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Cl\PITULO I 

~ >" 

,- ---. •" ~;~·." :{~5,º;-

-~-E 1·a~t.udiO·;deo_1.'~$-~Q~l'lTM;~~,~;~-~ ¡:¡;,~\drñá:;,de. par.t.iculo.r _int.crós. Do? 
•_··.•_;<.-.-:·-:-•----=e;;.~ ';°"._:;,:o·~---

heChO, grart '.pa;\~'/d~:_\-~'-t:;:t~;t6·~-t-~7C:d;: r~--~t;i~tj(ú~:-¡:~~ -~~-" lá "'~i~t.~r-1n. de ·1a 

:'?~: i "'.º i-~g i:i ·:' .. _:_ .. , _, .-- -~'.,, __ 2:~~- -~-, -~t-k·)~~~~,~;;-ii}~-~-:-~oü:d: X~~-f ,: ¿~-:;~_ -. ~~- -~:·. 
·' J" ,~úi~t~T~ilfgf~!:~t1~·x ri/:;'¡~':if~~i;nicoi 'Y \8,, ;f6l~gos se mo.:-

-- -. -- ... - :.._, __ . <-··:;. :·cr",· ... ; .. ~"~L.:;i; _____ l~':~~-~-;;:~!~ - - .. ,·· . 
t.r":ib~rl .f_~~~~-~~t.J:~:-;:::·~·~-~::;~:-~:!i~-P~::·:_t.i_~~~7-_·'.-.~~-~·~0~~~-~,~~-d?~-;"O·~nt.e:,l:i' ~~~~?le c:i~ 
pnc ici~d, dc···••1:t~,;~i ~IJ.ih.im{i~tf~~~,~·~ÍR~~f mr?i~~~.;r.~~c c.¡oncs orgánicas. 

· El.:_prip1cn~\·r.~c~ñ~c i~icflt.o.'.f.d~ :<-.-Ut'~'.:·~nz~~~: ·!i~: .. ::.tribuye 3 .. Paycn y 

Pcr<>oz·Úf:~'n,~~3~·;S,~.~~~d'.i¿;=i~1¿~r~n ~ua;;1 al~o~ol p~ccip1t:ba el ex~ 

::,::;~~~?i~ii ~~~1EE~·~:::.::.::
0

:o,~::: 
,· .. ;;~··. .:,, ' - ,.." . .. . . 

~~~~-~ ·'in1··~ i6 :ci~~-i.!~·traJ:~11S~OV~~~~:t7~0-~~:~-. iS-25~ -- ~i~~::·o.mb~~~-~·;;: ... t~~ ~\Jo~d~~--y~--- J~:. 

cmc:ndat1: de• :,~.-66n:ld:er;:;c~1.~u~1:0a!~d!c~;t;~~:::::~::·~,::;'.';;'{l:,;;~'.?~~;;;0 ci •· 
... ~ _ -____ .&:=. ~-- _ - i:CV~·dt:.r·3-Para.:convert.ir· ei azúC·zi:~~:,~~-:_:-~Té~f1~·1 :.y_ 

da los 4u~, co•~F~;; 4~<! d0l~~nc~6mcno ~610 ~e llt!v«ba " c~b;, é1~ l;,; fo:.. 

lulil;;; '.Vi VáS~ . ":: .. /-~:;:<·;·:~~fe·;':/(;· . 
-,.,,_, •• _¡' 

_·;_La ~~l~-~xc~./~1'.~~i-nada cn·t.orno a t.n.l suceso vino a ~c1-zir-~rsc 

cu;:inUÓ sui"hn~·~.'·:~r~,:·\·~'97·~--.·i~,~~6·-1a prcpar:ición de un cxtr;:ict.o de favisdur;,.·~· 

librC ':-::C ·.-cé~¿;~~~~\:~,;'~~~·.;~.:~~~·ye~-~ta el az<Jcar en alcohol y dióxido de carba-



,-· ··.·-·.· 
no. f\ 1.Üfercmc i,;, .tJ01 ··riú:i·t.oclO·- u;?.---P:s::lteur, - el" __ Je Suchnor:<no ·cau::;6 .d:..Mo -a 

las cn~ima:~ res~:~~~-~~1~~-:: .. d·~::::·t-~1\~r:6~~~-~~-~ :::_~-~~iri·~~\~~~~- -:~¡~'_ ~~·:_:·¡·~~~s-tig~~: 
e i 6n . p~ r ~ ~~ ~~ ;~-\~W '.;~~-~\é i-~i:i'r -~---4J~ -a:~~"~-~~L~-u~~f ~~~~~:;·h~_~;::C:~;~:\;_k_;b_~-~\~'~-~ ::~;~;::.~~.-~u~~--

:::m::~:c ::;~~·'.<t:r~~ri~~t~::~i;J~•1~~~::;~:~)~~f}~,!t~l&~~§~1f~~I~:::i~ 
c.,; Pº!_- w: :·Küh~-~,::_c·r >;·¿~~·de ~:1s7a~'-~. -/;: .. ': · \:':;:: .~:·e;·~-' :·:-2'. i.:.: ·'::! .. ~ :, .. :·)~::. -·.;-~L-~~-- ->',. ~~<- -'.: i; 

T "'~" j ;n26 . ~~n ;'~¡~~ :J i:;;~f~~i~i~2tit~ .~~~ 'i~f kÚ';:d;JJ'.~¿ t~d;;'~ f'ª r a 
"e"' icr" r .1,.,. va iodci"ª"~·~~'),,;;~;..;:;~c~1nª":qu1~~~~~;,·;:;i~t.;g~'}il,i+~"~~e.t'I"" 
e a~ t id ad~~ d~ ~ e ~ ~_r _t~~,· ·;~ü~ t~n·~' ~- ~!(-,-~/i~-~~ ~i:l~c~r~~:-~:id~~-~ i !. t~-~~o~_:·);~?'~f //~ ~~r~~ ~ 
z.:ll..lorc~. 

act<.zCl- en 

t;:a.li:::u.Jor 

f\h~r ~ __ :;~ ~ ?~~_!·;;_~~~L~~~~~ ~~~~~1'i~_áJo·f ~;=j,·6lc·h~b)'.:(;¡ü·i~ i'~ ~-~~n·t~::-.·~ ~:in~o 
Unn ., rea e e i Ó~-:~ ¡:ior.\1 o ;_:GtJO ~---~S ~x;~-:~_':'_~-~~-~---~~~~/~; -~~r~t~€::~ot-c·g;~~>~i ün: e ·fi

:;6 lo- ·::l~eía~~1:~:~;,k;~-~~~'kii6~: -t~'~-~~J"i~ri~·itii ~~~e;~t~;~~it~i~~: ·.'·~~'.~dac-1 ~-
·"' 

qu·e puédc ocµrr i r;;:c~-¿~-~tá~~~~~n(~~:s6i·o:: --~~b :_ á: ~-Uria: ·.vcfJ'c·fd~-d ·,n\c·nor J· -· E.l 

compor.t=>••ian~,; J; ··1:i~'.;;';;;'i~~~·,~~·~~;,~i a:¡~ úa:ic;i~~i~n ~~~~~rlor• porÍo 
t.CLntO _Una. cli::irncl:·~~-- ~éf Í~~·~ ¿~r~? .UI'.\_' C~·t.i·i¡~~~~~;: dC:~:;~~f~i·~:lcza ~~~~·~~:Ó.~c~_-. 

• e .· • 0 • /ú' ~< • .>t & · < :. ~: ~~' ;• "~ • 'é. = . 
; ~-':··. :.:.F . ·_ ;~. - . -~·'; :-· . .f.?;~~~,~: }3/}~. 

•" '.·:·:,"/•J .. ·•r'" • .;.<·.¡;'~ ':·,'.::,---.·· .-,¡ -o,-. • 

. :i~1?dk~¡;¡.;¿1rii~ICJ~O~~~O· 6É:\n's"·~~t~M~~· :c::f , ... 
_._,,,_:~·";._.'.{L. :i,:::tf?:. :.,.- "~:"~t~:::<:~:; !~,::":"' .~-\v ·; .. ~: · 

·:.._,~f:::~-.··' - .. _,,, -.,;..:...!· «".:.:·~·/.:.· ' .. ~~.·,, __ < 
Gran par\Q,.',~e::~hl'~eX=prC~~¿~jtíCrédiji;~lf~~~¡i~º~ü-~~:o~9:i~J~Íno~~~s_ el 

:::~~:::ª d:~ 1::::r:;~~:~f :,;f~i§f :df }faf ~:füiw~~i~c'.~j!~t G~:ª:º:~:::u::: 
~u m ..... ""'b.ol 1' ~mo. ,,_,., ~., .';,. . ~_j:~},;:.~\:~\-,:.~---
- ._yw - ',.; ·\/._"," :·.-.'. 

El ·'~o-~·~:~.P.t~~ ma·t~b~~'.:¡:!:~~.; i~~ri~'¡·~.:~~"~i~·¡:d_cid6~ int.cgrnd:is por si~
t.ema!l mui t.i.cn-~im.át..i;~-~!l ,.-.·:· cuY~ ·.·:·1:J~~·i'-¡{j~~ ::·~~,.:. i~~e~.~·~-~bi:lr m~tcria y cncrqla 

cnt.rc la c~lula y su ~nt.orno~ L<1;~ f_':'fli: iOncs_.-fundamentalcs del m~tatJo-

1 ismo ~on l~s ~igs. (2) : 

3 



j -

1) Cbt.cn.:?r t?;n~r.9~.f:Í qui~ica del medio que rodQn. a la ct:luia, ·ya 
:-. ' 

~a,:¡ i..le .comPucz~~5: .. ~rg~~i~~~S nut:rít.ivÓs .o- de L71_- luz -zol~r-~ 

2> · ~o,nve~tir ~~h'~-¿~-~-·~~:ri~~~ ·en ·-'~~~P~~c~t.~~ :_y~ práCurSores: M~~rom~--

::::·:::~~g~~~¡~¡í¡i~i\1~fui!:i;;~i~~;I;~; '.~':'.:_ 
tc-nció'f,' d0'::1a:~,-\,1~~: "'';¿;~:\. 1°·<1;::~~~::··:-~c:~ .. ,,,. --~-~~:.~;,; ":'.'!: v.r,': ;1'.:,.l'.,_ .. ·:,'..:;-; ,:/.'.,i:,:~. ·f._-·::··.' -\' 

~ - ' . ;,e;, .'.:'.:"·>S e·'"," • . •• • -~,'..'<·· ';J::;J >'?~;~; •\:; .. ~'. \'~;~~- • . ; • > _._, .. 

: ~:4~;_:_~P,~?~d,~~~~~f~aiD-~~'.~~Jf~~-~~1,~¿\!~~~~~:J~~:·1~:~.:~b~ri]:¿tl1:~~;-: ~ ;;'.~~a ... · __ 16 
~~" ~e~ J u~\~~~i~~~~~~;~~'.f,~~~~~~~-oñ~~~t~~-te~;~-~{~.[~~1 ·~~:~/- ~t-- -

'/-c-'c.,"·,:c,--'- .1;~~·~;\ -.::' ;~'2,~~~':· -~~-t: -,. '.;"'Si?. ~::;·-e -:,C.OJ -::;_,,~.~·-_-
·.: _:.;·.-,,-. .\; -.;,~~-"· ¡-,~. ;);_::_,}:~~~'.-·;;~· •,-;''' 

sé ,~~:~.Í".~~~±·~~ff{~º~6,f~Í~B~'~~}~~;á;~{~~c i~D y de una maquini>-
:::c::::1:~:·.~:~:i-¡;~:t:~,;~~!l~g~;g~:z;~~~fü~~~!t~~::~~t,:~ 1;:n::o~ 
ne~: Én~l 'o;LaI~§,,\~Ymayqrt{ ¿¿h8JL;~io~l faoq~Ímici>s me-

cen· de: ·l~". ;~;;:r9(:{~ d~~.:-.~-t~~)··;;~~Í~T'.'~~-=·~~Qqü?~.i_d~~~p~~"~. ·.'·-~:u~:·.-_.¡-~ L~~~~.:~~:6~: ·:;'e· Ub-:¡~
rrol 10 ~~!', :~-~P\d?!~-~~,~-~-~·:-¿'O~o" CS· i~'c·é·~~il~·i::,.·: 'E~t~--' ~;~·~:¡~n~~::: ·10,:·:';·b'6,J~i ~~~ , 
lo~ e~ ~;i i~ri~cir¿~ -~}~"i~~l~~J¿~~'· . I~~-- cnzir~;~.- -> . -<:·:.',~ : , ·'·"·_·:i·--i.~.'.~<~~-~~ · -~··.::.: 

· ·p~~,,~\~-~~ --ici"':·,~,n-t.C_r i-Or se: puc-Ce cOnc iui r qua, -pa:r.a qUc ,·e;ci~t'a.,vi~ 
L!.:i e~ ~~¿,~;.'.i-;~,;.'.: C_l. trá~ai~ car:ict.art~tic:imcmt.e rj.piiJo _que .;¿;·1-t"i~~ l.:is 

--·----;;'_---,-

cnziro"a.s. ·.;· _----.-: 

:... ·':; ' 

P.:ir3 4w~ ~e llave a c:ibo un mccani':imo d2 :J.cciÓO- enzirntatic;·~ e~ 
... · ~".~'-: ..... :./-. .... ;.:._, 

preciso que 14 enzima tenga contacto con la 6 -la~ ~Urit.anci3~ qUc p4~t.i-
- ·.,··_.__ ';', ' 

cip.::in an l=-. re:icci6n a catali::ar y .l. l:is '4U~ ~e las _·t.la_ ·el _nombr~ deo ·':iUS-

4 
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trs.t.o~. 

Las cn:?:im.:l.s !lon prot.cinas qu~ 'cou~o tale!:, t..icncn ·Una cst~uct.u~·a 

prim-lri:. 4uo ~.º:~!¡~~~~\·~~e:: ~·~~~-~·~.···,·:~.~~:..C~l.7:.~:Í~.tic~··<Je t.~1-<mod_o-~!-!ª :":.i-~~-· tj~u-. 
p~!l · re~c~·i_V,os· ~u~~~ri: ::di~p_t:i~¿·t~~'- P~~a-~:dd~-:~::}_~O~.j,<:r-c-~~i·i~do'/~~·~--~ ... ~.~~~:-~c_tU~-~-
triulman<>ÍorÍ"lc->Íi':>ctiviÜ;d,bi'o1611i c~;¿,;tos<gr\Jpc;s re:>éÍ.i vo$ ,form"n •1;i · 

ragión <!oii~.-, .s.~- ~~iri. .. ~1-.s~s~;~~~j: d~~:.;t~;~~~cntroiácÚ~C::i~ -C- • • 

Lº" <fnt~i~";,~X¿~~,º~~;,f~~r''a~~:c,~;~\:·;~";;~~,.~,~¡t~:2~'.\~~ji,}1~• _ . 
_que ~onoal t.an\'cnta_,cspec í1.ít¿).!JiS6lo ·.ac t.óan soUrc :un --sustrato¡-'}otra!l·-sobrc~.-

::::! :~~: tr:",~;:t~:"t:"l~:y1~t~~;i~{~j~ti~~r".*~~&~r!t~í~~t~~tu:~tf,~cid~d.· • · 
L~ c~t.~,~~-t~~-~'.:!J~:·:~«~·; ~o~:~~Uf~-\JCi">~U~tr~~,o .. ·:~C~-~~~·~~tJ~~~-¿~/·~ ··t;-

C!:t.ructu~a dc1. ~-c~t..r~_:·.~i'.~:~y-~ -~~~;-':}_~,:~_n_~~-~~~;.-;_~'~."nl~~~c.i:~_··-~·ü'?.~:·~-a~ :~?-~ :"iiit.~-r:
~ctuan. ' L=i. iíitCr~cé: i6ii-·\~'UcYé .. -Com·p·:lr:;:r:lC>~cofí·.·.1;~··:t.fo-:"t..1ó·a-.·car-r-:ldúr; ·1 -!lu 

llnve, e~~ c~~dc;"_/¿~·-.·~i;~i'.~,~~'.~·-~-~-2~: ~~~,~~d~'.r"~:~:-··P>_;~.-~·,_:j~·~-~c~_-:_-cl·:-_P:~P~}- -d~ loi cc

rr:auül-:a-, -l;--;_~ú~"(;:·~-~-~~J-~~~:~:~:~~~-;:. 01~0 -::;Ucitf..:ito.: c:i"l::t~o-) -~a ~c~r~a; .:s ;:!l la (Hi~ 
pót.C~i~. de·'.~j-~~~-~~ _:_~:~~~~-~,·~-~~~\:''.~~f~/ .E~-.-~·~i .. :~-.;;u~-..~~~ f'~rc~l.,,: ~-{-~'?~plaJo ~n:.i-~ 
m:i~u':it.r~-t.Cl/".~;~·;_·qJ:g:;"~=~;:_:;Jc~·~::r'c~~~-r;'..01~ :;~o~uC to· -r orm::ioo como rc~ul t<=léo 

dc--la -rc=._c;·~-~-~g~~~~~"~:~~~±-~~:~~;;_,~·~~ádC· ~C_~- ~c.\a.lguno Ce lo~ .$ig~. t.ií-J'?~: 
,~-~:~ -.::· f.·;,, :· <''" . 

-. Oxi<lO-r'Cdl.i'cC:ión<cO>ddor~a~uct.:l~~s>. 
•• •"- ,•.__,,•••e 

- ,:·;·~n~f~-~~nc f.·~· ~¿'-\'~·r~~º~-:·:~~·1·~~-é6~'.,:e~pe~ t·f'i'co~ · ~ tr:~n¿f C~ti~a~>·.-' 
~ -Hi~~6l·~-~i;~:_,~¿ -:~~;~-~~"~-~~ -~~~-~~;~;~~ ·¿:~i-~~.~·i·~~-~~,,:~.': 
-·-~l i~,i~~i~-~~::~~_:-.-·~~J~~~ ,;¿·~'.-~~~~-~~ .'~j~~/~~~i-~S: ~n1aé:e~ en.·1os p~o-

-.. ,,. 
·. t· .-, 

cstcrois6mc~~~ :~ifa~;.,~~¿ cci po<>ición 
~ .. :-_·;- ':- ~·/T-~:::~)';' -~- • 



Lo ant~rior zc dc~prcndo da 1~· ct~~ifica~íón pro~uc~tA por 1~ . , ,, . . ' . .· . 
Comisión da En:im.:is.·de::l.~-·;,-VriiÓ~~.~-Intorn~ci_on.lL\Je· Bioqutniic::t: 

L1~~ v~~i ":t~~~~~~ª-~~-.~-~l>~~:~~U-~ t-6; >~·¿-~ ~~:-. ~.~::;.~~-~r~.~~~~:, ~~~:i_f i-~-~d~~<~ ~i 
complejo ~~-~-;j~~-Ó-~ {d>_--(¡·~-e~~· :'~í ~---'~-;~-d~C ~~-::·y '~~-g-~~~~;::_1a·:.~e·;;;tm-~t:~', ·su (;it.~do 
or igliic.i" i'i"bt~·~~-·~a~·~'- c~·i1·-¡-<~;á'~-:~~r~s-rc·~~-c i~~-~:-:· ,,:>~;~~<---"" ·-~-}:·;·~~ _::~/~_;:t~·~ .- . 

. 0.J~-,~~~:·i~# ;órt;J~~~~;~ci~:?~~-:~~<l~~-;~t·-~-~~i:. düré~t-e? ¡~;;_ r'~-~~-~:-~~F~-~ · q~~-:f·_ 

::~:::~::~1:~5~~:I;j;i1~:~~~!~i:~~1~füt~~cj~~;?J~t~~-~~t~lf Jt1c~1,~:~~n-
= imá.t i .e a·s ·,:·rcc -1 ~·t;'t~~!e~·~~~~~f ~~iti~:~i[d-a~; J{~;-~;~~-~ ~:~~~~.·zf;l%-.~ ;L~;& ~:~~:~~;r'.' -:-:-;;-. 

- --- · · .-:~~.--··"- o_-;.¡~.!'i=",:;-~.~~-;-;.'~~' ~F~";,.-c~ 

'»·).~~:;-. '~.~l~:J.3~ .;·t..ie.~~~--: l~: co~p-~c-~-~-;l~ · .. ~~~··,..1:·o~~r-~~a:~.~'~s: .. f~'·~,:~~(~.-~-~~~d. de' 
si ntce is v -dC~~-~dciC i 6~':_ ~,~~~i_m~_t. i i-~~~~,d~':\.~ t ~:.~~'db.~~-'qU'~.:~:é::ti~~r¿ í~~ ~~ _i~ ·:'-~ ~ri t t.d¡ad 
- . . ·, .. : -- .-:____,_· ·' -~ 

~:g::::m:n:i::~t::: t:~::~n~:5to::;:~:~~:e ::J~~J,:~~~~~~~~:~~~~~c~:".,~: 
c.:inl~mo:dQ c-~ritr~l,:-::-~· H¡iy :t·r~~s ·t-ipos ~Et- 'irih"i~~i-·~"i'o;ri:~·~,~::)·;· )":· 

:o·_ -:~~;~~:-· ::.~~~ ·./< ·-<h;·· 
' - ' ·- :.jf ---· .::~'.-; -

. _:r. I~~i~'.·1:·~\~-~·; ·i6~~~-¿::fij~'._~_;:: ':~~:-..' (-,:·,:' ;>! -- ;:.·' -~ ~ 
El~int;lt>iJJ:~ :~>~a~;[~fdó ali,,¿~frát~ yfc;,,;l;~~ · P:,~ •el si ti>J ca

t'>l 1 tico .. ·., El ¡;fctf~i~i~~P,I~Jc./~~~~'.~~:~~~~~i6;;,d~}~ ~~~c<>~tr.:ición del 
~ustrnt·o: ·· i;' ~~lºJ<_.," ,, ,..'."t ;;,~~:-:w~~2· «.;,:~:;·: >;:,, -

- -- ~,-:·<, ·--:-:· ·.-;-._~ -~~K~~'.I~~" -· :.¡:; __ ~: ·~" .. '·):' ,.-~'.1:~.-.-~-· -
-·~'~· ~;o;h2~:::;,~ ·J~·:-.;~·-~~~\(c'..~~:ti~ -;:/,.',_.'!~~:~~:~-.;; ,,;.;, ~'.-·:';'.\ 

:,:~~~:~t:;;?~:~~'ri~¡ '2:,,(o, = ""º • » -
:i!na. en cl1gi:.'r.(.-~'Ug~f;- .(;UQ'.)~~§).~~x~-~-~~;-~1 ~,~·?/~c"~{V~·~{~i:-0·.-.·Gut:. cau~a ~fct to!> !00-

bra 011.:i';· ·~~~-.'.,f-~r~~.:·~~-~:. F~~~{~-~~':~~~~'/· ~~~:/6~;;~~~-~~-,· no ci~ l lav.!i :i c:ibo 1~ 
·.:.--. -,,-·::''_:..':: 

rcaccí6n Cat11i-til:.aJ·' En_·~'c'-fi:~~tl:)- no det;n'-'¡i~ccO con el aumento de }¿¡ can-
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;._. __ -. __ .·. __ '-.' ' -

El inhibI;.iot• ~6·~¿· .. r~~-:;i·l~~·~. ;.·l -'.cOmpl'~;'j_o E~S ~-'.~~~ ;~ .:;l1ri~~:;;: D_,1 ~: ·._ f_~r-
niando un nuevo :e>~l¡J¡.,j;,,~1~~!', ¡~~idi.1nd() .ia f.;r;;,;;¡ ion' dai. ~~01,jc,to . 

.. i.t<c .· .. ','. ·;:, .. ~ .. .. .. _;5.¿ ········· ·{ 
-, ___ Lis :~n~·~,~~-~~~·p_~~~~n ':~t~~ ~~-¿~~~:~1:~~~;·_· p·~t~;s:~-~:S.~-~~: ~~\~~-~}~·ry\~-~"-'-~º-· 

tr~c 1bne~ .... ~~~/.:~-p~:~µ~nci~·:t;~i9~~~~ .': p·a·ra·_:,:~so·r·: ia·c·t·i-~~-f:~-~-61 o·: ~~-f~-~~d~~_'.: d~·,_ !OU :c~
t.ru~.ti~~-:¡~~:_c~in-??'.'P-~0~€;_i-~~~;·_~·~p~~-~ ~~i~.j:~L~,~~qi.Ú·~re·~)~i~·-::~~e~é~~~í~·~,-~-~---_ ~~-~t>l~·c i~z 

ad-! e i On~-1 ~:~:~l~<~:~-0~~6::~-~ º~~-~- _:~c~t~ i' i-~~~IK ~,~-*-~:~~~-~F~~\~-~:~;;~l~~~~~t?:~_~:~-~1~-~---9_:~.~áO i - . 

i::t::> compl~j.:i!;·~ · c·éO'On::im:i;> . . :_- E~'i'~·t.·~~·:_:t,~~bi·Ó~·-::~~,~~:~~~cir;~:'.'~(~~im·~·t..ic.lmcn-. 
"·: :_ ::·· -·-<-- .:-.:.:·:: --· .·. -__ :_<· ;·', _:· .:.".·: _.--."'' > .. :·_ ·\.•. ··":: .>::: .. ~ .. ·: . -· 

t.c in~c t.i v~~ · fpr6e.nzim.l~) -'que:: !:Ori ·· l l;:i.~a~_os-.zi'~ógci.ri~c.0~y·_-~u~··:cc~cn:· ser · ~c-

t.i v.:iúo~ ~~- m6-~~·- C:.ir-~c·i~~1--ii.i'C~'" -p~-r~~-f~Í'l~Ícin~·é.~· éoM~~~·~·~~~-~z~j~:r.c:l: -~-
- - - .• - . -- / ·• - " -.- "~- ·, <o - ~·-

7 

nl gUni).~ cnzicÍl.J.~· ~on- va~~CcaC!~.C difc·rant·a~'- d~ 'Una::;nf~nla·,--º,-pCrO -~e-· 

cncucnt.r-?n en tcj iUos dif~rcnt.cs: ó .. bien J~nt.r~. _de ~'.Ú~~:: ~i·~~3·:~~6~J1;:s .. Y~.-~~~ 
lil.!: lla10.::das i~oCn:rima!: que· c~t.a1\Z~n-1¿\:~,:m·i~-~~·-~~Cac~;i6n~\:'~o~~~'~I6'~ ·ai~::u-

n.'.l'j c.:ir.:lct.i:!ri~t.ic.:t.~ paro ·t~mbi~n iJifia~cn ·an :~l~~n~·~ :~~~~~-c,~h~~i ·_f_i:~~co-. 
:··'.': >~_::~~<- ·. ~:-. '; '.~;-;;::_ :.f:if~_-.-;.,º ~- '. 

qU!MlC<l!O. ··-·. ~::. -::\ ~'.\:]>·.: 

Lo~. t:lc~orcs G':'ª cÓn(ü'~-iOOi~ -.i~~-.:ilC':fXVt'd:;.'d-_!e'~zt?nlt.f~'n· ~bn: -,, ~ln 

conc.ontr;>Í:i6n ,J¿ 1'1 onzim:.; la C011C~~~~~~U~L~;,~ ~u~tr<ito;i ~i ~;: y 13 

tcmJJer~.~t.a~a 
1 

. :pr ~ nC_~~a,¡fn~~·t~~-¿.. .-. · ,-~~}~ · 
La~-=· ~Ol.écüiad-:ode-l-~Su¿t:·r·a-tO 0 vCJ.n"-~OCüp~-n·(16 ·~1;b~·~·~b~(~~~{ a:.~i~Y.º~" de 

c~d~ ·moló~U-~~~
7 

·~:~; ~:~~~im-~~··,'~1 :i-~·::;~m~rit~ndo i3. ~oi~-~-i~·~;~~¡~6~-' "a1<:.!lustr.it.o, · 

la valo"~idad·.:~~···~.¡:~ ~~6~~~1·6,; catalítica -~e v;;. incr,~~~~~-~~,~~'. h
1

~~·¡.n·:qú~. t,o·; 

iJo~ io~:sitio':i ·han ¿ido··ocup~Jos C~a·tur.:lción Je. 1"1 -an:!im;:i) y· ~3··,vcloci-

li~~· l~ rc~cci6n. 



Las onzim<.as' t.,r=.b~i~~: a ._¿n pH- c.;iÍ-·a~tcri!:Í.itO ~n el· __ -C¡ue ·$u acti-
. ·- :: ~· ' . - ·;.'. ,.'.; ._·-- ·::_·:-· 

vidad 0'3 m~~~m;i, p~."- ~rrib3 6 pO~ :ib~Jo .. do e:i·e~-~~l~,> la :áét~VitJ?-~d diomi-

nuyc. El 'PH .6Pf:t~O ~dC~Cnd~ ·~obre· ~cd~ -~e --~~-~-~ ... ~~--~~-,--i~~-~i::'.~~/'~·~·f_:'.-quc: par~ 
t.i-~tpd~-<~,:-.~~;5 -~i-~~~~-~\ ~~- :ó1--'~~'- ~:~-- :>~'-_:~nt~~:nC? ~Jn-¡~~~-Qi_Ul~~'(n~r'~:Jf~-) 

-~t:o~ t-~-. ·¿: ~-i i ~ov~n _(5) c~~f i ~~~':_q~d:: li~\~P~-~~-~t:;;',i'~;;,6pt"~ma ·es 

~:;¿;~:~~:I6:,,¡::ª::::;6:~:;~~;":~:0 !::ªff~e\~~~~~~i;~~~~ti~~r~u::;e:~ 

:::d~n:a;:t •• u.~r,~l<::i;:_'~c~~6~n:_ •• d:_yl(a•:_ .• p~_·r,_.o:_ :_:.·_·._:1._n·:.•_i: ...•.•. ".'··-'~¡~t~}~C~~~~~:~:: 
como_~~ w -~ •. _---~- _ ",. ~ · --', .-·,:_:~:~~',fü;·~:~.;~_~:_:.~ -.. __ -'-::::= .. ·,-- .:· 

.. /;~)~;-~ · .. ·~:-~ _-'.~;~~; 

8 

QucdA e luro. que . l<l~ -af'.IZ~ft!ª!:i ··~011~-·~·~~> i~~~.~~$ '.como ·co·~~Óne~tc:~ ~me
t;ib61 ico!:> de l.:is c6iul:t:i viv~~;.·:-1·0 ·C'ú~1-.-·,~i;·~:-h:l··~~;~~~~~~=,-í;;t'i~'dm~r;tcLrc1h--:_ -

cion'1d:><> con lo<: proceso,; f isi~¡~gi¿~~ ~Í~~,i~s.~di d~~~~fa~~¡' Í~~ ,c~r~c
t~r1~tic:i~ y n~t.ur~lc;:3_ úQl ,e°'~?~~~~~~·~>.::.·~~ri~--~~~·~·e·~i-~~~~t-·f'{~~i~~\~~-:·i~ · 

:;----. ~- ~;-~~~=~~:·~~- i-Zo~'" ,,,,__ . 
haranciil. >h,"'. . .-. - , .. "</:" -::.:_;:.t:-;.e:~~~~i..~fc.'.-·~~-~,_"'º 

Es probatJl~ que ol .estu~iÓ ·dct ·1aS·.:eOzim'a¿·_.fUc~'á'·.:e~'~ürl·.~Pr-~·~cipfo 

por :>1 mi!;¡mo, un juego f:i~cín=inte y -al ~-~~~~~b~·;~~-~~f~ ;·~Jé':}."ifi.~:·;·F•r'i~'~r~s-> 
un mero accidenta; ~in embargo, af\;~-:;~ 7.'dc·~·:_.t.¡~·~;o: ~U ':-'~~~~~·~--i;~~t¡-6~',·~ha, 
tenido como b.:i:io- dilucíd.:ir lo5 mec.:ini~mo!i· ile· l:is rc.:iC:cíon~s·'en· que.,'P~r

t1cipan y lu~ alteraciones r~lacíon~d~s con cii~~. 



Sin du'd3, ·los ,-ilv=t.OCc~· cn.·c11zitllolog1.:t.' y :bíolofJÚ._, 'molacul.:u" -:¡e 

h=:in real iZD.do :Qro:ié'i~·~: .. ~ ra, pur-~f_Í·¿~--~¡-~n-:>~-· las en:dffias,._:··con lo que: há 

~ido posible:· ~~t.~l?~c-~.-~{ 'jU ·11:it.~-~~-~~~~---~~~~i·:. Pr?_Í.~_¡:~~~:> ~S~r~ct-ur~, ~o~-
, ___ .; .. 

.-._ ¡:. . --. 
po~ ic í6n, ,'proµi"ad'z¡dci~) i~-~c--is·--:y·-\~Ui~i é:;s-/-.'.'as 1 :/\c_Coñ10"" su~ car ac fer 1 ~ft.i ca~ 

ciltill_1tfCils; 'paro.:.t~m~_ió~'_:cI;~~~g~·~.; --~~.~~:;~üé~;:; ;~~:/~s'is~·s ilv:iAC'cS ·han :te~ 
nido_ c'omo:~niC~~d-~~t.~~,:--1~"-~;i·rii~~¿ i:~~ -d; ~ :~~-i~~¡;i~< fO~ -_C·~-~~¡.:j~-~-~~~·~~~ ü~~~ 

- - --·· - - - ----~~:;";·_:..,-_-,::-_'--- -

C:iu-:~~-~? ... ~~r_ '.i:.tet Í"~¡,~·n·~·i.3:;. :~nbimit._i_C~-~'/Y~----~ü;; __ '3_'?n _el ::~;·¡~an·.\:i~-·:;c;~éh3;-, a"n·~=--
t~rmcd:i.des. =~°'".~-:;_~--- ~~,_~~º-~:;~~·"";:-::-.:..'"-=-'~t.~~~~~~~: ,_:~~::::o_-::.·-~<-:·:'-_-:::-·-- ~=':'--::.~~e:._::.'--' 

- .·· }:?:· ~·:=-· -·;,('!" ... 

9 



10 

zirttC¡S !:e on-cucntr~n en la c'élula, generalmente: como mc:.cl:i.s complcj=t.~ 
._ . . . ·. ;,' 

con ot.r.:.~ cnzim:J.!i y pf;?t.a11:l~s·(Acido5'rn.~cl6i~O?t. po;~~~-c':iri~os:ó lt'pido!!i 

y una dctCrminri.del. .aOzi~~ª- .rcP~:~~~nf.; prbba'bia~ent.c/ t.~~~- ~6I.~-::e1-· O . .i:Í)dol 

tot;>l en .e io>r lo tcj ÚJo ($). .~O~ otra p~rt~i ;~U~~"" c~it;;'~:.~ f1'~U<>n:. 
trnn ad!:o;bi~-~~, sób:r~-.:·kstf.t.iC t~,_~-~s ~·C·~-i~~J.á~'eS_-__ i:O~o·.-_miC r~!.Offi~~i;"y,;rh(~bcon:.. 
dri:.-:;,o·. ;i!m m.is·, unid:is':.coV:;l:~~t~-~~:~t.e' ·a-- l:i 'm~~br~·~'~;.--u·!~'t:~-~I:· ,-t~~6,~~~iC~, 

1.'i ·_-,_-,,. --

lo que díficuit:.•$;.; ~bi.c~~¡¿,i) ' <, · · . · · 
En tér•1in~s g~n~~i;1~i;. ~º que>· sci ¡,·~c~~J¿~~~,;ri <;~'.~i~il~f~~to · ss 

1n:.ntcncr 1:.s>:c~':~~ic~f;,;~º'. ·'ir(t'rá~o1ul"rcs cle:í3cri~im~·;pi1i~::i~~r6X ... · con 

el -tin de .. :S~rant.iZar 1u -.intc9r.ic!~d- dC s~~ a~ ti'1ida.d ... ~~p~~.:ific~;_: h~~:\~- don-

de ~ºª p~~:i~~~·-~~-~-~~~~~ºi~~'.~~~-;-~}:a ~n ~~t.udio$ ;'~-~-~~~-~~~~~·-s;-~:~ ',;·~ · 
"=-=-e'.•.' -• i~'c_-;... ,- -~'.~;4:} -"'-= 

~-. ;-'·~~-- :e::'.:~_' --~· 

<;'• ., .: ',._,. . . . .,-. -:;.·' < ·}·~··: 

- -. ~-- ----~·>:::_~::-:::-.~-- ·. ',\--; .. ? :-.··;·.· :·," /•, 
un:s :: buc~:i ·_ pur i-f_--i~~~~¡:~~ :v~~¿:·v~-~;~~t- k~_ :~-~~n~~.ü~--~:~_c i,6n---~HUcf_.~~ 

'~ . \ ::·_~--

:: · :: . 4::r:x:~:::· :¡¿e:~: m~?::~~:;~~~iJt¡l~:~i;~?l~f itt~'ms,.~d:r:::~ 
, ·.: -- . - ·- .. - .. ';.· :~ --~- -- . . <:,2~~:-/: '·t·~;_';_;¡_ .. _, ;,_~;:~~-~.L.:.::;:~~~ •; .. ) >-»' ¿::· 

t.ir~ ?Clt:a. ~Í :~i~l~m'i~~lci·~-:-_:.;;.·,:.· __ , .. -~---~-'~!"· --~-'. :·;·¿y:'~~i(~·,·-·,_" -- · 
-o:::; <~:·' :;~:,.: -

C~-~:~--. i·¡,~:~J~:~·f "(~··~~ i·~~- d-C : cri~-i~~~~ tit'.J:~a·n~·~·j;~/t·c~ld·¿ ···:-S iC·~~r:c por · 
-· '';::, . ,_ .,;:(· ,';:lv:" 

__ ~:..~qDº~-o~-'?_y:~~·;·;:·~tJ.Ch~~.~:~:-~r~i\:i~ton~~/'_, :1e -.h;i·:~·~~c~·arr·fdo'..~fu,.id-íó'-:-3· :i~ ·_óbt~n-
c i 6n: a . ~~-r t: i-~ ::-.d~'::;-~i~· roJ¡g;~~~~~~:c._~;~rit~~~;·¡ ~~;~,d~~~~~~~~i~~_hD~i·~~)~~,n~~~~ 

ü~~': .. J6~~-,.~~~ .. ~~~::í h ': ~:::- l c'd i· ión ::·J~',·:;i :i~:~f~i:!'nt;~~:.~~tb~',:;t~fn'3~~-¿· :-6~ cuan t:i ·<·· :-: .. ,,. 
-d.:i.da la natur·niCza~·protéica: ctO:· iz.S ... cn:ú;a5'.-~ .. ~~·~~-C-oOtf.Oí?CUidadó¿o de r.ti-

var~o~ -~~~~J~~~-- c~~~ .. :~~:~:--·:~~m-p~'.~~L~;·~/-.:_ !'~'.j~~-~ --~~~i··¿~ "y-_'. ~O·\~~~~t.r~ci6n ·Je 
ln ~-ro~~i~~ .. ·-:.'~;; · quC :·P~~~·~-.. ~_-i-~·A· ~:~c6~b~-rir·'.~·a·:··1a- ¿riii~·~-~ ~~',_:¡·a~t ,m~·j'o~~!> con

dic ion~:;, : io '~úa- _;· su ve: ~o -~~-~~:. r~/~-~i:ddo ·~X<1·~ >d;t.~r·~¡~~~,~·i·~n. de l:i 

<lct.i vid12d enzimtltica y la''_-.cú~n,~i /¡;~-~~:'¡¿~~.-~·~ .:P~·~t-~~~~-·pr·i~~iJ~1~~nto. 



En cU.:into- 3. l~ ::¡alccci6n de lÓs mbtotJos, 6::¡to~ -;;on en .r~alid;:id 

lo~ GUC ~e· u~~". par.a, ~;i,./~U{~ f,~;'~.·~, ¡~:~ de-. Pr.otciJ~~s en g~nc~~·~-: ~-:·'.~u~.>~tonl~n 
on cucnt:t ·c·ar~~·t.er·i·6·l·¡~.3<;;··:~6mo:'.: di.fcre~c i~~-:-J;:,.~ar~~ ._:~-;t~,:.·:··~~-~:~~ci;~·¿ i;:is _ 

de peso· mo-i~d:li'a~_-;?\:t:1.fe'f..é'ric·izis·-~:cn -solUbl1id::.d ·y' 
·'.' '· ' -,- -·~-'~ . ,_·:: ·:" . - :-' .' ;'·, ' -
dltércnci:is_ en;:la ·tifi.-

·-.· .... , . .,_ 

~.:i-'f.~:c. f;:~--í·1 i-~-ri-~ _ ... ¿~<-G~-~;- 6~/~~~- ~c_l;:i~ 

~i f.icado _e·~~,~~,.~~:-~r'~·~'~: · 
- Mót.oi.:Jo~ 

- M6todos. ~~d~i-id~~-.if i~-ó~~ ._- -
- M~todo~ 

, , 

iZn la Púrificación-Ce protetn¡,,s y·au~GUe han --.-ª'-'ªráci~~ :n~~v~~- mét.odos, 

jiyt.:Q en u:ao dcb1cJo princip3lmente .:a _4ua Cs t~~:Y.:~:~i~~. cu~t.;·J~-'~.e:t..!?'?~j:3-

con gr~ndcs vo!úmcncs éc prot.Cin~~ e:n:.,_~olU.éi'6n. --Adi:r.\.15\ a~';ftié:il ·_de- ré~
liz:ir y de b:..jo cc~~to- comP:ir~Jo con-~·~~~~-: -~6t~dó~'.=~-~-

- - .. -- - .. ,: .- ------. - -~ -, 

En la. ·pr:Z.ct.iczi, _so ha enContr~do ·qu~·:son-·n~·cc·~arto~·:vá-ric;~ m~-

to.Jo$ p':ir:..: o~len~r __ pro-tci·~=-~.:·i~n :-g~;iJ~! .. --d~;;·_~J~~-~~_";"~-¿~p-t.-.:ib~-;~-~::·:'~~:~: :i~--~~¿ 
___ ca<:i _•"-!"mprc• se',._:,,,. l.~pr~~Úi~a'c:{~~';5~m~ prfmc; pa.:o_~~un~ ~urit i~;,-

c ión, 

n.::.nt.~~·-: ,; ,~-::::.:_. 

E¿tá :mét~~ ;~-t~m~ ;,~n--'-~~~~~~ la' !:~·¡ubi li~~~ e(?_;· ia" pro_tcin~·: en gc

r:icr:..l; l:is. c~"~-~C~~~.1~--~'.¡:~~:~·:; ·y .-:~~~~ic:i~dcs:, d·~-:'i:..s<·pr~~:~.1n~;-f'·c~t;~·: -~ J~~cr
Minada~ -;6~-:-t~>:'ri~~~~~({~~:-'d~: -~u~ ;:~;;.i~oác'ido~- ~-,·]'.~/ it1t.b·raé'Ci_61i con· ~l me-: 

: ,_, .. ,. 

dio :icuoSo' y--~t.~.J:S· p~'ót.Ci~=-~, C9>,> .;_;.::;:'.:"::· ~._;_·. ,.-_ .: 

Se conocen -dos 9rup0~ qUe son ·p~~tc' '5~';¿_~~·'~·~.i~ de- lcl~ · Pi-Ot.cinaS 
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- Grupo~ no. po'lá.rcs ·chidr6f_ob0s) =-
. .·. ' ... ' •,-

- Grupos pol.:ir_c'!i. Chidr~ff.lico!:i>-

1óct.r~c.:i!l ·-~_!?º~°'.r1G~-~·~-~-:l:.'-/~~,;~~n·é~O.~ir;i;~:~o~'3-i.~i.bUi'd~s ·_-9011~r,;:ii~en~~,· h;a_~i-~ 01 

interiór :d-i;{)~·-·~p;·;;·td1·n~~-~~-'.~~-"·_:·1\;s :~~'$p.;·~~zibi~~- de -ma~-íQn~r·· .. á ·r~~ protei-: 
-~,.~:.:.:----:~r--;'.;~~C:'.- •:~~-;-:.::::,_ ' :··, • • ' /•,_ ' " ·., ,' ... ''. 

n.:iS Un i d.:\!i · 00 t ·re '.~!i { {:·_.;:_ES . c·01iVC!t1 í eñ°t'é -~--'Men·c· i'-on.:if..·, .'1Üe puocJC!' ._ h.:ibCr. _ t.~~b i ón 

sabra l; ;~;;·~1~<:~~~;;''"t1 "p¡.:~~.;i~a'ii~ nómaro. fmpor~~nta 
·>-''\.-

.Jrofóbico<z•.·~·:·· 
-;:-"2-'' 

:.e";-".:=·:::.-~!·'._ g~~p~_ ~~.o~':-~! 11 ÍC~_ e_~t~ rcp·~C!ip~t&dO ~~~-:- i~!:;· ___ aJn_ip~~c;._i~-~~--.- ~~-
~1.:itUr~~·1e;~~~~.:.i~-~-c.13·~-<,~-~f'.9:aS_ -!.~:- __ c9_') _y~~pos-: -~·m~t~O-'--:tcr_rriinat~s~-·qt~ied,¿:',_t.:icine·n:· un· 

p~r clect·r:Óníé-~. '(il'~-~-"'-y- amínci~~ id~~---~-~:-i~~= e éár~~-~-'=(:~i¿;;~ij~:~~-o!;~~ÓH í:}i~,'-: 
. ·-;~-:~{ 

brc~ c~p-;'~~~~-~ 1e ~~~mar_·.pUent.o~· t.Jo:· hidróg~nO ~~~----~~--'..::3YU~~-; ;:·:::-: i;
1
::¿·: ·, 

-·.-En ci~n~-~~~1-~~,. ~~ p~~d~:··¿~cir~-',-q~ci ·;i~~;~Of~bfii~~-~)"dc?~~ri ,-p-rotct

na 0Jq:Pc-ndi?oeJ~~ -·l1Qf,,erO :y lu loca~_i::aci~n d~ ~u~-:~H:ipO~{-pO.fáfé:S·:::y ·-'~~·~ ~l:A~ 
:·e->~. ·, "~·- ~-',,~~:_:·:::J~J.i.::i_j.:.~:·y': '-,--~'' 

·_,._ ·'t· .. ' ----
--~:; __ ~ .. -. • . •'·'e~,?· ., '.'..'. •: ,;,-,~:;-, -

•Un<> ¡;rotcin~ dadzi <:é m~~~¡cne unida~bn''.kt{~~w~~t~f,i~!>;~;Í~~i:;. 
palm~~t.~'.·:·p~;.: -,~~~~<~;~~~~: .; no._ poi~:~ª~-: de tOs :-~;~-i~cit;C;iJ~~'~\;;~Jt~~o~<C~J.i·ú~~;s :· 

. ::·::~~!;~t~i~~;;;¡:,~~f ~~~;k~~~i1,~;~;~~ 
t21n~ !l~~n 'm:i!l ·-f-~er:t_~~.:--.·~J~ -~,Í~~:º_:·¡~t~r·3¿~~¡~~4~~~: ~;gh~-:~~i'.\i~~~!it?'~;:~:~~/J~¿~~~ '· · 

), -, " '- - --, ,, _-. ~'°N' •. ~ •. -;. ,.. ~ .. , 

potar<>~. ce die~~. pr.~~e!;":~}~~ t.lf1m~f\~;.:,f'~;~~ .~~r,~~ 9ian'=le5 agregados 

d~ moli:?cul::is de_ .protain~·; Cp~ec-ip_i_~a~o):~-·~.~<", '.-··:1 :2'.'L~;::' :<~~::··-:·~ ·'.>·'.·'.· ·:-,-.'- : .. , _-,·-,,.· ·· 

:r. .. ·~~e_;·1aS<.in·~~:r~-c--~i~~~~-~ ~~-¡~!~-~<i~'i· -~9Uá'. y i·~~, ·gr~po!O --p~13rc~. éc!-

1~ prot.afna. ~~;.n·. _t~~ t~~-:t'.·~~:.-_:.-J~:k:· 'f&:i,:~·~g··~~~,:~~. se m=in.iicne Ui!iuel t:i ont.ro 
---;(::..-----
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,,: - - : . . 'e:'.-''· . 

Sobre csi:is b03!30S. se fu~d.:lmen-t'.~.-~Í:.~.m~t.-odo·~ da· r)'r~-c-i,·p(t.::ic; i6n ·,_e~ 

las proteinas que· precipit.:ui ·$c~·scpa·~-~n·..,_~~~-f~~'_~·:·~-~~;:,:h·~~~:i~ ~haccO_. 
por ce~t.ritug:ición 6 filt.ráci6f:,>~>: ~--·.:-~~/ :;._·>~-::?. ·:···,\.'.:r .. -<:::~:~·:·' -~-~!·: ··<:: .. :-~'- 'º · 

No· todac lnc prote1nas prici,;Í,~n ~~·;i'.i. a~~!:.l~fü-i!''.iS~~;~f~más.· 

el cu~l. 

:::~::~::e~~ ,,:::b: ~ i::: ·.::r:ªjrle,~;~:~ir~~m.~~~1~{~~:~i~!%~j~::f ktr_· 
' .• , -~ .. ' . ' .-· ~ ,, ,-::·. --;¡, ,;.,-e: :-~~-> 

t ic:i. El mÓtodo m~~~ ~~i~i~~~6_-~;~>~;;~¿~-J.~i~~~~~{~-~~~~~,--:io:·-· ,-~'Jinta -qU~:,'~-~~~-~ 
dif ica la~. c·ar.nctCr~1st.ic_a~-E'dicféC_t-i-i'c~'S- d~f .,.~;ttff~i'~if~~{ ót~--oc~ ;_-, -
t.ú ., .··' _·:_;;_·.·· .;..'.''.··::{-::·-~,·: . - - ·'-'·· -·.-. '0\i·.:~, .' .. -.~,¡.-··,·· -¡--

::: ~·;~ili"3i:~~~~1~,~~íf !~Y!~1r~.~~~· 
t7tn el m¿Ji~~ pa··ra :_u~i~t¿~·.-':a:,·:,; i:l:i' :·mor6CUf:i·s~·~¡·_.~gu3:~:->~e::~=¿~i~:;.~~~~-~:~~ :.~~;'·:·~~~;~·s 
protdn:>C !>C i ;,tJol;,e~ ; '1SOC i6:r ·····~·~~~~ a; f~~i~~d~ g~<>nC!e~ 4~: .. ~~dos de 

mo lócu.1~~ .d_~-~-~~'.~~'~'.i.~~'.:. -¿;-~~~: 'ü)I"~:iJ¿-~ .. _-::~,-..... ~~·~.:::·") :.~_~;/~-. -'":-" \~~, ·: >:~:r;~ 1:-~.~~-~ ... >:: .);,·:>. 

"La ap_i:~éaé·ióí1: d~:: .. ~~~~~ ;,·7~~-t.Odó- -~-~~p~~n~e~ .-d~. i~ ~-~-º.'i-¿G.i.:'{~·~~~:.d~. ,~<l!:_ 
prot.ci11~~<- _cn::_.~edt~· ··~~-~º-~~,-:_\.J;- .. 1:3;: co~~~~t.rdc:i_-~;, ~C: ·1;\-~·~'i }_~-·l·*·~-:-~~-~-~<7-.i.~$ 

i6nicas P.~e!:i~t-~~.·.· -~-~ ··1a· .":t·C_~p:e~~t.Ur~, ~--d~~ .·?H.:· a~( -~~~o·-~~y_o"·~~-a?'· ~ofi,di-

·--.. ~ . ; ' .,_. 
croa1~togra.f t.~:.· .~~on -·;:ú.;.;'f.so~ ;_t.an.to por lo qua ~e rcf i~rc a su fundanlant.o, 

como ·3 ·::;u rC.:ii'i~.3.c.i6n. Son c.Je'--i~port.:mcia porque permiten ~cparar, at5-

l;:ir_ ·e_}~ntificar comPone;ni.c~ de mczcl<l~ comµlej~~-
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'. - ·':·· <<:·.<·.·: -.- <' 
buye gcnQ-raimente ci H.S~T9wétt.·, botánico rw:::o· quieri :aisió· . .'c;l~ro:f._i_lá·;dc 

un:& mc..:cla ~~ pi_tJ~~~t.0'3 __ V~\,jC!t..ale~ en· 1906. ---«:~-Í ~e~ t~ni /~~JJ~~-~::~:~ü~i~~~; 
del pig1nento en la· par_ te s~per ior de: un ~_l.i.ab~--~ci"'.~~-i~~!'-t~-~~~~~~'.~,~·~?>:~on_;-pol
vo'1 .. Je c:irbon,:it., .Je c:.lcio i~"" ~a.,¡t:.ida · 1:i: hizo p.>..i:.r a'. trh~,6~.:dal • tubÓ 

con t~~~ de_-_pe_t-~~lco .. ~A 'medida·c;ue __ la·muest.ra ·deséCOcifa-~·- ~:s·a.-·iOa_-scpa~; 
--- -- ~-'.·í·· :C, ::o-:;-"-;; 

r:mt.!o en di~~tó~as~:--~-.J.ndnsc ~~~-- ~;-.=-J~~p1·:i.::;b~n~-:-=~- :/Qié;t-üí~d~~~dt tc!"r:6ntáS-~~-. 

Las bandas t~n~·an :colore~ diversos dcbtc!o a- la :r:;a·-t,·~-~~i--~~~~ --~'~:":·¡;J.:~~:~;:;:~~:~~~ , -
t.Os·; p-o~ -al lo; .--<le ~:il~ ;~~·Í.·~b:~-~-~: ~~--~r ~a~~ e romo~' < cO.ío~-)'~:y- ~f~f~~~:'.C·c~-cr·'i-

- : .:.,_,_ -"="-" .~=-;~.;..~-~;~~:_;· 
:>~~: . --~·.,.;,·~:;;%,-;., °' ·,_:;;;'-o-;_~~· 

·oQ.'•.'ci.J:ilqÍ.Úcr torm¡:¡, es· d~f1cil t.bfinir con ri\;·úr:::,·~'i.J~;j;·o·1·:t6r--

mi.no !=r~mat~g.r;tf.u~'-· .. :Y rná~. ahor<'.l., c!t:bi.c!o_ a L:i -~~-~-i~d~~'::."·8~';: ~iSt.Sní~S' . 1{.t.~c-
nic.::s.s :i 1.::s.s :cí.:3.lc~ h.:i ·_':::ihJo .:iplic.J.ble. 

·;.-,-~. , ec • " •• •• ". {C -~~1 , >e~.~~> .;/tf}~;-
En- Su st:tltiCo n1&~ amplio,· .·!a c·ri?m_a.·i~~~·l~-~~-:~$-~::·r,~C~:f~'r-~;:~.:. i:l't:~cc

:lo~ ~uc pa.rmt ~-~"· l~ :>ep:ir:ic ión _, '"1a __ un.::s. --~-e~~-~·~_.-:·~~-~·~~~º~~s~D~~\t~~~'.:~1f·~~~~tes 
cz:~ac ter!~tica~ f·i~ic~$ y. GUimicaS de. '~a:d~:~:·ufi~, de ·"io~_~)~·~~p-~'.fic_O_t~!l ; .. il1di-

vi.Ju:ilc-:i da .Ji.ch:> oio:c .1:. Cmu-;,;tr:i). {. {> ~~:. ·. ,t ,,'. ; ' 

ccmún d~· :~:::~~~:~~G::~:::··.:?t;~L~~~~~~~~i~~~l~~.:~:::;::~::~::". 
ent.rc cos ta,, .. ,,;· i.,. pri"'"'"ª .;;; es#<.;~"~~ ~~:<YJfr~~" ~~~;~~i:m,,,,' '°" e.:ta

do i 114utt.10 6 ':::i6l ido,. :lo. le -~-~'.11~Ce_.;~~n~A·1:~· ~~~~'fe~ ~e j\Q_~~~E."ITE y as· 01 

soporte !;~bré- el·\-~~~]:, ~e 'i\-~~~:._'.:~'{:~'.·~'~.b~;:'.i~' ~~-~~~~aé;·6~;'i.o.. ot.ra fa!;c ~!; m6-

vi 1 ·y ~e "fil t.~.:.~-:~-~:-~r:a~~~;,~ d~· ~~f¿~,-~1~·:~~~~--·~.~·i~{/_Ó- ~6bra· La ~upcrf ic ie de la 

ft&so fija. EÍ';· dcS~r~·izi~iCn·~~,, d~~:: .. í~::'.·f~,~~?"~Vit --se.· m¿iry·i f ia!:ta en una mi

gr~.7 i6_r:-· CJt f~-~:~~c i':l~ .:~~"._ ~~.~'- c·~in~~~~~~~-~-:~~::_::-~~~-~~-~~~-c-i;. La' f .::s.o;¡e m6vi l pue-

de· ~er 11qufd3 o -gaseosa Y, s~ '1c ,CoiioCe ;·~-~O ~:,~:.Ji.;mbrC de EL.VYENTE. 
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En c:id3 tipo de· crom3tQ9~3fi~, ~e· ro<l.ncj.:i.n difcrent.cis mccanisnlOS 

de !:Ci,.tAr.ac i6n, _ de manipulación d~ lci ·muestra· a. separar, y diferente!; nu~

ncra!l·. L.!~ dat.act.:u~_ lo$ c~mp.on~r~\tc!i. _ -n:.1 ~~--e l~~-~--/·¡-~3n C-\3fno ~igue: 
a) Cromatograt :ia de Cxc1uSi6rf-_~Í~~u1~r.::-~ 

_ b> Crom_3t.ogr_3!_1.:i_ da ·int.C~c.:a~~io --ió·~~-'-º"_, 
e> <;roma._togra~ ia 

~) Croma~ogr.:if1~ 

T!lmbién .conocid.3 corno_ c'~orri·ato_Qr~i_Í~'i~:r~:.f_i_!t·1_",~c-jÓn e~_-.;cl 6 ta-
··- ---- _ .. ., - '·_ ,- -. -.-

mi:: rñolccúl.:ar; ·--~~P.:il-.:i las· moió,cul.l:s-~b~:;:;nd~-~~:-~~,if'.l"c!ip~imerlte~~~ ~Ú- t·~m.:i.-
···,·. ·,':, .. ,,.-,_·: . ·;-:_· .. __ -.. ··.,",' ' 

no ,por un efecto de Ulmiz 6 ,filtr.ilci6n· Cmple:i.ndo ·columná~·emµac·aa.is· con 

Existen divcr~a~ 

:· :;,- -

·:.~~-~--_-<, :>_---·~:,:;,__: __ ·,· -. 
v~ricdadt:!~,-ce· 'geles·: cUyo~ _.:_::·~o~b~-~~~·y_ C.::lrácte-

' . •ó ·'. . -- .-, 

ri·Jtic.:t~ dif il7!rcn i;!eponr.Jicndo de su f:Íbri'CaciórÍ~ · -LOs- gefc's"'.t.1Cl-1Cn- una· 
c~trüctura tr idimen~ion=il m~y ,~bicrt.~/:~ ~G~" c~rr~~-~;:/~~~r-~h~~}~---~¿~~-~-"-~_l: ,~n.-
t.r~la=:i.mient.o da c.:tdcn;i~ l.:tr~.:i:s_·-~~-'··~Ó-lim~~~~--~-:- L~:::m~;b·~¡-~~/¡j~{~~~::;~-·~c~c3 
~icncn grupos quimico~ C¡¡paccs : -~~ · ~~-ó-~~~/ -~g~<i_.-t'·.~:~¡;·~~;(~-i ~~'{~~~-~e~·.·::· ·En 

13 ab:lor e ión ·. provoc:. • el".' :.~-i n-~-h;~~'.~~·~~; J~ ~:.1 ~-:· · '-:;~·t)~c LJ·;:i. . ·Jc-
'~'°"-=--'.c=i:~i-:-" ~: _.-_--=-"-'~ .:~;,··_:::...:~..:::;:~.::~·--_: - . 

Jando huecos cm el .geL El ~e·l· .-~á~ --~~~'tCado-_pa~~~ :~~.;i6in~s·:;¡.· · 'parn-_ lil. 

m.:tyori.i de l;:i!l :n:acromolócul.:i:i do ~~-~-~r-~~---.-~·.i:~~~~-~ii::~· as ~-1 Saph.:td~x 
<nombre comercial) (10). 

Si se hace pasa-r por uná columna dt'! Sei.ttioidc::< una ma:cla de pro-

huecos c:!el gel y ~e "rctro:u:;an"', rnient.ra~ que las moléculas grande!; c;uc 

por ~u t.;im;iMo no ent.-r.:in al gel hicl-r.:tt.ar.Jo (!le excluyen), recorren r:.pit.Ja-

mente la columna. La~ molécula~ di'! tll.n,a.no intermedio salen inmediilt.amen-

t.e t.!c~pu~s que la:. m~:i yran\Jcs y l.:t~ mol~culas má~ pcquct'1.J.'3 permanecen 
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rn<71!: t.ic1npo cm el. gal y por lo t.nnt.o salct:l al .finz:i.l. 

Como las molécUl.:i~ -s~ Jist..ribuy~n d~ -~cucrd<? a )i.U t..a.m.:ino Cpc~o 

molc:culZ).r) el mé-todo e:; _muy socOrrido ·p~cc1$arn~~-{c··.·~ara ln detcrhlinaci6n 

t.IC" pe~o~ molccula.re!i· u:;.:intlo com~ rc~crcncia_:.i··~·'.~~;i~~-;~d;>.·d:·:d~>~asé{ por la 
'. >. - ·_' -· ·. -_ . -, .:~'-~ -.".:: :- - -. -~: :· ; : . -

columnz.:. de prot.cínató de PM conocidO •. Tu~~i~~~_-:-c.~-~,~~-~-t.ra.a~li~;~~c.i6n para 

13 clin1iri:.ci6n de s:ale:s 6 iOnc:S Y:l que s~n-_mo16·~:UÍa~· muy·-~~~~~~~$~<;: . 
. : . -. '.'.·:::-_: :-~:,_:;'.'-': f::~- ':,.-·,: ·::·:'.'../' 

bl Cromntogr¿,f1a de !ntcrcamL>io:¿~fcd;~i-'i_ ~<i ,, )_;' ''~ ,.. . 

que . cu u~:s~:~ t::: e::~: ro:::0::::::o:~~~::~~f r,~1~~7~~~~ss:~~~g~,,~1~~~~!-' 
ter:>ccioncs d<> c:.rg::. el6ctric:.. ,: , '';:·::• ,f,~; ';;.;~:~,; "'' ';:?;:;: ~ :,' ;~·:, :·- _ . 

él- cóMpor_~nmicn~o ió~i~o--¿~~- -i:,~~ 'P'f~"[~_TOZí~~~f~!: c'~~-!:_r~!i-~~d¿_~-~~~ 
el, ~ámcro y t.ipo Je gru?oS io~-i:~-~i:~ -:~?~-~t~~'.:~c~~~~-~~/Po :~-=~·-

, .-.,, , ,. ·,:';;V·' -.~' 

co:•portnmicnto puede cxp11ccr~c cn.1un,é:16~,c1d~~:~H.~; !''~;~~:p,¡c1~;h.,c 
proteína~ tienen cilrga~. po!:>i t.ivas_.y:· ~ .'p!·:( ; bt.a~-íco·;·.·_; ifc;ncn·,~.cr1rQ3S})ieg:i.tr~ 

va!:. Exi ~te. un· v~lor _dC:. ~< en: ef~'qUci~~~-~~i·;'.-ijÓ1~c~~,:;-~:~rc:;~~~~~:r~~t~iv~_¿>\-' 
ncg:st.iy?'.~ __ e~ ~·1·;~~f~mo ';« c~~-g~ :_.;;·~-~;:~-· ó:>:5.~:--~~~>2~~%6~-~~t;g"¡~6~~~ti~~-~~-'}~c;~¡-¿c·:.. 
tri co' de l¿, pro~c1,~~ en) :e,-' ' ,, ''ic ,:;" p :;;]-i!if;:) }~{~.';,::¡~>;; ' .·, ·.•·. ·. 

El 1u~da~e:;tjt.o·:_ dG·~· 1ii · i:r-~,,.~-~Osraf 1~-:-dc-,-:_~~~.~~-cá·~bio.<(~.tiic~ riC.'.:ba!;a 

en· ·1.:ia intdr~·~~·?o~:J~<'.·~~~ ~~~~é~}3~' ~-·: ~Cpa·~-¿·r ·.c~·ri"'-'i1~~{~~~~~~~ /J~-~;iD~--\-e!:ii
n~S·. üti i lZ~~~~f~i~~i~-f a-se~- -es-tac i-Cmar.i"~:-0-~-~=-E-Xf¿'t:C:Un~;~--.:vari~d·ad -~el'.'ormq ~ 
re~·in3:;'· -~ J~~.:-~~-:.-~pi-i~~n· p:ir:t este ti~ da- crom:t.to!dr~fi-3;-;:-se t.r3t.a de 

~cdes<~~i-d;-~-~~:~~:~o~~-lc~··~c ·polímero~ cnt.rcln:l:dO!: _con cadena~ cort~s que 
_'-',·,·_.:;_:-

t.ie'ncn. ·gru?ó~ ·.fUnC.ionalcs ioni::3blc!:i. Lo:; rí1ás conocido::> son los pol irnc.--
:. - . '_«;:, 

ro$ de c~iUlo!:.n, dextr¡¡ne~ y agnro~~ con grupo~ funcionale!: como cur-

boxim6ti1:· (CM) y dictila.minoctil COEAE>: 
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'fj/ Cli[C~ 
R-0-C!i¡"CH,:HN . 

...... f'"t¿':IJ 
oiat.i t:i~ino;,t.i FcÓEriE> 

1.- IntCrcaMbio ani6nico~ 
;:~,'e>)~~<,< '.·:,C >-: ."·. -.- :-_,: 

Si:! llc'v.a a.-C.abO cuahdci_.,ia rosina· tií!na '.'.--~~-~_ga$ posit.·i".'<lS _i?"n.:su 

~upcrticia. n1 h.:icc!' p:is:ir !lob1'e -e11;::..··un.:i meié:la;=j~\.·, P~i"t;V~~~:~.{~~:~:{~~é~2 
tas en un amortiguador apropié:do> aquel i~-~---~~e-:-p':;~~ 'i)í~:~~:?~.~~'i;¿f'~;e?~--;_d~·-,·~H, 

03tli..1uicr:in c;irga ncf;)ath1.:i se peg:ir~n ·_3 ~;is ~~s1n·;·:\~-~~'.-~.~~~'.f,:-l:~-~\i.:1 ~'~{~{~~-~~~ 
tát.:.ca; las protoinas que no .-se unan :~~-,'._d.iiU~di~:~'.~~;~:·~--~~~~~:~:)~~~;_'. l~: .. -~-~i~-~~ 
na s:i l i en do . La rec upcr =ic i óri de: _ l ~s' -.-· ·p·~9 ~-~;~-~d~':·:t~~~~;~ ·~·.:::!~·e __ f~·~ .~ ~-t ~ ~'.i 1.!:L s ~: 
pucCQ hacerse ca11'1biando el. pH,-.~·_-10. G~o -h~~~:·--.~~~¿~~·:''C~~l·~~l-~ --~¡· ~:~~1~~r t.~~{c:~-~o 

·'- - ' , '·4. :,--·• . .' .- .. ~ . , ... ,_ .. -

ion i co do l.:>.'3 prot.e1n~s- y Por·~---ió·: t·~nt.o;:·-ºaU~:·~~-r:i.-_~c i~~.'.'.'~-?r :Í~"---~~~.:in:i·~--
:- .. ,.,.-:-, -, ·::-: ._., ~-· ;--

~ ·:_._·):f-

E~oi m16~~~~i~~~~¡;;~;;,;,~;l;, ~¡'.¡~.;,, ..,¿"~~~~,,~~{~_rcsi.n:i .ticn<> 
grupo~ con cargz¡s ncgat.iv~~ ~-' ·{~~- ~;~¡~i~~~ ·can·~ cir9~-~-po~i·¡~~~ son la~ 
que i.nt.er.:t.ct.ó.:>.n con c:ll.:>., l.:>.s ~ue_ ~-0:~:.:,:~:~-i;J~-~~.r;~~J_-i·d.i/~~~¡nn~;:al·: C~ffibio- .Je 

pH romperá las tuerzas·· c¡c~t~b:~Í::i·~,¡-~~~'~:.i~~-~-·~:, i~a :~eiJµ~·r-~ci·6~ de -:--~~t. .. m~l_Q-
···:< .. :--,:_,·,_:-." ;_ ·.,>·'._." ..... 

cul"~ 4'"' "" pag:iron " 13 rc~irt" }(j~}t · · ·; .{ ;~; .J\ , 

e> Cromatograf1a.'del\finidai:i;: ::•.;:> << .. ·¡;;'(f;, 
'":>'\ ".::;~~ -1-"':>: : '· '~} . ' . 

E!l un lipo ·d~·, cr~ma~:O~r3f~~-~}-~~·:·:~.P~~~,i_C~~~ ~-;~i~'t,i·~~~:;~·'i~ ·:~-~~i.en-
t.c pero ha rc~ult;ido de' tra~cendento'- J¡~i'i,~~~ .. -~6~·,,i,~.' :~¿r~:~-¡:·~t~,~-Ú;:J da 

'-'--~· ~-- . 
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~u aplic<J.ci6n. El pr;imcr t.r.:i~ajo,· on ·1910, fué una·· .:id~orci6n salcct.iva 

sobro almidón; sin·embargo el m6t~-do.~ tciñta-~.-~ai-'i~s .:·i'nconvc-
'-;_:.' .. ' .. -_-· :-·: . . _ . 

nicut.c~. En 1967 , AXCn, Porat.h y Er·~~=ic~ reP~~~~~0~-".4~~-·-mO,i~-~~l~';l 't:on 

grupo~ amino primarios pod1an u.coplZlrsc .a rc~~s--::~~-:::~~~i~~~~-~·id~~-~activn
y,,.-;; con bromuro Je ci.:.n6gcno; to.que: mari::¿---.~-1~{~-¡~:-i:~~:l~~~:i·l-: Ci-óm·at°'='r:itta 

de afinidad como una t~cnica. dc··scpara·é:iO~--~:d~'-{is~·-~-¿~~¿i;·:·.-~.~Á~: p~-~í:_ii-º de-

197 4 h:m 3p3rec ido una i nf inid:>d .d<> ~;,~;;;'~;. ¿'~~~~Jª~~~~ f.ir ~i,fer"'n~~s 
lig<>ndo<>, que pueden ser: <:u<:tr~tos;- ánÚ~ucr~o,;;~ .nÚC!~6tidos, <>te: 

P:lra h"ccr l" "ºP~raci6.n ~~ J:J~:":~jt~~~:/'~1;~¡f~"'a:g:l~'do bfoe<i'-· 
pee 11 ico que púcda ser unido· coval~~··te~¡.;·t.·c:ia::·u~~-: ·~~~rf.·:~~~:;;; .. ·~~~:~~~p~~~~~ 

•,-:J;.;_:·." .,,., 

4uc :~:¡e 1 ;.IJ..:indo--· i nmob i ii~~¡jc{'_~e~·~(c~'P~:i;'ü~~,'r~,t~n~ ;~: ,·póf~.;~~:_i ~t4~~ ·-º-~P~.~-1 ! i-
f ~ca, ia· prOte1~i de.-. i~_;~-~~~-~---;,~~C~~~~~;r~~C-~'~?-~~-u~ pb:;_s~--;h~~~~----~Aido·~--:P.~~:~ 
·:l:ln Je l;ir~o~ y ~d~p~~~ t?~·¿,{~~-ij·~:~·~~~-~: f-~-~~~-~-~·.:.: ?e:.: 1 ib~-ra· ~--~ª·· : -~~~~~~n·,/; ~i~~ 

~-:-~~~---, ·:i_:':. "~ ,. .. 
~ • ',• ·,_ ',<:·:"·· ' 'po -.. . 

La: c·r?ftiatOg~af ·1~-~'.-d~'º ~~'-int'¿~~ -.es· uti l iz~da para el ai~~amien~o. de 
--,;·-·· 

pr,ot.Qin:í-3 ~C;mo:-'.c~zfm~; ,-~n~i~uor·P~s ': -_i~c t.in.:a~, IJl i coprotÉ:!1 n3:l, pr'ot.Otn:i.s 

pla~rnát.i~a~·,- :drii~ C'OkO )lO~nlOna~-,---:.ciCos nucleico$ ~- intorfcr611 pril!cipal-

E!ectroforeSi~ 

L.:i elcct.r0fo~~5:·{'3·.:::~_,:~~<~éf.i·~~· >c·omo la migr.:ici6n ·Je l3s p.:irt.icu

las con carga h.ic'ia·: i_o~·~~O~~s,'.~~~:~·I.t.·_~:~~· ·c'áOOdo) 6 Tiegat.ivo ccát.Odo) de· un 

campo al6ct.rico: -.,~~·:¡-.-~~a~:f,j~::;¡~~:'.:~~¿-ib¿~~--"~º~-~- il~i~ii~~dos on el ·c~tudio de 

ia· composici6tj>Y _en:·-:i~}:Sep~~~~C-16r;)~:'de>.~Cz·c1a.s complaJas de protc1na~ y 
.",c-''i···'.'-.-;\, :¡ i rva -~J~mj,s c.omO ; e r t tkr_iO :·:ilé·':·~;~¡.~:3:~-»_,,,._ .... ' 



ción de dos de !:Us caractcr1~tica5::: la .c:arga cléct.-~i~a · .. ·~>.::~1~:'.~ci·~;/~o~e~~· 
Es ,).~i como - rie h:m iJa.:i.do inf inid.:i.d ,'da .-~6¿~-rJ~~ ~~i\;ctr·~·f~:~ót.ié:is. 

diferentes qu~ pa~t.~~.de"J. mi!iiao .PriiiCipfO-:·,. ···-~,,.:: ___ ;.~)~:·~:~: .. :· ;,;::"{· :..:~.;~::>~~·-~_:; 
l.3.r. 

L3 · alectroforasi!l tué int.roducida ~~~: .-ri·~-ii~ri'~'~~t~-~~·.(193?)/ :Josd;· 

19' 

enton~-as, ~º~.--~,~-·:,i~~-~-~-?~~~: _d~_ t~tn1c~s m~ii ~~~t;~~¡~-i{~~~~_;:~:}~~~~;~d~~·~i-~-~~-~< ~-· 
- ' ' ··- -- - . ·.·.,~~l.~-~-'"--~- ~-

C•:in'3i·~.;-~-~,b-lé~~li~>~~ ;lp11·c-:l{ión·;-- ' --.,;_ ·- - --·;-;~~~.,_;~-~;_~~¡,,,~:~,=~~~~:.:.~~~- ___ "' 

El p_r·~·ca!:o_· rcqUic~c de un ~oporta ·sabre ~-r~-i-tich/~¿~-~~:-\~i~-~~;~-~-
protain.:is y un pot""º i:i1 rc.1éct~ r¿ó '.:L'y:. < 

m~gni tud pr·~voque ·1a ruovi 1 i_Zrici·!m. 
- ---.: o -~ ="- """---·· .. ~""-- .-

' -_;. - ,._~ 

Lo:¡ ~Oport.es in~~ conocí.Jo~ ~on el p.:ipcl tilt.rO; ~i ·::i_c.cl;t.d .Je 

cclulo<;.a, ~~s ·.~e~~~ .dc_almid6n, ag~ro!:a y policicril~midá c'#r\A>./·:·'LO!:' $0-

port.a~ de Pl\O :¡tJn .io":i Mi:¡ ut.iliz.:i.Jo:¡, y.:i 1...1ue p~rmitcn ·:{r~~Úi.Ü.á'i~'ri'~~- d~"' 
-_.;. '·:.:).·:::: 

mnyor calid~d·;·:d~b-¡dO- a- c;ua_ combinan ln~ vcnta.Jas· de~;l'il'.··etc~t~bf~~~si~ 

con -l.:.~ Je .;Ja _fj_~ t.r~c i_6_~ __ n:'olccul3r y pori.:¡ue pcr~i.t~~ · ~~ ~ ~;~.J~,· ~~;;~- iJé 
~ ;_; _ ___::,-

. -.· ._ . 
d3 y N, N bi":S-~C r i l.:i'!'ic.J3). · ''.'.:~ \ :' 

Se preµaran ·las placa~ y sa coloca un nóm"crO. v.i~·iabi·~-- a~·-,. muas-
:.,,· _-·_, .. : : . 

t.r3~ un3 junto a l.3 ot.r:i; \JO!Sde C::ie momcrit.o com{cnz;:: 13.~_6:aP3raci6n ·y:i 

qua e~ _gel actüa como un toimtz para las m_czcl~s dQ ¡:;rotC.t·nas·! qi.Jc' con-



io 
t.ie:n~n moléculas de ¿,uy diverso tamano. Se aPlica:el pot'et1cial del c¡impo 

antonces·-u~petÍdic'nclo .da1~· nómoro. y 

la nat.uraieZa·_ de ·1as -:cZ>.rgas. 
., -: -<··.-·>:(_··~,:· 

se:parelción, la placa_ pód~á-, tonirse «con 

ne\)rO camido ·6-·azul brillante de Coom3ssie princ i.p3lmont~.~\-; ~-~~~'~'3~~·,::f"i:.. 
jarse y conservarse, para podar cornparar con mayor tá'ci.'1-~~a~~:y-:p-~~'~{S16n 

una. vez: terminada la 

los patrones clect.rofor6tico~ obtenidos C16). 

METn80L!SMO nNnEROB!O PRODUCTOR DE EN~RGin .. 

El concepto mct~boli~mo describe.el conjunto de mcc3nismo~ rQ~

pom:ab1e~ d~- m:aritane\ .. _- los ~ro¡eso~_::V~ta~·as>:!e-.u_n or'g.ini!;-mo. Sin·ernb?rgo, 

~l: l6rrñ.i no-~n ~u· _OxP,rCS'ión .-m~s .::lenCt.11':i::_, qu.iár-á _dCC.ir l i ter::ilmcnte ·'Cam-

·bio"'. 

.encr.gia 

prOd~c ·ir · 6 · dCsarro:-
.,-··· -

la capacidad-de pro~ucir· cam-

bios~como en las reacciones ~~~raJativa~ (c3t,.).bolismol, 6 Coméi en 1~5 

reacciones de ~inta!:is (an.:ibolismol del metabolis:mo en ~-~n--or·g,ini~mo1 

ocurre ~r::icias 3 la presencia de energía. 

El alrnaccnar11icnto y la obte:nción de energia se rcali:i:a a p~rt.ir 

da hidratos de c::irbono, 11piUos y protQ1nas; la ~nerg1a encerrada en la 

estructura de estag moléculas org~nicag se tran~ficre en forma continua 

::i molécul::is de adcnosin trifo~fato <nTPl, a su vez, la encrg1a almacena-

da en la e~tructura de la molécula de ATP en forma de enlace~ fosfato, 



e~ tr.:iiisf~~n·.ida ';>. otr.:i; a.~1 1.:i c6lula puede. a~~de·r:_:p.:irc-i:::l.l~erit~. la~ ·cxi

gcmcias de encrg1a para realizar sus funciones; en ganei-"a1,· .. él ,proceso 
:·, " 

recibe el nombre de melaboli:Imo .:in:icrobio proJuctor: Je.enCr91.3..,--

Est.e:. tipo de mctc:>.bol ismo. productor de cncrg1a e-Gtá rcpras~rt

t.:iJo principalmente por la gluc6lisi:i. Otr.;,s mec;inismos ·co-~ ··el ~i~~C.t', 

objetiVO, - son va.riacioncs complcmentaricis de_ ést·~··proccsO:: ... bá.Si·~:ó.;.-: 
.. " . - - . ---- - ·_-~. - - - .. 

En lo. gluc6lisis, l.3 ~C:g~ad.:ic~.~n. d~ 13 glucos.:i, _;da _::·como r~:iul-
'- '-"°'-' 

lado rnoléculas de cil ta energia- <nTP>, Y .. ~aCt'a\0 cO~O-P~.;'d~~-i~~¿.fi'naf(-ha";,-

un producto 1•1t.crmcdio import;:in.t.e, .-.01 .pi·~~~~.:i~~~-~,~~~~:·~~~~'::~~~~~~~~· f'.Cacc i~
ncs puede -dc:>.r or19-en a -otrc:fs--~-~1as:~ taMb.iért:~;;::tUr\da~c:ntéliCS~ ·:~~f-~~i~ -~~~\·cn~r 
1.:is f une iono!l oe ·un !=>:r9an_ · i!3_ m.·o_·~ ~.:~ ·.~;~~;--~;~~.:/:~' '"--~~~:;~. ,·;..:;._;.~_.~::) · -··"º' ~ ·0··~-- 0~ ~.-~·.:. -~-~-:~~{·:~·-,. 

-· ,<;·.\·--, ; 

t.:c:L giUc61 ú;_i~''.·~~::des-~·~.roi'ia ':."~6'~';il-~~·.;~~i~-~·i~~·é-~\ ··c:;tj~ec~~i ~~·~·-da- un 

grupo· Ja 11 ~¡,·~i·m;~,;«:::6;-~~{~~;~:~·}~:¡;;:.~:4~:~'¡:·~,~b·~:{·~~d~:~~~-¡:;~ :~e· ~i"í:i:~: c~·;,~·1 .p~o~ 

ce"º ha réqucrido mu~hº"-~r\º" ~"\~"-:li."y1g~c~i", ;,.:.;": t'. .. } 
· Huch:l~: .. ~e _ 1.:i's::é~ziM~S .. :·h·~;.-·:'_$id0·:»,-·1,;l.f~'.~-~tJ~~,~·-~ _1,'? .:.:iJf;;i-h3 '::¡ido-"Uct.cr- · 

Mi nc:Lnta par~·:-.:: e if k~-t ia:~C~"i;tb'~¡~-;,~~dc~~\~~~-~a =~~ª ~áe'~i~~- -~:¡·~p~~·?·-~~{~;~-i~~a 
vi~ mat~bÓ~i~-;~"::;~~ :_j:~:~:~~'-;~·ii:~--.<¡~·~-J~{~~--;\~s- _f~n6m~~~~: _:,~~·~_::i~~·\-~~:~:~-~~- t:i-

E;C.2.7.1.40 

Ln clasifil:~ciÓii ·d~ la enzima está b~s.J.d<J. en el É!!;qucrñá. C!;ta-
__ -. _ .. -.. ":, .... - .· ,• ' 

blacido por l:i. Co~i..!3i,6rl 'd~- En~i!\'aS de l.:.. Unión tntérnacit?n=t.l Je ·Bi~qu1-

mica, qua describe t'a.._nc:LtÚr.alc'~a de lci reacci'6n, el tipO·~c rccicci6n y 
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.·· -.. ·.· 
E. C. = Erlzyme Comm is í Of'.l Numbe·r .. i :ng·. 

2 ~ Tr"ans112r:is:¡: :··:.··_/;:\>~--.:~_-::; 
7 : ErlziMZl que· transfiCro.- un ~_gr_Ui:X? ':~~t'~~O:~-- "---. . 

. . . ·.: :"i~<i ;.~~ '----~,., 

Fosfot.r.:ln!ifar~sa_ q~é· '=l:C·~~~~-~::i;~~-~'i~ ~n·; ;'~;t;¡J~t.~ _y:;ue t.icm_e 

40 ~:~::::: ::,::0~"::::-.ªc~p:~tP' sUf~ ~.:~<· .. . 
~~,~ ··:4,.~~l.,., ... ~1~2,: E2.~ ... ~ 

La piruvato cin<lsa .c<it.alí:a ia·.'.-tr.D'~~fet:~'n~·i'a -~:·¿a;~ ~O~t~tO ·-d~i-· 

to~toetio~pirUV3to <PEP>' :ll .. ~~~~~~~~~- di fOSf:i.t.O- ·tt\ÜP.->i~'.:-;,~'·: t~[·;~~:-.· ~de~Odí·n 
tri fosfato (l\TP> y pil'uvato.• • •··• · ··•c.: ';'·{~~{ .. f.· 

La cn:eima requfor<> para su·acÚvid~~ d~·\¿t;i~~~~.'~~=: iones 

Mg2+ 6 Mn 2+ Y·<-'<> un c;itlÓn monovi>lc1lto cis>:que'puo<l~ 
-.'., - . '. ·-" '·- ~ 

C!;+_· -C~·l K+' es éi :cictiVt>.dor ~·.l<iiolggi'c~) ~· ·~~...;·! i~~ ·.·~.U~it;~ 
-" - -~- . . .·-; . - ' ... 

·~~~ ~~-: .Rb+ ó 

·.el .AOP éabe 

~orzrsa·r.: u.n.: c~mP~o_j~._'~:m~~~_\j~ unir:;e':a l":l 

'rlRUV~To ~~rtu\s~ ; ·• <\ · 

PEP.+ ADP ~:;::__:;_:;._,.;'.·;~2 .. ; ~¡~UVl1TO + 11TP 
- __, ·;:_;:: --.;s"::~· :'.<~ \.. 

~~-.,....~.,.,..__, Mg 2+, K~ 
·~~·-

._ "-'.', ·':·/.-;!/_>~·:.:-~:;::, .. ·~ .. -.. ,., ., .. · ,-- .·-
LZI: -~'ézi~i'i:~~:'.~.í~~·'..: i'.~--r·~~c.:r~¡b1e en· ln.s condic ioni:-s int.raccl~li:ir~,-

por lo cu<lt' cl._-equ¡.'(¡br·io- o.St.á Uaspl~za.Jo h~ci.'.l la.'produc.c.16n_ ·_d-e ·pi.~u
·vato C!9). 

El ion Ca 2+ se con~idera. corno un inhibidor ·de lh·}cáC'Ción ya 
" . ' -. . .': .. "." ~ .. 

~uo compi t.e con los ion-25 Mg 2+ 6 !'1n Z+ y :;.i -;e uno_ con .la en'z{M:3, forma. 

un complejo inacttvo. Tcmbién !;C ha damost.rzido inhibición :p'a~:·~TP. Y fe

nil~l~nin~ como lo indic~n Srivast~va y 9acker (20). 
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- ~ . ", - ., ·~. '_-

El aislamicnt.o de la enzima ·:·ha pcrmi'tido ---~~tá~l~éer~·;Su--:~·impor._-
loncia en al cont~ol d~ l;:i ~lÚ .. ~6i"i:aÍ~·:\1. r~/ ~-~~coriC~~-~:::c~-i~~~P~~: :~.~;·:·p~o~ · 

_,_,,:, .·; .. ·: '·~· ·' : - ·. . ··.:. . ' 

picdeldcs rcgul~dora~, ~_.9u~ ~u_-pr·~~U~t-0,~~ cl>pi~uva_~O', - ~irv_e como· sUstrat.o 

Uc un !Jr;:in n(Jmero 'da -v1a'3 ~~~b-6'i'i~;~ -~.\i~ tal -m~-~~-_rá~~ -'~u~.~·~-~·¡:~-~-~··~~--\:~.;-:~-, 
anzima como in~ersecc16n··-~~~a·b.6'i'l.é~-'.'Pr"i.-~~·r·i~·. < · ·· ·· -... -·- .. :; ,. 

El t~rroino illost~;i~o.i,sigÍJt;t.ica. ~t~r;;;a il~tC>~o;~i;'; .. Cdol \lriego 

otro· y :St_;;i~,,~~;-'=:}gi"~aY:~ ¿-~ EF MiiC.inh:mo~----~-a10stórico-~d~:.:~-1:;~:~,-~ PC; __ se_:_-/· allo!ii 

e rae. opcr~ P~.:~:' --~-~>-~~A~~~:' .~~r~·.":-~t -.~::~~-i '.c~mp·1:aJo ·noP-M9. ~n.·' ti~-~~~-i'ti·c;.: e~pcc"i- .

f ico- de -lLi'. ~~:!i~~-(~U~-:~~-~~ef~~~:Í·:·~~~~-t~~'.-'·ª-ct:f~o, .. i.~: 'C_u,~1'=··--~-~-¿d~:c~={h!i~ cClmbio 
,-_ - .-- • ".o-. _: :, ;::~ '- . ·-~· 1 -

en -i:a-: ~t~-~~-t~:~~~~~-.~·,c,~~'.f:··p~:~·~~1_rja 4Je · u.i_~ciJiR_~ rc!lul tndo ·-un:1 ~forma· ~~i:~·.3c.:.-

t.íva, .- ~on .:l-~ ~-~~~-:. ~~:·:.f.·~~ii"'{i\~ .. -~· la· entradLl de la· pr in\ara· -.~~ió~~i;·:'d~·:_~u~-
t.r:ito, :->)!l~~:- ~~'-~:~ ,~~~-~·~-~-~~i.li-t~ -1~ cntr:id:. Je ~i.r:. ·~o¡~-~S1;::.-~:·~~-~~~·r·~-iit·i~-
mo>, .. Y. a~í .. :s.u:~~-~;viMci'nt.c··: hn~ta que :-~e t>atu;~ l~-· 
cu:lnJo -·;~·-:_~C:·:'.~~6~~-j~-.:~"-:·~u-m.1Xim3 c;ipaci':l~d- C2.~>.. -~ .. -~-~-;-.:._:_~·:::.·\.-."::;; >~'.''.:~· -. 

En¡:74, ipor un lado flory y col;j CÚ) /p~r; ó~fr'--h¡jo -~µl<irk 
'l. Slo,¡h;i.; (23>:. ~ptorm'ini.ron qU<> 13 fr~~to~a .\'.6'°P,2 M·~~··-~Í;infn;~~~" mo..: 

cuiacorcii aÍoité~.-i~o~,';de la enzim~. ,.,; • i:i'h ,'j _,} ,_ \; ·~··,·········· 
·--~ :,__,···"°-·.~. _·.'-·~·.·-~··_·_:·.· .• ~·--.·· ___ ·_.· - ."''-J ,_. __ , ...:.:....::.L. .• "-' - ., ·~~;} ::'·:,:_.:~'"-º~; ::,; 

,_ ,- ' ".- ',, -..-": .... ' .- .... ~?~~~~:.:o,~ii:~~:i~~~<~:{i/-=:>'.:--:.····~-:. ·:, ---~·-;->~ ~--· --- > 

Las~- on=ima'3.: ;ilorit.6r:i i:.:i-:¡·:.cOn~ti t.UYan -un=meCSriiSmo-:!i'-cgu"l3·dOr; --lo 
, ::~-~'. ·.-':'::,1 ~< ·, :~~.;~ '.:> '..1·~J~:;'._r,~;~ -,;:;::.,:{~-,;~ -;'. .... _:.:~: ~<- :·. ~-.:f ~. ·-<:.t::'.:--.;~7:::~;>~-e-~'::t~~. ·\;-~'~t~ ;;-;'·::::-':·.;- _,. ':> .- ~ ·.:--::. 

que .implica ~la~·~n;6f1._''."~e:'Ur:r.modifi.Cador, eri·.:ta··ere:!ima.·,Cmodulador· alos-t.óri-
•. ¡--;··~· - . ,-'. 

co> '-1~~--·-;i1t.C·~;-.:::"i~VóSt.~-~·é·_túr3'-'•~cj~· 13. p·~otéifl3. \Je :.~-'.~~~Ct_J~::co~--16s nccc~i-
,-::~r: 

d.ides··:-dé;)·~·-:·/~~~~-~-~-~·.· :'~~{·.~.eci r·~- -fá.voréi:icndo lá- en~i-.1dD.:'. Cc.1- 'sust.rato ::;i e!i 

.. ·. :~:~.t,~:.:v . .:_:·.:·/.'- ·: .. , .. -
'-{UC'.?'?' r'cqui_ar:".~:)~_~,~V.3r. l:a·- c·oncant.r3ci6!1 del producto··6 bien, rnodific:mdo 

lil es~·~¿·~,t.~·~~·::.:~-~:.·.:·~-~'t<:~~ancrz.·'que se impide z.1 sustrato ·i::-mbonz.r en el ccn-

tro .. ~~·~{~~-.~ic;,,~ua3n.Jo 13 .;:ictivh!:ld an..dm~tic3 en cuyo c:l~o ze ll;ima. in-

hibidor 'ñ(os't.ér Íco. 



Rcynard, Hnss, J~cob~cn y Boycr C24) proponen un e~qucma para 

~escribir Je una.· manera ~ancill~ el centro activo cle l~ PC y la form:l.da 

~co~l~rse del PEP y /'\OP: 

noP 

O O O CH,_ 
11 11 11 11 

n~cnina--Ribo~a--P--0--P--O--P~O--C 

be ~e bG 

De lo anterior s~ derivnron vario~ conocimt~nto~: 

;a) H=-.y t.r.:m::ifcrc:ncia. Jircct.a d~l yrupo to~~:..t.o dal r.Jon:ii..!or .31 

~ccptor. 

b> Prescncill de un· centro ncti~o al' .. ql.ic.p~~-dcn '~coPlár_sc·_ el>"t\OP 
6.c1.·irt¡>.y <!.l~¡>E~.6.<?J.~f_i_i:J,.'~ºit. ~.: ·~it'::·;: .~ .• ~.:~:.~~:.. 

e> H~y inhi.bic l6n·-p0r·_,A.r~; yil: -.~ue_' n:rP :Y:,_PEP .:~~S:~~·.;i{~-~.P~:~: co1no 

lÓ muc!lt.r.:i .a1 ··c~Q~6ma·. . ·:;y:,:.· ,·¿ · ·{!:{~:':;. -~~~/•\: <-~:~'>· 

d> La -combi.'13c_iJn··~O~~-~EP~ cs· 1a: Alá·~ a~~-~u~~~ .:P:á-~a· fa-~~:~~:~~~ el 

equilibrio ,~JiOé~,i"~·~-:· 
. ·~'.· 

Lo~ adclan~Os·:e·n c:l e!:t.~dio da la piruvato cina~<J. ~<ln rcq'ucirido 

an l.3 m3yor13 iJc l~::J __ caso~ \~l ai~l:.micnt.a y purific::ici6n Ja la cn~i~. 

La PC·ha sido· principalmente preparada a partir del mó~culo de 

conejo. Süchncr y Ptleidcrer C25) en 1955 la :.i~l~ron, meJor3ndo ligo-

24 



r.amcnte loo:; rc~últados -c30% de rendimiento) de KaC:hmar y Boyer. que yn .1~ 

h.:ibi.:in .:ii~l01.do _(26~_28%). auni..¡ue con cViUancias de impu~-~~~~·: t.:iiCs como 

la aldÓ~as~···'co-.'.,95~)··>·-la---éJc~hidrogenasa _láct.ica_ co .. 2;, ;/e i~: 91i~~r-;;fo!;fa-
::_~:> :/~/~; 

. . -- . ~ . . ·- . :. ·:;, : . ' 

cornbi n~r~n -·2 Mó~~~~~~~:~~j,~:~§~'Pt~-~~~~i~~- . con 

" ._, __ 

t.o c.Jc$h_idr~cn3s3. c_o. 09~>. 

'".,'--- -
~u1·t . .:l t.o '~Q\~~º~·n_i-~.-~~· ~~-~ ';~~l_v~~-~~~~~--~-fg~~~~~~~:~;j~ª~~i~~!.~.~~~~:~;~,~\~i-~5~~~-;--_- in~ 
ac t.i var' Pr~-t~i~·ns·«-".f 0 c·cnt.r i f~g~C-iorié¿ .suceisivzis ~--·-.--1o·~·cuaF hai:e':iel~ p_r,'6iciso· 
muy l~:~~~->~ -~·~-~Y{f~ .. i :·=~-~--T~ori~rol~r_';-/;:_··;. _: "· ·. ··<º;~~--º~~~-~~:.>-~~t~-r::·~·:-·' .-s~.,_·-~,~h~~ --

-; ."'.<·' :•·,¿:··· -:-f;,>-':_:;- , -_. 'e ,-f,, '.,~.i)~, 

P~r --ot·ra:-·p~r-tc, -'.:··~co-m?ar~ron. ~.ü~·?f'~~~¡;¿t.f.·~;;s·: ~~t~a¿~:-: ~o~·=~i- ·ut.i.:.. 
liz=iúo por Kubo'"i~z y ou; c:?sí qd;;';:;"t~ihi~i~i'~~~,~i,. 'cf;,~'~1i.J:id l<iPC · 
de múozculo humanó- <C1·1~~ ·;- quér1;n·:·aiS1a·rxen·-rea1i\:íi.d··::t'a .V~b~~i-dr?g~nn_s~ 

15.ct.ic~> con un 10%-·d~·~r-~n;:st·m·f;::·~·t.ó·:Y>':ii.~-_;¿'pft~~'r __ ·e{ ~ó~'?~~-·:) l.~~:f~~:;~~-'at~.: · 
lar 1 g de la ~n~tm~:;"C~~,~~f~·L-¡,~g~-'.~~i¡·~d~~~~{~i'J;i~·> 

Pm 1959 Ti;t~§ 9~¡:f6;fii~;,;;7¡ ~1~1Í m~;o~~db ·~~~h..; }1 pro

c~so de pu r i -f i C ClC Í Ó~-;;_'. ~->-p·;a;;: tt~~~:de·~~írlS~\Ú ~ -~-d~ '.-=c·onej O·, .. -.:ob:t:~:~-~~~ndó' ::'µn ~. r·cnd i -
mia11t.o cJel d.0% a1~{ cri~t.~-~~~·- .. b'iPf~~~fil~1~s-_)·!~~~go~~~-i~'.3-.'::~e:;'.5'p~_6_j(i·-~,~~J::-n•~!1to 

! mm·dc 1Zir90' con un _aumci~to-~·de'_·~~~Í.~i~~~)d-~~~~Ó~,:~~~~::~~'~?-~fi-~{~'{t~~·~i:~~ 
'-~"· , 

..i;,13o~. IVJcm~,;; pudieron concl\J1rqLJ??;~~t;;~~~~jf~~f~t~{~',~,~::X';\¿l, s~ 
de la~ prote1nas del extracto· originat ~ :;t<·~: .:),~:· ,._:.'.;,'.~¡7 ~, .... 

L:i PC da mc.i~culo Ja.-Con~jo- ~e ·di~i~·:· ~-~:~~::,~~·~h-'.:8~:ri·é°~.;~~-;·ai :~ét.~t..~ 
'·-'-';'"--- ,.-~" <-

u!:.::ido por Tiet.z. y Cchoa. 

C'3 un tctr~maro de P.M. ~prox. Ja .~-37~: QÚ~·:;~~~-·~·á¿bJát~'iJ~~·:-'>Je~;~-s~r(~'QQ'J"' Se 

hil obtenido Pe hil<itil con s ooo Ütmg(d~ p~;;t~1n.> {f~t~~f~,'~;,~\~.:1¿ocm " 
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.El ai!ii3inienio .. fUé. mciorando con eL_dé'sa_rr~.110·.- de -la· cromato

yraf 1=i; .Tanak3 -v · c~1s~-(;9·)~ :ob~~ic:ncn·~ · pe. e.Jo ~·itJ~J~-- Je<.;~t,3 ·,:ón .'~CtivbJ;:id 
eatJcC if ica."·dc~ .6~0 · ~>níg·:~~- p~:ot.cin3· con el· ~i~:.:~:~~~tj~~~a'_~~:;:~-~-,~:;tr:~~~JO: ex-

trae t.o, pre~ lp\ t.a~ ~é;, c.ºrl ·.,,;¡1 f "~º J~ dm;,n~~ :ú,s·o .. · .. ~.·.:.•_:ar~c:~·.·~.:~ .. 0
1

:-'.: .. v·~.·1~ ... : .. d .. :;~d}f.·._._:·e·~-0.1 . .":_~_·~.~~ 1ims .• ·t.. c1. cr.:-
mZltograt i" en- o,E/)E~Ce1.u'i6~~::::_ 1;}:-d~t~rm1~~~C16~·~-~~b . "' u. ...i. " 

· .. -,_;-:,, .-, . r·. -

mi<liondo al piruv<>to to~m"<lº .> p:irt}r J(, ¡>EP,~noÍ>, yH~r:gi/~~f:;-:ot.a.1nas. 
por· :-el métodO ·dé~ Siuret>' :-A·:·p·~~i~-y~:_,~~-:~~~~--~~{j:~\·r-;t;~-j·,J-:-~ ;,sa.~=_sugicrc::qu-:: ~h~y 
i~ocn=lr:3s_-- ~~,-~~6t::~~,¿~~~-·1~~-- ~~ii~:éSºt~~~~·n,~!~1:'~-e¿-~~~~-~·~~{~-c~~ {t~~~i~~;~~:~:1-o·~~:i1-iza_;: 
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:;o:::::::".:'.¡%;~,~~{.;¡~!4+~~11~1,~f ¿~~);i;:;: 
que ·ai~luro~ i~-~--~~-r~:~-~:~~:~.1-;~~;~.-:~:~:~~~~-~~d~·".:'.~~f.~~·?c,.;~_;:::u~;~~:~-~~-~:,e:n
•r"c 16n d" pr~t.;.~ri~ <L:6,~.fo'.~~S &f'{:~~rF;~~~·~~~~~-'f~EtE:,fr;;¡,-fa;i· y ,;~~ ··· · 
pi 1udax. G-25 •... a~c~~t.f~~do_'_~-~~:~~ f~~;-e~h'.;Í~-~'. '.\:·c~'i~:~ú~~-~- :~~~ i;~~:~~~~~ ::~~>·~ ifticirti
~uaWora?· .d:~_-_ ~~~¿~i~~~~~~r\~t1?6~~~~?~-~:~~:·:(f;~~;;~ · -~-\~·'.:~ · -~'.'.~t-~.~~- ~:~:~-:-:;:~~:,: __ ·;~:;_;~'.~-~~,:~ ;;;_>:~;;~~, , -.>.j,·_~:;.-;' · ·, 

:-::;. 

-· H~~""i~~é~~- :-~~~:,a·i~;J.;~!~\~~-~-~~~t·1~·~:i'e-~:~,n- .. 1~:: i.~~º~.t-~~-~ ~~---~~ -,:i~ :-~~::·-~-"- 'fi1 
con t, rol W~ 1-~ -~~¡-~~~-_1·"i~~O_'. h_~~~ t ~ -~ ~ ,· ·: ~-~~~ t¿"· -~~~ :. l·~ ,_~·~,ci~-~-1 ;~'It~_:'.~~~:;i; ·.:~~\1 ~:i~~ 
d~d puede int.i~¡~- .--~~~r·c 'lel -~c~·~~i:~-~~/-~~~-1-ri---.~i-t~;~~~~~J-~~-Í~-·~::~~--~-\-~;;~-~·~:i-1-:·:_ 

(32) __ ya_ ~cry_ian_-un C!;quema d~ purificelci6n qua incl~yc·cr~~:~-~~'.~;j;~~y¡ -¿-~~
~r.:idicmt.c de pH y cromatoqr.:if1:i Je .:itiñi.J3d~ ob~cniÓO~~-~:-;i~}i~J~j~~:~:~~~-~~: 
con .act.ividud especifica de 216 U/mg de protcinn". 

Ocspu65 Jal tr:i.bajo .Ja Kubowi t.z y Ott. en 1944, p:_~~¡ ~-~c:h,~' t.icm~-, 

po ~ntcs de ctuc !;a aislara la PC human<'.l y fuá ha~t<'.l 1971-:·C~n .'iO~"---Í.~~ba- · .. , 
jo~ anc::ibcz:i..Jo:¡ por J::icob:ion y col!:i. (33> que pu.rit_ic.:irory.pc,dC. éritrll-

cit.o~ humano~ y pudieron concluir que. hay 3 i~ocnzimas'cn t.cj.ido~:de-.ma-

m1fcro':l! PC (tipo L) que c!3tá prcscnt.e,en' et hig::ido y loo:i á.rit,rOcito:i, 

PC II (t.ipo LH> que sólo tia sido enco.ntrada en el ril'l6n y la PC III Ct.i-
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'°'º M> que_ cS't.<i en .i!f n;¿i>c'uló~ ·e1·.ccreb-~o, :.:ai:·coraz~n._ t!'i-.;~isad;/ el ri".'6 

non y lo" lcúci>ci~~{ T~o:l:.s:i"~ .td;rn~s ~~~\ercin Ji: l'Ígf:?+ 61'1~.~+ y K+ 

~-· '5.Jiii~J;(~A~l~~;;~;,,;,;;;;Jr ¿;~'·''·~f ~-
con ·e1 esquema-::de·:::irab_~iJo '-~~~:~,~~9~~;7;~~-, .. e~p9iifT: :-~(-,:·- ::·,·:·~'.\~~it> _,,~,"-, ~:'·:'·:'"-,; 

· )'> 'f';,;.i;+ ·'.\ ·n~ú;,\;.lpec u1;,,g·próii ·' 'Reii'dimi.é~~c:o 
--· -,:;_·;~. -':~-~-~-:='<t'.~;'t~:-~:7·~~- 0

;: '._ ~-;~~'":.:. • ___ • .",·~--~· '-~·, -~::,·~· 

- . u ~"él~ ~~:ed tt?~A~"JiJ~i~L , , "··~ o:§ó26 · · ·· 7~ •.. 
Pr-~c'-iP i t'3C i6ri". Co'n·:~;ui f •i:,.:,:;.:,:·'~ c.-¡-~=- -~:'.1~:;_-~~-.:- ;~,;~;~~~,~-~~~-~~j!~;.c - -- ->-

. ·- "•. ,. •,i'_:-· ~'.''r" ."~'o":~.'-,:::~· --
·to de•amonio;·,·· ···•·, · '1;94' 

- CM-celUl;~aC~~ ~.i•~'.;~.~'(: .''•:> s:¡s' 

- cM-c~·iú1~~~i.~t~~c{J~;" ~~~~;~~:t~ :.-~~~-~\~~-
F 1,6-P2>, , '.-. :·~:~-::.~{:·· 

- OEl\E-calulos.a· cá3~t~~t.~ '. >:? 

60.2 

iónico 0.01~0: 1 ~> · } '.;:; .. , /1:. 
;::·:-~:_: " .:.·.:··.·· •. '~.:.'.::;·~ _,,,. 

S.24 

_- .. ,., -~··---- '.>":- \:·;_:~·~-~-: -~-. ;_ ·-·,: -

l\r~1~ ·~~¡~~1 ~'.f~,;~d3~ ·~~ i:~~~ ~"t~rmin"~ ~ue el~H óp~imo de 

la <>nzirn_,•;;s:~~4.~~'.,37,\~~· ~~¿;~; ~~ tcÍ.;~.;;6~~ de P.M.,,,;'225 Jlóo' épór s·e:di-

ment.ac'l~JÚf::e1/PúTit:0·.:·.1·~·oaf6:Ctr"iCó::.cs ·dé'7~·i, 13 l:'emoglobiria y·. ta:·c3t.:s.l:s.

sa sc;icl.~~~,Ú~~~~-~~~;;.J;.¡)uréz_,;s' "" l~ prcparac 1ón. 

-·-Et' --~i!iL:iffiiarlio J~-~l~-·-p¿--·ha··-~O~dUC i-do·--n~~-c~3ri~merit.e .·3-__ ot.ro:s ._c!i_":~~ 

tudios i-~~:~ri~~t.~~· ~~mo ac t.ividad da la enzima en algunas enfermcd.;:dc~ 
c·omo _anemi;:i hcmoli.t.ic:t., policit.S"mia y da!inutrici6n C35, 36, 37, 38). 

Se ha logrado el aislamiento de PC a partir de levadura <t959), 

de E col iC 1974> ,de Tr"(p.:i.no-=oma bruccí C 1980>, d~l mú::oculo ~squclót1co 

bovino C1981>. do la ardilla ártica C19Sll, del cerebro fetal de becerro 

~el.· m(.i'!:iculo de 9.:i.to C 1983>, úc Bu:.iycot.y,;iu~ c:i.nal 1cu1.J.tumC 19$4), 'I Je la 

sangra de R~na ridibunda C198A>. 



28 

~ene i 11~, y:. que .~e· 'h:iCen .c~l t.:i~~s-' en_ rñd!{~·-:·~~·-~Ó_i;·,~1c/~:~~;:¡{ __ ~e -P~.ª-~Q c~nt.r~ 
ia.r m!!j e1 · aisiámicn·t~----:~~---PC{~::~c;~:t~~\,- io~-~·~·rend·~,n;:iC·nto~·;.i-to·.~--s~pe·rán _e1 so,; 

no o~s t;inte, ,,;; logra ~~· l>~fa~~"~f''~;i ~~";.'~~~~)jr}{ • : ,;~;:; '' 

=~~:~~~~;~:;~~fil~f ~~~~~11;:t~!!E·~::; . 
com9 _$C~.';~:stl5~!.~§.~;:~~:~;-~~n:;,~~~J~~~~~~p~~~-_:-~~-.- -. tUnd~{m·e~~\~~~LC~~; :; téMa -·dc1--

pr~scnte t.~;ib~jo_;_(~~--~_:-~; _:·P~';ú;}'~- h;íCcir ,·-u~o ---ae'1Cfi\:fos;·hü~3no~."::<.ma~·cúlo ~: -
·_:.,.: : -··-.: <.::_ -:· ~~ -_,_::-~:< >~:_ > ·;,_·'.. --.·. ~;:· .··. :'.:~;-.'· ... ,•,;;" 

hígLJ.do, _cor¿'J,~~n,::,_Ca!'c?r0,\~Et_c:~·~-- Pa·f.a_:~l-: ·aü:;l-a~li-cnt.O de CU~lquicr··-enzima; ·" 

~or tuc.,,ú"ofl¡,~ ff~é3<,"·ób~bs;,; • ' _ -.·-.-- -~ -__ ; )} 
E!:; ·e.vid~nt.·e\~ .G~·~:.~~1·.-:~~~ ~~o·--~._-_h~n~~~O·,~~-~. a_c~e.~_iPJ~:-: es - -· 

í.Jr: l:a cual ~~·~:,~~;ci~:-:·~{cg·f~ b;~·ii~m~tli:&·_Q~-t.~e,._do~-~,~ipo·~---d~'/ cólU13.~/-.-p;:;r·a 

el a~cl~~:~-~~:~~-·:,~~-:;~-~"~:Vi~~·~.i~t~~~/,ci~-~i:~~~.-~,t~~ -3;- }~~- fCUCoci·to~·4' 1•• ·{;~·:·~~Úi.rid_i6n 
, - . . . . ' . .. . . - ,,_;_c., <:..:.> ··~ .,. ' 

Ja leuc~'ci t~;~.··p~f~C~~·~~:~'~i.~~·~:- ~·1Jun;~--v~~Í,~j-~$ -sObrc/laS '·_e c~lÜl:k'S :r-6J-:ks-

)' có~. baci_c· ~~·~:-~~J~~-~ ~'.~~~ ~:::J~{-i~~,~d~:-~ri _;10~ Pl-.lmCra!;;:· Pára·_,._ ~O~:::.i 1iil~ ·ce , t:?tc -
' '·.''(,:~~>;·., -.. '"'. '-~~~:,: ·, 7:---; 

lr :kb~j-~-----~· : >?~.}.:.-:~'.;_--.. -- _,-:~+:. ~- ··~·~~ · >L,_:;· . .=-:>=~. ~-~:~~-~· ;í . :.::~·~ 
·.' :··;-_ ., . ,., , ,:_/r~· :.': ) _, ·'"~-:. - - .i.'.~ - .-,,-:",;·!:'« 

~ ' !' :~ '_,. ., . ,. 

:,~;~·~ra-~:¡~~- .. Y'.· Pro"!CdiO ~de· vida:·- :;Lo~ ::~-~-i't'~:~~~i~~i6·~\i:~'~~¿~-~~fC~ pa~~n 
un-pro~:?J.1~·:·~·a<i-2o_~:éf~:k-~-~~j:t_--gl t.~rre~~~ .. ~i ~-é~-~-~~:~:io'~~-;?:J~;~=~;~.' Je . dicho 

tiempo, deji.n de funi:ionnr al_ .. ~~i.-:;,.;r~~~j~~;-"~::'1~1~~~~~,¡;~~·qÜ~ el~eri-
t.roc i to es raerup 1 Lazado ·en prorh~~~~ ·~a~?-'.;\~ti.'t';6_·;~~~:~;~~t,');/ j.~~~ -~-,:;.- _ -':: , 

Lo!; PMN permoncccn un. promedio/dc<;:ió'a;~-~-~~~:-cr;:·.;·i~~~ c'lréulación, 
:-,,· .. --1._· .,.. ,•,_;.,.,,_ 

t;nlen de el la debido princ ipaimcnté · :s_· ~ Q~á'~-~rie :!i~s :·n~-~-e.s~·i:~., .. Cn lostajl-

do~. cz:.vido.dc!:O corpor~les ~ tireas .. 1n1. Í~~ii~~~ ::~~i·n~\~~~t~~--··)a edad del 

PMN, lo cu:ll signific3 ~ue lo.· cbl~la .¿~·· r~-c~8~~;,,~~d3-·_~n. pr·omciJio Jos Y 



media vcca!; al .. d.f.¡l,' constituycrido' la .primera ventaja de lo9 lcucocit.os 

PNN frclit.e a· io~ erit.rocít.'os. 

Metaboli~mo:- Como el eritrocito m;:iduro e~ anucl12ado, tit~ne· un 

metilbolismo ónico rcprc~ant.~dó ca~i axelusiv:imcnte por 13 ~luc6lisis y 

trc~ v1as que le ayudan a mantener su~ funcione~: vta de la mctahemoglo--

bin3 rcduct.:A~a. hoxos3 monofo~fato y la ~e Lucbering R:ipapo!t (39). 

La~ principales vias metabólicas a~oci;:ida~ con las Célula~ Pr!N, 

~ou 1:.. glucól i'.lis, 13 Je hcxos:>. l'llOnofosfat..o y toi..Jo un mccani~mo anzim.5.-

tico especializado pi!.ra. cumJ.>lir sus funcione:~ filgocitic<J.!:>. Esto últ.irno 

r~prc~cnta l.::>. ~ogund:i vcnt..3j.3 4..!el PMN gobre el crit.rocit.O-:- un mct.:lbolis

mo más complejo (40), por o;:::u l.:lmano, sus funcion12!; y por lo tanÍ.o. '!z¡ 

'> -:,·-_ . 

La tercera ventaja, con~id~rad'1'c_ .Má'~_"' bt·c;n:~ con· ba~c· .en }a~ .. ,~i<;..ie-
u.1~·.· '"/.!'i , ·\"< .,: :, 

r1cnc i:a~ de lo~ t.r3b:ajos -.Je inV0St.f~-áC-i\~ñ7p'---rci~J'.~S.~:-31~~¡:,",.::~EQT1't:0/;\~;,-'.4Ue ·-"en~ 

"1 mo de lo,; cri~rocit.os, la hcmogloui~a és.:1{~~~~e1i~~c ~~~.r.~"~nt<> 
m!i'3 probl::!m.:.;s an el procoso .J~. aislarhi?'"':l.;/)_~u~q~_:_. ~.?r'n~.~~~-.\~~ ·m~·nc"iOná a 

la c"'t.ala!;·a;-·y trabajando co"n la·. n~t.a.::.1~~~;;c··1~~;~~-~~i~tC:.::f~'cOn~~~~.;n~c -~e 

climin:a con~iJorabl~ment.e C34). 
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Cl\PITVLO lI 

!>Li\N'íEl\M I ENTO DEL ?RDSLEMI\. 

La de5n~·t-r·i~:i6~c~.b~· - ·Mé~.i~O. es--Uno de los problemas más iMpor-< ,; _-···.·-:-.-.,. ' - ' . -
t.:mtas de s3i_u~ ;póbfi~·.3.'..~u~ -~~- ·~a.nif_i_as_ta ~n al!Junos !>ectorc'3 popul:.:rcs 

de la poblac~~~~;,-_.;~-~--; ?~-~~-~~í-}.~r>:-~-c ·acirl en los sectores sin aparentes 

problcm3.S- c~6-~6~Icó~ }~~Y~~:-~rydi~i~-~os dcsnut.ridos. 

,.La·:<~~~ºf'.'~l.f'.'_~-~iOn .~a· acomp~f!a inic i~lmcmtc de una ~arie de al te

r:sciones mot:ab6lié:3'3-_yuao, en .:ilgun:i~ oca~iona-;¡, pue.Jcn dct.ect..3.r::ie =>.n~'S 

de qua se ma.nifie<;;;ten c3mbio~ antropom€tricos y signo~ clínico~ .Cpor cj~ 

en l:as vit.:smin.:is 91, 92 y 86). No e~ =>.~1 en al ca';io de l.:i_Ue~nutrici6n 

protcinico-cncr~ética, y~ que la~ pru~ba~ da laboratorio de· uso .comün,no 
.· .· . ·' ·: 

pr~porc ion.:t.n inform3c i6n C..Jnf i;:ible en los inicios .d·a_.d.tc"hO·: t~a'·~t~r'no •. 

por lo qye ~e ve la ncccsid=:.d de encontrar .indicad~l_"as ·t,~i~~J.m·~'c·~~ ~pe-
)_·~_-·., -

cifico!l y :u:msible:a qU<? parmit.:m el Jiagn6!lt.ic-O op.;-r·-t~~~-.- .- ... 

'.\:':~ ·- _, ; ' 

. ::-_· ·._,·:·:-.'..< 
Para:·· ~~,:o. sc.J!cl rc-=:urrid~»nt· cstudio_'.dc-.li!:_~!~~~-.~-~~"~-~-:~n:"imá.-

t.~~-~~ -~-~-~--i~~;T:;t.~:i:l~~i6r.-o\iare-1~CiOna-r· l3~·.:t.C·~-iY1~~d -t.Je~ cíartils co~Ím=is con 

el _,,,;tado ~~t&t~§ ~~~~r~\~. es tri.: ·i~':"."l;ig01cion.~{::c,in,;,i,~vi'.~.~:~:t.: 
l1i0 t.Je 'i.:t.S~~'~,~~~~f~T~1g~F6i:'lf~¿ .d~:-i3. ~ut.3 ~~1t.ic:~~~,a~~~.·-c1·a~:_~~~?-~~~~~0id• cin6-
tica cnzi~·áf_·~~~~-: -~~,~~·~~-~::~·d¡-;·_~r1f,~i~~ c·On' r~-~~cc\~ ~~ :t"Odiv.id~O~ cl1-

nic=enta ,;:inci,;i (~;~43> "' · • :., <. ,: . · · ''( i;i:f' · ··· • · 
'.:,:_/;:~~-- ·j;)F ., ...... · ....... ! ... , - - ;-~'.-.-,.~" .. '."°"'"e·~,;;\.~·:-:: 

En un ~~úd¡~, r1Sii~~do :r .. ª. "_ ce~~~m~f~;; 'fa ~~~im~~d :LiMáti-
.. :.:-· ··+; 

.haX~Ci-noi~:i~ t05'tó·1·ri,¡~t~·t1fi'~~~ ~;~ p'~\~t'vi~ .. ~·,~ .. ~~:;~./~~-;~! {~hd0$~·· de Ci1 de 

30 



31 

- -,-

lcucotit.o~ PMN d~ un gruµo d~- i~-di;i~-to~~:-,~-On\ d·~~riUt.-1-i-Ci~~~'.> prO~c-inico 
encr~éti ca. !i~_ encont.r•ú;·o·n: a1 t.~rac ii~n~~~\~~-~~~ ~ .¡·~'~-~ii~~~~~ri\·~~s:j-~~$·:~:,~~' im·¿~ 
ra~, no a~t en in p.iru~a_t.O;_ Í:-i~~~a-~·: -,~·ci~'/~~¿'.~:::_~~~~\:~~-.·,~;~f~';.'i~~I~ :·.¿~~:-~~~----~ciri~.: 

::::º~~::~~1:~I~~t:::r~j::~tZ11~~;ªftff ~~&~f f'.~~f f\~tr;!?~-· ~t~i,~~~· r.c- · 

, .,,._':. ·( " /~---.,. -,:--:f,;c._-~'~ ·-::,':_;-~·~_;-:,"'"_,-:t.:::;;:~-).~:,----.-.:.~:~;':":._ ,-.:_: 
• .. -'-;":.:~~'-·:-' ~-~··-·:':.~~::._ .... -~-;- ·-,' "'" -- ,.-, .• 1-· •. ---~ 

>e .. ~fr¡¿~ :~!i:; 'conée~~,_~;;1~~~~;fi.,;:;~¡t.,·,~~~icre.~1· .riont.ijc 

· v .,.,1.an<i .. ~·iz;;~{~~;#c;;~~&;;{'H;t~~~itE4}~n.;ej .J~"'it:~iº. !riqu~~ ir~ d« án1.r-

· :::E~~~i~ú~¿~~11rrf f ~I~r:~:i'.~~~.:~~: 
"-,~_.',.h~,__- -~-~ 

P:irt-i f' Cfit i~ü~c-t>~~i"~b!;~'.·P?l rmo··~·:¡~'~ucte~~-~¿-.::~-·--·=~ 
- --.:., ;""-•. -j-c:¡:.~ .'/ú~' --~~,}· . - '. , " , - -

<.< __ ·-~:·~~'..,: ·:,~~t~-c;._,~\?:- o_', -·~;;~~::,;,~,~ ." ,<· > •• 

La·. r=·~~-if'i~aC'i6;,·,:·c .~ .. -:er~.~~~~~ Ciil:u~:s- (Pe>' 'se>ha hecho 3 p~rt,i r 
de divcrcci~ ::t··~}'i~~-~ i-~~ni-~i"~i\·~- ~~O- ·1~·:_·s~~re:·hUtnan:.. -:-de cr iÍroci tos cs-

. . ·, - , - ::· ;· _-,¡ ·. :Y';·:-:--· · .. :,,·:·-: . .":'. ;:_·. __ ;.'>.-;·-,_._-·., :·-.-_· . ·: 
p~c1 f ic.3ment.c-::-<3t), :i;i- ::_~c.a'cié~i-O '\~101 conCjo: .\~·l- higado da -la. ri>ot.:.., et-e. 

'_,., '.-: • :· ,- ·-'.> 

Ct.5-53>. Por -coñSi-dc'f.S..Clóf.u~i\t:tléE.S y:·Prt.ct.iéac lns biOJ.r-iac en el hom-

Es claro que cl,'·1.cji_do .ma.~ accc~ible en lo!:> seres hum¡¡nos. es la 

~:l"'dr~. do-1~---cu:il-__ l~~--- -~~u_c_~~i t.os · pol imorf 011ucle::arcs CPMN> 1 por t.anar 

un recambio más rti.pido y un inct.aboli!:Omo int.crmcdic..rio má~ complct.o, en--

cómp:iraci6n con los crit.roci~os, se h:ln con~idcrado como un.:. ~lt.cr~-

t.iv~ m~s vcnt.ajos~ para el ai~lamicnto de l~ enzima PC. 



09.JÉT! VO GENERl\L. . 

Oc~arrollnr lo!i n16t.odos parn aislar la enzima piruvato cina!:a 

<PC) t.Jc lt?ucocito~ polirnortonuclearc':l CPMN> hum.inO!i. 

~!POTES!S DE TRl\81\JO. 

Si la enzima t.J~ lcucoc i to!i PMN hum.:uio:l ~s una protcin:., cnt.on

_c~_s -c!: J?'?'S~.blc .aú;larla ut.iliz.:mdo mét.odos cromnt.ográficos y elcctrofo

r6t.ico:l~ 

32. 
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Cl\P ITULO II I 

MATERil\L 

- Matraces erlenmeycr de 250 ml, .500 ml y 4000 ml 

- Fr:kSCOS ~J~ :~~1-{~-~·~b~~~-~t.~_·.-~e:_:~~~-:_·.~-~ 
- Pipetas grad.:.iadas dc'Í.,Syl¡) ml 

.--::__-_--0::_~·~·''- e- .o'-

- Matr.i: k i t.fa;:ito do 2so 'ml v:'400Ó ml ' 

- Fr<icoc .viales de? ·12&-:ml y.' 500; rnl 

- rubos dc--~n~<iyo/~~--~~-~:'. X \~JJ~~~\'S}:.-~- 75~ 
- vailos de -p~ec·1~{l;~c:io'. Ce ·.-io',\':-2só~:~~/ iÓ~ :ñll --

- M.it.r~ce-3 aft>r-;:idoS t.le. -~A·~')~'.·~:6~_1.-~ g;>'o . .f¡ 26Q·,{:ml 
-: ~-. 

Proµiµeta 

- Pi~ct.:l ·ae íh_oma para_ Q1~Lu1~:~· bl,CJ.nco~ 

- P1pct~~~Pa~Leúr 

- ~s~átula 

- 8;>.r_r.J. m:tgnat.ic.:a 

- Gradillas 

- ~~,~~~-~!:::-s __ ~~r.:& vacto 

- Tu~~ d~ vidrio d~.1.0 y 2.S cm de diámetro 

- Varill.:a Je vidrio t.Je 1.50 m 

- Pelo da angel 

- Jcrin~;:i~ Ue S y 20 ml 

- Mangucr<i~ para columna Cdc cromatoQraTia) 

- Fr~~cos p~ra liofili:~dor.:a 

- Pu~al parufilm 

- G~s.:as 
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- Tcrmóhlet.ro 

- TiJaras e hilo qrue~o 

- Pinzas para di~ección 

- P~pel aluminio y oncor~do 

- Pt!:ettis para agua y alcóhol 

- Ptn:as p~r~ burctJ 

- Pinza~ de tres dedos con nuez 

- Probet~s we 100 y 500 ml 

- f\gi t.ador con gendorme 

- Gu~ntas da hulG 

- Pinza~ para cri:ol 

- Cro11ómot.ro 

- Cc:ldill:.i.~ de vidrio Pár·¿/·~~p·~·ct.r'o.10t6~~~t'r.o' 
. -··i ,_-· '>.' '). ·,-.·. - .-

- Celdi.11~!3 Jt:: t:Uil~ió :·p_~r~,:~-?~P-~c:-~f·0~6t.~mc~r:o 

- f'itnómetro .:/;~ .... 

- Parrill~ de calent.aulicn1.o;y-~~.gi_~~-~}·O~:;~~g~6t.~ca 
- C~m~r~ U~ Ncub~uer 

- Pir,.ct.n.~ ~utom.!.t.ica.s de 1, s·, -\o·~·- 20, -'100, 200 y 1000 ul 

m.:irc.:s Sppcndorf 

- Membr~nas para diAli~is 

- Cubreboc.::i.~ 



2 EQUIPO 

- Centrifuga refrigerada de· 10 a 2St. y ,_de O n 25000 rpro. n1arc<: 

- :::::::o;::::e:::: ;;~;gJ~ii :~~~~?,i:f~~t:!IJf ~~~-};'1~ .. Bcitk man, . 
. ·. ;: ·;· .. '."·::''·'>-,· .. (".<;· ·:'(";,.-·; . . ·::-· - <<.\•f::. -· 

mod. DU-70 (ZOO~SOO,:;ml\c~; :':':;;¿~j\' ,:~¡~t: 'i}'. ··· · >;· , . 
- Micromp10 ·m~r~';; zC'i;:;i.''.~:moCi::''esi:ilricidr,f{':.:, :~l: 

. . . _,. '-:,~'. ~--·:· ~ 

- SOh)b.l p.l1~~ -V~Ciil ·,---~-~~-,~~·:. ~-~¡-~~~~~-=:~,~~~ ){:~¿ 

- Fornoudur de gr~d·dnt¿s ~~;:~~r~~~,:> · 
-_·- ,. -o-.--:~ 

- E::o.lcinzil grilrüít.cir_iil .. ·~~~c~:. Ot-iaut. 

- t\git..:.i.Jor Uc pii)ct.:a~·c1.:.y·· ndám·~ "1i1od. 1171 

- formador de cono!:. f'·nncJoiph mOd. ·250 

- Homogcnaiz;i\Jor Loui:ue~ rt1od.. v. v. 

- E:Jaf\o de ague:¡ l.al>-Linc mod. lmpcrinl 111 

- Pot.cnci6n1~t.ro, marca POP!:: mod. 1502 

- Lio1 ilizadorci Lat.Jconco 

- Equipo l\mic6n 

- ~qui~o de cromatograf1n: 

Colector t.lc fracci"'1-1cs m:src.:s LKS Bromm;:a, rÍlod. _2!11 

Bomb~ pcrh:otáltic~ marca. LKB Brornmn, mod. micropcrpcx 2132 

Det.cc t.or LKB Bron1m.l. 2138 Uvicord S 

Grnf icndor Ll{B Bromm-'l mod. 2210 

35 
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- Equipo para elcctrofore~is: 

Equipo Multiphor:'.1fi~e~-e1~c·trOtc;1•á~i'~·~·-~~~:· fuente de poder 
-~,-- >:: . '·-

mn r c Li. L•~B Br'omrnzi;~,~-·m.~~-·, ~ .. ~-'~-~;;;._>· _·,_ ·_. _::·::·.,: , _ _., 
Bomba da- 3gua _MUltit.Crr.p·:~1·m-.3rca _L~--~romrn_:i._,_: mod .. 2219 

", . - ~ .-,_ ; ; '... . . 

J:..cí6n y_ tinc).6r(de··pí_a~-~S .. ~<.J~:-:~!:161 marc~--LKB Bromm:i, rood. 2117 

3 REl\CT l \IOS 

- Hep~rii:_:zt 

-·ctC?f_uro 'de- arnonio O.S7X. 

- F i co 11-'Hyp::ique. 

- ncct.ona' 

- l'tlcohol. etilico 

- Silic6n <Slgrnacotc) 

- llSB 

- AlbL.lmina hum~n~_ 

- l\DP 

- PEP 

- NADH 

- LDH 

Cloruro de m~gncsio 

- Cloruro de potasio 

- Agua desioniz~da 

- Sulf.:i.to de a«1onio 
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- ne ido e lorhidri'co 

- Hidróxido de sodio 

- Carbon~t.o de sodio 

- Sulf:tto:.de~.cobra pt?nt:ihit.Jr:it:ido 

- Tartrato de sodio y pota~io 

-·Rc:ictivo de Folin 

- n:;u_l bri11a~tc-_~e Coomassic-

- ncido _fO:ifÓrico 

- Cloruro dc~bario_ 

~ Mo.:c l;, ú¿;.;í~.:l\ • ?j. 

- Li-qÚi~?.,'·élº~~~~~~tf.~dc bi'hnco~ " 
- :n~U1, ~~~p;:ri:~:' -·~;~~::r_é,, ~-:~>:·~:~;,: :., 

Piruv<>to éln,,;~'~ :~J~c¿lo ce coricjo 
,-,?·:· '), . '}' ¡ 

= :~r:::~:~-;,. ·;<:.;<· 
·:-~. R~·~~o'.:--:J-~~;_·0~-(i'i~~~-f' 

- ·sepl 1ndt:X··,.:G~2S-·::·-
<'·' :,-·~ ·: 

- caTbo~úmá't.il.:_cclulo:i:i C.CM-cclulo~:i) ·. -~ ... 
· :..:.-·-01:eti_l~m_i'~.O,ú~.!!_-_calulosn <DEt\E.-cclulo~.;i.> 

- Olati l:tminoct.i 1-~aph:tcel (OtAE-'japh.:ic~l) 

--n~ul de ciüacron 

- Fo~f:tto de pot:isio monobá~ico 

- Fosfato de pota~io dibá~ico 

- Fo~f~to ~a ~odio monob~~ico 

- Marcuµtoctanol 1 mM 

- Etilcndiamínototr~cct~to 1 mM CEDTn> 

- Glicina 



- Tris CTetr4metil etanolamina> 

- Azida de 5odio 

- Azul de brOMOf cnol 

- l\c r il;:¡mida 

- N,N'Sis-acrilamida 

Parsulf~to de ~monio 

- Tritón X-100 

- Acido acético 

- ncido tricloroacótico 

- l\ciúo sultosalic!lico 

Alcóhol m<>t1 li co 

- N,N,N'N'-to~r;:¡motilendiamina <TEMED> 

- Gl icerc.l 

38 



METODULOGIA 

' ' . ,. 

tr~b.:..Jar con ··e1 ·paqu~~e -~·au~O~f~~-'.~io p~ovenient.e ·de aproximadat\l€titc- sc-1s 

lit. ros da san9ie·-· c',i2~:~-¡Ú\~ú:id~~/ '.· ~ 

~ 

. ,L_Q_Qfilj;_Né l ül'!.J2fi Y..l.!!5.uc !TOS PMIL 

1.--t~· --~a~:;JJ':'d~-~fO$: paquet.c:z. leuc1:.cit.'lrio'l. 

L.os paquete~ lcucoci.t.aríos obtenidos dal bam:o de san1.;re-Cpro

cz:'jO- de d!l-sleuc_oc_í _l.3.C i6n> se r~c ib~n en rna.t.rac~s e~l~Jitt1t!'ya1• de, 1 li t.t'O 

previa.mente siliconi::ados Cpag.BS> qu6 cont.i~11en 250 ml de.SS~ y 60 ¡.Al 

Con10 el voluman di!- ~::Jl"lgre 

la C~nt..idad de erit.1'0t\t,05 c..::intali~inant€S rep1•eo;:;cnt3: aproX.in-1a.da1tlé'nt.e i!l 

SO:t. ,j~l volunian t..ot.ZJ.l d~ calul~s Propcrc ion3das por_, ol :b.lnco .de- .·sangre, 

~Ol"' lo qu~ és ),€cesari.J> l.:.var .:ie la siguh~nt.e roai:i~~-~=_ .. 

ftqita~ __ c-l __ m.:it.r.i..::: y 11::11.lr :5ai!l fr.:s.sc0os de polie.::irbo~t;:i.to de 2.SO 

n1l ha.st.~ la mi ~.ad de su capa.e idnd. Ce~t•"d'ugar a-'"6000 rpn1 a 40:C 'dur~nt~ 

lS ·m11'l. (e-:> 11a-ct?:s:irüJ t.r.::rb3j3r .:.. J1bC p.Jii~.:. ·proteger a 13 .:!n.=im.:.., S•:ibri.'.?to

--- _ ~.:>- despuc::.s del \'".:in1pirniento celular). El i1nfnar -los· .s•::>brenadant..~s con una 

pipet3: p:.icit.~u~· c~-,~~ct-,;a:..- -a--un m.3tr.hz-kit..:ts3_t.p" __ g~~~·ª- su v~= c-st..J.rj_ con~c

tado-al sistema da v3cío. Reali~ar asto t.res veces ó má~ si es necesa-

1'"10 h.:i~t..:..· con~idar.:ir que h:i zido ::r:l irn-in.ld.ta l.3 mayor part.e de los eri tro

.c: i ti:>s.- o~Spué'!o dt!>l último lavado r¿.stltuir 'los ·1eucocitos en 300 Ml de 

?SS <su:; pon·,¡ i óO ~e l euc oc i to.z) . 

t. 2 ·si::-pa.1'~c i6n por-· gradiente" de_.:delisidad con f ie:ol.l;:-Mypaque. 
. . ; ' . .'._ ·:: 

Coloc:ir en c.:id~ fr:isco ... de pol ic'~·rt.~n:lt.~·; -125 ml_ de-F-H (p:sg. '90> 

con ayuda de una· pi~i::ot.a:.gr~duada de,-_ .. 1-~ _m~:· y_,üna ·pr~opiPeta. Agre9a1~ len-
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-.. - .-. -- --.. -- -. - - ~::- . . ~-- ,< ·' .' o 

t..J.ma-nt.e 65 ml de .la.Suspansi6n d2' .. :1eUcocítos'-~e.·t.al:modo_.que,_9ued~11 dos 

ca~as s.in pe~Miti_r q¿·~--~~-~a~·.>~~e .~~~~·c:i~:~/ .,·cen.~:1'i.f_úg~~_:·a .~900'.rpin;durant.e 
30 min a 40c-~~ - ·:A)\-.;~:-~'.~-: 

: Oe9-p-ués\:~ de··~dlCho 

corno . :Je ~u~'~.L~~..-.·~n -~-i·; ~·sqúam3 i. 
i'~·-:~~;p~-~-~~):~~~:;~.~: éélul~s 

Ext~acr. el~ pá$~--:.~{ci~:·.i.i'·rif6:~·It6~.'"Y F-H 
- . ' . . ;, .. -.~ 

can·. et Si-Si;~M.i :_ 1~ dti{·Vac i"o. 

!r.USPENSION DE LEUCOCITOS 

FICOl..L- HYPAQUE 

PBo;. 

1.lt-IFOCITOS 

F-1-1 

~EVCOC:ITOS PMN 
EP.ITl\OCITOS CONTl\MINANTl:S 

Esqueraa 1: Separación de c6lulas Pl"1N por gradiente de 

densidad con F-H Ccn el tubo de abajo se observa la 

sepa~aci6n después de la centrifugación). 



1.3 L:avado de leucocitos PMN. 

Repartir los leucocit.os PMN en treos frascos_ de :pol'icarbomit.O y 

O. en:. Incubar 

l:a mi t.ad de ~u volumen una ~oluc iÓn'_ ~-e'..- cior~~-~; J~'-: ~~6~i¿. 
en baMo mciria a 37°C durante 15 mi~-· ~~;:ietj~~ '.'{~~sl~~t.~~ 

mente, de óst.a form3 sa con!iiyuc li:::;:ar los orit.roci.io~--~~'.}iP~:::4J0~';6~tf;: 

tiempo centrifugar a 6000 rpm durante 15 min a 4°C. Eli~{~~r' ~l ::·~~';,._ 
n:arJ:snte y repct.ir el procedimiento h:t.'3ta que se loQré ::~:~:¡~~~~~~1t~'.~ -,o~->P-~~ 
toiblo, toda la h~moglobina. 

SSB.. Guardar en un frasco vial a -7SºC. 
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Lo!i_.p:a!io'3 1.1, 1.2 y_t.3_ :¡a r~~1i~-~-n-c-¿fr{ lo·s .. :f~~~~~-~~~~-'i·c~-Co'ci:.._ 
tarios obteriido!i del banco de snn9rc, ha!ita _o-~t.ener, ia·~- C'tiut'á~-'~t·fr.f pro

venientes de 100 litro5 de ~angre. 

2. 1 Vi~bilid~d, 

Con· la $U~pcnsi6n de PMN obtenidos, llenar hasta la marca de 

0.5 un::i pipeta p::ira cuenta ~é ~lóbulos bl::incos. Limpi.3.r la ~u~pcn$i6n 

adherida en el exterior de la pipeta con una g.:isa y complc.tar :h_a!:tZl. la 

m3rc.:l Je 1. 1 con ;i:ul t.rip.3.n ::il o. 4Z. Homo':)cniz:..r dur3nte ·1 rhiri :an ci-· 
'' 

agitador de pipetas. Colocar una gota en el port~objcto~ y ob~Crvar· ~l 

micro~copio con el objetivo 40x. Cont;ir l:i'.l cOlula:; ,·viv;is c.:.rñ"arill":i.:il 

y la~ células muertas <azule$) determinando su proporci6~ .. 
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2. 2 Purcz:a. 

Llenar. con la suspcn!iión _·.d~ ,PMÍ'(.1~ ·~ipct'a __ p~r_a 916bu1_0~ _blancos 

h3~t3 l=>- m.3rc3 ·de o.s. Limpi.:ir 1.3 su~pon'¿_i~~-; 3~~~-~-id~--:·~;,;::c·i/~_~tc~·:i~r:" de· 

la pi~eta con un.'.>. g~sa. C~mp_l_~~~!' ~ast._~'.;~ia·:.~C1·~-~~~~,d~_:·::t: .. f~:'c';;;~_,~i'1.~LA'10 di-i,-~ 
:_::-:¿_~'.:.-~ - ; ~~':.:.:::.:: :l,': '. .. 

luycnte p:ar3 _bl3nco'3. H0mo9cni¿;:t.r- dura~t~'~i.~~~-i~;:·~n-"0-;~:;:-~~~!-~-~~-;;~~~~~1i_'_P_ipc-:-·-. 
-- .. -;:: ··,:-t-·'-· "°<-'.:... - j.:·:).~:~,~-~~~~~;:::,~~4:__-~,:~ --: t<is. 

Colocar el cut.rchcmaLim<>tro .:obre la ~~~[gr' d~:"~'~Z;;;~;,~, ~~e .. -
c.:.rt.ar la~ pr _Úner_=.~ ;~-~~-t.r~~,~-:~o~~~-,J~~~i.~~ p_~:~~~~-:j-:»· i-~:;;;d~-,: l~~;:kJ~,~~;;-~--~~·o~::-.~~~no-· :> 
ac to~ b~ ~-d~~ ·• :·~p~-r~t ty ~~,, '··qt~ :-e{:.; 11 q~ i dJ~ pCn~t rc·=-.-rC:n~ª-~'~Jl~r~~:·~~~ .~- ~ ~ :_ -supc-r~ 
f icia Ja.· l.J. :c.tim;ira. ·_ ~--~a~~~~~·\J~~;:"~'. ~-¡~ _ ~-: ~-b~~rVar- ~l- m"ic·~~~·cOF;i~: ~o~--:~i 
obJctivo: 1ox: · C~O~-~'._i\~~-~)~~~~~c~i.~t.ori.:.~~MN. y linfocitos; cónt.~~do/en·total 
100 c6l~l:i~ :'?:>.r.?-_ c3lcul:ir :~{-~P.~r:~·_;n·-~~je~.ile purez.::a. 

:'.·'t". 

~ Oa'3cofigq1;i~ 0 l","" ~oí;,1_;~ PM~f c~n~ritug~r J~r:i" eliminar los· :Io

brcnadilntcs. <rccofdar que pa~a 'it:s~:~- proci!~-o- ~e dCben haber-·-rcunido -1a~

c6lul:i~ proveniente~ do 100 1 de ·!iari9rc>. Juntar t.od3s l~~ cólulas y 

rest.ituir en un volumen final c!c 500 n\l con SSB. Repartir lci. su~pcn~i6n 

..:-n do~ m;:it.r.;icc!l l?l'l~nmeycr de 500 ml. Sumergir los mat.r:icc~ en un<i mcz-

cla de hielo seco y acetona <-60°C> ha~t.a que se congelen pcrfcct.~mcnt.c, 

J~!:fpués, !lumcrgir l.o·~ matra.ce~ en bano maria a Gs0 c ha:.'.it.a quCl' :oc Jc!lcon-

gclen también perfectamente. Este proca~a de congalación-dc~congelación 

~e ~apita ~ci~ vac~~ (da ésta form~, ~Cl' provoc~ por choque t6rmico el 

rompimiento de las c6lula~>. 



Completar el rou1pimicnto so1nctie11do lati c6lulas al ho1t1ogcniz<:1.

Uor an porcione:::i de 7 ml dura.nt.c: 3 min h3.~t.a iermin;lr con los 500 ml, 

manteniendo el lisado en 'de. protcin~~ se 

manifi~~~a con la form~ci6n 

durante 30 min 

Mento); 

Curva 

0.1 N c~oluci6n p·utr6n>. 

Tul.Jo ngua 

2 

3 

Bco. 

Cµll 

195 

190 

180 

200 

rpm 

ci-
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Prcp¡ir~_r cada tubo·por triplicado mano!i el blzmco. Rcµo!;ar lo~ 

tubo~ por 10 minutos a tcmparatura ambiente. n~regar :i todo~ los tubos 

100 ,_.1 de reactivo E. 

Reposar la mezcla por una hora a tcmµeratura ambiente, locr a 

660 ·nm. 'Gr::.ficar los dat.os tJc :ib!iorbancia c..:mt.r:.. concent.rac16n: 
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Las muestras si::- prapar.:ln por cu&i.driplicado de .la·-·sisuient.'c ma"."' 

::.,a-r:i: za 20)J.l da mue~tr:::. se le 3tJrc1Jan 180 µl cJe.3yua--~~-~i-~"~'iz~·di'~-~~~-{.,~:l>,
de reactivo C. Rcpo~ur 10 minutos a temperatura ambicrito:-- .:.·ri~~~ri'.il~~;~-~ 

'·,, \"·-.,--., 

e ~ón agregar 100 µl .Jel re.:i.c t.ivo E. Reposar por una ~ora ··a._ iQ_~PcT·~~t.~~~ 
nmbientc. Lear a 660 nti\ y extrapolar en la. curv~ pa~r~ry_ ~~~;--~~1o·r. ·:8:~:--~~:_ 
:lorbcnci~ p.:ir.:i oblanc-r l.J. conc~nt.f.;ici6ñ. 

Tubo 

2 

3 

4 

s 

6 

7 

s 0.5 de 7 ·o:s s 0.039 



4s 

El blanco s·c prepara con 20 µl d.e _agua '.-dcsioniz¡Ída má!i 5 ml del 

re
3

ctivo ~:r::::f:r:l c::·:::~tivo· de eradforcÍ 'f ~#,;-~~'~1~ de n;t;dra. 

Leer :i 595 nm úo~pu6$·Ue·.2~m\~·:~:;y~:n~~'~\!.~~i:-~h~~;~h.?.~~ J(!:h:iber a-

nadido el r~activo de Bradford. 

Graf icar los ~.:it.os ·d~::·.abs·!'i~~-~,i-~~ '_~:~~{~~-,:'~?~·~:~\~.t~~~ .. ~6~- Para la 

curv3 p:it.r6n. Ext.r3p0l<l! 1o~.=~~:~; \1~:~~b~~~bOOC'1~{d:2 ri~:~-:~:~~-c~\r.a~. p::i,._a 
:.e:-·-, :·:,L,; •:• - , , ~ !~:.;: 

4.2 En~3yo cnzim~tico. 

La actividad especifica para PC se detect.Cl por medio de una 

rcücci6n acopl~da con LOH midiendo la oxidación de NAOH: 

PC 
3) PEP + nDP ---------------_. Piruvato + nTP 

K+, Mg 2+ 

bl Piruvato +.NnDH 

.·. . . . ' . 
La mezcla de reacción Se pl-~para:- c_om'O sigui? ~pag.91>: 



nmortiyuauor o.lo fosfatos 50 n>l'I (pH 7. 4) 

PEP 7.3 ml'I 

f\DP 6.1 ml'I 

Cloruro de magne!: io 100 n1M 

Cloruro de potasio 100 mM 

LDH 100 U/ml 

Muest.ril 

( ml 

1. o 

0.1 

0.1 

o. 1 

0.1 

0.1 

ccoeniima Nl\DH> ~ 

min 1) - COb~orbcncia en min 15> 

m~· prOi./~l Concantrac i6n obtenida midiendo protetmi:; tot..o.lcs. 

1.8 :·vo1Umcn total de la mczclil. en ml. 

0.2 Voluman Ue la muestra en ml. 

1000 factor para obtener el valor en µmoles 

15 Tiempo en min ~el ensayo cnzim~tico. 
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Con· base en lo anteriOr se hace el cálculo de acLividad enzi

m~t.itil tot,;il, cs··-decir p;ir3 al total de mg de prot.ein.l.!S i...¡ue !le tienen. 

i¡. O. PR!oC!PITAC!ON CON SULFATO DE 1\111.JN!O 

5.1 25% de 5atur.l.ción. 

n 100 rol del sobrcnadanta agregar lentamente 14.4 g de sulfato 

Uc ::unonio sólido Cpag.95) con at,Jil.l.ti6n con'3t..:lnte, procurando que el 

tiempo de adición de la sal ~ca aproximadilment~ de 30 min. Ccntrifug,;ir 

.l. 4000 rpm por 20 mina 4° C. Sep.l.r.l.r ~obrcn.l.ú3nte y pracipit.:ldo m.l.~~ 

teniéndolos en bano de hielo. Obtener de amLJan parte~ la actividad en-

~imática y las protoin3~ totalc~. 

S. 2 ,35% de satura.e i1~n. 

n 100 ml d~l sobrcn~dilnta agregar lcnt¿::,",'cnt.c 6:·0- g de' ~ulfato 

Je ilmonio s61 ido con :igi t.ac i6n con'3tilnta, procur:t.nd'O ·;.-·4·u·~-'-~l -~t.i·o~o cie_ 

adición de lc:t. $0.l se~ aproximado.menta de 30-, min~ f~~M~~,i~.~~~~~ ·a'.4000 rpm 

por 20 min '1 4° C. Sapar;ir al <>obrcn;i.Janto, y ; al. P.rcc}~i:t~~~··. ~¡~tariicndo-_' 
lo<> en bailo de hielo. Obtener de ambá<> P~}~~i~~"~~~a~,~-~-i~?~~_;,f"!-~~~l1n 
y l:i~ Prot.e1iia5 t.ot.~lc:;. ···, ,.,'<.;.. ;.~':é~~ 

-_::~¿t;:;.·~~f .. ;;:~~'.·;1;?~~;~/ ' . 
<~r~~.: .. ~ :l;::;;,~;,\:: .,,:.·· 

.~;'> '. ·:-.:}~~:;~} 

'~.'··:< "<:_~~:;itj-(~ -~:f' 
n 100 ml del sobrCno.d~n.~~; agr·egar .. ~"iCi-ú.a'1~úióli?. 6. 2 g de sulfat.o 

:re: .. :;-.;~"'.;' ~;,-7_-z-: =~.-; .. : :· 0·, .. ; .: ·,__ 

de amonio $6lido con agit.aci~n .~-?~~?.~~~~~e·~ .:p·~6~Ur~iid~· que el. t.iempo Ji:? 

adición da la sal !>ca aProxima·d~~eH~~~~~~~::~?O ·:~-{n~-- .'~c~trifugar a 4000 rpm 

5.3 40% de ~aturaci6n. 

por 20 min :a 4° c. al· ::iob.í-'Oi~-:lJ~ní.é ;\Y. el precipit.:iJo m:ant.cnian-



ca Y las ::::::::~.,r;::~:~~ hast~ t0;.Jt ~cir~dpitar todo el 

n:td'1nte origin'1l. Res~itui; to..i;;~ io"..P,~¡cipit;dos .<>l 40?: en 100 rnl d<> 

solución. clmort.i~uad0--~~i-~~·~,·-~~~~fii~,~~- sO ~-~R;~·~~<-::~~·~ 

sobre-

El 

antes de 

6.1 

precipitados 

Con ayüda Ua unas pinza':J de -diSc·c·ci61Í/ -:;~ca~' y cc-rr.:ir uno Uc 

los e~<trcmo!i de la bolsa con hilo grue~o; colocar entonces la solución a 

dializar C.:iprox.60 ml) y cerrar el otro axtremo, dcjanUo una porción Je 

hilo para-poder sujetar la bolsa dentro __ de un matráz erlemocycr con 4 1 

i.Jc .:t.gua de-;¡ ionizado.. Mantener en cu.:irto frio con agi t.:ic ión con·.itantc. 

Cambiar el agua del matráz cada hora, has~ qu~ la prueba del cloruro de 

bario ~ea negativa. 

6.1.1 Prueua del Cloruro de Bario. 

n SO ml ~el agua de diálisis agregar 10 ml Ue un~ ~olución Ue 

Cloruro de Bario 1 M. La prueboi es positiva si el agua ton1a un a~pecto 



lccho.zo y es negativa si el agua no. sufre. ningón cambio, ésto significa 

4ue el ~ulf;ito de amonio ha s3lido 3 ~ravés Je la membr3na de di~lizis. 

6. 2 Columna de· Saph;>dá>< G-25; · 

~<--': .· 
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con- Mcrc.:iP~oa_~-:t:~-~l .. -_2 __ ~ Y ~~ojA--tY'.~~:~_:~,:~·Eq~-il ibr-".l:r, la cO~um.r':t c·on la mi':lma 
~oluc ión amor_{ i'g~~_dó~~~ -~-~~-~-.;~j~ ~~-~--:--o:---.,'-:"';-'-----:"'""~-:~--- -~,~.;--.: .,__,_ ~o_=-~º~~~ .. 

· flpl icar .la ~~est~n. ,:;i::ipi tndo ;':; 4oi) a' Üf~b~~,.n~ con ayudn 

di? url3 boinb:(. pcr iSi.tii:t1'C_3:~~a·~T.{~~~s:~~-ó-~~~~-!~~ª--·-~~'.;,:,:. ~'.iUJci~i-'.=~·~o-:··-milh'.' - . L3 co-

- lumna ~~:· -1~v~- con'7~-sob·;_-~~-1:~~'~i~i·~;i·~:g{~-,,f~·n:Ta·mo-¿:t·~·gJ~~-;á~~~fícl---.-Mi ~ma~~Vc foc i

Jad _ue t lujo. ei·> ;-:~~~-~\'~~~~~¡~~(~:::: :~;e': i 1¿;t3'·::'~-1-/C~~~~-·, _:-,-~-6ri ,; :~~-~,.,~~i~~tor·-:'.de 
frnccionc~, .. un ~;~f~~~.:16'¿ v;~~ :;~¿c'~~~ :;;;; .con l;;~ s\g~~ent~s condi-

ciones de tr:.b;ij~:~ .. ,, r:; 
: ·-:·:· .. :, . .-._ .. ,-;:; 

Co1c~to~;:~·;: .· 

A.~gr.:i:d111"{~t1p., n 

E!:i'én1a: · 40 

vol.fr;icc.: ~00 U bomb:.. 

vol. dccccho: 500 U boroba. 

vol. m~n~ucra: 73 U bomb~. 

Volt1matro : 100 mV 



só 

7.0 CROMOTOGkAFin 

7.1 Cromatoyr.:i.f1a en CM-celulosa con gradienta d~ pH. 

La muestra da!:alada y liofilizada Cpag.56) 5e di!:uclve en 15 ml 

Je amortiyua.Jor de fo:¡fatos SO mM pH 5 conteniendo mercaptoatanol 2 mM y 

EOTA 1 mM. Calcular y suzpender la cantidad de CM-celulosa Cpara una co-

lumna l.Jc 2.5 x 31 cm) en !lolución amortiguadora de fo~f;:itos SO mM pH S. 

Equilibrar co la mizMa solución. 

Se aplica la muestra a 1.;i columna con ayuda de una bor1l~a peri?

tt&l tic.'.l a 20 ml/h. Se lava. l;:i columnn con 500 ml de la o;:;olución ·.J.morti:"'. 

gulldora Y.-.-una ·_vez qu~ ·!:-a11eron iaz prot.einas que no sa pe:~~ro_~=~-:~---·i.;>>;c~--.·.-_ 
; ~~~-~:::{;;_:~' 

sin=i, ';:¡~ ~~·ri~rr.;11a Gri-~9~~dia-nt~ t!e pH 5 .~- pH s. . .' .·. ~--.. ---·t -,.º·;·.,, -··-' 

En;:.Uno . dé iio~ dop6~i tos del formador ce gradié;,t~ ... ,~ ... ¡~~l~c~n. 

5c
5

~p:•o::,;.'n: .•• º:.5.1;.~:.: .. •.·.21.1.·m~ .••. :M·.~·:··.:.6;····
1

.:.·i;Y:.; .. " ... -.•... :.:.ªE ... ~ ... ~.f t1~i~~~:1~l30~~;;f:~;:: .••. 0,t.·.~: ..• =.~ ... ··f '~";~~!~ff 1f :f ::: 
. .... ., ~ ., ... ___ _ ~,.:_ ·: __ ~ ~;~~ ". ::}.L\· ;~:.~!:l;:~ ~:/~-~-~'.?~ ~:-~;)--3-~ 

i·:.:,·-·; -~\;·..;·~~ f.::.t,:·: - ( . ..".. ., ' .. 

. _;~\:~;~~~~:$:~il~~?:~~ 'f~~º~.-:~~~ii~a:~i-~cg;,~'}:i~'- ;!-'.~y~~~- :~e-~:Uii -c·~l~{t~·r. _de 
tr~~~i~·;~-~,;··;~ü~<~~-~~;t·~~·~~-~~\~:Jh~: -~~i~~~~-~~;,an-·>i3$ :·~tgS·ú;;Condfc-fones:· 

,:·.~ ,...: ..'"{/;'..: -;.:__:·,;).-> - ·;_-;_,, /;','• :-.:;\·· ·-· . , 
coie·~-t~~t: '··:·:~:~:·+~~'.!':·\~~:y ::w::~ ~:.~~~;.Jf/Gr~'tt~,~~-~r: ~:'.t: ~-·:r.::· ·obtcctor 

" -·,.;· ~¿;-~--~~~~~ .. t.;. ... ·~~v.t~~?-=.:.~ .. ;:.·;.:_t~~kii~fr~~~JtJ~i;~~~~sb;_.:..~~~f-;;-=_-~ --~-'-----"--....: 
·_}:";' ':'''.:, ·· "'n:·.~,, '-:»'e• .,¡;.>:· .-"-

4 gr:.:>.di:11:;~·ytJpo:::'°r.· ;'_;·~::~~ .,,, :;~ .. '.:~;-,~~ ~·.~0T~~~;:P~'pe1 :-ó·~:2·· mrrtliiü'~"-~ 

Esca1~:%~\;3:1! e.' ;; ;~" :vtít;;'!~iZ::ifri~~~ ·Ioo . 
·.~:·;<:,';~-..- "._<::_->;, ,T 

· 280 nm 

Scnsib.: 

Vol. fr.:>cc. :300:.u;bonib"::•""' 
.,:_,; -,,_., 

;· 

Vol. many~:t::?l~ :actividod ·cn~imáUc:a y<as; pro¡c!nas. totales de to-

Jas l~s fracciOno~ .. 
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. ' . . 
1. 2, cr·o~at.ogi-~f-ia C"n··.0EnEiC:e1u10~a. 

CalcÜ~·:ir:. ~ :-~~;·~:nd~.~~~-·~-3 .~3ritfdad ·de DEnE-celulos~ Cpara una co-

lumna de 100·:·~<~-¡~.-~ -,~j -~~:i.-~oi~~i6~· amortiguadora de fosfatos 10 mM pH 

6.8 con_--~~-~,~~;~~~~~~'ri¿f¡' {:.~~-~-: .~q·~i·-~Ú~~-~r Per.tect~ment.e la ·column.:t con la 
-~:;,· :';",_-"!·; ·'--,,,.o:~':~~ -~""~;-~ -- -

mi~ma .so.luCiólí~'.:· '.·:·;.<;:·:~? . 

· .·.•. ..L~~)·r~_cJioR~s~~~~~lf.;cr~ín;i.t~~ra,f~a • ant.,r!o~. quo.d!eron activi

J:id C~z~~~-~f~-~.i .. L?~~iS~-~:c-~ry'~~~-~,~~~-'.-~~:-~-~P'}.i~~~:~:- ~~; l~. :~~_lu-~n~ .,~01\:~yuda __ ~-~ ~na 
bOm~a pcr·i ~-~ft:i t ~~:~~~~'.'.'.~~~~~~~--~?~-~~~:~- t?·~~'~,~=~;~-~~:~~~~~"i~=l·U~~-~'-_. -¿~or(·-1000 ~-m(· dC -·1a 

~oluc ión .'.lmort.igu~dol-a .. a<l.:i .ini:lm~~-.. :-:i~~-1cl::~·~~~e .. f lUjo/ ~-6~·-:·1~~ ~i-gs, con-

diciona~ cr~mci·,~og~·ái_.~:~~asi·~:. · ~~·; i_ii2(:~ .J~L ~:-~~~-~; __ · .'.--···-.. ,--
.. _.:, 

4 gr:.dill:.5 t!po.n 

Estilla 40 

;;,"~-¿~.G~if {~-~d·~~- --,, ."-J\: 

· ~,;1¿¿_ ~;~~fs~/o.~ :~¡í~in . 
,'."',: 

\Vo1 tJ;~·~,P~íu~~-(1a~_:: . ·100· mv 

V1:ll.fr.:icc.: 300 U bomba V~(~i~~Úo:'.•%ri" mV. 
·¡'. .. -- ·:;':~ -·~'i·"' . t;.:';, '" '..: -''.·-' 

'Jol. da~ccho: ·.400 U bomba· -- ·.---~.~~;< ·"--~: ,·:~.; :~·-:·· 

'= ;~~~ ~':¡~---~· ~¡~-~;;·. 
';<;-; :.··,:·,_.-vol. m.:myua-r.:i: 67·U .. bomb:.. 

.'(- ~~;}~:. \~:~_'.{;-" 

Oet.ector 

280 11m 

Scn'!lib.: 1 

7.3 cromatoQrafia:en o~~-~~~~Pn.~ief:.;;-
L3 mucstr:a·_-~:¡~1-~.Ja·:·~· lI;;;1·ii'(:::íJ=.:·-sa· di~úolve .en 25 ml de ~olu

~, .. ;-o-::_¿.~~;._~_~, ·.:.- ·= ;:;_;_:·~-

c i6n amortiguadora de f.;sfiitOs 5 _.mlf.'PH"· ~:~-~ ~on--~o-r_ca?toetánOl y Eorn-'i :-o·--
mM y .:i:z:id.:. .Ja ~odio .:.1 2 %. 

Calcular y su~pendcr la cantidad_de OEnE-~c~haccl <para una co

lumna do 2. 5 x 21 cm) an ~o lución :imortiyua.dora. dll fost.::itos 5 mM pH 6. S 

con mcrca~toatanol 2 mM, EOTA 1 mM y a:z:ida de i:odio al 2 %. Se equili-

bra l.:i columna con la misma ~oluci6n. Aplicar la muestra con ayud.:. ~e 

una bonlba ~crü•táltica a una velocidad de flujo de 10 ml/h. Eluir la!O 

prot~1nas con eoo ml d~ la. ~olución .:.mortiguadora a l:a mi~ma veloci~ad 
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de flujo, con_ la.G .siguientt?s condiciones da trabajo: 

·1a:·érom.:J.toyr.~-

Ha e~-posibla-, ·-se conc:cnt.rari-. 

c~Ícul~J. y>..lU-:ipcndcr la cantii.J.:i.d de ;J.Zul de cib:.i.Cr'on ~p:~:ra_ U!1C1 

columna de 1:0 ,x 22 cm) en solución amortigua.dora t.ris-á.cido clorh1drito 

20 m."1 PH :1:
1 

con. e !ol-uro de m:.i.gnc'!:iio SmM, EOTA O. S mM, morc:spt.oot.:inol 1 mM 
-~-=~:- -

y'nzid~ de 'codio ~i--O:~i '%~ Equilibrar la columna con l¡i misma solución. 

Aplicar 1:.. mua'!lt.r~ a la column01 con :a.yuda i..le una bomb.:c periz-

tá.ltica a 10 ··ml/h. Lavar la coli..::mna con 500 ml Ct! la solución amort.i-

~u~~or~ y un:... v~~ 4u~ hnn ~~lido las prate1na$ ~ue no ~e peg~ron a la 

resina, ~o desarrolla el gr~dient~ con 1000 ml de la solución amortigu~-

\Jora, conteniondo AOP 10 mM~ b.l.Jo la~ :li9uiente~ condic ion~~: 



Colector Graficador Detector 

4 gr3dill3~ tipo A ,290 nm 

Escala : 40 1. o 

Vol. fr3cc.: 200 U bomb3. 

m.:it.09=1r:im.:i, 

s.1 

Elegir l<l cOncént.r.lci~n da Pnn· C¡.Jag.93>.. :~·_J:'1ez~l~r~~el -~gua dc-;

t.il.:i<.J.:i, al .:imorti1~u;idor y l.:i $Oluci.6n de .:iC.ril.:unid~' 6n·Un m.:it.ráz .. kit.a:¡:..

t.o, dcacrc;:ir por uno~ minuto~. ngrcgar la soluc. d~ pcrst:2lfllt0- da -~mo

nio y el TEMED, mczcl.:ir cuh.!:i-.!o-;:;.:imcnt.e $in introducir _much.'? .:·aire. Inme

diatamente poner lzi !iOluci6n dentro del molde, con ayuda de Un emb·u~o--6--

jcrioi;µ de pl~~t.ico. :liminar l.:is burbujas ~ •lire y cerr::ir el cmp.:iqu~ 

de c~ucho ~in atrClµar aire. LCl reacción d~ polimerización ~~ realiza en 

un tiempo .iproximado Je 40 rnin. Si 1:.. polimt?ri;:.:ición ocurre muy r.!apido, 

la~ cantidad~5 da TEMED y/6 pcr~ulfato de amonio. pueden di~minufr~c; la 

nccasario cambiar las cantidadc~ de catal1=~dorcs. 
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j::c1on 1;~, c-1 rcdriqer.:i.íjor. P~r· 1S'.tni11:-·-· 1~uii~~ .. ~1- CWP3~Ue .je c.:iuct'10 ·¡, ~i 

::'3 11i!i:~~á1•io;,.c;)~)~~:~1.ar_":la.··º~.cpa1~ac.i6~- del_n,olde:Y ~1-·g~l forni.z.do con uii!\ 

', . ·-
l:irÍiplar_J.:i." aC1•il.:irnida··11ó p•:rlime1•fz.:adZ1. ·c,:;.n p:i.pol filt.l"'o. 

', '· ._ .. '.- ,- -_-... 

~l ·.:;,¡el··sc guar-d~ ·3-a~Cf-.$e :-retofriic\~'d:.. n1:>-uLili;?-a1• _el>•;¡-;.::l· h~;;ta _que: p.asen 

8.2 Preparación de ln muestra. 

-No:·a~---~ccc
0

!:i;.ri::s. un.l. prep=iraciOn c~p~ci.:il de la ~uc~tra,-:pero-os 

requisi t~ i.Mµor.tan¿~ - que ésta debe estar totalmente -~oiU_bi-fi:?ii~a-~~- ·av1:.:. 

t::s.11..to ut..i li..!ar ':lOlUcionc~ .::imortigu.:iUoras tJe :J.l ta fuerza iónic.:i:· 

Pr_cfE?rCntemcntc, l.:i muestra Cebe e~tar diatiz~dil·~;~- La- caót.id¡id. 

de ·muc43t.ra depani.Je del prop6si t.o de la elcct.roforosi!l: ;·:~:~~~-~;:~·~~·~~'.~~ii; 
general, u:na !>eric cor tu de di luciones con concentración ~~.t./~/~.:~~~.:-~ 20'.· 

m~/ml J.:ir.i una h.!c.:i de la. conccnt.r.:ici6n 6pt.ima. ~r~·~?\(~?:: ,. · -
Para poder obt>crvar el dc~arrol lo del. procc~o ~'-''?-~ 7·~~.~ ~· se a.n3-

Jcn 10 µl de .:izul de bromofenol :s c.:id:i 250 ml 1.le· .. ASS .. -< 10 .~g/Ítil) ..;ue '30 

usa como protcina patrón. 

8.3 El~ct.roforosi~. 

Para clcct.rofore~i!:i en gel de Pftn, el equ.ipo Mult.iµtior deLc da 

mJ.11t.c11cr unn t.~mpor.:i.t.ur3 <.Je" 1oºc con '3yucJ3, 1". l:s bomb.:k Je .:i~uza. Sa ro-

comicnd3 .il.plicar al gel umi corl'icnt.a de 50 ml\.por 30 min antc!:i'. Ce aµli-

c.:kr l:i mu~~t.ra Cprcelcct.roforcsi~). 
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Oc!:;pué-s da la prcalact.roforcsis, ::se a·P1-Ícan. ~~~:-cad'a~ .. ~·!1,; d~_~· lot:: 

po::a'l dol ~121 <de pr~for~nci~ por dupliC~-d~) -~~.;.t1.~·~·~- C:~da ·,;,uCSi.~3-~ ·.-

s~ concentran la!¡ muestras a -.~nil~J6-;r'~'i."~ri-~~--, dÉi}Z_O~ ~:·~:~J~-~~~c~ s-
10 min~ iJcspués de ást.e tiempo, s~·.:inc·ra~e;\J:3\~~::·5óy~~-:fc'~~---g~l'.:'ái:'iLS%) ~ 

,· /, •. ,-- ~: ,. ,. ~· 

o a 40 0111 <con gel al 7.s:o. E~·,ne~~~li;_fr}f~b~t~;,1 cori;~o.r~iant<?icons-

t;inte. El ti<>mpo de electrofo~e:i~:~,~~~frg;:~{l{~a~Í'.~':~e~~~d<> la<: 

:~::::": ... :e:::1 ::":~ pues én :1o~·~t~it~}~~ i~i0it~~-rJ!~!J~:e p~::~p::~ 
lcculare::;¡. 

, <~~:~~ ,-,.··~ .... ;-' -,;~; '·i 

'. ,-;. ~:"'" 

""":-. 

J'f".-·''- ,;-,~~~;:.:·· 

a.4 nncion yc~ónsi:;r\iác16n.d..;'.Í~ ¡>l~cád.-, gel <pa9·;g4>. 
-__ ,_ .. '. __ :J~~~/~c- ~~i&::;~~~; ·- ;~ ! ---~:,-~ -·y;,rr i; ,. ,.x-,: :t 

3) Fi J~é iÓn_.·-.,· -~,·p3~:i''.-p¿~:v·áJ:,i f. .. 1.l: pérdida de prot.~1 na,$ poco ~olu
· .... __ ··:-:;\'"::l .-,{.._¡,_::..'_' 

bles y ptir¡i '·miriimiz~·~, ::-¡~·~, ~~ !.~~:~.6.~/ :.{n~Cdiatamcntc dc!:Opu~s di: la· elQc t.ro-

forc~t~, -1a·:~{~~~k:·~;~:,~;f;_~~~~-:C~)·~~~d~ en una cubct.a GUa tont.ione =oluci6n 
. • ¡:.·. 

t t jiJ,dorá d~y~~·i:ó::·-·sO·:::nl_i~-:,,~---~~~m:p~r~tU~a ambicnt.e. 
"Oéº- ~~;-;, f.:.-"'-;:;--~ ; .-::~~;. 

,---;-;-
" -- :-~,~. 

b>· .. , :~{¡:~~-:(j}~~- -~~~--í-;;~~i:.l\:.~mcñte tJ::-:3pu6~ de 

PÍ:~c-~·;.:·~~:~-~i?i i~-¡-'.·~~'.~~--:~~-¿~i:~ ... -en la que ;:e 

cio e~ 1 h;' 

ha vartido l~ ~olución 

····•·é.: ¡;··· 
e> O"color~ci6J:. ~r~n~~<>rir el gel a otra cubeLa que contiene < .-· _.·- '-· · ... · -- --.:~-

:l01Ut i6n par:t' _(Jc:¡tÓlU~, ~~cctc§bio:l .. OC 'jolución mis 6 m~nos c.:>.da 3 h 

hasta qua el gé?l -ce haya· d~~lO:tud~·' y-s6l0 se ob!:crv~n ln~ band<is de pro-

ss 
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d) Con~crvaci6n. Para secar el gel sin q~~.se romp~, debe ser 

amp~p~do ~n $oluci6n conservadora duranta 1- 2 h. ·n·éOntinu~ción ~e de

ja ~ecar el gel a tcmperat.ura ambiente.· Unn-vc:? _Se:Co·,:;-sc· empaµa un pe

d3zo de p:!pel cclof~n <~ue pueda cubrir 3\ ·'ge·1)'.::·~·~:~.':i~l~·cion conservadora 

y ~e coloca sobre la placa de gel. De ésta: form_á<·el .:gel· s~ puede gua.r

J3r int.act..o. 

~ !'!~TODOS Pl\RI\ CONCENH<l\R 

9.1 Liofiliz~ci6n. 

Repartir la muestra 

vi.:ilas de 125°'inl.;:·Po~er, e~-- {O~ ·d~:p¿;_!~t6~·'.de·~~i,~l,{01:i.i'·i:,~~-~r~·:suficiente 
m~zcla :de ~-~_ic-{'~--~~~-¿·~--~'.-t·~-~-~¡·on~·~'.;: ·--!-"~;{·.:, -,1 ::,~-.:->-

Conge 1" r •. la ~~~~; ~ • $~~~;;~~~~~~~~,.'"¡;omogéneamcnte en l ai pare

des Jcl ~:~~~-c-~::~·~~:·, ~~~~i~·i'~~:~~~<~~i··~·~'J·t~~,,~~·~ :<,c~n~ct.:l~ el. fr;1sco a 13 li-

nea de v~c1d'.' inmed~~i,;~~·nte~~i'~ifrac:(·tar,qúc sci dc~congela. Cuando el 

fr:i~co. ª"~" ;~;,;~;';'~i~;f;ff~~ti,;{i~f.i;'~~tÓ-r~ár lcnt~mante ol ~i~tcma º" v:i-_ 

cio, reti~ar._,_cl._f_r~~.c:~·-V:, \~P~rl6{ ~-~~udir el fra~co para desprender la 

prot.cin:.., producío de 1a-liofiliz:..ci6n. 

Durante el proce~o. e~ neces~rio vigil3r con~t..antcment.e que los 

depósitos da l:& liofiliz3dor:.. t.cngiln suficiente m~:cla frigor1fic.3. De 

lo contrario, la liofilización no se lleva a cabo adecu~damantc, además 

Uc 4ue la bomba ~~ vacio corre riesgo Je <lc~compost.ura. 
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.9.2. Concentración por Ultrafiltraci6n. 

Re·./i:l:ir l.:i~ -válvul3s del t.anque Je ni t.r6gcn'? C t.::i.nt.o 13 Je :la-

1 ida como· la' de regulación de la presión> antes do comen~ar a caneen-

tr;:i.r;:. En ol recipiente <250 mll del equipo .Je l'\mlcon, ad;:i.ptar la mcm-

brana de ultra.filtración, llenar hasta la roa.rea con la soluci6_n-·a con-:

~ent.r:ir y cerrar perfcct::imente el sistema. Abrir la lli:ive -~~1--ge~.1~· cui~

~ndo que la presión no sobrepase las 20 libra~. Inic i~f. ia' ~~-~J~~~f6~~<··. 
que Jebe ::¡er congt.:intc y lent<>. Colocar un dep6:.lto 

"""··'-·· ,_ ·''~;0 .''"/·e~··. 

desechos del rec ipicnte. '"--~,-,'= ";-:-:._:.:;, .. ,_,. __ ~:--:-;;¿~-'-'~ 

Cada vez que 5c termine el liquido en ril · ~;;~1~f:¡~~1'i}t~f<>r~}1¡¡1'':: 
•.JaJo de t..1Ue nunc:i quede complct3monte v:icio), cerr,.:ir: t"Od~s-~;i~_{:;¡y~~~~---Y· 

-":,' - ·~:;~'. ,- !: ' >" . ' -
·,,";.-'..".'°'/-:' ;··· ~'.;\-. 

ccrr:&r ;~~-S:~~·{¡~:~.:; i~:;:~~~Y: ·, 
\~··, 

volver a llenar como !:>e c:cplic6 antcriorn1cnte. 

Cuando ~e consiya el volum~n Ua~a~~o, 

y enjuagar la n1en1Lrun3 an dicho volu1acn, para ev_i ihr ·péi-"di-dil-<d~ ·1a mUcs

tr:... 



Cr~F' ! TL1LO 1 V 

.=i:ESl,.1LT1iOUS: (\NAL!SCS Y DISCUSluN 

¡•i.:111 c..:irno. b.:t .. s=: p:l.l"':L_ :;equir p3·.l•:. :J. p:J.!l~ el proce:so. 1je :i.i~\.J.ruict1to tJ&- l.J. 

~n=1n1a p11•uv.::.l? cina~a (?C). E.-:;tas ttti:n1c.3s scin : ~e:pat:.::.ción da c&lul..:.s 

polimorf•')tH..1c:l:?.:lr1~~ CPMN) a"./.:ilu:i.11·~0 ..zu vi::1.oil1d:i.d y P!.lre.:.:t, d:::ot.~rminación 

c·.:>n~o Ct.)fl . .i!.0 fnu~·.st.r·.:s.s_...ie ~..)ll~!'e d~l P?1'-:io1131- Ca l:i. Oi·1isi::i.n d'.i' Nut.l"ici6tr 

E'.:~po:-\•ítne1·"1tal y Ci..:.ncia. di:! li:ior. Aliru~ntos del In.z.t.itü!.O N¡:u:í.:inal ée l.J. Nu-

t,¡•1t:1ón S.ilv!ldol" Zub1r:i11, que pi:l"mit.1c1·an iir.i.:er lo ·.:;iq:uienre : 

:¡:, Út)-tenC:1-6n dt:- leucocít.o:; PMtJ por t;:radíente d~ dE:\1s1d.J.d C•:i.n fi-

VIASIL.IDAD Y PUREZA EN l.A SEPARACIOH DE LEUCOCITOS 
PCJl.IMOftF~S - (-) 

.. 

"'f'A 'llAl\t'""' 

11J••11111•ut:at~\411 

h'\JIE.i!O DE: 1.A CETE;a.itllAc;IO.~ 

.,.." .. ¡. 



Coru•:> ·~e '3:J.be, 1:>. _ proporc1611 de l:.?uc•::icit.i.:i'3 PMM 011 ~:mqre t.•:itJ.l 

d.:-1 F..;.H-d0be·ser .. L077', sin•:i-·q~e, ·-1.:i pr1:-porci·~n dc-1 F-H y el v1:ilur1h~n ~e 

c~lul&s ~: ze~~ial'.;:.1•,,'debe- zer 2: 1 1•t0:spectivar1h:~·nt~·. y no 1: 1 co:-110 general

r11~11t..e se~¡~~~-~ ~-.3.1 -·t,\~~G.::iJ':..r · co11 ·.••::ih..1m~l11:~s de -;..:t;11g1"'e pequeílos . __ 

•:!e lz.!i pr1:it.e_1nas ~-.itop!a!;r_ttál.ic_3.s_ sc---cornpr•::ib•:> 

por, e;{.:iÍ1)011 rri1crÓ9c•:..oico:i ('/:J. 110 ~e ob-:.erv:i.b.:.n célul.:i~ for.rric;{_;d~M.l~'-.-~de 
~·· ' " ",. .'-.· 

que l~ pr_:asenci.:t de p1•1::>te1na-;; :;e r11a.nifi¿:-~t1a ·co11· l~ f,1::irn)¿Ú.i1!i11. dc!·espur1ta: 1 

_ p1~Uab~:s ,_q:'e ;ndic~r·:tn cu~lit.~t1v:i.tnente _~i c1·-proco~o p~_f_a·, ~~-~i~á~-·--:~'.o--,¡~~--> 
·., '--.-o.;,'-·,~;~~ - --'~';- --. '> 

.--,. 

:t' Se:- l lev.:i.r1)n .:i. C:l~O ..iO en:J.:ty..:i:> cn=in1S.t.ic..:i:s, :-~-;,j~·-,-,~-¡~~--~p.;,~ ·cu.:t

d~· ipl ic.:i•:I•:>, •:ib~e1··.·~11d•:>~~ .::11 Zill1 r\ur.. ión -z ig111f1c~t .. iyo. ·~,~: i'~j-~~-~:~~l~~·~ij~ i~·: ·pi)r 
·: .--· :;·'. <·> .· _·-- -:·_: . 

l.:r. 0}'.1d.:tciu11 i..lc l.:i. C•:ian=::.~:i MAüH, lo cu.:ll i.íldic..:iba ·,·.~.:.lí:is: .. ~6':3:t~: pr'i.mer'•:i, 

técnica l'i?g,li::.:i.ndo 
:·<;:~-".-_- . -·:e 

:tdec"y'i.d~·ra~nt.i:- y·.- :~~1::$PU.iaS:t. '.-ltie_- Gl 

r1.:irnpu:11~nt.•:i de l:i.~ c~lul.:is ':il? h.:ib1:i -. iogr-~d~:i-. 

:r: ::.e \º~!l.li-=.aron .40 cur·..-~s pc:it.l"ÓlÍ 'p.3.ra l.?.-deLe1~n1in:iC-io.1i de· p1~1.:i-
•• - •. ·. - '.C 

t-:::-in.:t~ t.•Jt.:i.lc-'3 (n.ót.od•:i -d~ L-:.w1·y~ ccn ~l ·fin zJe-otitallc:-f..·ur\.:i. ·bui.:-nzi corre-. . . ' .. -: . : 

1.:i.-C'i.:.11:- ·ou·rant.~-;1.:. ~el:.ibol·~,, lón:-de--~;. to.'='_- ·c·u:,~~:a~ _:~c-;~}::_l,~~-~~~-~c."':~:-~~!~~ c¡uc loS 

f'::!sult.id1:..s ~·.:cri.ib.:tn 1jcpa11d1endo dc:1_.·~-í'Po de···re:i.Ct.1Vo de_i::-olin ~mp1e·3;jo. 

L.::.~ curva.s obt.:nid:.°z c•:m ::-1" re.:ictivo de F•:ilin,m.:.1•c.;i: Sigma. prop•:rrcii::i11:.-: 

r•.Jn mi.?j•Jl""C'3 co~t ic icnt~s 0je cor 1'C:i4-c ión, ·"coniP:.i.r.:¡d¿.'$ éon los i:ibti.:-nidos 
,: ·' 

con l'e~ctivo m.J.l'Ca 11.:rcl(, P•JI"' lo Cu_ál ---~e d_t!'ci:~ió · !-J~i l i~.jr 'el pl~.i.-me-ro o.?11. 

1:..-z det.o-rminacion•:?'Z ~i'guit?11ti,j:3 <Cuadro .1) ._ 

Con l•:Js l'e-s1Jlt.a.d1::ic:. d~ i.::,!:·. 41) curv~z-p'atr611 -zC. Obt.uvierOn lo~ 
' . . . . ' 

t:~s-f ic.icnt.::!s Je v~r i:tc.ión (.e . .:,¡:) i·.1~t..r~:, ~ '1.-_nt._~ron~3yo_ P~-r.:i<·c~d:i. puílto de 
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la curva. Por el c.v. intraensayo obtenido se garanti%a precisión en 

la det.ermin3ci6n, sin erabargo, el c.v. interensayo indica que es nece

sario hacer una curva patrón cada vez que se determinen protelnas tota

les por est.e lllétodo <Cuadro 2). 

Cuadro 1 

/\n.ilisis de regresión lineal para alyunas curv~s patr6n. 

(1\58) 

Marca .. b 

Merck 0.9480 0.0056 0.218 

0.9647 0.0067 0.169 

0.9274 0.0075 0.301 

0.9660 0.0091 0.219 

0.9877 0.0085 0.134 

0.9715 0.0134 0.121 

0.9832 0.0080 0.206 

Sigma 0.9996 0.0095 0.116 

0.9994 0.0105 0.109 

o. 9994 0.0122 0.072 

0.9998 0.0092 0.130 

0.9999 0.0073 0.121 

0.9990 0.0063 0.075 

0.9992 0.0992 0.111 



Cuadro 2 

Comparación entre lo~ c.v. intra e intorcnsayo en la dctor

minaci6n de protcin~s totalc~ Cm6todo de Lowry> 

Conccntr;:ición 

Cµg> 

so 

40 

20 

c.v. intracns:.yo 

o . .5867 

0.5201 

0.5850 

e. v. i ntcron-::iayo 

23.470 

20.804 

23.401 

n = 40 
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PROCEDIMIENTO 

2.0 OBTENCION DE CELULl\S PMN. 

Para poder llevar a cabo el proceso de aislumiento, se requería 

de l~ucocitos PMN provenientes de aproximadamente 100 l de sangre humana 

total, por lo que tué necesario acudir al banco de sangre. Esto se rea

lizó a lo laryo de dos meses dependiendo del nómero de donadores que a

sistían al banco de sangre del ln~tituto Nacional de Pediatría, que pro

porcion6 ~l pa4uete de leucocitos. Es importante comentar 65to, ya que 

de: ésta forma !:e obtuvieron varia~ porcioneti de paquetes leucocitaria!:, 

por lo que se utilizaron por ~aparado en las etapas siguiente~, pue~to 

que Juntarlos dificultaba su manejo. Los paquetes lcucocitario~ obteni

dos tenian unil c.:intid:id irnport.'.inte de cr i trocitos, que ~e considcr3ron 

como contaminante~ por lo que 1u~ necc~ario tratar de eliminarlo!i, l~

van~o con SSB. De la nata leucocitaria sa obtuvo l~ población de leuco

citos PMN, no fué posible determinar la pureza de éstas células debido 

31 volumen L~n grande con el que ~e trabajó; ~e intentó haciendo dilu

ciones c!a ha!;la 1 : 1;<10, sin embargo, ni en e!itas condiciones, se logró 

un conteo ~e cólula~ aJecuado; además ú~ 4ue es evidente 4ue diluciones 

tan grand~s ya no pro~orcionan datos confiables. Por consiguiente, la 

viubilidad Je la~ células tampoco ~e verificó por la técnica 4ue !ie men

ciona en la metodología; no ob~tante, el hecho de trabajar con el paque

te leucocitario obteniJo el mi~mo Jia y guarclar las células en SSB a 

- 75°c, garantizaba el buen estado d~ los leucocitos PMN. 



3.0 PRECIPITnCION CON SULFnTO DE AMONIO. 

Ha~ta estG punt.o el problema con!ii$t.1a '?n d~ter~.~n~r. 1-'.1 propor

ción de saturación a la cual pracipitarta la·-fraC·c16n«p_rOt:eú1ica con ma

yor .l.ctivii.Jad cn:imá:t..ic~ de PC; 6~to !JO re'3olVi6 ;ro:l1'1zoiír1d0'-··v~r·i~s en!la-. 
.-:::·,:· ,, ' .. ·:;) 

yO!L praliminares <Cuadro 3). _ . :(~;~%~~;~-~j~í~~L~~~~i;_::·~:- .. --
Como sQ t.entan dtato~ da la pr.;po~(i~~ =~ae-:·so.t·t~iracíon·,.·a ·~~--·~tj~~

pr~c ipi ta 13 PC do Ji ver!los t.eJ icJos t:tním·~~e~---~ ·~:~·~~~(~fI~'!~~~~~~::§~\) ·-y- en. 
-'·-,·.oi 

~ritrocitos humanos <34>, fueron estos, l_o~; qUC' ric:-:·~~-1'1iZi:l~~ri~~"6mo bat=e 
-, .---> "··:::_,. 

par~ bu~c:ir el e~quem~ de preeipit_~ci6n p3.r.:l--la c~:~i~~ --~e~)~~éocitos- PMN 

hutiu1nos. 

Con el objQto de mantener a la enzima en la~ mejores condicio-

nas posiblo~, s~ tuvo la necesiU3d de raali:~r el proceso de precipit~-

ción con sulfato de amonio inmediat~mcnto despub~ da cada roMpimi~nto 

calul~r m~nteni~ndo precipit~do~ y ~obrcn~~~ntcs en b~no de hialo. 

Cuildro 3 

Primar cn~~yo ~o prccipil3ti6n con sulf~to da amonio. 

sa.tur<lción Prot~in~s totales 

( % ) 

pp. !iObr. 

L.0. 3.452 3.35$ 

1. 947 2.615 

45 2.211 

no se pudo determinar. 

nctívidad c~pec!ttca 

<Ulrnq protefn.;).) 

pp. 

0.195 

2.231 

sobr. 

1.233 

2.615 

2.~65 

L.O. Lisa~o original (150 ml> provonient~ de 6 l de s~ngre. 

Unidad de activ. cnzim. = µmoles NAOHox/min/mg prot. 
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Como ~e observ3, la proporci,6n dt:? S3t.uraci6n ampleaJa en 6ste 

caso no sirvió para la enziMa de· lcucOCitos PMN por lo que habta que 

probar otro csquem;i de precipitación. 

El segundo ensayo di6 los ~iguientes re$ult.ados CCuadro 4>: 

Cu3dro 4 

Precipitación con ~ulfato de amonio. 

S;ituraci6n Protcino.s totales ActiviUad c~pocifica 

( i: ) (mg/mll CU/mgl 

pp. ~obr. pp. ~obr. 

L.O. 3,086 3.900 3.089 4.93 

25 1. 938 5.221 4.373 o. 110 

35 1.514 3.'366 13.802 1.384 

40 0.141 4.026 43.0:36 1. 746 

45 o. 658 4.432 25.010 2.237 

so 0.846 4.139 13.65 

- - no ~e pudo d~tcrminar 

L. O. Li~ado original C 100 ml) proveniente de 10. 5 l de scingrc. 

Uniüo.d d~ nctiv. cnzim.~ µmole~ NAOHox/min/mq prot. 

Cortlparando rc<Z>ul tados, se pu~dc ver cama se obtiene en el prc

cipi to.do al 40i 13 fro.cci6n protcinico. con activiUad cnzimitic3 m~~ clc

vada,por efecto de eliminación da otra~ proteina~ en 1~~ prcciµitaciona~ 

al 2S y 35~. En los últifllOS Uo~ punto~, :u::in cu.:inUo ~a- -:::;igucn alimina1iUo 

proteinas 1 la actividad de PC no es tan elevada como al 40~, por lo que 

!:iQ decidió precipitar :a é~Zl proporción dircct.:.mante an el :::tiyuic11te en

sayo, pues ~e supuso que no tenia objeto pa~ar por lo~ dcmá~ punto~, ob

teni6ndo~c lo 4uc :le expone en el cuaUro S. 

64 



Cuadro 5 

Precipit.aci6n con ~ulfato de =imonio al 40~ 

Sat.ur'1.ción Proteina~ totale~ nctividod especlf ica 

( % ) <mg/ml) 

pp. 

L.O. ( ll 2.'3'3 

40 ( 1) 

L.O. <2> 2.36 

40 (2) 

- - no '3e pudo dctcrmin=ir 

sobr. 

3. so 

o. 56 

3.00 

2.00 

pp. 

2.73 

2.GS 

CU/rn\jl 

L.0. C1) li~ado original <100 ml> proveniente de 10 

L.O. (2) li~o.do ariginal (100 ml) provanicntc de 10 

Unidad de lle t!v. cn:?im. ~µmole!> NAOHox/min/mg pro~. 

- ·- ,. ' - " ' -. 

sol>r. 

5.22 

10.576 

4.044 

6.25 

d~ sangrt2 

un ~rror ~¡--quc·r~-r--·ºp:ac-iµi.t~r-.iP,<en~·¡ma~;;d.~-(~~~~~~~~~- ya,_que como se ob-

:::;erv:l, al ~obran:l.d:l.nt.e ;:il A.oi · cónt.iane-c-~~S1<.Ci?lot.~l 'tJ~. la"3 protcino.s 

del li~ado original y ca~¡::_·~~d~;;.~~~-5~~; ~~~~i.\~ri:g~,d~~~-~i\.ado, contrario a 

lo r..{Uo ':lC cspcr:l.ba. E'::ito indico.ba .q~~.-~-# .eY¡~\~~~-i-óri -~e prot.ein:t.'2 debi=i 

h<lceri:.c paulat.innment.a corno en el ·ensayo :· .. a~i~~·{'Or,_ por lo que fué nccc-
. - ~ '. 

!lario repat.ir el c!iquema úa prccipi.t.a.~i6~·;";:;'?bt.~~~6n-do!Íe los ~iyuicnt.c~ 

rcsultüdO!i <Cuadro 6>. 
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Cuadro 5 

Precipitación con sulf~t.o Ue amonio. 

Sat.uraci6n 

{,;) 

L.0. 

25 

35 

40 

45 

so 

Prot.a1nil-S: total~s 

<mglmll 

pµ. sobr. 

2 . .46 4.88 

2.51 4.64 

1.29 3.68 

0.450 3.86 

1.292 4.52 

0.275 3.92 

- - no ~e pudo dctarmtn.3r , 

f\ct.ívidad especifica 

CU/mgl 

pp. sobr. 

2.46 0.':167 

2.83 0.435 

8.809 2.420 

32.74 1. 74 

12.69 1.94 

6.42 

L.O. li~u.do original (100 mlf·~rovenicntc de 1i 1 de sangre 

1..'nid~d d~ nct..ív. cnzim~'~·.-µ'~01_a~"·~~DH0~1~_~:~/~9 'pr~.~-·. 

Lo<> rc<>ul tAdos · pc~r-rtci~ vc>r n~~~,..,V;i.c{qu! .. ~'? ·~ l; ~~.>e ipí tado al 

A0% Ja- ~at.ur:iC: ión-- ~e ti~.:t~~<i~·-_ =-C.ti ~id.3;j'·~--~n~i.-~,i'[-i¿"~:(~~-:;·~l~-J~~~;. 

Es in1p~rtant~. hilcer. riót.a~·- ~u,; h~v·:~-f~_~::~1~~~::Ó_~-~~~~-~no·:~iOtro 
procaso Ccu:idro A. y b>, .ziii ~mb3.r~o, lo 4uo s.( a·:J·_.cl:iro ·.·'~_i'-4ua Cn·cl 

prcci~itado al A0% ~iemµrc se tiene la fracción protcinica con la acti-

vhfat.J enzimática de PC m~~ clQv::>.da por lo cu.:il ~e dacii.JiO qu& el -c-:;qucma 

dQ preci~itaci6n para la ~nzíma PC Ce PMN ~cria al 25,35 y 40~f y é~to 

~o hi:o con }35 cOlulas PMN rc~tantcs <provonicntos J~ 50 ll, ya que 

h~tota é~te momento se hab1.<ln utiliz<ldo lo~ paquete~ lcucocitarios de SO 

litro~ de ~3nyrc. 
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4.0 CROMATOGRAFIA. 

4.1 Desalaci6n de la muestra. Antes de iniciar la separación 

por cromatogr~fi~ ~e tuvo ~ue elimin~r el $Ulfato Uc amonio d~l precipi-

tado obtenido en el pa~o anterior, para lo cual se probaron dos métodos: 

a.) M6todo 1. Columna. de Scphadcx G-25. 

En la gráfica 2 se puede ob~ervar que el sulfato da amonio sale 

ca.si al mi~mo tiempo 4ue la. protc1na., e~to hacho indicaba que la muastra 

no toe estaba dc!;alando coropletanlent.~, por lo que ze decidió probar otro 

m6to.Jo. 

, COLUMllA DE SE?HADEX G-25 ?ARA OESA:..AR 

A 2eo 
a.10 .... .... 
'·"' .... .... .... .... .. 1• 

a.a1 .. act..~....i,""-~~--!,,_.~~~~=-=---i~~~u,,_.___.,o 
1 Fl!ACCIOH 
;,..rr .. i. 

La curva n representa la rc~olución del precipitado 

al 40%.. La curva 9 raprc~ent.3 la. rc'!:iolución de la 

sal (sulfato de amonio). 
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b) Mét.odo 2. Diálisis. 

nntes Ce dializar $e liofilizó la muestra con 25.S mg de pro

teína re~tituld.3 en un volumen fin3l de 15 ml. Esta c:intiJad d~ proteina 

se desala perfectamente contra 4 l de agua desionizada <cambios de agua 

c3Ja hora> durante un tiempo de 4 hor:i~ con agit:ici6n constante en cuar

to frio. Oe~pués de éste ticmµo, la prueb~ con cloruro de bario fué nc

g:it.iv3. 

4.2 Cromatografía en Cl't-cclulosa con gradiente de pH 

En la gr~fica 3 ~e observa la form:ici6n del gradiante cie pH 

CS-8> en una columna de CM-cclulo$a.Esto se hizo para probar el forma

dor de gr3dientes en el intervalo Ue pH que ~e rcquerl:i, antes da apli

car la muestra. 

FOR.llACION DEL. GRADIENTE DE pH 5-8 

El gr~d1ent.c se hizo con 500 ml de soln. amortiguadora 

de fo~fatos SO n.M pH 5 y 500 ml d~ ~oln. amorti~u~dora 

d~ fosfatos 50 rnM pH 8 midiendo el pH en cada fr~cci6n. 



~na v~z 4ue ge comprobó 4ue el formador Ue gr~dientas funcio-

naba correctamente. se aplicó a la columna 25.8 mg de protefna dializada 

y disuelta on 15 ml de ~olución amortiguadora de fo~fatos SO mM pH S. 

En la gráfica 4 se pueden observar las fraccione~ CS-10) con 

actividad enzimática de PC en un volumen de fr3cci6n de 25 ml. Se liofi-

!izaron las fracciones y se restituyeron en un volumen 1inal de 5 nll de 

~olución amorti9uadora de fo~fatos 10 mM pH 6.8 . En é~te pa~o se obtu-

vieron los siguientes resultados: 

6.10 mg de proteinas 

4.37 U/mg de protc1na 

26.72 unidaUes totales 

C/.1-CEL.ULOSA CON GRAO 1 ENTE DE ,;H:---
(pH 6-8 ), 

Cromatograffa de 25.8 mg de protcina liofilizad~. 

n : fracciones con actividad ~nzimática de PC. 

a.e.o : fracciones ~in actividad enzimática. 
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4.:3 Crornato1Jrafla en OEnE-celulos;:i. 

La protcina obtenida en el paso anterior C4.2> se aplicó en 

una columna de OEnE-cclulosa. con ~oluci6n amort.iyu;:idor3. de fosfatos 

10 Ml1 pH 6.8. 

En la gráfica S se observan las frAccioncs 10-17, las que die

ron ·;:ictividad enzimitica de PC. Se liofilizaron las fr;:icciones y ~e res

tituyeron en un volumen final de 2 ml. Se obtuvieron los siguientes 

re!Sult.aJos: 

0.03 oig de prote!nas 

239.86 U/mg Je proteína 

39.76 unidades totales 

OCAE-CEl..ULOSA. 

Cromatografla de 6.102 mg Ja protain3 liofiliz~d;:i. 

B : fracciones con actividad enzimática. 

A,C : fr;:iccioncs ~in ~ct.ividad cnzim~tic;:i. 
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Como la cantidad de protcina.-: (p'c>>~~-,t~-~fdá·.\~r_~:~~~~~:-.p~q~·~,,~-~; lil 
Jat.ermin=ic i6n Ja prot.cinas tot.~lcs .... ~J~~ ·:·~~e: '~:~~i\~~-~;~i~'.~'.~~~?':.·~¡~:-~~~~~~~-~~ 'cle. 

Bru.dford y no por el de Lowry-. E~ cnSayo.-:/-·eli:dM'á.ii.i:·O.~'$e'.'.::í1e·vo:--a:~·c.atto en 

un aspee t.rof ot6mot.ro DU-70 a -di t~-~e~t\-h:~~:J~ d~:\~~r~:~~~fJ~i~?~~f~~~·;¡~:g~~¡i -~4uQ _ 

~e realizaron en un eutord 250. /~ili:~~(~il~~~Pº~~~:r;;~;.~] ;~,~:: 
En el cuadra·· 7 -~~ ~O~-~~~-~;~.~~?i~;tE~~~-¿~i\~~~~l~-8-~~~:{~:l;:~-~t\~~ra:. que 

'. ·.· -.--~,: .. ~ ,:'-:"~_:'·:f~,:~:~0::;~~~,;~~==·~ ~.{~~~;;~~ .. ~-~::;·'-· ,_-·:'~_-4,,,-,. ,._ • 

'.le pu~do $CtJuir c.'.lc.!:a .. uno de,;··ros .. ~pasós~··Jcl·o'::iis"l;imfento_·_con:_gu· r~!ipeét.ivo. · 

rt:'ndimicnt.o·~ La!i ~i9t;J~~? 1.~~-~~.,(~~'~ ,,:_;~;;~~c~~-~~Otófc~is ~;~-~.:-,,~l' de poliacri 1-

::~u: i ::::> )~:::~;i{:S~~~1~;-~,~~rié~~;t!í~~~ªi.·dos' eÜpas e obten e i6n 

Cu.:i.Uro 7 

Aislt.1.miento de la cn::?.ima PC de lcucocit.o!l PMN humelno~. 

P .. 1~0 Pro':..e1n::i~ !'ic~iv.:.:-:Jp~cif. Unit:fa,Uc-:¡ Rendimiento 

Cmgl CU/Olg prot.. tot.alc'Zi (~) 

ll':i.3.JO orig. 2 '325.00 7. 11 20 $00.55 100 

prcc ipi t.Zl.C ión 25.80 123.62 3 189. 39 15. 32 

CM-c~lulos.l. 6.10 4.37 26.72 0.12 

OEr.E-cclulosa 0.03 :?39.86 39.76 0.19 

Unidad i..Jo :sctiviU.::id cnzimtl.t.ic3 -= µmoles NnOHox/min/rng prot. 

Unidades totales = unid.l.dos de actividad enzimática en ~l total de prot. 
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5.<) ELECTRUFURESIS. 

:_! -2-1; ,_ ., ! -. a .q .·,o - " lt . ,., -: i!I ,. " ,. ., 2.0 

};;==:.:..:~---...... -......... .:--------"~-·..;··_ .. _ .. _.-...;·_·;..-.;.... 

3: Li~adc- original :260 V 

SO-- -ruA 

14 
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···--=-- •. '1 

•• 
Qt.J_.~ •• ............... _ 

a 1'1 lt • t::t. IJ /'( 15 

C:::.ntt!:nid•:> dt:: 1,1;,s pc::c;; 

l,::: ;.p.,_: 40~:·<µ.:irl..: il 

3 • .:: · pp. -40-Z .<P~"l-.tC ':Z; 
.S,6: pp. '10:! (p.l.rte :3) 

11,12: izobr. 40Z (part~e 3> 

1.3-18: PC ruU:;culo .je coHQ'ji:i < lmg/ml) 
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Se observa que como los prccipit.o.do~ no están t1JMplet.ament.e solubi-

liz~do~ ni libres de ~al no ~parecen, cosa que no sucede con los ~obra-

n~dantcsJ sin embargo éstos últimos no contienen PC como sa puedo veri-

fic3r por l~s b~nd3$ car~cter1~ticas Je PC de m~sculo de conejo empleada 

como patrón. 

,-

•• -1 
. -'I 

~.:::: 

.::~: --"~ .. -
-, ;..''J 5 

- '· 
, .. 

.... -~~,--..,._··-~--- _, .·--·- - _____ .. _ ·---

Fig. 3 El.,ctroforesis en gel" de PAi\ 

Cont.anido de lo$ po::o!i Condiciones cloctrofor6t.ic3S 

9: lisndo original 

11-16: pp. 40~ dializ~dos 

Cp.:irt.cs 1,2,3) 

Pl\11 al 3.Si pH S.9 

250 V 

so mA 

17,19: PC mu~c. conejo Clmg/ml> 13 W 

19, 20: ASB C 10 mg/ml> 
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Se observa que dc~pués de haber eliminado la sal, las protcina~ 

si .3parcccn. !iin cmb:irgo t.:inlpoco se observa la b3nUa de PC,posiblemcnte 

por la concentración en la qua se encontraba y a la presencia de mucha~ 

otras protcinas que tal vez 3fectcn su migración. La conccntraci6n de 

la enzima era tan pequcMa que no fué posible detectarla por electrofo

rc~is Uespué~ da las cromatograftas; ~in embargo los valores de activi

dad enzimática y protctna~ indicaban la prc~cncia de la enzima. 

Con el objeto de conscrv:ir y concentrar la proteina y, en el 

afán de ver cristales como producto del trabajo, se liofilizó la protei

n:a,~in embargo 31 proceder de ésta manera, lo único 14ue so con::iigui6 fué 

perder la enzima en el si~tcma-de vacio de la liofilizndora. 

/'m:Al i::::Ando los re!:iul t.:Ados obt.onit.Jos en cuanto .:il rendimicmt.o y 

en vista del error cometido al liofilizar, se int.cnt.6 nuev~ment.e el ais

l~micnt.o, procc~o dur.:inle al cu.:il ~e pudieron hacQr cambios en lo que· ~ 

crornalografia se refiere, ya que fu6 en é~t.a ~t.ap<:i del proce~o e~ donde 

~o rcgislr.:iron l:As m.:iyoras pérdi~.:is. 



PROCEDIMIENTO II 

1.0 OSTENCION DE CELULns PMN. 

16 

Se procedió a ~eparar los leucocitos PMN del paquete lcucocita

rio provenientes de 60 l de sangré total. El rompimiento celular rindi6 

lo$ siguientes result~dos: 

Prote1na liofilizada. 

2 051. 75 mg de protcinilS 

12.57 U/mg proteina 

25 790.49 unidade$ totalas 

2.0 PRECIPITACIDN CON SULFATO DE nMONIO. 

El proceso de procipitación di6 los siguientes recultados: 

Prccipit3do 31 40~ liofiliz3do. 

852 mg de protcinas. 

13. 20 U/mg Je protein;i 

11 246.4 unid~dec totales. 

3.0 CROMATOGRnFin 

3.1 Cromatografia en OEOE-5€phacel. 

Las fracciones 7-12 de la yráfica_6, dieron actividad enzimá

tica de PC, y fueron obtenidas en un volumen de 25 ml, producto da la 

cromato~raf1a de 852 mg <le protc1na. Las fraccione~ ~e liofilizaron y 

re$ti tuycr•Jn en un volumen f in.o.l de 10 ml de solución amortiguadora 

tri~-HCl 20 mM pH 7. Se obtuvieron los ~iguienLcs rc~ultado~: 

600 mg de protcina~. 

8.S U/mg de protaina. 

5 100 unidadc~ totale~. 
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DEAE-SEPHACEL.. 

En la gr~fica no ~e ob~crva una buena ~eparaci6n 

de las protcina~, s1n emb~rgo se pudo di~tinguir 

ba~tante bien ~l pico formado por la~ fracciones 

7-12 que prcscntab~n un color rojo y en la~ que 

~a ~cmostr6 ~ctividad enzimática d~ PC. 

3.2 Cromatografia en azul de cibacron con gr~dientc de noP. 

Los 10 ml ~el proJucto obtenido en el pa~o anterior <DEAE-~o-

phaccl) ~e aplicaron en una columna de azul de ciWacron con ~oluci6n 

amortiguaJora tri~-HCl 20 mM pH 7. 

Una vez que pasaron a través de la columna las protctnc::.!; que 

no ~e pagaron por afiniJad a la resina <gráfica 7 : A> , ~e aplicó un 

gradiente de noP 10 mM. Como se ve, la concentración de ADP para.elu1r 

a la PC C5 muy gran~a. osto ~i6 como resultado una gran dilución de la 

enzima. 
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Las fr¡iccioncs obtenida~ con ~l grndientc de OOP y que en la 

~r~fic~ ap~rccen por ~b~jo de la maseta <~r~fica 7 8), fueron conccn

trndn~ por ultrafilt.rzición, ha!Ota un voluu1en final de 3 ml ·y dieron los 

~igui~nta~ rasult~Jo~: 

1. 138 mg de protc!nD.s. 

934.13 U/1119 de proteina 

1 063.03 unid~des t.otalc~. 

C~be mancion~r que no toda la PC ~~ po~6 cn_l~ column~, pua~to 

que al liofili::!<u· la!; fraccione~ de A y_ medir activid~d en::{mát.ica- y 

proteiu~~ ~e encont.r6 lo !iii-Juiont.c: 

246.4 mg de protcinas. 

0.062 U/ing Je prote1na 

15.2768 unidades totalc~. 



A::U'- DE e 1 SAcaon con GRAO i ENiE OE ADP. 

4 2eo 

º··"":~t:--:-:-~-'!':~-:n:-=n:-,~!:-1*1-i!:-:u.,_,M~~~~M,.....,a=-' 
.~ F!V.CCIOH 

tnflUI 7 

ti: rcprc'.:icnta la prot~in.:t 4ul? no ::;e peyó por .:afi-

nid~d ~ la columna. B: rcprc~cnt~ la PC aluíd~ con 

AOP. En bsta último p.:i:;o '.:ic obtiene un3. mC?:;et.a y nll 

un pico. puesto que ~l nu~lcótido no aUorUc lu~ en 

;?/ ....... , :'·· .~ 
En ei :C-~a~·r~/;~~~~~-~'~.,~· c~ra~eri~r~n lo~ re~ul tado~ del pr:occso de 

aisl.amil.lnLo p;i'.:io a: p.::i;o: e~'~ ·o;:¡us' :re:;pcct.ivo:::; rc-ndimicut.os y la~ fiyu1":l:l 

4 y S de· c:l~c't.'rof¿~~~-i~ e.n gel de f'nn muestran alguno~ pa!:o~ del procc'.:io 
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Cu:u:Jro 8 

Aisl~miento de la PC Ce leucocitos PMN humanos 

Pa~o 

li!l.:t.do orig. 

precipitación 

OE:nE-~cphaccl 

n.zul-cibacron 

Protein.::i.5 

<mgl 

2 051. 77 

852.0 

600.0 

1.138 

nct.iv. c~pec. 

CU/mg prot. l 

12.57 

13.20 

S.5 

934.13 

UnhJaúcs 

totales 

25 790.49 

11 246. 40 

5 100.0 

063.03 

UniUad Ce ac t.iv. en.::im. -: ,umolcs Nf\OHox/min/mg prot.. 

Rendimi~11to 

(%) 

100 

43.60 

19.77 

4.12 

Unid~des lot.alc~ ~ unid~dcs de activid~d cn~imát.ica ~n el total de 

prot.ain.:l:l. 

so 



4.0 ELECTROFORESIS 

- ... ,. ---- -~· "-. ---·-·· r ¡:- -.~ a/olt./~ 

-- '--'.--' ~ 
, 0 11 '1- :3 1v ·15 ~- 11 ra 1111 ::o 

.;. ::·:· .. :..-.· .~ 

Fig 4 .Electrofore~i~ en gel de Pnn. 

(;ont.cni~do de lós pozos. 

1,2: l\SS . ClO·mg/ml) 

Condiciones elcctrofOrdtics.s 

3 t 4!. l~i»i~~o er n .. roc i tos 
S,6: pp. 40 :!. 

7,a: µµ. 40 :!. dializado 

9, 10: sobr. 40:!. 

11 1 12: sobr. 40~ liofilizado 

Pl\I\ 31 7.S :!. pH S.9 

250 V 

40- mi\-

9 w 

13,14: pp 40 !' di'lliz~do y liotiliz:lJo .c':;:O.·ob!ler,va cl;irament.e 

la banda caractcrl~tica de PC.> 



-=-.:---~-----··- ·-

Fig. S. Electraforcsi~ en g~l d~ Pnn. 

Cont~nido de los pozos ~OridiCtóna~ elcctroforáticas 

1: l\SS C 10 mg/ml> . ·: Pl\A ::..f 
: . \ --~-, ::·· '. ·¡ • .• ->· : ·-

. <6.6 mg/ml> ,> '25o':, 1/ 
~! ••• • .··:>,,-;'.>;•))<: ·I·' -;.~;e:/,'.··~.-

:!: ::i.cuglob_in 

4: ~obr. 40~ liofili=:~~O:}; 40 ~
S: pp. 40i_-·d~~liS~~~-~~}:;·:<_~.'~t~:·;:(·r -~·-t:Í.·4· .r·w~ ·-ccirr; ¿·tet//3.hciras 

ti: _f rae e iÓri_;-dC (iE~~~"t.,,háCer>. ~~'-f'--'~;·;\! '-~-:~~~\:·:'.; ~) :·. 
' -' ' .,, '' -·. -":t:!-~' ' :·.·. ' . . ' 

'. . ..: '. <:: -_ ". 
scPt¡nc~1-·_ccO,n ,~-c~~v.enzim. 

10 -12: .fi--~cá.to~ic:s je!·. DEnE-

15, 16: fraCc i6n .de ;:u:ul de 

cibacron !'.'in act.iv~~l)::?.im. 
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Se observa. la banda caracteri!i_tica de PC en el precipitado al 

40% <dializado y liofilizado>, en las fr3ccionas ~eparadas por DEriE

sephaccl con actividad enzil'flática de-PC Y· en ... A (liof,ili:?.a.da) separada 

por aLul de cibacron. 
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La cantidad de enzima obtenida eri el procedimiento 11 es mucho 

mayor que la obtanida en el procediír.'r~·n.t·~- I; sin· embargo, t:impoco fué 

suficiente como para detectarla por· el.ic~~.O:fo.re~is.-_· 



84 

Cl\PITVLO V 

CONCLUSIONES 

Las tócnicas · qU~-:éñ ·éste estudio -fueron mejores pa~a el- aisla.-
, .'. . ; .> --, ~·''· .. - -.-. -----

mianto de. la PC }ion -l:i_s _-$i1Juient'es: 

'.>·: -'~;; ,· 
obtéftc .. iÓn d€!t.-li!;ado

0
_de lcucOcito~- P-MN <Ct1oGlJci ~-!;;-~;kl~!;·Y~ ho-·-

·-- ·.:.-,:;_..::;:;.:_-"=· _,-"- o;__·--~- :_·_ ".!·>·; __ );;::_-'_,, ··:,-,_ 

--~ ~Og~~-i ~~:é_ ró,~? :.: : · · " " ___ ,-_-_,--e-:-_. ----- - - - ;._·:-~~------~-~-- :'.:~-~;;t:~~~A;~,-~~: ~v1;:~_~:~'c~7--
. -- Pre~ fP_i~ec.iÓ~:-. ~~:~~e-~~ ia·f: c-c;n- _sÜ{f:~~;,--· dc·~--ainó'rü-0 :.< 2s,>:35 -~,-ato:.: 

.-. <o/.-; .. -.. ·,'-·>..''.:'.·.: .• - .. -.- · '.';'. :2~~~¿, .::-:~~: -~·;i•:_·::~":-~:::·;,-
--de .-:;;atU'r';iC iófl) ~,·'.: ·) _·-{_:-__ -__ ·. ~:·~d~ ',:;,.,--~-~~-r~- '-··º .. --,, . .,,, 

.'_,-:'·-- .·~ :' .- --,~~- ~,.';_·.::..~-~ :::.'·-~ ,-:,~~';=_:-<::':o::, -'-2~~,'-:~··. 
DiAl Í!:ics-.e~.:agÚa :dt?~1i1áda).-.~:: · L:.'-'=~:~-~-: "·--~;.,-.;.·_ ,., .•. ~_¿,:~;~-:·.~-, .. :_··. 

Crom3~ogr:l~·1a ~~·: i~t:~r:¿-~~t:d~ · ~~i-onii·.;~:I'?~~~i~;~p'hii{~i')~.-~0-> 
Cromat.ografia da. afinidad en. a~~~ ~~;:·¿¡·~~~c-~~~ ~;~,~~-~~'.~-dient.C_: 
d" l\OP. 

Elcct.rofore~is en gal da PnA al 7.5% 

Concent.r.J.ción d~ l.:s prot.ein.J. por ul t.raf i l tr.:a.ción.-

La proteína que con~tituye al mayor contamin<l.nt.c del lisado e~ 

la hemoglobina, por lo tanto, d~be eliminarse por completo dc9de ol ini-

cio. Se 5ugiere incluso que ~s.tc hecho podr1a reducir loe pa~o~ del 

proceso de :lepar.:lción,cuaniJo mcno':l en cuanto a crom.:lt.ogr.J.fta '312' refiere. 

El método de Bradford para cuantificar proteínas teta.le!:: ~e a-

d.:a.pt..J. mcJor 3 las neccsid.J.des ~e e~tc tr.J.bajo, puc~to 4ue es mas ~en~i-

ble, más r~pido y sencillo. 



La columna. de intercambio cati6nico CCM-celulo~a> eliminó a~ro

, xim:ad.:un~nt..e el. 76% da l.:>.~ protein=as cont:amin.:intcs, b:sj.:mdo el rcn..Jimic:m

to. Por. ·otra parte, lzi columna de intercambio ani6nico COEl\E-scph:accl) 

~6lo climin:a el 30i Uc l:a~ prot.e1n:as cont.:amin:snt.as pero no a l.:>. hcmoglo-

biTia, sin c1nbargo 1 comparando lo!:> dos camino!:, !:C concluye que el intcr

c:smbi:a..Jor .lni6nico es 13. mejor opción p..lra mcjor3.r el rcndimia11t..o. 

La cromat.ogra.fia de afinid'1d con a::ul de cil.Jacron ce: dct.crnli

n:intc -en la metodologia, pues :;e elimina l=a hcmoqlobin:.. La PC Je leu

cocito~ PMN humc:i.nos tiene gran afinid.;id por la rc!:in~. ·ya que se rcGuic

ra '.JQ un:i concent.r:aci6n de f\D? 10 rraM p.:ira cluir 3. la protaina. 

La ~lectroforc~is en ~el de POA ~l 7.St d~ una mejor rc~oluci6n 

e~ l~~ b~nda~ en compar3ción con la que se obti~ne ~n ~~les al 3.5~. E~ 

nccc~~ria una concentr~ci6n minima de PC Ce 1 mg/ml para Cctcct~rl~ por 

c-lcctrotorc':li!l. 
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Cl\PITULO VI 

COMENTl\RIOS. 

Es bien sabidO que no- es conveniente el almacenamiento prolon

y:ido de m:itcrJa.le? ~i·O~~gi~o!l, :lin amb:irgo, ~e h:::ice hinc~pié en c-llo p3-

ra··qua la .. _o,bt.~!'c.i?ry _d.~.;'10~ ·paquetes laucocit.ario~ se haga en_un tit::me? 

---~~-~~mci<·;:~·~~ii-~i~-S.;~-'~ ~~:é·0 ·Q}.- ronlpimi.cnto de las células :¡e r_a:ilice-h:i~t:i 
q~e. !;~ .t"!~y·~~ r·;;·~-~id~ ::1á'· cantidad raquariCa con el oUjeto d~. P~'?-~cg~r a- la 

dci!im1tur.:.. l i.z:0;c i6n. 

_ ... -,'--~~::_;;.:~:~·~7,~'--- -.· -··-;-. --
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La~ -di::ite-rminc:Lcionc5 de activid<:&d- enzim.it.-1_~8.)f' ~r:~.t~~Di~:~;fo"í-~i~-~~'";-. 

Jaben hac~_r:lc. :licmpr~ 

datos que i.ndicnn l" prc~cinc in de 1~)"'"~;..;.,;,,rió,,·c~A:'i~:':; ~~(¿~~f~,/:~e· • ·, 
_~: - ···-,,· /i ... - ' .-'' ,• .- -):··.·,--.,-·:·.·:··."'·'',,"" .. ,.: -. .:· .·. 

~.:lnYra t.;1.r1,' g~~nda~·: é~n- .lÓ~. q~- :·~ ... _:t.r~b3j6í ~ ~~:·'c~mpr.ob.6:._..;ue ~.~~::o':l·:~ra:_:~a~-

r io -hacer ._di'i_~~i'?!"':~\ p~r~' ... '.~~ri{i:z~F :é';t~s.--.~~tá~mi-~~ci;;'~CS~(:f :~~~--~;:. ?Tf·'·' ': .. ·>-. 
.. - '' . ··-.:\:·,, ,__.:..:..-·· 

Oebe t.om3rse cn:.·tüa·nta;_'O:i"- ';01Uf!lÓ·~---O-- t~ta1-~ Sob-re:: e1rq-Ue/~e',h~'c.~~'.: i:.·_ 

proµorciono: él prCc ip.i t·~do·--;·¿~n-_;,i'~f-iv:i~d, €~;;imÁt.iCil ·m~s>:.-al ~~-;'. s.Ín·-e-~ba-~-, 

-JO, ~ ~a ~csc3rt.a -¡~~-~~~Ü~-~"¡\-~,~~-~:~~ 6·~1~·6n~r-~r_:_-~-i~3~.>~~-~di~.-ion~~ ·~e l:& 
.. ,_,_ >-'·." --.-- .. -_..::. ':·:-' 

t.ócntca que mejoren los ... rcsUl t.adO-; •. 

. O> < . . . . 
E!l conv.:onicnta:ffie1~c~ori.l.r i.;ue totfaV13 f3lt..:i dct.armin:&r clar.:l.mcn

tc el punto de ~¡;¡t.uración da: iii:: rcriina de Cl%Ul de cibacron, y si e>ei~t.cn 
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ot.ra~ condiciones d~ pH-o 'fuc:rza,'iÓTiica con ,las cualc~;sc mejorel.1 lo~ 



Cl\PITULO VII 

l\PENO.ICE 

RECOMENOl\CIONES ESPECil\LES. 

·,,:·.---. __ :: :.:--

t.r:it.:ido con mCzc l.::t.·. Crótt.'ica 'p.'.lr3 i:a·,:o~ ~-m_ir!'::t:5_i~1) -~ª;,~:?d~ ';Cl.:i'jeº JQ ~ m;.tOri3 
o~gtmi~a. ·--~-:_·_-';¡.)<' 

Para. cvi tclr: ~~~º--i~~~ -féiü·{a~ -s~ ádÍiiricra0<:·1_:~v0fdr·:~;:~-i~)~-i lico

ni..:=:i..:i6n ~a llevó ª c.'.lbo · ai1· las. m<it.r~,cci~ ;:~~-r"~~-~~~~-~:r :~~~=f~~~::,~~ ~~i~~:-~~-~:· ~l--
bilnc.o de so.i.ngrc, en los mat.rac-c:s k·i_l¡;¡!;a·t.'~·-Y/~i~.c~~~-.·::~~-¡:.·~i;;-~~· si'~·t..cm.á~ ,de 

axt.r.lci:i6n :il v.:icio. 

Si l1coni::?ilc i6n. 

ngreg~r el $i l icóo 1:1n ~l -~atef..icl1, ;~:'.~-t.r~_~ar __ y. gir~r lcrit.::.mcnt.c 

h.ii~t...'.1 4u:.:o u~t.o impra1J1u.Jo c1.J1npl~t..lm~ut.a.: ·tt~G~~C:~~-~- ~t:.:-~~~-1~:º_· de!' silic6n 

""u~º""""· ·1i1vilrlir 01 ma~"ria1.¡Jara_quc:ct~X1j~e'l~Í,;~ifo:_:~ini~rcg~ 
n6 cu l:i~ p::w~rJ~~ ~ºª tJo~cch.:u.10 ~obr~: U1l.l q~'s3. ;e~rmi Lir .. ;~í.u:i· ·ar:m:i-t:ciri.:ii 
~equ" µcr1e~t"m<:r1te ¡¡,nLcs tic: uLilizarlo. . . . :~:i:· >? ..... ·r.:::.: ;.: 

rr.ib3jar en c.lmp.:m.J. cxt.r.'.lc t....:ir.:i, ut.i li.:.i1~ 'd·~~n.t..C:.S: Y.::~ubr~b·Óc3s, 

porqu~ é~ta ~u~t:lncia e~ muy tóxica. 
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~REPnRnCION OE nLGUNOS SOLUCIONES 

SSB pH 7.4 

Reactivo 

Cloruro de calcio 

Cloruro de sodio 

Cloruro Ue pot~~io 

Sulfato de magnc~io 

Fosf.:ito mónob~Sico,de potasio 

-_ Fo!lfat.o dibA~ico de sodio 

Gluco!l:a 

Cloruro de_m.ngncsio 

Rojo ele fcmol 

Agua desionizada e. b. p. 1000 ml. 

Cantid;id (gl 

0.14 

B.00 

0.40 

0.20 

0.06 

o;.24'· 

1.00 

0;20 

0~02 

Di:iolvcr 19~ reactivos on .. SOO _inl de-agu.:i,_ aju~t.3r el pH y afo

rar a !000 rol . 

. PBS 

R6activo 

Cloruro d~ ~odio 

Fosfato dibáoz;ico de sodio 

Fo~fato monob.1sico de po_t:i~iO 

Cloruro da pot.asio_· 

0..:ic.Ja Je !:iOdio 

ngua desiontZada e .. b. p. · 1000 ml. 

Cantidad (g) 

ª·ºº 

.0.20 

0.20. 

0.20 
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con 

500 

0.1 N. 

F-H den,.id~d: 1.077 

Pc,;nr 45.00 g d<> Hypaqúc y di.iolvar en 300 m.l de agua caliente 

brillante da Cooma~sia 

fo,;f6rico. al 85 % 

c.b;p. 100 ml.. 

U~iliz3r el mismo d1~. 

del 
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Reuctivo~ para e1 ,en!;.ay~ _Cnzimátic;o: 

PEP . 

. -ntip, ~/::/~;~:·:'~~-{~;;:~~ ·_ ~f~ ·~\·~g~:z,.· · daD fon izad~ 

·NnoH·· •· >m;.~!~'.~·~~}) ~i2;.1:~;;~.ig~/~e<>i~n1z"d" 
LDH ·100 ~l. ,;en'•S•·.ml ;i:ié,.agÜa de,sionizad;i 

... ·- ,,;·~;~~-~ ::;\:.~\:.'.;,;~;~J!~~r:::-;:':}:~; .... ;;.-~~ -:;:>,. __ .• 

- -~(~-~ .-., .~~;:,;~;~~-~·,\~:::; ·· ~cc;.c-~:- '. :~\-~'~:_~;'·; 
'oo',-~.:_.::,. _,,,,_~ __ __:_:;-~-~-:,_~.;;:_-~~·:':'. - - ,-

-- .- - ._'-=·-- ;\•~». -_·;~~',:-·=-:>..::- ,-.,-.~·~-::,.~~-:;._,_~.;::,:-

Soltici6ri ··fimOrtTYüádorzl :Je =fo~fat.os so mM: 
" ---~·-/ ·:\~f~\~:: -- )~~ ~>/'' · . 

. _,,_:~~- -~:.t:: ~-~di:;;: -º~~.,_:__ • _ _._'.·.;'. 
F_O~tato:·dibási.co -de·. ~~_tatii~ 

-- ce·~-~~- ¡ ""'C,--c::,:¡~·,S.,;e·-'·.o;c•;'~-·. '. ·-

t=~s·i~to ·:·~ó'~,~~b:á~_:tc~· de. 'pot=a9io 

EDTI\. · 

M~_rc~~:t·~~'tSii_o·1.·- -
f\f'9r_"'~ .. :~· ·~ó_o~o·'ffil. · 

'' '·.-, 

3.484 g 

13.473, g 

se·· aJust.ci' _cii · fJ~ q~~ ce rcquicr,a cÓ~°' focf.!lto dib~cico ·de· potacio 

.:int.c'3 '"fo .lfor.:::lr. 

- ---- SólUción !..rnortiguadora -Tris-Oc ido- Cl6rlildrico-20- mM- pH- 7_ ~.º-ºº-

Trig 4.845 g 

Cloruro de magnccio 4;336 g 

EDTI\ 0.374 g 

n:üda da !.Odio 0.200 g 

Merc.lptl.lat.l.nol 280 ul 

Con el ácido clorhidrico aju~tar el pH a 7.0.
1 

OccF-iuás, aforar 

a 2000 ml. 
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Un volurnan 

;:i.gu.:l . dC¿iOñ i'~.:id~: 

gua.dora 

Soluc i6n 

Pa~:tr 25 

92 

ua 

:imort.i-



S~luciÓn ··de l\i:ril0>mid:i. 

Oi~olver: 22·:2·:~g .d~-·.~~,~-'ili1mida y .. 0.6 g' do ·bi~ en 75 ml de- agua. 

r.~it.ar ha~G -q~~·_\,;:\~-~·Í~~-Í6·~."~-~~-L~ ~C1a·ra .. y~_o.for=ir :. 100 inl con agu<i. Se-
.. ~ ;';;~~ ·-:...:::-· ~-- .-.-

fil t.r .B ia·--~~·1~~Í6~:Y~;~~-j-~~~'.r_;~i~,_:en·<f·~·~~c-_; .)·~~~r-a·4ºC. ocsochar a la~ 
- ,.·:<· :_.- :,', .. ' 

-..lo5 -:;cm;:ina.s. ·: '-"'.=-:-;;{;,~·:::·~J.>« , - · .. .. . . .. ,.:~. ,. 

NOTI\: l~)~¿,:{i~~!fd~ ~:i~á~i::~~~' ITIIJ~\';~,c¡cos, por lo t<>nto hay 

r lo~yo d'?':~·co~~~-~-¡-~·;,~ 'iW~~~-~~-~r~~X~b§$~~~~i~~~~:-~~-~i~~-~·~:~.'.~:On··. la pi al. Es nccc-

~ario usar· QuantcS·,·. -ia~t.~~~ pr~-~-~C:~~~-~i:~.-- -:~~~'~,~r_i l~-~, ~,,-.:~:~~~ajar .en c~mPclna 

~.· -~:,__-'. •' ... ·.' ., • - :-e ~ 
'.\·:·-: , __ ' -~· 

soiU'C i'ón··'dci · P~r~~l f,~-t.~- éc 

t!'O:i:~r-: -~H.-i·~~ ,·¿-.. :d~;·.~~~-r~~l f.-~t.~ ~::-·-Y .;~·t~f.~r .:.. , 10 1nl ·ctJn- :lyua d~sioni
z.id6., -uLiliz<lr' c:l ·rñi-~mo -.1Ji·~~-:-'-

·._,., 

•'>-·-
,'._·:. ~-:~·~· 

-<·. ~·f 

-~\~-~l)-~~~;~t~~r ;Jo1 :~~?::~ ·-'ªª 
~¿-~·~{~~SJ( _·--..:~_;·-.. . -

~~:,..:_<'~·~'~.".::::-_.:~:.·;;·~·· r. < 
•·· , '-'"9"~ 20_';~,;,~;~ .. . . . 

.. S~1uc.P~tr6~1 f\i~-Ql_~cin.:l 

Soluc.". Acr i 1'1mid3. 

P.::rsulf.:k.to 

TEMEO 

Solución Oet~rgant.a. 

Cantidad,en ml para:-

.. Pl\I\ 3.S ~ 

. ·19.'3 

PM 7.5 '4 

.7 .• 5 

33.0 

22~2 

3.2 

o.es 

t\greg~r. 0.1 ml de Tritón X-100 a 100 m1· de .agua dcsionizud<l.. 
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Solución Fij~dora. 

57.0 g de Ocido tricloroaé6tico 

17.0 g de Acido sulfos~l'i'ciü~o 

Se ..Ji suelvan_· ¡~·~ }~.~Í~~~.~:~-~~~;.;_ia·:>~~zc 13 agu:i~met.!lnol. 
_,;,·~": -~ - .;~~~: 

-- - :~~-,.,;: - ., ·-, - ' 

-:-.~~_c,_::;-,::::;_,;_,,:}0· 

Solución p'1r~-)¡~ :1\n~ {6~;"' 
nzul br111;1nt~·.·dO-·cóOrita!i!iú'é ·~---~.:-~~:~g 
He tclno 1 ~~ -<Jl.~ -·~·:,e~\ · ·:- ··.'.·'~":,/\.=---._-::~ e:-,:-.'.·~ 230--.-· nl l.~" 

- --;,~';~~~~~:~;;~~-~--t:·~~~~' 
Oyua dc<1ion1:7~a '.' '·'l; · ·" ":{ ·' '''230 :rnr" 
oc ido ac~t.tcO:-~ i ;;.::::~.:~:e/._.·- -.{:~ '.~·.",:.:.~ '4~'; .. ~-i·:,:·:.;.·-

c:•..:·:~r:;· .. ,·' -." .. :'.-_ .. ,,., '.· -;,_- .. 

Oi!iolVar· ai--·Color:uit~~~Q~ (i'~ ~t~~ci~:~:~::l<~~e~-~,-~Oi~~Y~.:'i'. con _·=-qi_t.'.:IC i6n 

durant" una hora: La<~~iJ~¡~~:·~~~k: }~~~j;~sad~. va:rlas veces, pero d"be 

':>cr r i i t.r:.d:s '3i :.p~r·,~.é~~-:'p~~c;cj·ti~~~~ton'¿,; ~d~)-~\:01ór01nt.e>-
. ·<{•" ··' ,,.,· .. -·.·· · ... ;,:·:.:.: ,·'.·.·_:,::.·,_;.' ·_-.:;·.'.··_ •. ·. 

,-< :~-¡:?c~b~t~~~}~ :>~-~7: .-- '-;,~;; -
,···· -----·-.,,_: 
~.:(!"'.< ,l·/: __ ·>Jt . ; 

Soluéi6n para .Dci'~-~i~~-ir/'". -· 
Me:clar 0:1soo:'~1c\j~· alcohol 'et.1líi:o con 500 ml de·.ácido acético 

y 3for3r a 5000 ml con 3yua dc~ionizad3~ 

Solución Consarvndora. 

Mezclar 300 ml de alcohol etil1co, 100 ml de ácido ac6tico y 

100 ml da glicerol. ftforar a 1000 ml con ayu~ de~ioniza<la. 



o 

Tt'\BL/l: Í. Sulf~to dE: amo:n10· <,gramos-a··sar_ agregn_dos en 1 litro) 

Da a 

% 1 

5 

25 

45 

50 

CTom~.Jo Ue! $copas R. "Prot.ein purificOltion, principlC!s oind 

practic~· Ed. Springer-VQrlag, N.V., U.S.A. 1986 pag.114) 
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