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INTRODUCCION

El hule presenta una estructura politerpénica lineal y
en su biosintesis se ha mostrado la presencla de un paso in-
termediario irreversible que es la formacidn de Acido meva-
18nico por condensacién de moléculas de Acetil Co A y la re-
ducoifn del Acido B-hidroxi B-metil glutérico, como ocurre

en todos los compuestos terpenoides. (1)

Conooida la estructura quimica de este producto natural
es interesante do;orminar la secuencia de reacciones que
participan en su biosintesis. Debido a que §sta presenta
cierta complejidad y que en el suero de litex de Hevea bra-
siliensis se han identifiecado varias envimas, como la fosfa-
tasa (2) y deshidrogenasa l&ctica (3), se pens§ en la posibdle
existencia de otras enzimas pertenecientes al Ciclo de la
Glucolisis, Teniendo esto presente, se logr$ identificar

la aldolasa, a cuyo estudio se refiere el presente trabajo.
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GENERALIDADES

La aldolasa es una enzima soluble (&) que cataliza el Tom-

piniento del difosfato 1-6 de fructosa en dos fosfatos de trio-

B8,
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CAY) CH,-0-POyH, ALDOLASAy CH-OH 4  C=0
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oH H
CH, OPO4H, CH0PO3H,
DIFOSFATO 1=6 BE FRUCTOSA FOSFATO 3DE  FOSFATO DE D)~

GLICERALDEHIDO  HIDROXIACETONA

Se encuentra principalmente en loa sobrenadantes y con me-
nor frecuencila en el nficleoc, Es una enzima predomihante en te-
Jjidos animales, especialmente en el tejldo musoular y en el hi-

gado y en el rifidn tiene s8lo bajas actividades (4a),

8¢ ha aislado de varios tejidos animales y en el siguiente
cuadro se presentan los datos de actividad enzimftica asignando

al tejido mls activo el wvalor de 100.

Higado Rifidn Bazo Corazén Misculo Cerebro Testiculo Sangre

Coneio 100*
Rata 6* 5 2 6 100+ 7 L 0.3

*Se han obtenido en forma cristalizada.

Velick (4b) estudil la sintesis de la aldolasa en el mfisculo,

inyectando a conejos glicina, alanina, lisina, fenilalanina y
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metionina marcadas. Despuds de varias horas aisl8 del mfisculo
aldolasa y dos enzimas mfs (una fosforilasa y una deshidrogena-
sa) y por hidr§lisis de las misnas se aislaron los aminofcidos
y 8e midi§ su.actividad especifica.

5in embargo, se ha prestado poca atencibn a la aldolasa
vegetal, Stumpf (5) la aisl8 del chicharo, purificfndola 92
veces e investigadores como Baba (6) y Allen (7) la han estudia-
do someramente, pero sus propiedades cindticas y sus funciones
bioldgicas no estfn bien analizadas, por lo que afin no se ha es-
tablecido una comparacifn com la aldolasa del mfisculo, tanto por
lo que respecta a estas propledades como a su inhibicién y cone-

tante de equilibrio.

En tejiuos animalcl 38 le asigna un peso molecular de

147 000 a 180 000 en el mfisculo, y de 160 000 en el higado (8),

La aldolasa es especifica para las condensaciones aldfli-
cas, mostrando seslectividad para el fosfato de dihidroxiacetona,
sin embargo, existen dos grupos de aldolasa que se diferenelan
por lo que se refiere a su substrato especifico. La enzima de

Sacharomyces cereviceae y de Aspergillus miger, por ejemplo, ca-

talizan el rompimiento del enlace alddlico de cetohexosas con

velocidades comparativamente bajas.

La aldolasa del mfispulo-y del higado tambiln presenta di-
ferencias en su actividad, especialmente con el fosfato-l-de

fructosa (9),
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En la tabla 1 aparecen algunos de los substratos sobre

los que actfia,

Substratos

Difostato
1~-6 de fructosa

Fosfato~l de fructosa

Difosfato-l«6 de
Borbosa

Fogiato-l~ds sorboss

Tabla 1

‘Producto

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

Fosefato de dihidroxi-
acetona + (D-glice~
raldehido)

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

Fosfato de dihidroxi~
acetona + (L-glice-
raldehido)

Fte, de la Enzima

Mfiseulo
Mfisculo e
higado

Mfisculo

Levadura

La constante de Michnelis (Km) reportada para la aldolasa

del mfisculo varfa megln el mé&todo empleado para su estudio. ILa

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

¥y 6 x10 =5 M(11l) v la reportada para el fosfato-l-de fructosa

o5 de 3.4 x 10 "2 M(10) ¥ de 5 x 10 “2 M(11).

¢



PARTE EXPERIMENTAL

El l&tex empleado en el pressnte trabajo, se obtuvo de una

plantacibén (E1 Palmar, Ver.) de &rboles de Hevea brasiliensis,

&
de alto rendimlento, de 15 a 20 afios de edad, propagados vegeta:

tivamente.

Las condiciones ecolbgicas de esta plantacidédn son: zona
tropiecal hfimeda con suelo fértil, poroso y bien drenado con su~
ficiente profundidad y ligeramente fcido; la temperatura media
que prevalece en esta zZona de cultivo es de 26 a 28°C con 1lu-
vias abundantes (2 000 o m&s milimetroe p~r afio), principalmsnte
después del mediodia, no interfiriendo msi, con el "sangrado'

de los Arboles que se efectfia en las primeras horas de la maflana,

Materiales y M8todoas

Obtencidn del material enzimftico.- XL litex de Hevea nos

fue enviado del campo experimental de El Palmar, Ver., ElL lote

Kbreviaturas empleadas en este trabajo:

di F-1-6-F - Difosfato 1-6 de fructosa

GBFD - q1icaraldehido-3~fos£ato deshidrogenasa

FAD - Dinuclebtido de Nicotinamida-Adenina

NADH - Dinuclebtido de Nicovinamida-aaenina reducide

RADP - Trinucledtido de Nicotinamida-Adenina




fue de aproximadamente 3 litros que se recolectaron direeta=~
mente del Arbol, en frascos de polietilenc, colocados dentro
de termos con hielo seco, para evitar la desmaturalizaciln
de la protefne. EL lhtex se centrifugh a 29 000 rpm en una
sentrifuga Spinco modelo L, durante 45 minutos; separfndose

on euatre capast

la superior, de hule semisblide

una oapa ¢olor maramja muy do]_.sah. adherida a la

del hule

una eapa liquida (suero), gque sonstituye el 50%
de 1lhtem T que es precisamente donde se encuentra

la enzima estudiada en este travajc
un residuo amarillento.
El suero fue liofilizado inmeaiatamente para evitar la

plrdida de actividad enzimbtica y se guard$ en un desecados

a 5%.



-

Identificacién de la Ensimp

Apliesndo al suero el método de Sikley (12), basado em la
deterninaeifa celeorimbtrica de las triosas formadas por la ae-~
o1én de la emrima sobre el difosfato 1-6 de fructosa, se puse
o evidencia la existencia de la aldolasa. EL método comasiste

ea incubar el substratec a un pH de 8.6 con la muestra por ana~

lizar, en presencia de hidrazina para fijar los fosfatos de trio-

sas y dilrllxlr asi ¢l equilibrio de la reaccila, haciéndola
irreversidle. Al final del pericdo de incubacifa, la reaceida
>-o interrunpe son fcido trisloroacétieo; una alicuota del fil-
trade se trata con fleali para hidrolicar los fosfatos y des-
pubs, por adioila de 2-4 dinitrofenilhidrarina y més Alcali, se
desarrolla um color caracteristieo con un mhximo de absoreida a
540 my. La intensidad del color es directamente proporciomal a

1a eoncentraeifu de la enzima.

El método de Fiske y Subbarow (13) fue tambilin empleadc ya-

ra somprobar la presencia de la aldolasa en el suero del lhtex.

Purificacifn de 1ls Ensima

Los nétodos wsados en los in: :tos para purificar la easi-
ma fueron:

a)e= Tiltracifn por geles de Sephadex G-100

3).~ Precipitaciones con sulfato de amonioc a distin-
tos por clentos de saturacilm

¢)e—~ El empleado por Stumpf (5) para la purificaciln
de la aldolasa del chicharo



a).~- Filtraciém por Sephadex G-100.- Se utilizaron dos

tamafios distintos de columnas de cromatografia seghn 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, que se hicieron pasar paulatinamente de un embudo a la
solumna llena de agua que en su extremo inferior tenfa lana de
vidrio y perlas de cristal. Una vezr adicionado todo el gel,
para su empleo, la columna se colocd en un cuarte frio a 5%C.
Se colectaron fracciones de 3,5 ml (40 gotas) en un colector

autonbtico.

).~ Precipitaciones con Sulfato de Amonio.- Para las
procipitaciones con sulfato de amonio el suero liofilizado ¥y

dializado se saturd al 50%, 60%, 70% y 80% oon la soluciln sa-

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

200 mg de suero Be disolvieron en 2 ml d: agua y se agre=
g5 1 ml de EDTA®* (0.2 mg/ml) ¥ o8 le sometid a una difllisis de
doce horas con cuatro cambios de agua bidestilada fria y ajus-

tada a pH 7.0 para evitar la precipitacidn de proteinas,

*El EDTA (&cido etilen diamino tetraactico) se empled para
evitar el ennegrecimiento del suero que se presentaba cuando
se le dejaba en solucidn por mfs de 2 horas, debido probable~-
mente a enzimas dependientes del cobre.
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Despubs de la difklisis se recuperaron 3.2 al de suero, de

los cuales se tomaron 0.5 ml para medir la actividad inicial.

Los 2.8 ml restantes se precipitaron con sulfato de amonio has-

ta una saturacidn de 50%; se £iltr6 por celita y el preaipitado
se redisolvid em 2,5 ml de agua y se midid su actividad; al so-
brenadante se le agregd mls solucidn saturada de sulfato de
amonioc hasta una saturacim de 60% y se repitil la operacién
anterior dos veces mls hasta precipitar a una saturacién de 70%

h 4 80%.

¢).— Método de Stumpf.- Para este mbtodo, se pesaron 500 mg

de suero que se disolvieron en 4,0 ml de agua mfs 1 mi de EDTA
y se dializaron 12 horas en agua bidestilada, Se empezd a pre-
cipitar con sulfato de amonic hasta una saturacifn de 4O%, se
£iltré por celita y el precipitado se redisolvil em 4.0 ml de
agua, midiéndose su actividad; el sobrenadante se volvid a pre-
cipitar hasta el 51% de saturacifn y se repitif la operacién
anterior tres veces mhAs precipitando a 61%, 70% y 80% de satu-
racifne De todos estos precipitados, el mhs activo fue el de
70%, por lo que se dejd dializando toda la noche paré eliminar
sulfatos. Se precipité esta fraceidn nuevamente hasta el 50%

de saturacidn con acetona fria, pero se perdid la actividad.

Diflisis

Este procedimlento se 1levd® a cabo usando membrana de ce~

lulosa para diflisis, de tamafio varisble seglin el volumen de
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suero por dializar, cambifindose el agua bidestilada, enfriada
a 2 § 3°C cada media hora. La diflisis permitid la elimina-

c¢ién de substratos endbgenos.

Medida de la Actividad Enzimhvica

Se determind por dos procedimientos:
a).~ Mbtodos quimicos (12, 13)

b).~ Método espsctrofotomdtrico (14).

a).— Mbtodos quimicos.- Se emplearon los mismos métodos

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

descrito,

El método de Fiske y Subbarow consiste en determinar,
después de cierto tiempo, el f&6sforo indérghnico liberado de

.los fosfatos de triosas formados.

A la muestra problema se le adicionaron O.t ml de &cido
sulffrico 10 N, 0.8 ml de molibdato de amonio ml 2.5% ¥ 9.4 mL
de agentes reductores., El volumen se llevd a 10 ml con ague
destilada y se dejd desarrollar el color a temperatura ambien-

te durante diez minutos leyfndose la densidad Sptica a 660 my.

ble~ M&todo Espectrofotométrico.- Para medir la actividad

de la enzima se prefirid por su sencillez el método introduci-

do por Warburg y Christian (14), que estf basado en el acopla-
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miento de la aldolasa (I) con la gliceraldehido-3-fosfato-des-
hidrogenasa (II), en el que el fosfato-3 de gliceraldehido for=-

mado por I es oxldado por II en presencia de NAD y arsenato:

1 H
0
<!:~u cZon c<
0-PO3H2 . | o~

<I:n-on +Hgas0, +NAD =B | cy-on > cuon #+NADH + H*
CH2-0-PO3H; CHa-0-PO3H, CH,-0-PO3H,
FOSEATO 3 DE PRODUCTO ACIDO 3 FOS-
GLICERALDEHIDO. INTERMEDIO. FOGLICERICO,

La reacclién es estequiomdtrica ya que se reduce una molé-
cula de NAD por cada molécula de difosfato 1-6 de fructosa trans-
formada y la velocidad de la reaccibn puede obtenerse midiendo,

en funcién del tiempo, la formacidn de NADH,

La reduccidn del NAD es un indice de la actividad enzimhti-
ca, la que ce leyS en un espectrofotémetro Beckman, modele DU,
con lémpara de cuarzo, siguiendo la formmcidén de NADH a una lon-

gitud de onda de 340 mp,

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

formada por minuto se usd la siguiente f6rmula:

log To/I en 1 min.
z = moles de difosfato 1-6 de fructosa/min/ml

6,22 x 10

donde:

log To/I = Extincidn o densidad &ptica (D.O.)

6.22 x 10° = Extincidn molar del NAD

v
I
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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.
Vefiniciones

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

que transforma 1 mg de f£6sforo en un minuto.
inidades = Moles de (iF-l-6-de F x min x 2 x 31 x 10°
Actividad especifica.- Nimeroc de unidades por miligramo

de proteina.

Determinacién de Proteina

La cantidad de proteina de las incubaciones se determiné

por los m8todos de Biuret (15) y de Folin-Ciocalteau (16).

ElL color desarrollado en el m&todo de Biuret se mide a 540
myp y se compara con una curva de calibracién hecha con alblmire
de suero humano cristalizada. En la mayoria de las determinz.
ciones se pusieron 0.4 ml de la solucién problema, l.6 ml de
agua ¥y 4.0 ml del reactivo de Biuret, se agitd y después de 30
minutos se leyS contra un blanco que tenfia 4.0 ml del reactivo

de Biuret y 2.0 ml de agua.

También se usd el métode de Folin-Ciocalteau, gue consis-

te en incubar 2.0 ml de la solucidn problema con 6.0 ml de car-
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bonato de sodio al 12.5% y 1 il de sulfato de cobre al 0.1%.
Después de una hora se adiciond 1.0 ml de reactivo de Folin
Y se dejb desarrollar el color durante media hora, leyéndose
la D.0 a 650 my, comparindose el color desarrollado con una
curva de calibracién hecha con alblmina de suero humano cris-

talizadae

Condiciones de la Incubacidn para la Medida
de la Actividad Enzimatica

La mezcla para incubar se prepard con:

O.4 ml de difosfato 1-6 de fructosa(2.% x 10 -3 ¥ de 98%
de pureza).

0.3 ml de arsenato de sodio 0.17 M.

0.3 ml de glicina 0.27 M.

0.0 ml de cistefna pH 8.0,0.1 M,

0.2 mi de NAD 5.0 x 10 ~° M.

0.6 ml de solucién emortiguadora de Tris-HCl 0.4 M, pH 8.6,
Gliceraldehido-3-~fosfato-deshidrogenasa (ver nota)d.

0.t m1 de solucibn de suero dializado 3 horas, conteniendo
de 3 a 5 mg de proteina.

El Yolumen de la incubacibn se ajusté er. todos los casos a

3.0 ml don agua bidestilada. E1 blanco o control contenia todas

Hota.~ Al iniciarse el trabajo la G.FD empleada era de mfisculc

3

de conejo pero al comprobar gue estaba presente en el

suero se suprimid su adicibn a las incubaciones.
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las substancias con excepcidn del difosfato 1-6 de fructosa y
en su lugar se agregd agua bidestilada., Tanto la mezcla de
reaccién como el control se dejaron a temperatura ambiente de
S a 10 minutos y la reaccidn se inicid con la adicibn de la
enzima., Las lecturas en el espectrofotSmetro se hicieron a

21°%.

Determinacién del pH Sptimo

Para determinar el pH bSptimo de la enzima se usaron las

siguientes soluciones amortiguadoras:

a).- De citratos O.4 M para un rango de pH de 3.15 a S.l.
Solucién A: Acido citrico (21,01 g£/1000 ml)

Solucién B: Citrato de sodio (117.6 £/1000 ml)

b)e—= De Tris-HCL O.4 M en un rango de pH de 6.93 a 9.2.

Solucién A: Tris (Trihidroximetileaminometano)
(48.4 g/1000 ml)

Solucién B: HCL (33.6 m1/1000 ml)

6)e—~ De glicina-NaOH O.4 M en uu rango de pH de 942 a 1l.2.
Solucién A: Glicina (30,03 g/1000 ml)

‘Solucién B: NaOH (146 g/1000 ml)

Mezclando volfimenes de las aocluciones A y B, como se in-
dica en (17), se obtuvieron las soluciones amortiguadorss que
.se emplearon en las incubaciones., En 8stas, la cisteina se

ajustd a un pH cercano al de la soluciln amortiguadora. Al



final de la reaceidn se midid el pH de la incubacibne.

Para medir el pH b= cupled un potencidmetro Zeromatic-

Beckmane.

Determinacidn de la Constante de Michaelis-Menten

Se determind la constante de Michaelis variéndose la con-
centracién de substrato.

La solucifn madre de difosfato 1=6 de fructosa {98% de
pureza) se prevard con 30 mg en 5 ml de agua, quedando asfi 6 ng

por ml, Para su empleo se diluyd 1:10,

De esta dilucibn se usaron en las incubaciones 0.6 ml, 03
mt, 0«25 ml1, 0.15 ml y 0.1 ml que contenian respectivamente,

=k 13 x10 % 9.9 %210 "7 3 5.3 x

3,16 % 10 » 158 x 10 ~
10 -2 moles/l. El curso de la reaccidn se obtuvo en cada caso,
trazando en una gr&fica el cambio de densidad &ptica (£&D.0.)
contra tiempo, Las velocidades iniciales quedan dadas por la
pendiénte en el punto inicial de la curva. Los reciprocos de
estas velocidades se graficaron contra el reciproco de la con-

centracidn de substrato, de acuerdo con Lineweaver-Burke, y de

la grafica se obtuvo la Km de la enzima.

Concentracidn de la Enzima

la soluci8n madre de la enzima se preparé pesando 40 mg de

suerc dializado durante 3 horas y disolviéndose en 3.0 ml de
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agua Sidestilada, con lo cual se obtiene una concentracidn de
7.0 mg de protefna por ml, A las diferentes incubaciones que
se llevaron a caﬁo se les agregb 0,30 ml, 0,25 ml, 0,20 ml,
O.l5 ml, 0.10 ml y 0,05 ml de la solucidn madre, o sea 2.8,

1.87, 1.50, 1.12, 0.74 y 0.31 mg de proteina, respectivamente.

Determinacidén del Peso Molecular

Se utilizbé el método de centrifugacibn en un gradiente de
sacarosa (18), comparando la sedimentacién de la enzima con la

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

La viscosidad y la densidad de una solucidn de sacarosa
es tal, que en ella se cbserva una migracidén lineal de la mayo-
ria de los materiales biolbgicos al centrifugar, por lo que la
relacidén de las distancias recorridas por dos substancias, a

partir del menisco, es siempre constante:

_ distancia recorrida por la substancia 1

R = distancia recorrida por la substancia de referencia 2
La constante de sedimentacidn %% de dos substancias es:

s1_ fm1) 2/3
8- (3

v en la mayorfia de las proteinas es igual a R, de donde:

R - (EM 1 ) 2/3

g
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En esta forma, se puede calcular aproximadamente el peso
molecular de una proteina. refiriéndola a otra de peso molecu-

lar conocido.

Gradiente de Sacarosa.- Las soluciones de sacarosa prepa-

radas para hacer el gradiente fueron al 8% y 22%, en solucio-
nes amortiguadoras de Tris-ECl O.4 M, pH 8.6. Se pusieron'2.§
ml de solucidn al 8% en uno de los compartimientos del aparato
descrito por Martin y Ames (18) y 2.3 ml de la soluciln al 22%,
en el otro, para poder mezclar ambas soluciones en proporciones
variables, colecté&ndose directamente e; gradiente obtenido en
un tubo de centrifuga. Se prepararon 3 tubos con el mismo gra-
diente, con un volumen, en cada caso, de 4.6 ml. En los tubos
I y IT se pusieron 0.1 ml de suero, disuelto en solucidn amorti-
guadora Tris-HC1l O.4 M, pH 8.6, que contenla 7 mg de suero dia~-
lizado durante 3 horas, lo que corresponde aproximadamente a
3¢5 mg. de proteina; en el tubo III se puso O.1 ml de albfimina
que contenfa 3 mg de proteina, quedando asf, er cada tubo, un

volumen total de 4.7 nl.

Se centrifugaron los tubos en una centrifuga Spinco con
cabezal Sw 39 L, durante 16 horas a 35 000 rpm, a una tempera-
tura de O°C ¥y al terminar se perford cada uno de los tubos en
su parte inferior, con una aguja, colecténdose fracciones de 12
gotas en tubos enfriados en hielo, A las fracciones con Buero
(que provenian de los tubos I y II) se les midid actividad en-
zimltica, localizé&ndose asi la fraccidn mhs activa a la que se

le calculd su distancia al menisco.
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En las fracciones del tubo III, es decir, el que contenia
la albfimina, se localizd la fraceidn de mayor concentracibn de
protefna por el método de Folin-Ciocalteau (16), la que sirvid
para comparacibn con la fraccidn mAs activa de los tubos I y

1I.
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RESULTADOS

l.- Identificacibn de la Enzima

a).~ El color que se obtiene en la reaccidn de Sibley se
debe a las 2, L-dinitrofenilhidrazonas de las triosas formadas
por la accidn de la aldolasas Al aplicar este método al suero

total de lAtex de Hevea brasiliensis hubo desarrolloc de colora-

cibény lo que indicé la presencia de aldolasa.

b).- La presencia de esta enzima puesta en evidencia por
el método de Sibley, fue también corroborada determinéndose el
fésforo liberado de las triosas formadas por el método de Fiske -
¥ Subbarow. Tomando como ejemplo uno de los resultados obteni- "

dos, Be ve que al cabo de 15 minutos se produieron 106 y g de

f8sforo,

T

2e- Purificacidn

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

tado, pues en las fracciones que se obtuvieron no se logrd pu-
!
rificacidn e inclusive se perdia actividad. Un ejemplo de este }

intento de purificacién se muestra en la tabla 2.

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

t4 de purificar por precipitaciones con sulfato de amonio a dis-
tihtas saturaciones, la mixima purificacién fue de 1,94 x, pero

de la fraceidn que tuvo esta purificacidn s8lo se lograron recu-

perar 4,7 mg de proteina a partir de 52 mp. Los datos experimen-

tales de esta purificacibn se encuentran en la tabla 3.



Fraccidn

Suero Total
© 1 gr

Sobrenadante
de pH 5 dializado

Filtracidén en gel
Sephadex G-100

Fraccibén I(15 ng)
Fraccidn II(24 mg)
FracciSn IIa

Fraccidn III

Tabla 2

Volumen Actividad Proteina Actividad Recupe~
Total Total Total especifica racidn
en ml. en unidades en mg. unidades/mg P %
. -1 -3
6.0 4,50 x 10 246 1.83 x 10 100
-1 -3
6.k 1.61 x 10 141 1.1 x 10 3.5
5.8
-3 b
6,25 x 10 15 Lok x 10 1.03
1.93 x 107% 18 1,07 x 1072 b2

No hay actividad.

Factor de
Purifica=
¢ibn

23
508

i
it
i
1":




Fraccidn

'Suero Total
200 mg.

Suero dializado

Precipitado con
sulfato de amonio
al 50% de sat.

Precipitade con
sulfato de amonio
al 60% de sat.

Precipitado con
sulfato de amonio
al 80% de sat.

Tabla 3‘

Volumen Actividad Proteina Actividad
Total Total Total Especifica
en ml. en unidades en mg. unidades/mg P

-2 -3
3.0 9452 x 10 52 1.83 x 10
-2 . -3
303 3.09 x 10 2506 .21 x 10
-2 -3
2.5 1.4 x 10 14,0 1.03 x 10
-3 -3
2.5 8.4’ x 10 5025 lc6 x 10
-2 -3
2.5 1.11 x 10 L.75 2.3k x 10

Recupe- Factor de
racidén Purifica-
% cibén

100 1
k5,3 .85
27.2 1.3

35.9

1.9%



Fraccidn

Suero dializado

Precipitado con
sulfato de amonio
al 4o%

Precipitado con
sulfato de amonio
al 51%

Precipitado con
sulfato de amonio
al 61%

Precipitado con
sulfato de amonio

al 70%

Precipitado con
sulfato de amonio
al 80%

Tabla 4

Volumen Actividad
Total Total
en ml. en unidades
2.5 8,58 x 1072
245 0
2.5 k4,9 x 107>
2.5 2.8 x 107>
2.5  1.68 x 1072
2.5 2.5 x 107>

Actividad -

Proteina Recupe-  Factor de
Total Especifica racién Purifica-
en mg., unidades/mg P % c¢ibn

116 7.4 x 10’“ 100 1
5.5 0 0 )
7.45 6.57 x 10’4 5.7 .88
3,62 7.8 x 10‘“ 3.2 1.05
4,25 3.96 x 107> 19.5 5.4
2.5 1.01 x 1072 2.9 1.k
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c)e~- M8todo de Stumpf.- En la fraccibn precipitada con sul-

fato de amonio entre 61% y 70% de saturacidn se obtuvo una puri-
ficacidn de 5.4 x. Se tratd, por tanto, de seguir adelante el
método precipitando esta fraccién con acetona hasta el 56%, pero

s8¢ perdid la actividad. (Ver datos en la tabla k),

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 purificacibn resulta un tanto diffcil traba-
jando con cantidades pequefias de material. Para lograr una pu~
rificacibn efectiva, seria conveniente tratar cantidades mucho
mayores de suero, lo cual no &ue posible dado que sblo se dispo-

nfia de pequefias cantidades de lAtex.

3,~ Identificacibn de la Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenass en el Suero

Al efectuarse experimentos en los que se suprimibd la adicibn
de deshidrogenasa de mfisculo de conejo, se observd que la reac=- '
c¢ibn prosegula perfectamente, por lo que se pensd que esta enzi-
ma podia estar presente en el suero., Los resultados se resumen
en el siguiente ;uadro:

Exp. Substrato Cofactor G3FD Suero = Actividad Especifica
NAD NADP

1 @i F1-6 F + + + S.41 > 10‘_1*
2 " + - + b1k x 107
3 " + + + 6.97 x 10'“
4 u + - S+ 8.08 x 10-kL
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Los experimentos nfimero 2 y 4t demuestran que la gliceralde-
hido-3-fosfato-deshidrogenasa si estf presente en el suero, ya que
las actividades son comparables con las de los experimentos en los

que sf se adicion§ la deshidrogenasa a la incubacibén (1 y 3).

L.~ Cofactor de la Enzima

En los experimentos anteriores, se observd ademfs, que las
reacclones acopladas con NADP (3 y 4) son mfs activas que las aco-
pladas con NAD (1 y 2). Esto confirma lo reportado por Gibds (19),
que los tejidos de las plantas contienen dos triosa-fosfato-des-
hidrogenasas, una que utiliza el NADP como cofactor y otra el NAD.
En las hojas se encuentran ambas enzimas mientras que en las rai-
ces y semillas, s81lo la enzima dependiente del NAD. Se puede de-
cir que la aldolasa del suero de lAtex de Hevea es dependiente
tanto del NAD como del NADP, presentando con 8ste mayor actividad,
Cuando se midid la actividad endbégena del suero, omitiende el subs-
trato y empleando NAD y NADP, la reduccibn de este Ultimo fue ma-
yor ¥ la adicibn de substrato a ambas incubaciones, después de cor-

to tiempo, produjo un incremento muy grande en la actividad (Fig. 1).

5.—~ Efecto de la Diflisis

La diflisis tuvo por objeto eliminar la actividad endbgena,
debida probablemente a substratos presentes en el suero. Después
de la diflisis se observé un aumento en las actividad, por haberse
eliminado quiz&s, substancias no convenientes para la reaccidn

(Fig- 2).

Se efectuaron diflisis de 1 y 3 horas, obteni&ndose mejores

-

resultados con la de 3 horas.
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| Actividad Enddgena del Suero.
Reduccidn del NAD y NADP afadido a-
la incubacion en ausencia de subsirato.
Las flechas indican el momento en cque-
se adiciondé el substrato.
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Debido a que en la reaccibdn acoplada hay liberacibn de ;0
al medio que modifican el pH de la incubacibn, se decidi6, pa-
ra la determinacibn del pH Optimo de la aldolasa del suero,
aumentar la capacidad amortiguadora de las soluciones incremen-
tandio su molaridad de O,1 a C.li. EL pH Sptimo de la aldolasa

del suero es de 8.5 (Fig. 3).

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

el pH final de la incubacién y la actividad de la enzima.

Tabla 5
Solucidn PR Final de la  Actividad
Amortiguadora pH pH Cisteina Incubacibn Especifica
Citratos 3,15 3.0 k.35 1.69 x 107k
" L, 65 4,0 - 5,85 1.99 x 10'“
" Sk 5.0 6.6 2,26 x :Lo"*
f Tris-HC1l 6.93 6.0 7.7 8,51 x 107
: " 7.8 7.0 8.0 6.25 x 107"
" 8.6 8.0 8.5 15.4 x 107
" 9.2 9.0 9.0 13.1 x 107%
Glicina 9.2 9.0 9.0 13.2 x 10~%
" 10.3 10.0 9.5 13.7 x 107"
=4

" 11.2 11.0 9.9 10.4 x 10
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Efecto de pH sobre la actividad
de la Aldolasa del suero del la-
tex. Soluciones amortiguadoras
de: {o)-citratos 0.4M, (A)- Tris HCI
0.4M y (x)-glicina 0.4 M.
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7+- Estabilidad de la Enzima

Al guardar el lote de suero dializado, disuelto en agua bi-
destilada, a una temperatura de 5°C durante 11 dfas, su activi=-
dad disminuye muy poco, lo que indica que la actividad catalftica
tanto de la aldolasa 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 ecuacidn 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 1077 M (Fig. 5).

9.~ Efecto de la Concentracibn de la Enzima

La actividad de la aldolasa del suero aumenta proporcional-
mente a la cantidad de enzima empleada en las incubaciones, 1lo
que indica que en el suero no existe ningfin factor que modifique

el comportamiento de esta enzima (Fig. 6).

10.~ Peso Molecular Aproximado

La mayor actividad enzimftica en los tubos I y II se encon-
trd, en ambos casos, en la fracecibén 12. La mayor concentracibn
de alblnmina del tubo III se localizb en la fraccidn 18 (Fig. 7)e

En los tres casos se calculd la distancia al menisco siendo la
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to al difosfato 1-6 de fruclosa.
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relacién de las distancias de la aldolasa y de la albflmina

_ 2417617 _
R = m—g = 1.,9112

que es tambifn la relacidn de los pesos moleculares. Al susti-
tuir los datos experimentales en la ecuacibn correspondiente
el pesc molecular de la aldolasa de Hevea es de 182 000 + 15%,
parecido al reﬁortado para la aldolasa del mfisculo que es de

147 000 a 180 000.
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CONCLUSION

En un trabajo previo realizado en este laboratorio (3) se
demostré la presencia de una lictico deshidrogenasa muy activa
en el suero de litex de Hevea. EIsta informacidn, 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

glucolisis.

La participacidn de estas enzimas y sus substratos, en el
metabolismo del l4tex de Hevea, no se ha esclarecido aiin y se
requieren otros estudios para poder decidir cuBl es la funcidén .

de éste en los vegetales.



1l.-

2.~

3=

ba,-
b, -
50-
6.-
.-

8.~

Da=

) 100"'

'lln-‘

12."

BIBLIOGRAFTIA

Miller, M. W. The Pfizer Handbook of Microbial Metabolites,
phg. 155 (1958).

Arreguin, B, Encyclopeiia of Plant Phisiology. Rushland,
Pég. 223.

Wazﬁnabe, S. Te Tesis Profesional. Fac. de Ciencias U.N.A.M.
1964,

Dixon, M. y Webb, E. C. Enzimes, Longmans plg. 630.
" n n "on " " phg. 64l.
”n " " " " 1] " pég. 533.

Stumpf, P. K. J. Biol. Chem. 176, 233 (1948).

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

Allen, R. New Phytologist. 39, 335 (1940).

Dixon, M. y Webb, E. C. Enzimes, Longmans phg. k80,

Rutter, We J« The Enzimes., Academic Press, New York.
Londres. Vol. 5, pig. 352 (1961),

Tung, T, Ling R., Byre, N. L., Lardy, H. A, Blochem. et
Biophys. Acta 14, 488 (1954).

Vlolf, He P. y Leuthardt, F. Helv. Chim. Acta 40, 237 (1957).

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



13.-

14,
15.~
16~
27.-

18.-

19{-'

20.~

(2)

Unbreit, W. W., Burris, R. H., Stauffer, J. F. Marometries
Techniques. pég. 272.

Taylor, F. J. Methods in Enzimology. Vol. I, phg. 310.
Layne, R, Methods in Enzimology. Vol. III, phg. 450.

Kabal y Mayer. Experimental Inmunochemistry, plg. 321.
Gomori, G. Methods in Enzimology. Vol. I, phgs. 138-146.
Martin, R. G. y Ames, B. N. J. Biol. Chem. 236, 1372 (1961).
Gibbs, M, Methods in Enzimology. Vol. I, plg. 4ll.

Dixon, M. y Webb, E. C. Enzimes, Longmans phgs, 75 a 77.




	Portada
	Índice
	Introducción
	Generalidades
	Parte Experimental
	Resultados
	Conclusión
	Bibliografía



