfthidrico y vitamina C, y practicamen-
te no tuvo accién el cianuro. Se repitié la experiencia a la misma con-
centracién pero haciendo actuar el extracto por 30', y en este caso se
obtuvo inhibicién total con el cianuro y muy marcada con el sulfato de
cobre.

DISCUSION

Como la naturaleza quimica de la peroxidasa y catalasa son muy
semejantes, cabe preguntar si al titular la actividad catalasica no actiia
también la peroxidasa: en nuestro procedimiento esto no es posible, ya
que, si bien puede actuar la peroxidasa sobre el mismo substrato que la
catalasa, esto es el H,O,, esto no tiene lugar cuando la acciéon se ve-
rifica alrededor de 0° pues en este caso s6lo actia la catalasa, lo que
confirmamos con varios experimentos.

Hemos de mencionar ademéas que a! preparar los extractos a 30°,
actiia la catalasa sobre los substratos naturales, como se ve por el des-
prendimiento de O, pero esto no es inconveniente si se toma en cuenta
que en todos los casos se preparan los extractos en las mismas condi-
ciones, de tal manera que la cantidad de O, desprendido es analoga en
todas las circunstancias y, por lo tanto. si bien es cierto que la activi-
dad medida por nosotros en los extractos vegetales no corresponde a la
actividad total de la catalasa que contenia primitivamente la semilla o
el vegetal, es tambiéu cierto que medimos una actividad analoga, de lo
que se deduce que el procedimiento que hemos seguido es suficiente-
mente preciso para que los resultados obtenidos sean comparables y
correctos.

' En cuanto a la naturaleza de la accién de la catalasa, se dice que
su papel es destruir el H,O, que obra como un veneno celular. Se for-
ma. como consecuencia de esa acciéon, oxigeno molecular; ahora bien,
es logico investigar qué papel desempefia ese O, liberado por la cata-
lasa. Mucho se ha discutido al respectc sin que pueda darse actual-
mente una explicacién concreta. Sin embargo. hacemos notar el hecho
bien conocido de que la catalasa abunda en los tejidos en donde los fe-
némenos de cxidaciéon son mas intensos. Hemos hecho una experiencia
que consiste en determinar actividad catalasica en frijoles desarrolla-
dos por 21 dias. haciendo por separado los respectivos extractos de
Eojas por un lade y raices con sus tallos por otro; el resultado fué que
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lo.. extractos de hojas tuvieron una actividad cuatro veces mayor que
los de raices y tallos. El oxigeno desprendido por la catalasa debe por
lo tanto ayudar a los fenémenos de respiracion, formando previamen-
te 6xidos o perdxidos o bien interviniendo directamente’ en el metabo-
lismo respiratorio, esto es, suministrando oxigeno en los lugares en que
los fenémenos de oxidacién son més intensos.

En cuanto a las diferencias encontradas en la actividad catalasica
de distintas variedades de frijol, haremos notar que varios autores han
encontrado diferencias semejantes al estudiar otras enzimas. Asi
L. Zochy W.]. Olson (6) demuestran que la actividad proteoli-
tica es distinta en diversas variedades de malta debido a la cebada que
se us6 al prepararla. Hills C. H. obtuvo resultados semejantes al estu-
diar amilasas en distintas variedades de cebada, y nosotros (7) encon-
tramos diferencias analogas en semillas de maiz. Indudablemente los
* caracteres genéticos. propios de la variedad. ban de regular la produc-
ci6n de catalasa en las semillas, sin excluir otras posibles causas. como
son ‘a influencia de los factores exteriores que sufrié la planta duran-
te su desarrollo, y también las condiciones de madurez. manipulacién
y conservacion de las semillas de frijol.
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