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I N T R o D u e e I o N 

El hule presenta una estructura politerp6nica lineal y 

en su bioeintesis se ha aostrado la presencia de un paso in

termediario irreversible que es la formaci6n de leido meTa-

16nioo por condensaci6n de mol6culae de Acetil Co A y la re

ducci6n del leido B-hidroxi B-metil glutlrico, coao ocurre 

en todos los compuestos terpenoidea. (1) 

Conocida la eatructura quimica de este producto natural 

es interesante determinar la secuencia de reacciones que 

participan en su biosinteeis. Debido a que ¡ata presenta 

cierta complejidad 1 que en el suero de litex de HeTea bra

siliensis se han identificado varias eftllimas, como la fosfa

tasa (2) y deshidrogenasa llctica (3), se pens6 en la posible 

existencia de otras enzimas pertenecientes al Ciclo de la 

Glucolisis. Teniendo esto presente, se logr6 identificar 

la aldolasa, a cuyo estudio se refiere el presente trabajo. 
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GENERAL ID.AD ES 

La aldola•a •• una enzima aolu~l• (4) que cataliza el roa

piaiento del difosfato 1-6 de fructoaa en dos fosfatos de trio-

..... 

DIFOSf A 1'CI \-.6 flE FrtUCTOSA 

ALDOLASA'\ 
'SltR6 

o 
• C-H 

1 
CH-OH 

1 

+ 
CH2 OP03H2 CH20P03H2 

FOSFATO lDE FOSFlm> DE Dl-
GLICERALDEH IDO HIDROXIACE10NA 

Se encuentra principalmente en los sobrenadantes 1 con me

nor frecuenc~.a en el nlloleo. Ea una enzima predominante en te-

jidos animales~ espeoialaente en el tejido muscular ¡ en el h!

gado ¡ en el riii6n tiene s6lo bajas actividades (4a). 

Se ka aislado de Tarioa tejidos ~alee 1 en el siguiente 

cuadro ae presentan los datos de aotiTidad enzimltica asignando 

al tejido mis actiTo el Talor de 100. 

Higado Riii6n Bazo Coraz6n M6sculo Cerebro Teat!culo Sangre 

Cone:lo 

Rata 5 2 6 7 4 

•se han obtenido en forma cristalizada. 

Velick (4b) eatudi6 la a!ntesia de la aldolasa en el músculo, 

inyectando a conejos glicina, alanina, lisiha, fenilalanina y 

, . 
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aetionina marcadas. Despu6s de Tariaa horas aisl6 del a6scu1o 

aldolaaa y dos enzilllae.m¡s (una fosforilasa y una deshidrogena

ea) y por hidr6lieia de lae aiamas se aislaron loa aminoácidos 

y se midi6 au-acti?idad especifica. 

Sin em\argo, se ha prestado poca atenci6n a la aldolaea 

Tegetal. Stumpt (5) la aial6 del chicharo, purificfi.ndola 92 

Teces e inTestigadores como Baba (6) y Al.len (?) la han estudia

do someramente, pero sus propiedades cin6ticaa y aus !unciones 

biol&gi.caa no estfi.n bien analizadas, por lo que a6n no •• ha es

tablecido una comparaci6n con la aldolasa del mdsculo 1 tanto por 

lo que respecta a estas propiedades como a su inhibici6n y cons

tante 4e equilibrio. 

En teJiaos anima~~~ Je le asigna un peso molecu1ar ae 

147 000 a_l80 000 en el m~sou1o 1 y de 160 000 en el h!gado (8). 

La aldolasa es especifica para las condensaciones ald6li

cas 1 mostrando selectividad' para el fosfato de dihidroxiacetona, 

sin embargo, existen dos grupos de aldolasa que se ditereneian 

por lo que se refiere a su substrato específico. La enzima de 

Sacharomyces cereviceae y de Aspergillus niger, por ejemplo, ca

talizan el rompimiento del enlace ald6lico de cetohexosas con 

velocidades comparativamente bajas. 

La aldolasa del m6soulo~y del h!gado tambi5n presenta di

ferencias en su actividad, especialmente con el fosfato-1-de 

tructosa (9). 
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En la tabla l aparecen algunos de los substratos sobre 

los que act~a. 

Substratos 

Di.fosfato 
1-6 de fruoto.ea 

Fosfato-1 de fructoaa 

Di.fosfato-1-6 de 
sorltosa 

Fosfato-l-de eorbosa 

Tabla l 

'Producto 

Fosfato de dihidro~
acetona + (D-glice
raldehido) 

Fosfato de dihidroxi
acetona + (D-glice
raldehido) 

Fosfato de dihidroxi
acetona + (L-glice
raldehido 3 fosfato) 

Fosfato de dihidroxi
acetona + (L-glice
raldehido) 

Fte. de la Enzima 

Míisculo 

Mfieculo e 
higa do 

Míisoulo 

Levadura 

La oonstante do Michaelis (Km) reportada para la aldolasa 

del m~sculo varia segíin el m&todo empleado para su estudio. La 

reportada para el difosfato 1-6 do fructosa es de 5 x 10 - 5 M(lO) 

y 6 x 10 -5 K(l1) y la reportada para el fosfato-1-de fructosa 

es de 3.4 X 10 - 3 M(lO) y de 5 X 10 - 2 M(ll). 
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PARTE EXPERIMENTAL 

El. l'tex empleado en el preaante trabajo, se obtuvo de una 

plantaci6n (El Pal.mar, Ver.) de ~bolee de Hevea braei1ienais, 
., 

de alto rendimiento, de 15 a 20 años de edad, propagados vegeta· 

tivamente. 

Las condiciones ecol6gicae de esta plantación son: zona 

tropical hfuneda con suelo fértil, poroso y bien drenado oon su-

ficiente profundidad y ligeramente !cido; la temperatura media 

que prevalece en esta zona de cultivo ea de 26 a 28°c oon llu

vias abundantes (2 000 o más milúnetros p~r afio), principalmsnte 

de·apués del mediodía, no interfiriendo as!, oon el. "sangrado" 

de loa 'rboles que se efect~a en las primeras horas de 1a mañana. 

Materiales y M&todos 

Obtenci6n del materia1 enzim!tico.- El. l&tex do !!!.!.! noa 

fue env:iado del campo experimental de El Palmar, Ver. El lote 

lbreviaturaa empleadas en este trabajo: 

di F-1-6-F - Dif osfato 1-6 de fructosa 

a
3

FD - Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogena~a 

NAD - Dinuole6tido de Nicotinamida-Adenina 

NADH - Dinucleótido d~ Nico~illamida-aaeni.u.a reducido 

NADP - Trinucleótido de Nicotinami4a-Adenina 



tue 4e a1roz:llla4JÍll911.te 3 litros que •• reooleotaroa 4iree\a-· 

••ate 4•1 lr\o11 ea fraacos 4• 1olietileao, ooloea4oa 4eatro 

4• teraoa ooa Jd~lo aeoo, para n·itar la d•aaturalisao1'n 

4• la, 1rot•laa. El lltez •• oeatrifUll a 29 000 rJ1A en 1IDa 

••atr1fuga Spinoo ll04elo L, 4vant• 45 aiautoa¡ ••1arladoae 

•• eut:ro oapaas 

la auperior, te hule aellia6li~ 

maa oapa eolor auuja •UJ" 4elp4a1 acULerid• a la 

tel llul• 

ua HJa liquida (suero), que eo.natitUJ"• •l 5°" 

4• lit .. 1 que.es preojjsament• don4• ••encuentra 

la euiaa eatu4iada en este traDaj< 

un residuo amarillento. 

El suero fue liof'11:1zado inmecu.atamente para Hitar la 

plrd14a de actiTidad 1nz1m&tica 1 •• guard6 en un deseoado~ 

• 5ºc. 



l•••tit~oaei6a •• la llasi!a 

j¡tli .. a4o al •aore el dtoto •• S::l.111•1 (J.2), buato ea la 

tetel'lliaaoi6a oeler:la6triea 4o las tri.o••• toraaaa. por la ao

oUn •• la ~iaa abro el d.itoatato 1-6 •• truotoH, se puo 

ea erl.teaoia la •::d.•toaoia de la alclolua. El a6todo coaa1eto 

•• 1.aou-ar el aulletrato a un pH to 8.6 ooa la auoetra por aaa-

l.isar, ea pr•••no1a •• Jd.clraz:laa para fijar loe toetato• te trio

... 1 cle .. luar u! ol equilillr~o 4o la roaoci6a, llaci6Ddola 

1.rreT•r•111le. Al ti.aal tol por!.o•o de inoullaoila, la roaooiaa 

•• 1.aterl'~e ooa loi•o trioloroaoltioo1 aaa alioaota 4el fil

trado •• trata oon '1oali para hiclrol~ar los fosfato• 1 dea

pala, por adic~a do 2-4 tinitrofoailJaidra&iDa 1 ale ll.cal:l., •• 

deearro~ aa color oaractor!.etioo con un allCiJle de ab•oro~a a 

.5lto •t• La 1.Rtenaidacl del oolor •• tireot ... ato proporcioaal a 

1a oonoetraei6n •• la euilla. 

EL altode te Filllto 1 Sallllarow (13) tuo teabiin .. ploado pa• 

ra 0011prollar la pr•••acia 4• la aldol .. a •• ol suero clol lltox. 

Pwaritioaoi4a de ]..' !asilla 

Loe altodoa •sato• en loe in·. ;:.toa para purificar la easi-

aa tueron1 

a).- l':lltraci6a por gel•• de Sephadex G-100 

11).- Procipitacionee oon llUlfato de amonio a diatin
too por cientos •• saturaoi6n 

o).- .11 oaploado por Stuapt (5) para la puritioaci6n 
4e la aldolasa del chicharo 
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a).- Fil.traci6n por Serhadex G-lOO.- Se utilizaron dos 

tamafios distintos de columnas de cromatografi.a segGn la canti-

dad de suero que se trataba de purificar. En todos los casos, 

se pesaron de 8 a.13 g de gel seco, suspendidos en agua desti-

lada, q~e se hicieron pasar paulatina111ente de un embudo a la 

oolu.mna llena de agua que en su extremo inferior tenia lana de 

Ti.drio 7 perlas de cristal. Una vez adicionado todo el gel, 

para su empleo, la colwma se coloc6 en un cuarto trio a 5°c. 

Se colectaron fracciones de 3.~ 111. (4o gotas) en un colector 

autom&tico. 

~).- Precipitaciones con,8ulfato de,l.aonio.- Para las 

precipitaciones con sulfato de aaonio el auero liofilizado 7 

dializado se satur6 al ~' 6°", 7($ y 80% con la soluc.i6n sa-

turada de sulfato de amonio a pH neutro, en la forma siguiente: 

200 mg de suero se disolvieron en 2 al d~ agua y se agre-

g6 l al de EDTA• (0.2 mg/ml) y se le someti6 a una di6l.il!lis de 

doce horas con cuatro cam~ios de agua -idestilada fria y ajus

tada a pH 7.0 para evitar la precip1taoi6n de proteinas. 

•EJ. EDTA (leido etilen diamino tetraac~tico) se emple6 para 

evitar el ennegrecimiento del suero que se presf!lntaba cuando 

se le dejaba en soluci6n por mAs de 2 horas, debido probable

mente a enzimas dependientes del cobre. 
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Deapu6s de la 4iiliaia a• reoup~raron 3.2 111 4• auero, 4e 

loa cuales se tomaroD 0.5 ml para medir la actirl.dacl inicial.. 

Loa 2.8 al reatlllltes se precipitaron con aulfato de amonio haa

ta una aaturaci6n de 50%; se ti1tr6 por celita y el preoipita4o 

se rediaolTi6 •• 2.5 111 de agua y se llilli.6 su actividad; al ao

brenadaate se le agreg6 mls soluoi6n saturada de sulfato de 

aaonio haata una saturaci6n d• 60% 7 se repiti6 la operaci6n 

anterior dos Teces mls hasta precipitar a una saturaci6n de 7~ 

y 8~. 

e).- H6todo d• St\lllpf.- Para este m6todo, se pesaron 500 mg 

de suero que se 41solvieron en 4.o ml de agua ala l ml de EDTA 

7 se dializaron 12 aoras en agua bidestilada. Se empez6 a pre

cipitar con sultato de amonio hasta una saturaci6n de l+-0%, se 

filtr6 por celita y el precipitado se redisolvi6 en 4.0 ml de 

agua, midi6ndose su actiTidad; el sobrenadante se Tolvi6 a pre

cipitar hasta el 51% de sat111"aci6n y se repiti6 la operaci6n 

anterior tres veces m&a precipitando a 61%, ?<YI> y 80% de satu

raoi6n. De todos estos precipitados, el mis activo tue el de 

?or;,, por lo que se dej6 dializando toda la noche para eliminar 

sulfatos. Se precipit6 esta fracci6n nueTamente hasta el 50% 

de saturaci6n con acetona fria, pero se perdi6 la actividad. 

Dillisia 

Este procedimiento se llev6 a cabo usando membrana de ce

lulosa para dillisis, de taJ11año variable según el volumen de 



-lo-

suero por dializar, oambilndose el agua bideati1ada, enfriada 

a 2 6 3°C cada media hora. La di&liais permiti6 la elimina-

ci6n de substratos end6genos. 

Medida de la Actividad Enzilllá~ica 

Se determin6 por dos procedimientoe: 

a).- Mltodos quimicoe (12 1 13) 

9).- Mltodo eepectrofotomltrico (14). 

a).- Mltodos qui.micos.- Se emplearon los miemos mltodoa 

que para la identificaci6n de la enzima y el de Sibbley ya fue 

descrito. 

El mltodo de Fiake y Subbarow consiste en ddterminar 1 

después de cierto tiempo, el f6aforo in6rg&nico liberado de 

loa fosfatos de triosas formados. 

A la muestra problema se le adicionaron o.4 m1 de leido 

sulfdrioo 10 N, o.8 ml de mol.ibdato de amonio Al. 2.5% y o.4 m1 .. 
de agentes reductores. El volumen se llev6 a 1.0 m1 con agua 

destilada y se dej6 desarrollar el color a temperatura ambien-

te durante diez minutos ley~ndose la densidad 6ptica a 660 llf\1• 

b).- M6todo Espectrofotom6trico.- Para medir la actividad 

de la enzima se prefiri6 por su sencil.l.ez el mltodo introduci-

do por Warburg y Christian (14) 1 que est' basado en el acopla-

l. 

I· .. 
i,_'. . 
1 
1· 
f.. 
(. 
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miento de la aldolasa (I) con la gliceraldehido-3-foefato-4es

hidrogenasa (II), en el que el fosfato-3 de gliceraldehido for-

mado por I ee oxi.dado por II en presencia de NAD y areenato: 

FOSfiATO 3 DE 

GLICE"ALDEHIDO. 
PROIXJCtO 

INTERMEDIO. 
ACIDO 3 FOS

FOGl..ICERICO. 

La reacci6n es eetequiom•trica ya que ee reduce una mol6-

cu1a de NAD por cada mol6cula de difoefato l-6 de fructosa trans-

formada y la velocidad de la reacci6n puede obtenerse midiendo, 

en funci6n del tiempo, la formaci6n de N.ADH. 

La reducci6n del NAD es un indice de la actividad enzim&ti-

ca, la que se ley6 en un eepectrofotómetro Beckman, modelo DU, 

con l&mpara de cuarzo, siguiendo la formaci6n de N,ADH a una lon-

gitud de onda de 340 m~. 

Para calcular las moles de difosfato 1-6 de fructosa trans-

formada por minuto se usó la siguiente fórmula: 

log Io/I en l min. 
~~~~~~,......~~ = moles ~e difos!ato 1-6 de fructoaa/min/1111 

6.22 X 106 

donde: 

log Io/I =Extinción o densidad 6ptica (D.O.) 

6.22 x io3 = Extinción molar del NAD 

L 
1 

l. 
1 

1 
1 

f 

\' 
,; 
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Se hicieron lecturas a intervalos de 20 segundos durante 

el primer minuto y de 30 segundos durante los siguientes 10 6 

15 minutos • 

.Uefinicion~s 

Unidad de actividad.- Una unidad de enzima es la cantidad 

que transforma l mg de f6sforo en un minuto. 

• .. ;;idade.:; = Mol.es de diF-1-6-de F x min x 2 x 31 x 103 

Actividad especifica.- Nmnero de unidades por miligramo 

de proteina. 

Determinaci6n de Proteína 

La cantidad de proteina d~ las incubaciones·se determiné 

por los m~todos de Biuret (15) y de Folin-Ciocalteau (16). 

El color desarrollado en el m&todo de Biuret se mide a 540 

M\1 y se compara con una curva de calibraci6n hecha con albúmir.u 

de suero humano cristalizada. En la mayoría de las determina ... 

ciones se pusieron o.4 ml de la soluci6n problema, 1.6 ml de 

agua y 4.0 ml del reactivo de Biuret, se agit6 y después de 30 

minutos se ley6 contra un blanco que tenía 4.o ml del reactivo 

de Biuret y 2.0 ml de agua. 

También se us6 el método de Folin-Ciocalteau, que consis

te en incubar 2.0 ml de la solución problema con 6.o ml de car-
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bonato de sodio a1 12.5% y 1 in1 de sulfato de cobre al 0.1%. 

Despu~s de una hora se adicion6 1.0 ml de reactivo de Folin 

y se dej6 desarrollar el color durante media hora, leyéndose 

la D.O a 650 m~, compar~ndose el color desarrollado con una 

curva de calibraci6n hecha con albúmina de suero humano cris-

talizada. 

Condiciones de la Incubaci6n para la Medida 
de la Actividad EnzimAtica 

La mezcla para incubar se prepar6 con: 

o.4 ml de difoafato 1-6 de fructosa(2.4 X 10 - 3 M de 98% 
de pureza). 

0.3 m1 de araenato de sodio 0.17 M. 

0.3 m1 de glicina 0.27 M. 

0.6 m1 de cistei.na pH 8.0;0.l H. 

Oo2 m1 de NAD 5.0 x 10 -3 H. 

0.6 m1 de aoluci6n amortiguadora de Tris-HCl o.4 M, pH 8.6. 

Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (ver nota). 

o.4 m1 de aoluci6n de suero dializado 3 horas, conteniendo 
de 3 a 5 mg de proteina. 

El Volumen de la incubaci6n se ajust~ o;;¡· .. todos los casos a 

3.0 ml don agua bidestilada. El blanco o control contenía todas 

Hota.- Al iniciarse el trabajo la a
3

FD empleada era de m<isculo 

de conejo pero al comprobar que estaba presente en el 

suero se suprimi6 su adici6n a las incubaciones. 
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las substancias con excepci6n del difosíato l-6 de fructosa y 

en su lugar se agreg6 agua bidesti1ada. Tanto la mezcla de 

reacci6n como el control se dejaron a temperatura ambiente de 

5 a 10 minutos y la reacci6n se inici6 con la adici6n de la 

enzima. Las lecturas en el espectrofot6metro se hicieron a 

2l~C. 

Deterlllinaci6n del pH 6ptimo 

Para determinar el pH 6ptimo de la enzima ae usaron las 

siguientes soluciones amortiguadoras: 

a).- De citratos o.4 M para un rango de pH de 3.15 a 5.4. 

Soluci6n A: Acido citrico 

Soluci6n B: Citrato de sodio 

(21.0l g/1000 ml) 

(117.6 g/1000 ml) 

b).- De Tris-HCl o.4 M en un rango de pH de 6.93 a 9.2. 

Soluci6n A: Trie (Trihidroximet:ü.eminometano) 
(48.4 g/1000 ml) 

Soluci6n B: HCl (33.6 ml/1000 ml) 

o).- De glicina-NaOH o.4 M en uu rango de pH de 9.2 a 11.2. 

Soluci6n A: Glicina 

Soluci6n B: NaOH 

(30.03 g/1000 ml) 

(1.6 g/1000 ml) 

Mezclando volúmenes de las soluciones A y B, como se in-

dica en (17), se obtuvieron las soluciones amortiguadoras que 

se emplearon en las incubacionesº En ~stas, la cisteina se 

ajust6 a un pH cercano al de la soluci6n amortiguadora. Al. 
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final de la reacci6n se midi6 el pH de la incubaci6n. 

Para medir el pH be cmple6 un potenci6metro Zeromatie-

Beckman. 

Determinación de la Constante de Miehaelis-Menten 

Se determin6 la constante de Michaelis variándose la con-

cehtración de substrato. 

La soluei6n madre de difosfato 1-6 de fructosa \98% de 

pureza) se pre~aró con 30 mg en 5 m1 de agua, quedando asi 6 mg 

por ml. Para su empleo se diluy6 1:10. 

De esta dilución se u~aron en las incubaciones o.6 ml, 03 

ml, 0.25 ml, 0.15 ml y O.l ml que eonten!an respectivamente, 

6 -4 8 _4 -4 -5 3.1 X 10 t lo5 X 10 , le3 X 10 1 ?.9 X 10 y 5.3 X 

10 -5 moles/l. El curso de la reaeci6n se obtuvo en cada caso, 

trazando en una gráfica el cambio de densidad 6ptica <A n.o.) 

contra tiempo. Las velocidades iniciales quedan dadas por la 

pendiente en el punto inicial de la curva. Los reeiproeos de 

estas velocidades se graficaron contra el reciproco de la con-

centraci6n de substrato, de acuerdo con Lineweaver-Burlce, y de 

la gráfica se obtuvo la Km de la enzima. 

Concentración de la Enzima 

La solución madre de la enzima se preparó pesando 40 mg de 

suero dializado durante 3 horas y disolviéndose en 3.0 ml de 
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agua bidesti1ada, con lo cual se obtiene una concentración de 

7.0 mg de proteína por ml. A las diferentes incubaciones que 

se llevaron a cabo se lea agreg6 0.30 ml 1 0.25 ml, 0.20 m1 1 

0.15 ml, 0.10 ml y 0.05 ml de la solución madre, o sea 2.8, 

1.87, 1.50, 1.12, 0.74 y 0.31 mg de prote.ina, respectivamente. 

Determinación del Peso Molecular 

Se utilizó el m~todo de centrifugación en un gradiente de 

sacarosa (18), comparando la sedimentaci6n de la enzima con la 

de la albúmina de suero humano cuyo peso molecular es de 68 000. 

La viscosidad y la densidad de una solución de sacarosa 

ea tal, que en ella se observa una migración lineal de la mayo-

ria de los materiales biológicos al centrifugar, por lo que la 

relación de las distancias recorridas por dos substancias, a 

partir del menisco, es siempre constante: 

distancia recorrida por la substancia l 
R = distancia recorrida por la substancia de referencia 2 

La constante de sedimentación ~~ de dos substancias es: 

Sl ( PM l) 
2

/
3 

l2 = PM2 

y en lá mayoría de las proteínas es igual a R, de donde: 

R = (:i ~) 2/3 
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En esta forma, se puede calcular aproximadamente el peso 

molecular de una proteinR, refiriéndola a otra de peso molecu

lar conocido. 

Gradiente de Sacarosa.- Las soluciones de sacarosa prepa

radas para hacer el gradiente fueron a1 8% y 22%, en solucio

nes amortiguadoras de Tris-HCl o.4 M, pH 8.6. Se pusieron 2.? 

m1 de soluci6n al 8% en uno de los compartimientos del aparato 

descrito por Martin y Ames (l.8) y 2.3 ml ae la soluei6n al 22%, 

en el otro, para poder mezclar ambas soluciones en proporciones 

variables, colectAndose directamente el gradiente obtenido en 

un tubo de centrifuga. Se prepar~ron 3 tubos con el mismo gra

diente, con un volumen, en cada caso, de 4.6 ml. En los tubos 

I y II se pusieron o.l ml de suero, disuelto en soluci6n amorti

guadora Tris-HCl o.4 M, pH 8.6, que contenía 7 mg de suero dia

lizado durante 3 horas, lo que corresponde aproximadamente a 

3.5 mg. de proteína; en el tubo III se puso o.l ml de albrunina 

que contenia 3 mg de proteína, quedando as!, er. cada tubo, un 

volumen total de 4.7 ml. 

Se centrifugaron los tubos en una centrífuga Spinco con 

cabezal Sw 39 L, durante 16 horas a 35 000 rpm, a una tempera

tura de oºc y al terminar se perforó cada uno de los tubos en 

su parte inferior, con una aguja, colectli.ndose fracciones de 12 

gotas en tu.boa enfriados en hielo, A las fracciones con suero 

(que provenían de los tubos I y II) se les midió actividad en

zim&tica, localizli.ndose asi la fracción mli.s activa a la que se 

le calcul6 su distancia al menisco. 
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En las fracciones del tubo III 1 es decir, el que contenia 

la albfimina, se locali.Z6 la fracci6n de mayor concentraei6n de 

proteina por el mgtodo de Folin-Ciocalteau (16) 1 la que eirvi6 

para comparaci6n con la fracción más activa de los tubos I y 

II. 



-19-

R E S U L T A D O S 

l.- Identificaci6n de la Enzima 

a).- El color que se obtiene en la reacci6n de Sibley se 

debe a las 2, .4-dinitrofenilhidrazonas de las triosas formadas 

por la acción de la aldolasa. Al aplicar este m~todo al suero 

total de l&tex de Hevea brasiliensis hubo desarrollo de colora-

ción, lo que indic6 la presencia de aldolasa. 

b).- La presencia de esta enzima puesta en evidencia por 

el m6todo de Sibley, fue tambi~n corroborada determinándose el 

fósforo liberado de las triosas formadas por el m6todo de Fiske 

y Subbarow. Tomando como ejemplo uno de los resultados obteni-

doR, se ve que al cabo de 15 minutos se produ~A~on 106 ~ g.de 

f6sforo. 

2.- Purificación 

a).- Columna de Sephadex G-100.- Este m6todo no dio resul

tado, pues en las fracciones que se obtuvieron no se logró pu-

rificaci6n e inclusive se perdia actividad. Un ejemplo de este 

intento de purificación se muestra en la tabla 2. 

b).- Precipitaciones con Sulfato de Amonio.- Cuando se tra-

tó de purificar por precipitaciones con sulfato de amonio a dis-

tin~as saturaciones, la m~xima purificación fue de 1.94 x, pero 

de la fracción que t11vo esta purificación sólo se lograron recu-

perar 4, 7 m~ de proteína a partir de 52 mg. Los datos experimen-

tales de esta purificación se encuentran en la tabla 3, 

¡ 

L 



Tabla 2 

VoJ.umen Actividad Proteina Actividad Re cupe- Factor de 
Fracci6n Total Total Total específica raci6n Purifica-

en mJ.. en unidades en mg. unidades/mg P _%_ ci6n 

Suero Total 6.o 4 -1 e50 X 10 246 1.83 X 10-3 100 l 
1 gr 

Sobrenadante 
1.61 X 10-l 1 0 14 X 10-3 de pH 5 dializado 6.4 141 3.5 .62 ' 

Filtración en gel 
Sephadex G-100 5.8 

Fracci6n I(l5 mg) 6,25 X 10-3 15 4.24 X 10-4 1.03 .23 

Fracción II(24 mg) le93 X 10 -1 18 1.0? X 10 -2 4.2 5.8 

Fracci6n IIa 
No hay actividad. 

Fracción III 

; 



Tabla 3 

Volumen Actividad Proteina Actividad Recupe- Factor de 
Fracción Total Total Total Especifica raci6n Purifica-

en m.1. en unidades ~· unidades/mg P _L ción 

Suero Total 3.0 9e52 X 10-2 52 le83 X 10-3 

200 mg. 

Suero dializado 3.3 3.09 X 10-2 25.6 l'.21 X 10-3 100 1 

Precipitado con 
sulfato de amonio 4 -2 l.03 X 10-3 
al 50"i6 de sat. 2.5 lo X 10 14.o 45.3 .85 

Precipitado eón 
sulfato de amonio 

8.4 X 10-3 l.6 X 10-3 
al 60% de sat. 2.5 5.25 27.2 l.3 

Precipitado con 
sulfato de amonio 

1.ll X 10-2 
al 80% de sat. 2.5 4.75 2.34 X 10-3 35.9 1.94 



Tabla 4 

Volumen Actividad Proteina Actividad Re cupe- Factor de 
Fracci6n Total Total Total Especifica raci6n Purifica-

~· en unidades en me. unidades/mg P % ci6n 

Suero dializado 2.5 8.58 X 10-2 116 4 -4 7• X 10 100 1 

Precipitado con 
sulfato de amonio 
al 4o% 2.5 o 5.5 o o o 

Precipitado con 
sulfato de amonio 

4.9 X 10-3 6.57 X 10-4 
al 51% 2.5 7.45 5.7 .88 

Precipitado con 
sulfato de amonio 

2.8 X 10-3 7.84 X 10-4 al 61% 2.5 3.62 3.2 1.05 

Precipitado con 
sulfato de amonio 

1.68 X 10-2 3.96 X 10-3 al 70% 2.5 4.25 19.5 5.4 

Precipitado con 
súlf ato de amonio 

2.,5 X 10-3 l..01 X 10-3 al 8~6 2.5 2.5 2.9 1.4 
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e).- M6todo de Stumpf.- En la fracci6n precipitada con sul

fato de amonio entre 61% y 70% de saturaci6n se obtuvo una puri-

ficaci6n de 5.4 x. Se trat6, por tanto, de seguir adelante el 

m6todo precipitando esta fracci6n con acetona hasta el 50%1 pero 

se perdi6 ln actividad. (Ver datos en la tabla 4). 

Como se observa en las tablas anteriores, la cantidad de 

enzima en el suero total es muy baja (actividad total en unida

des), por lo que su purificaci6n resulta un tanto dificil traba-

jando con cantidades pequeñas de material. Para lograr una pu-

rificaci6n efectiva, seria conveniente tratar cantidades mucho 

mayores de suero, lo cual no fue posible dado que s6lo se dispo-

nia de pequeñas cantidades de l&tex. 

3.- Identificaci6n de la Gliceraldehido-3-fosfato 
deshid~ogenasa en el Suero 

Al efectuarse experimentos en los que se suprimi6 la adici6n 

de deshidrogenasa de m~sculo de conejo, se observ6 que la reac-

ci6n pro~eguia perfectamente, por lo que se pens6 que esta enzi-

ma podia estar presente en el suero. Los resultados se resumen 

" en el siguiente cuadro: 

Exp. Substrato Cofactor GlD Suero Actividad Especifica 
NAD NADP 

l di F l-6 F + + + 5.41 Y. lo-4 

2 11 + + 4.14 X lo-4 

3 11 + + + 6.97 X J.0-4 

4 11 + + 8.08 X 10-4 
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Los experimentos número 2 y 4 demuestran que la gliceralde

hido-3-fosfato-deshidrogenasa si est! presente en el suero, ya que 

las actividades son comparables con las de los experimentos en los 

que si se adicion6 la deshidrogenasa a la incubaci6n (l y 3). 

4.- Cofactor de la Enzima 

En los experimentos anteriores, se observ6 adem!s, que las 

reacciones acopladas con NADP (3 y 4) son m!s activas que las aco

pladas con NAD (l y 2). Esto confirma lo reportado por Gibbs (19), 

que los tejidos de las plantas contienen dos triosa-fosfato-de·s

hidrogenasas, una que utiliza el NADP como cofactor y otra el NAD. 

En las hojas se encuentran ambas enzimas mientras que en las raí

ces y semillas, s6lo la enzima dependiente del NAD. Se puede de

cir que la aldolasa del suero de lAtex de ~ es dependiente 

tanto del NAD como del NADP, presentando con 6ste mayor actividad. 

Cuando se midi6 la actividad end6gena del suero, omitiendo el subs

trato y empleando NAD y NADP, la reducci6n de este último fue ma

yor y la adici6n de substrato a ambas incubaciones, despubs de cor

to tiempo, produjo un incremento muy grande en la actividad (Fig. l). 

5.- Efecto de la Di!lisis 

La di!lisis tuvo por objeto eliminar la actividad end6gena, 

debida probablemente a substratos presentes en el suero. Despu6s 

de la di!lisis se observ6 un aumento en la actividad, por haberse 

eliminado quiz!s, substancias no convenientes para la reacci6n 

(Fig. 2). 

Se efectuaron diálisis de l y 3 horas, obteniéndose mejores 

resuitados con la de 3 horas. 
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6.- pH OJ>timo 

Debido a que en la reacci6n acoplada hay liberaci6n de H+ 

al medio que modifican el pH de la incubaci6n 1 se decidi6, pa-

ra la determinaci6n del pH Optima de la aldolasa del suero, 

aumentar la capacidad amortiguadora de las soluciones incremen-

tanüo su molaridad de 0.1 a o.4. El pH 6ptimo de la aldolasa 

del suero es de 8.5 (Fig. 3). 

En la tabla 5 se indica el pH de la soluci6n amortiguadora, 

el pH fina1 de la incubaci6n y la actividad de la enzima. 

Tabla 5 

Soluci6n pH Final de le ·Actividad 
Amortiguadora ~ pH Cisteina Incubaci6n Específica 

Citratos 3.15 3.0 4.35 6 -4 lo 9 X 10 

11 4.65 4.o 5.85 lo99 X 10 -4 

11 5.4 5.0 6.6 6 -4 2.2 X 10 

Tris-HCl 6.93 6.o 7.7 8 .. 4 051 X 10 

11 7.8 7.0 8.o 6 -4 025 X 10 

11 8.6 s.-o 8.5 },204 X 10 -4 

11 9.2 9.0 9.0 13.l X 10 -4 

Glicina 9.2 9.0 9.0 13.2 X 10 -4 

11 J.0.3 lo.o 9.5 13.7 X J.0 -4 

11 J.l..2 u.o 9.9 4 -4 10. X 10 
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7·- Estabilidad de la Enzima 

AJ. ¡;uardar el lote de suero dializado, disuelto en agua bi

destilada, a una temperatura de 5°c durante 11 días, su activi-

dad disminuye muy poco, lo que indica que la actividad catalítica 

tanto de la aldo1asa como de la gliceraldehido-3-fosfato deshi-

drogenasa es bastante estable, como puede verse en la Fig. 4. 

8.- Constante de Michaelis-Menten 

Al aplicar la ecuaci6n modificada por Lineweaver y Burke (20) 

a los datos experimentales, se obtuvo el valor de la Km de la 

aldolasa para el difosfato 1-6 de fructosa que es igual a 3.1; 

x 10-5 M (Fig. 5). 

9.- Efecto de la Concentraci6n de la Enzima 

La actividad de la aldolasa del suero aumenta proporcional-

mente a la cantidad de enzima empleada en las incubaciones, lo 

que indica que en el suero no existe ningfin factor que modifique 

el comportamiento de esta enzima (Fig. 6). 

10.- Peso ?1olecular AProxirnado 

La mayor actividad enz:im~tica en los tubos I y II se encon-

tró, en ambos casos, en la fracción 12. La mayor concentraci6n 

de albúmina del tubo III se localizó en la fracción 18 (Fig. ?)o 

En los tres casos se calculó la distancia al menisco siendo la 
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relaci6n de las distancias de la aldolasa y· de la albmnina 

R = 2.17617 = l.9112 
l.13817 

que es tacbi6n la relaci6n de los pesos moleculares. Al susti-

tuir los datos experimentales en la ecuaci6n correspondiente 

el peso molecular de la aldolasa de ~ es de 182 000 z 15%, 

parecido al reportado para la aldolasa del músculo que es de 

147 000 a 180 000. 
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e o N e L u s I o N 

En un trabajo previo realizado en este laboratorio (3) se 

demostr6 la presencia de una láctico deshidrogenasa muy activa 

en el suero de látex de ~ Esta informaci6n, la presencia 

de aldolasa y de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa re

portada en el presente estudio y datos experimentales no publi

cados, que prueban la existencia de una hexoisomerasa, muestran 

que en el suero existen enzimas pertenecientes al ciclo de la 

glucolieie. 

La participaci6n de estas enzimas y sus substratos, en el 

metabolismo del látex de ~' no se ha esclarecido aún y se 

requieren otros estudios para poder decidir cuál es la función 

de éste en los vegetales. 



B I B L I O G R A F I A 

1.- Miller, M. VI. The Pfizer Hanó.oook of Microbial Metabolites, 
p~¡:¡. 155 (1958). 

2.- Arreguin, B. Encyclopeüia of Plant PhisioloeY• Rushland. 
pAg. 223. 

3.- l'latanabe, s. T. Tesis Profesional. Fac. de Ciencias U .N .A.M. 
1964. 

4.- Dixon, M. y Webb, E. C. Enz:!.mes. Longmans pAg. 630. 

4a.- " 11 11 
11 " 

11 11 p~g. 641. 

4b.- 11 " 11 11 11 11 11 plig. 533. 

5·- Stumpf, P. K. J. Biol. Chem. 17~, 233 (1948). 

6.- Baba, T. Biochem. 275, 248 (1943). 

7.- Allen, R. New Phytologist. .22_ 1 335 (1940). 

8.- Dixon, M. y Webb, E. c. Enzimes. Longmana plig. 480. 

9.- Rutter, IV. J. The Enzimes. Academic Presa, New York. 
Londres. Vol. 5, plig. 352 (1961). 

10.- Tung, T., LingR., Ryre, N. L., Larcly, H. A. Biochem. et 
Biophys. Acta 14, 488 (1954). 

11.- Wolf, H. P. y Leuthardt, F. Helv. Chir:t. Acta 40, 237 (1957). 

12.- Sibley, J, y Lehninger, A. J, Biol, Chem. 177, 859 (1949). 



(2) 

13.- Umbreit, w. w., Burris, R. H., Stauffer, J. F. Marometrios 
Techniques. p6g. 272. 

14.- Taylor, F. J. Methode in Enzimology. Vol. I, p6g. 310. 

15.- Layne, R. Methode in Enzimology. Vol. III, p6g. 450. 

16.- Kabal y Mayer. Experimental Inmunochemistry, p6g. 321. 

17.- Gomori, G. Methode in Enzimology. Vol. I, p6gs. 138-146. 

18.- Martin, R. G. y Ames, B. N. J •. ,Biol. Chem. 236, 1372 (1961). 

19·-· Gibbs, M. Methods in Enzimology. Vol. I, p6g. 411. 

20.- Dixon, M. y Webb 1 E. c. Enzimee. Longmans p6gs. 75 a 77• 

1, 

1, 

1 

r 
I' 

l. 

1 
!: 

1: 

L 
i' 


	Portada
	Índice
	Introducción
	Generalidades
	Parte Experimental
	Resultados
	Conclusión
	Bibliografía



