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PROLOGO 

Ceroplastes albolineatus, perteneciente a la familia Coccideae, 

es un insecto que parasita el árbol conocido como "palo loco" 

o 'candelero" (Senecio praecox) . Este vegetal se localiza en 

toda la parte baja del Pedregal de San Angel de la Ciudad de 

México, y en algunas partes de la zona central de la República 

Mexicana (1) . Se ha encontrado que insectos pertenecientes a 

esta familia, infestan por lo general árboles cítricos (2, 3) • 

. La infestaci6n de los árboles por el insecto, se presenta 

preferentemente durante los meses de mayo y diciembre, en los 

cuales el insecto alcanza su madurez. La hembra, que parasita 

el árbol, incrusta su probosis en la corteza del mismo, para 

así obtener sus nutrientes de la savia del árbol, constituida 

fundamentalmente por carbohidratos, en la que la sacarosa 

ocupa un lugar predorninante. 

Este insecto se caracteriza por presentar como producto de 

excreci6n, un material blanco ceroso que lo cubre completamen

te. Estudios realizados sobre este material (Ríos 1965), han 

demostrado que por saponificaci6n se obtienen ácidos alifáti

cos de c 28 , c30 y c32 , y alcoholes sesterterpécnicos, · molécu

las de natura leza terpenoide de 25 átomos de carbono (4, 5). 

Así mismo, del insecto se extrajo un pigmento de estructura 

antraquinoide (6), que le confiere gran tonalidad rojiza, lla

mado ácido ceroalbolínico (Ríos 1966). 

La presencia de moléculas de gran contenido de carbono encon

trad as en el insecto, y el hecho de tener como base nutricio-
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na! a los azúcares, sugiere la existencia de un ciclo glucoli

tico activo, dirigido a la formaci6n de un compuesto de suma 

importancia en la integraci6n del metabolismo: el Acetil-CoA, 

precursor no solo de ácidos grasos y esteroides, sino también 

de muchos otros compuestos que se encuentran en la naturaleza, 

como los terpenos y acetogeninas (7). 

Este hecho, motiv6 el estudio de la degradaci6n de los carbo

hidratos in vitro, a través de gluc6lisis anaer6bica, que 

consiste en una secuencia de reacciones catalizadas por enzi

mas ya conocidas. Como primer paso, iniciamos el análisis so

bre actividades enzimáticas relacionadas con este ciclo. 

Encontramos que entre las enzimas que fueron objeto de estu

dio, la que mayor actividad present6 fué la fosfoglucoisomera

sa. Por tal motivo realizamos el presente trabajo, que tiene 

por objeto su purificaci6n. 
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INTRODUCCION 

Es ampliamente conocido que los carbohidratos son parte importante 
1 

en la dieta de la mayoría de los organismos, a partir de los cua-

les obtienen energía para s u mantenimiento. Las vías degradativas 

más importantes conocidas hasta ahora en condiciones anaer6bicas, 

son el ciclo glucolítico y el de las pentosas. 

El establecimiento de las reacciones glucolíticas fué iniciada a 

partir de los resultados obtenidos en extractos de levaduras por 

los esposos Buchner (18 97), desarrollándose notablemente con las 

aportaciones realizadas por i nvestigadores como Embden, Meyerhoff, 

Harden y Young, Parnas, Cori, etc ., por lo que se conoce también 

a e s t e ciclo como secuencia Embden-Meyerhoff-Parnas. 

A través de toda la ruta glucolítica se presenta la acción con-

secutiva de once enzimas, la mayoría de las cuales han sido 

cristalizadas y ampliamente estudiadas (7). Se extraen fácilmente 

de las células pues se consideran localizadas en la porción solu-

ble del citoplasma, aunque algunas de ellas se han encontrado 

asociadas a elementos estructurales del extracto celular (8). 

Los pasos ~ás importantes de la ruta son aproximadamente los mis-

mos para ca s i todas las formas de vida. Sin embargo, las diferen-

cias en las velocidades de ac tividad entre enzimas que catalizan 

una misma reacción, se ma nifies t an en te jidos de un mismo orga-

nismo. Así, s e tiene que en mamíferos, enzimas como la fosfoglu-

coi somerasa , triosa-fosfatoisomerasa, enolasa, gliceraldehido-3-

fosfato deshidrogenasa, piruvato quinasa y lactato deshidrogena-

sa, son más activas en rnfi sculo esquelético que en coraz6n (9). 
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De igual forma, estas diferencias en velocidades de actividad, 

han sido encontradas en tejidos de insectos (Chefurka 1958), lo 

que sugieren algunos autores, que este hecho contribuya en par

te, al control de esta ruta metab6lica y diferenciaci6n en la 

escala evolutiva (10, 11). 

De los once pasos que tienen lugar en la glucolisis anaer6bica, 

es de apreciarse la conversi6n reversible de la glucosa-6-P a 

fructosa-6-P, realizada por la enzima fosfoglucoisomerasa, de 

importancia en la regulación del metabolismo de la glucosa, 

por su posici6n estraté9ica hacia rutas metab6licas alternas. 

Esta enzima ha sido estudiada extensamente en tejidos de mamí

feros, de los cuales se ha extraído en alto grado de pureza. 

Nos hemos interesado en esta enzima, y hemos establecido su 

presencia en el Ceroplastes albolineatus, realizando estudios 

sobre ella como inicio hacia el esclarecimiento de esta ruta 

metabólica en el insecto. 

El desarrollo de esta tesis muestra la manera en que aislamos 

la enzima fosfoglucoisomerasa a partir del material celular 

del insecto, utilizando técnicas por cromatografía en gel y 

electroforesis. 



GENERALIDADES 



- 6 -

El mecanismo mediante el cual muchos o rga nismos extraen energía 

química del azúcar más común, la glucosa, e n ausencia de oxíge

no, es conocida como fermentación. A través de todo el proceso, 

s e libera energía que es conserv ada en el enlace químico del 

ATP*. Los tipos de fermentación más conocidos son: 

1) GlucÓlisis. 

2) Fermentación alcohólica. 

Ambas presentan el mismo mecanismo en la conservación de ener

gía , y difieren únicamente en las etapas final e s: 

GlucÓlísis: 

a) a partir de glucosa: 

b) a partir de glucógeno: 

2 ác. láctico + 2ATP + 2H 2o 

con 31 % de eficiencia. 

(C 6H12o 6 )n polisacárido + 3 ADP + 3Pi___.. 2 ác. láctico + 3ATP + 

Fe rmentación alcohólica: 

3 H2o- + (C6H1206) n-1 

con 43 % de eficiencia. 

C6H12º6 + 2ADP + 2Pi -------. 2 etanol + 2 co2 + 2ATP + 2H2o 

con 29 % de eficiencia en la conservación de la 

ene rgía. 

Durante el proceso glucolít i co, se presenta la acción catalítica 

de un grupo de once enzimas, la mayor parte de las cuales han 

* ATP: Adeno sín tri f osfato 

ADP: Adenosín difosfato 



glucógeno 

(fosforilasa r HOPO= 3 

D-glucosa-1-P 

ADP M 2+ ATP (hexoquinasa) (fosfoglucomutasa) i 
g luco sa-1,6-diP D-glucosa- 6-P 

! 
~ 

-~=7'""'=======-••~ D-g l ucosa 

H20 HOP03 (fosfatasa) 
(fosfoglucoisomerasa ) 

D-fructosa-6-P D-manosa-6 -P 

ATP ~ t j = (fosfomanosaisomerasa) 

(fosfofructo ~ ~OPO 
quinasa) D f t (fo sfátasa) - ruc os 

ADP 2o 

NADH+ H+ 

(glicerofos-0 
fato deshidro-

genasa) 

NAD+ 

-1,6-diP 

L-lactato 

deshidrogenasa) 

L-

( lactico- ¡ ( 
-glicerofosfato 

(qu inasa 

pirúvica) 
2+ + 

Mg ,K 

fosfoenol piruvato 

(enolasa) 

Mg2+ 

piruvato 

D-gliceraldehído-3-P 

NAD+ 

NADH + H 

) 
(

HOP0
3

-

(gliceraldehido 

-3-P deshidro-

genasa_ 

1,3-diP-D-glicerato 

:::) 1 
( 3-fosfo
glicero- 2+ 
kinasa) ,Mg 

3-fosfo-D-glicerato 

l (fosfoglicero
mu tasa) 

2,3 diP-glicerato 

2-fosfo-D-glicerato 

Fig. l. Secuencia Embden- Meyerhoff - Parnás en t e jidos aniHa l es. 
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sido cristalizadas y exhaus tivamente estudiada s (Fig. 1). Este 

proceso es conocido también como Secuencia Embden-Meyerhoff

Parnas, debido a las contribuciones de estos investigadores al 

conocimiento de las reacciones individuales. 

Aún cuando la glucólisis anaer6bica es similar en todos los 

organismos, la producción de ácido láctico depende de las nece

sidades presentes. Para algunos organismos, la degradación de 

los carbohidratos ofrece una eficiencia máxima, cuando son in

tegrados a un proceso aer6bico. Esto se logra por la conversi6n 

del piruvato, metabolito precursor del ácido láctico, a Acetil

CoA y su inco.rporaci6n al ciclo de los ácidos tricarboxílicos y 

cadena de transporte de electrones, lo que trae como consecuen

cia un aumento de energía para la célula. En la gluc6lisis se 

presentan dos fases: 

Fase I: reacciones que involucran la escisión de la glucosa a 

un compuesto de tres átomos de carbono (fosfato de gliceralde

hido). 

Fase II: reacciones de óxido-reducción, formación de ATP y 

consiguiente producci6n de lactato. 

Prácticamente , el proceso glucolítico, del cual se conoce más, 

es en músculo esquelético; se inicia con el transporte de la 

•; lur:0sa a través de la membrana celular , lo que hace suponer 

un mecanismo de transporte de la glucosa a través de la membra

na celular, lo que hace suponer un mecani smo de transporte es

pecífico hasta ahora desconocid o (9). La primera reacci6n in

tracelular, es la conversión a glucosa-6 - P, en presencia de 
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ATP, catalizado por la enzima hexoquinasa (inicio de Fase I): 

G + ATP 

glucosa 

Mg++ H0 4P~O\ y +ADP 

glucosa-6-P 

Esta reacción garantiza que los intermediarios de la gluc6lisis 

sean fosforilados y queden restringidos dentro del comparti-

miento citoplásmico, donde las enzimas glucolíticas están loca-

lizadas. La glucosa-6-P es convertida seguidamente a fructosa-

6-P, por la acción de la glucosa fosfato isomerasa: 

glucosa-6-P fructosa-6-P 

La fructosa-6-P, es posteriormente fosforilada con ATP, por la 

fosfofructo quinasa, para dar lugar la formación de la fructo-

sa-1,6-diP y ADP. 

En la siguiente reacción, se produce un rompiraiento aldólico 

entre el tercer y cuarto átomo de carbono, dando lugar la for-

mación de dos moléculas de triosa fosfato, las que son manteni-

das en equilibrio por la acción de la enzima triosafosfato iso-

merasa. La escisión de la fructosa-1,6-difosfato, es realizada 

por la enzima aldolasa: 
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CH=O 

\ 
+ HC-OH 

OH-CH aldolasa 
-~. / 

1 
H-C-OH 

H-C-OH fosfato de hidrox icetona gliceraldehfdo

-3-P 
1 + 
CH2- 0P0 3 

fructosa-1,6- diP 

A partir de este momento, se inician las reacciones de 6xido-

reducción (Fase II), al ser oxidado el gliceraldehfdo-3-P a 

fosf oglicera to por l a enzima gliceraldehfdo-3-fosfato deshidro-

gena s a. La reacci6n global catalizada por esta enzima es: 

glicer aldehfdo-3-P 

o 
11 
c
1 
-OP0

3 + NADH + H+ 
H C-OH 

1 
CH2 -OP03 

1,3-dif osfoglicerato 

En e s ta reacci6n, el grupo aldeh1do oxida para formar un enlac e 

anhi d:•:ido, con el f osfat o g enerándo s e un enlace rico en energ1a. 

Otro c omponente importante e n esta reacci6n, es el a gente ox i-

dante, el NAD (Nicot1n aden1an dinucleótido), de gran i mportan-

cia en el transporte de electrones, e l cual se reduce a NADH. 

La reacción siguiente , es la transferencia del grupo fosfato 

po r l a f o sfoglicerato quina sa al ADP, para formar ATP y 3-fos-

foglicerato. 
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o 
11 
C-OP0

3 
1 

HC-OH + ADP 

1 
CH

2
-0P0

3 

1,3-difosfoglicerato 

M 
2+ 

g 

coo 
1 

HC-OH 

1 

+ ATP 

3-fosfoglicerato 

El producto de esta oxidación, el 3-fosfoglicerato es converti-

do a fosfoenolpiruvato por la acción consecutiva de la mutasa y 

enolasa: 

coo coo 
1 mu tasa 1 M 

2+ eno asa, g
11 1 

C-OP03 
11 

HC-OH -
CH 2 

3-fosfoglicerato fosfoenolpiruvato 

Finalmente, el fosfato rico en energía del enolpiruvato, es 

transferido al ADP, con la consiguiente formación de ATP y piru-

vato. Posiblemente, el producto final de la piruvato quinasa es 

el enol piruvato, pero éste es rápidamente convertido a una for-

ma ceto más estable: 

CH 2 

JI -
C-OP0

3
- + ADP 

1 

¡82 
~~--t~ATP + C-OH 

1 
coo coo coo 

En la reducción del NAD+ catalizada por la gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa, se requiere que el NADH producido, sea 

oxidado con la misma rapidez con que se realiza la glucolísis. 
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En músculos esqueléticos, bajo condiciones anaeróbicas, esta 

oxidación es efectuada por la acción de la lactato deshidroge-

nasa al actuar sobre el piruvato, para la formación del ácido 

láctico (fin de Fase II): 

cH3-c-coo + NADH 

o 

----t.- NAD+ + CH = CH - COOH 
1 3 

OH 

Regeneración del NADH glucolítico en músculos de insectos. 

Los músculos esqueléticos, al contraerse , obtienen la mayor 

parte de la energía de la glucólisis anaeróbica. Consecuente-

mente, la conversión del piruvato a lactato es más importante 

en estos músculos, a diferencia de los que constituyen órganos 

como el corazón, hígado y los de insectos voladores, considera-

dos de carácter más aeróbico por presentar mayor actividad en-

zimática para el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y cadena 

de transporte de electrones de la mitocondria (9). En estos 

músculos, el piruvato se oxida dentro de la mitocondria y por 

consiguiente no participa en la oxidación del NADH glucol ítico: 

+ . 1 + Piruvato + NAD + CoA-SH _____...Aceti -CoA + NADH + H + co 2 

Esto sugiere la existencia de o tra ruta para la oxidación del 

NADH g l ucol ítico, en es tos tejidos, que resulte más efectiva. 

En sistema s aeróbicos, la cadena de transporte de electrones de 

mitccondria, presenta un medio adecuado para la oxidación del 

NADH g l ucol ítico. Sin embargo, la i mpermeabilidad de la membrana 

mitocondrial interna al piridín nucleótido, presenta un grave 

problema . Es necesario la existencia de un mecanismo eficaz pa-
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ra e l transporte de compuestos reductores o equiva lentes que 

func i onen de l citoplasma a l a mitocondria. En tejidos de in-

sec t a s volador es , se ha encontrado que esto que se l ogra por 

un proceso co noc i do como e l cic l o del g licerol -1-P o lanzadera 

del g licer ofosfato, co n el mecanismo que s e muestra a conti-

nuac i ó n: 

Carbohidra to~G- 3 - P ~~~-. Piruvato 

CITOPLASMA 

NADH 

'2:.., DHAP 4 - ... Glicerol-1-P 

.... ... ,,,.,., ,, .. ,, .... , .... . , . . ,,,;.•; ·1 ·,•, ... . . .• . , .... · .. >•,.,.,, .. . ,,..,• 1 :.' .. ·! ·'·,···' ••.: .. ;,· .•. . ,., .• :·,•,';,.-:,,•,•,•,·. ·;·,,.~· ... , .. ,.,.. ~ .. ,,·,,,,.::•,, .. -:,.,•,,,. f<''',.,.; 

MITOCONDRIA DHAP ..,. ~ Glicerol -1-P 

F l avopro t e ína 

r educida 

Flavoproteína 

ox idada 

Fig . 2. Cic lo de l g l icerol -1-P. (1) glicerol-1-fosfato deshi-

drogena sa c itoplásmica. (2) glicerol-1 -fosfato deshidrogenasa 

mitocondrial. (3) gliceraldehido-3 - fosfato des hidrogenasa. 

G- 3- P corr e sponde al g liceraldehido- 3- P. El DHAP es la dihi-

drox i ac eto na f osfa to. 

En e l c itoplasma, l a enzima g l i cer o l-1-fosfato deshidrogenasa , 

cataliza l a conversi ón de l a dihidrox i acetonafosfa t o y NADH , 

+ a NAD y g licerol - 1-P. Este en tra a l a mitocondria donde s e 

ox ida a dihidroxicetona fosfato , por acción de l a glicerofos-

fato deshidrogenasa mitQcondria l (una enzima f l avoproté i ca ) y 

de es ta forma la d ihidroxic e tona fosfato va de l a mitocondr ia 
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a l c itoplasma , realizando un cic l o completo. 

El c iclo de l g licer ol -1-P debe ser irreversible, con el fin de 

evitar do s pozas de piridín nucleótido; esta irreversibilid~d 

es manten ida por la glicerol-1-fosfato mitocondrial. La energía 

libe rada en la mitoncria no es conservada en mo léculas de ATP, 

sino que es cedida como calor, de tal manera se asegura el ca

r ácter reversible de la reacción y la del ciclo con o un todo. 

En músculos esqueléticos, l a ac tiv ida d de la glicerol-1-fosfat o 

deshidrog.enasa es mu y baja comparada a la encontrad.a en iliilÚscu

los de insectos voladore s (10) , por lo que el ciclo del glice

r o l-1-P no presenta g ra n importancia cuantitativa para la oxi

dación del NADH g lucolítico . En estos tejidos, se le atribuye 

a l a malato oxaloacetato el reali zar f unciones similares al ci

clo del glicerol-1- fo sfato , conoc ido como la lanzadera del ma

l ato , de carácter irreversible (7) . 

Relación en la obtención de energía entre la glucol ísis y el 

ciclo de los ácidos tric arbox ílico s. 

La gluco lísis anaeróbica en músculo esquelético , o btiene un to

t al de energía de dos mo l éc ulas de ATP por mo l écula de glucosa 

transfo r mada . Sin embargo, en la mayor ía de las situaciones 

a naP.:ób i cas que ocurren fisio lóg icamente en el músculo, el 

substrato para l a g lucol Í si s , es e l glucógeno endógeno, produce 

tr es mo l écu l a s de ATP por residuo de glucosa. 

En condic i ones aerób i cas , la oxidación compl e ta de la glucosa a 

co
2 y agua, produce 34 molécu las de ATP por r es i duo de g lucosa 

(6 38 si la oxidación mi tocondrial del NADH glucolítico es to-
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mado en cuenta). Por consiguiente, el metabolismo aer6bico es 

al menos diez veces más eficiente que el anaer6bico, en térmi

nos de la producción de energía por residuo de glucosa. De 

aquí que se presuma que los insectos formen una clase altamente 

especializada que obtienen gran cantidad de energía mediante 

mecanismos con mayor carácter oxidativo (11). 

CONTROL DE LA GLUCOLISIS. 

En l a célul a , el control de la glucÓlisis es necesario con el 

fin de asegurar que los carbohidratos no sean degradados rápi

damente , y que esto sólo suceda cuando el requerimiento de 

energía se presente. 

Las necesidades energéticas varían de un organismo a otro, e in

clusive de tejido a tejido. En el estudio del control de la glu

cÓlisis, se encuentran enzimas que catalizan reacciones cercanas 

o alejadas·del equilibrio, siendo éstas últimas las que se con

sideran d e mayor carácter regulatorio. Al primer tipo pertenecen 

enzimas como la fosfogluco isomerasa, fosfoglicero mutasa, eno

lasa, etc., en la s que se encuentra gran actividad enzimática, 

mi entr as que la hexoquin~sa, fosfofructoquinasa, y piruvato qui

nasa, presentan gran carácter regulatorio y menor actividad (9). 

El estudio de las reacciones particulares del ciclo de la gluc6-

lisis anaer6bica , tanto de las consideradas como r eguladoras y 

las que aparentemente se presentan en equilibrio, ha sido desarro

llado ampliamente en tejido de mamíferos, y ha llaDado cons i dera 

blemente l a atención las diferencias en actividades enzimáticas 

que presentan estas enzimas en tejido s de insecto (12). 
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Es de nuestro interés, enfocar la atención sobre la enzima fos-

f ogluco isomerasa que aislamos del insecto c. albolineatus, y 

para e:lo damos a continuación una breve información sobre esta 

enzima en tejido de mamifero: 

Esta enzima realiza la conversión de la glucosa-6-P a fructosa-

6-P. Fué descubierta en 1933 por Lohmann al realizar estudios 

sobre músculo humano. Recibe el nombre de fosfohexosa isomerasa, 

pero su nomenclatura abarca distintas acepciones: 

Nombre sistemático: D-glucosafosfocetol isomerasa 

Nombre trivial: G lucosa fosfato isomerasa 

Otros nombres no recomendables: Fosfohexosaisomerasa, oxoisome-

rasa (8). 

En la mayor1a de las preparaciones, la isomerización alcanza el 

equilibrio cuando el 39% del éster total es fructosa-6-P y el 

61 % es glucosa-6-P: 

-o3Poq .... -~ -_ -_-_ -_-_-_-_-_-_-_-_ 
ol-O- g lucosa-6-P 

61% 39 % 

Ha sido preparada en alto grado de pureza de músculo de conejo 

(1 3 ) , g lándulas mamarias de bovino, l evaduras, heritrocito · hu-

mano , etc., e identificada en insectos como la cucaracha Peri-

pla ne t a americana (Chefurka 1954) con porcentaj e s de isomeriza-

c i ó n muy c ercanas a las presentadas por esta enzima proveniente 

de v er t ebrado (10) . 
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Generalmente la fosfoglucoisomerasa de mGsculo de mamífero, se 

encuentra contaminada con la fosfomanosa isomerasa, la cual 

permite a la manosa-6-P entrar en la secuencia glucolítica. En 

algunos insectos, s e encuentra con pequeño grado de actividad 

(12) • 

El mecani smo de acci6n para la fosfoglucoisomerasa, ha sido elu-

cidado por Topper y Rose (14, 15), con la ayuda de o
2
o aprove

chando la rev ersibilidad de la reacci6n, en la cual se involu-

era l a formaci6n de un cis enediol intermediario. Cuando la 

fructosa-6-P se uncluía con agua deuterada, en presencia de la 

enzima , el producto de la reacci6n: glucosa-6-P, contenía un 

átomo de deuterio directamente unido al c
1

. Al hacer la osazona 

de e ste producto, se perdía el deuterio que debería corresponder 

a l c
2

. 

El mecanismo propuesto es el siguiente: 

PO O-CH 
3 V o ':)¡CH 2 -OH 

)-VOH 
fructosa-6-P 

-"-[ L¡;e 
- 11 

(~ - OH 

H 
1 

~ H-C-OH ...E..... 
' -C=O 
1 

fructosa-6-P 

abierta 

H 
1 

[+e L~-9-
C-OH 

11 
C-OH 

"-.t:;f - 1 
1 

Enediol 

"]~ 
H 003POHQ 1 
C=O f ---1 -

H-C-OH 
1 

glucosa-6-P glucosa-6-P 

a bierta 
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La reacción de la fosfogl uco isomerasa no requiere cofactores y 

es inhibida competitivamente por algunos azúcares fosfatados, 

tales como el 6-fosfogluconato, sorbitol-6-P y eritrosa-4-P 

(13). Otro de los inhibidores es el 2-desoxi-D-glucosa-6-P, el 

cual es formado por el correspondiente desoxiazúcar en presen

cia de hexoquinasa. 

Los estudios electroforéticos e inmunológicos demuestran que 

presenta una s6la forma molecular. Su peso molecular ha sido 

estimado por el método de equilibrio de sedimentación, el cual 

corresponde a 125 000 daltons. Actualmente se ha encontrado · 

que esta enzima proveniente de levadura presenta dos formas de 

cristalización (16). 

Los datos reportados sobre esta enzima, obtenidos de distintas 

fuentes, indican que su velocidad inicial máx ima de actividad 

es alcanzada a un pH cercano a 8, pero el valor exacto depende 

del substrato utilizado (17) . La actividad decrece a pH de 6.5 

o si éste aumenta ha.sta 10 . La enzima es estable a temperatu

ras baj o cero (ºC) y a pH entre 7 y 8 (18). 



MATERIALES Y METODOS 
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MATERIALES 

El insec to Ceroplastes albolineatus fué colectado en los terre

nos del pedregal de San Angel cercano a la Ciudad Universita

ria, inc l uyéndose la cera que los cubría. Se recolectaron cerca 

de 1163 g. colocándose de inmediato en recipientes enfriados 

con hielo. 

En los experimentos de actividades enzimáticas se utilizaron 

dos enzimas acoplantes : la glucosa-6-fosfato d e shidrogenasa y 

hexoquinasa. En los realizados para análisis electroforéticos 

se utiliz6 fosfogluco i somerasa de músculo de conejo, albúmina y 

tripsina como proteínas patrones, que fueron obtenidas de mues

tras comerciales de Sigma Chem . Co. y Bohering Chem. El NADP y 

ATP util i zados en las reacciones enzimáticas y el resto de los 

reactivos, fueron todos de alta pureza quimica. 

Todos los pasos para la purificaci6n de la enzima se efectuaron 

entre eº y 4 ºC , y los relacionados con pruebas electroforéti

cas, actividad enzimática y cantidad de proteína, se hicieron 

por duplicado. 
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METO DOS 

l. EXTRACCION. 

Los insectos fueron homogenei zado s en una licuadora Ultraturrax 

durante 5 min., con 300 ml de una s o luci6n de sacarosa 0.25 M 

y e l homogenado se filtr6 a través de una ga sa doblada cuatro 

veces , descartándose lo s residuos. El f iltrado se centrifug6 

a 4,600 g durante 15 min. en Ultracentr<fuga Beckman L-2 RV. 

El sobrenadante obtenido, se filtró de nuevo · por gasa doblada, 

centrifugándose de nuevo a 78,4 80 xg. El primero y segundo se

dimento de ambas centrifugaciones f u e r on descartados. Al so

brenadante final se le midió el pH (5) y se concentró por lio

filización. Posteriormente se diali z6 contra cuatro litos de 

buffer de fosfatos de sodio 0.02 M (pH 6.2) a flujo contínuo 

de 5 ml/min. (19). Una vez dializado, s e de terminó cantidad de 

pro t e ína y se liofilizó hasta sequedad. A este producto seco, 

s e l e denominó EXTRACTO CRUDO (fig. 3). 

Todos los análisis de proteína fueron r eal izados por el método 

de Lowry y col . (20). 

2 . IDENTIF I CACIONES EN ZIMATICAS . 

Se realizó una exploración cualitativ a para algunas enzimas 

relacionadas con el metabolismo de carbohidrato s en el Extrac

to Crudo. Las enzimas a identificar fueron: hexoquinasa, in

vertasa , fosfogluco isomerasa y fo sfomanosa isomerasa. 

Para las identificaciones de las tres primeras enzimas, se uti

lizó un sistema acoplado a la enzima glucosa-6-fosfato deshi-
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Insectos 

1 
Hornogenizado (0.25 M sacarosa) 

1 
Filtrar 

1 
.1 Residuos 

(se descartan) 

1 
Filtrado 

I 
Centrifugar 

4,600xg, 4°C, 15 rnin. 

Sedimentos I 

(se descartan) 

Sobrenadan te 

Sedimentos II 

(se descartan 

II 

Centrifugar 

78,4880xg, 

4ºC, 40 rnin. 

1 
Sobrenadan te 

(Extracto 

crudo) 

FIG. 3. Esquema de extracci6n de la porci6n soluble del insecto 

c. albolineatus. 
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drogenasa, adicionada en exceso, con el fín de transformar rá-

pidamente toda la gluc6 sa-6-P producida por la actividad de 

estas enzimas , hacia la correspondiente 6-P-glucono-&lactona, 

dando o rigen a la formación de NADPH- que puede ser determina-

da cuantitativamente por la absorción que presenta a 340 run. 

A continuación se indican los sistemas de acoplamiento utili-

zados en el análisis enzimático del extracto crudo . Los núme-

ros encerrados en círculos, corresponden a l as enzimas que ca-

talizan cada reacción: 

Sacarosa 

¡ (lb) 
Fructosa 

+ 

Glucosa Fructosa-6-P 

Glucosa+ ATP l~ATP(l ) ~ 
)

\"'--....._(la) + ADP ~ (le) 
1 -......... Glucosa -6-P 

ADP (2) ltc:::H 
6-P-glucono- lactona 

l. Hexoquinasa comercial acoplante . 

la. Hexoquinasa de extracto crudo. 

lb. Invertasa de extracto crudo. 

le. Fosfogluco isomerasa de extracto crudo. 

2 . Glucosa - 6-fosfato deshidrogenasa comercial acoplante. 

Para el análisis de invertasa, utilizamos hexoquinasa comer-

cial como una enzima acoplante Llás, con el fín de aumentar 



- 23 -

l a actividad de la hexoquinasa proveniente del extracto crudo. 

En todas las determinaciones realizadas se mantuvieron cons

tantes las concentraciones de enzima acoplante, extracto cru

do, NADP, y l os substratos correspondientes: (glucosa, sacaro

sa, y fructosa-6-P) utilizándose un buffer de fosfatos de so

dio O.OS M (pH 7.0). 

Las ' incubaciones enzimáticas se realizaron de la siguiente 

manera: 

Para hexoquinasa se tomaron O.S ml de cada una de las siguien

tes soluciones: 

Glucosa O.OS M, g lucosa-6-P deshidrogenasa (10 mg/ml), 

ATP (10 mg/ml ), NADP (2 mg / ml), MgC1 2 (0.01 M), buffer de 

fosfatos (O.OS M pH de 7.0), extracto crudo (10 mg/ml). 

Para invertasa se t omaron O.S ml de cada una de las soluciones 

que menc i onamos a continuac ión: 

Sacarosa O.S M, glucosa-6-P deshidrogenasa, MgC1 2 (0.01 

M) , buffer de fosfatos , ATP , NADP y extracto crudo se tomaron 

e n las mismas condiciones qu e en l a incubación anterior . La 

hexoquinasa adicio nada se tomó de una soluc i ón stock que con

t e nía 10 mg / ml. 

La incubación para f o sfog l ucoisomera sa conte nía lo s siguientes 

ma t e ria les: 

Buffer de f os fa t o s (pH 7.0 O.OS M) 1.0 rn l, fructosa - 6- P 

1. 0 r.i l, g luco s a -6- fo s fa t o deshidrogena s a (10 1.1g/m l ) O.S rn l, 

NADP ( 2 mg/m l) 0 . 5 ml, Mg C1 2 (0.01 M) 0.5 rn l, extrac to crudo 

(10 rng /m l) 0.5 ml. 
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La actividad específica quedó definida como la cantidad de en

z ima que originaba la conversión de un micromol de substrato 

por minuto bajo las condiciones expuesta s . Esta quedó expresa

da en términos de unidades de enzima/mg de proteína (18). 

Análisis para presencia de fosfomanosa isomerasa. 

El método se basa en la determinación colorimétrica de D-fruc

tosa formada a partir de D-manosa (13). 

D-manosa-6-P isomerasa.O-fructosa-6-P 

La identificación de la fructosa-6-P formada se realiza median

te el método de Roe (21), que consiste en la deshidratación de 

la fructosa con HCl, desarrollándose un color rojo cereza que 

se logra en presencia de resorcinol a lcohólico . El alcohol en 

este caso, se utiliza como disolvente del compuesto rojo for

mado. 

La actividad especff ica se definió como l a cantidad de enzima 

que causa la conversión d e 1 µmol de mano sa a fructosa por mi

nuto bajo las condiciones descritas. La ac tividad específica 

es expresada en términos de unidades por miligramo de proteína. 

3. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA. 

Para el a nális is electroforético de las pro teínas obtenidas en 

el desarrollo de este trabajo, se utilizaron geles de acrilami

da al 5% , haciéndose las determinaciones considerando: 

1) Los efectos de carga de la proteína y 

2) el tamaño o peso molecular de las mismas . 
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1). Electroforesis por carga. 

Esta se realizó en medio básico a pH 8.2 con el fín de obtener 

una carga negativa neta en la proteína. Los geles se prepara

ron de la manera siguiente: 

Materiales: 

a) Acrilamida 30 g. 

N,N' metilénbisacrilamida 1 g 

Agua 150 ml 

b) N,N,N'N' tetrametiléndiamina diluído al 0.01% 

c) Persulfato de amonio al 0.14 % 

d) Buffer tris-glicina 0.5 M pH 8.4 

Se mezclaron las soluciones en el siguiente orden y proporción: 

solución : a) 6 ml 

b) 3 ml 

c) 12 ml 

d) 3 ml 

Se l lenaron los tubos de electroforesis (7 mm de diámetro por 

75 mm de largo), hasta tres cuartas partes de su volumen, adi

cionándoles una o dos ·got.as de agua sobre la superficie de la 

mezcla en vías de polimerización , para evitar la formación del 

menisco . Una vez montadas las columnas conteniendo el gel, en 

el a parato de electroforesis, se aplicó la muestra mezclada 

previamente c on una solución de sacarosa , con e l fín de evitar 

l a difusión de la proteína. El buffer para electroforesis, fué 

el mismo que se utilizó en la preparación de los geles, pero 

diluído a una molaridad final de 0.001 M. Con el fin de se

g~ir el curso de la electro foresis, se adicionó a la muestra 
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cerca de 5 µ l de azul de bromo fenol al 0.05%. Una vez termina

da la electroforesis se procedió a teñir los geles extrayéndo

los primero, mediante el uso de una jeringa hipodérmica y colo

cándolos en tubos de ensaye con amido negro al 1 % en solución 

acética al 4% -etanol al 10%, durante 15 minutos. Posteriormen

te se destiñeron con ácido acético al 4% por electroforesis, y 

se conservaron los geles en tubos de ensayo conteniendo esta 

solución. 

2). Electroforesis por peso molecular. 

Se siguió el método recomendado por Dunker y Ruecket (22) en el 

que se carga a la pro teína negativamente al formarse un comple

jo micelar con el dodecil sulfato de sodio (SDS), utilizándose 

en la electroforesis un buffer de pH 7.2. Los geles fueron 

preparados siguiendo las indicaciones anteriores; excepto el 

buffer que fué de fosfatos de sodio pH 7.0 (0.1 M) en un volu

men de 20 ml, y 0.1 ml de solución de SDS al 20%. Las muestras 

por analizar se incubaron con una cantidad igual de urea B M 

(100 µl) , O.OS ml de una solución de SDS al 20% y 0.01 ml de 

8-mercaptoetanol, durante 30 minutos a 45°C. La tinci6n se hi

zo con amido negro en las mismas condiciones anteriores, y los 

geles se destiñeron dializándolos contra una soluci6n acética 

al 7% durante toda la noche . 

4. CROMATOGRAFIA EN GEL DE SEPHADEX. 

El primer paso de purificaci6n en el extracto crudo, consisti6 

en pasarlo por una columna de gel. En esta ocasi6n se utiliz6 

Sephadex G-75, el cual se dej6 hinchar en solución de fosfato 

de sodio 0.01 M pH 6.2 durante 24 horas. 
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Se mont6 en una colurana provista de camisa refrigerante, de 

las siguientes dimensiones: 2.5 x 75 cm, y con un volumen de 

cama de Sephadex de 206 ml. El volumen de eluci6n de la colum

na se determin6 con la ayuda de dextrana azul al 2% obteníen

dose un volumen de 51 ml, a una velocidad de flujo de 3.4 

ml/min. 

Una vez estabilizada la columna con buffer de fosfato de sodio 

0.01 M (pH 6.2), se aplicaron 350 mg de extracto crudo, em

pleando para el desarrollo de la cromatografía el mismo buffer 

estabilizador. La eluci6n de la proteína fué seguida por la 

absorci6n a 280 nm. Se determin6 la cantidade de proteína por 

método de Lowry a cada una de las fracciones eluídas, así como 

su actividad enzimática para fosfoglucoisomerasa, en las mis

mas condic iones que para e l extracto crudo. Una vez realizadas 

estas determinaciones, que se dializaron y liofilizaron a se

quedad. 

5. CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX. 

La fracc i6n con máxima actividad para fosfoglucoisomerasa, se 

someti6 a purificaci6n con el prop6sito de aislar la enzima, 

u s ándose ahora una columna de DEAE-Sephadex A-50; este material 

posee una mat riz de dextranas entrecruzadas que contienen una 

red tridimensional de po lisacáridos a los cuales están unidos 

los grupos funcionales por enlaces tipo éster. Esta resina in

tercambiadora es de carácter débilmente básico con el grupo 

funcional dietilaminoetil (- c
2

H
4

N+ (C
2

H
5

J
2
Hl. 

La columna (35 x 1 cm) present6 una velocidad de flujo de 4.2 

ml/hr y fué estabilizada con buffer de fosfato de sodio 0.02 M 



- 28 -

(pH 6.2). 

Se aplicaron 239 mg de prote1na y la cromatografía se desarro-

116 con un gradiente creciente de buffer de fosfatos de sodio 

(pH 6.2) desde 0.001 hasta 0.4 M, colectándose en fracciones 

de 2.1 ml. La eluci6n de la proteína fué seguida por la ab

sorci6n a 280 nm. 

Una vez realizada la cromatografía, se determin6 actividad pa

ra fosfoglucoisomerasa en las fracciones eluídas, con el m~to

do utilizado para el extracto crudo. Posteriormente fueron dia

lizadas contra el mismo buffer de cromatografía (10-3 M) y lio

filizadas hasta sequedad. 



RESULTADOS 
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l . EXTRACCION. 

Durante el proceso de extracci6n para la separaci6n del mate

rial s o luble del insecto (Fig. 3 de métodos y materiales), se 

observaron los siguientes sed imentos: 

material céreo 

gránu l os 

Sedimento I Sedimento II 

F!G , 4 . Sedimentos obtenidos en el proceso de centrifugaci6n 

d e la porci6n soluble del insecto. Estos sedimentos fueron 

descartados. 

El primer sedimento obtenido a baja velocidad (4,600 x g) pre

sent6 gránulos y un s6lido de aspecto céreo ; en el segundo 

(78,480 x g), s6lo se hallaba este úl t i mo, lo que indic6 que 

no sedimentó completamente en el primer paso. Estos dos sedi

me ntos fueron descartados, En ambos casos el sobrenadante era 

de color rojizo; el . segundo sobrenadante (extracto crudo) pre

sent6 un pH de 5.0, eligiéndose por ta l motivo una soluci6n 

reguladora de pH 6.2 con el prop6sito de evitar cambios drás

ticos en el pH del insecto, durante la d iálisis del mismo. 

Esperábamo s que por diál isi s se eliminara en parte el color 

que lo caracterizaba, sin embargo, el extracto crudo no pre

sentó cambio aparente en la coloraci6n, lo que sugiere que el 

pigmento sea de un tamaño tal que no le permite ser excluído 

por este método. 
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De los análisis de proteína , se encontr6 que un 4.4% del extrac

to crudo correspondía a proteína (o sea un 0.07% tomando como 

base el peso total de insectos colectados). Los datos encontra

dos sobre proteína total en el extracto crudo son mostrados en 

la siguiente tabla: 

Tabla l . Relaci6n de proteínas totales en el extracto crudo. 

Cantidad de proteínas Porcentaje relativo 

1<)) (%) 

Extracto crudo 26.07 100 

Proteína total en extracto 

crudo 0.927 4.4 
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2. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRILAMIDA DEL EXTRACTO CRUDO. 

Enseguida se pro~edi6 a realizar electroforesis en geles de acri

lamida al 5% por los métodos ya descritos. Se aprecia (Fig. 5) 

que cuando la electroforesis se realiza por carga, que adquiere 

la proteína en medio básico, sólo se presentan 5 bandas, no así 

a l e fectuarse por pesos moleculares, en la cual el número as

ciende a siete bandas (Fig. Sb) en un rango por arriba de 60,000 

daltones de peso molecular (Fib. Se). Este último resultado dió 

u na idea aproximada sobre el contenido de proteínas presentes 

en el extracto crudo, y nos permitió elegir el material de cro

matografía para el siguiente paso a realizar: Separación de las 

proteínas del extracto crudo por cromatografía en gel de sepha

dex. 

1 

2 

(a) (b) (e) 

FIG. 5. Electroforesis del extracto crudo : (a) por carga en

medio básico. (b) por peso molecular. En ambas electroforesis 

se observ6 que durante e l desarrollo de las mismas, se presen

taba la migrac ión de una banda roja (pigmentación característi

ca del extracto crudo), que aparecía teñida con amido negro. 

(e) patrones de comparaci6n en la electroforesis por pesos mo

leculares: l. albúmina (66,000); 2. tripsina (23,000 de p.m.) 
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3. IDENTIFICACIONES ENZIMATICAS DEL EXTRACTO CRUDO. 

Posteriormente al análisis e lectroforético del extracto crudo, 

real i zamos en el mismo, la s determinaciones enzimáticas para 

hexoquinasa, invertasa, fo sfoglucoisomerasa, · y fosfomanosa 

isomerasa utilizando los métodos analíticos ya descritos. Los 

resultados de actividades son mostrados en la siguiente tabla: 

Tabl a 2 . Actividades relativas de las enzimas hexoquinasa, in

vertasa, fosfoglucoisomerasa, y fosfomanosa isomerasa del ex

tracto crudo. Las actividad es específicas están expresadas en 

µmoles de substrato transformando/min/mg de proteína en el ex

tracto c r udo. 

Reacción catalizada 

en extracto crudo por: 

HEXOQUINASA 

INVERTASA 

FOSFOGLUCOISOMERASA 

FOSFOMANOSA ISOMERASA 

Actividad específica 

(µmoles/min/mg) 

7.6 X 10 
-3 

-3 14.3 X 10 

25.0 X 10-3 

5.0 X 10-3 

Actividad total 

(unidades) 

7.04 

13 .00 

23.17 

4.6 

Como puede aprecia rse , los valores más a ltos de actividad corres

ponde n a l a f o sfoglucoisomerasa, por l o que proc edimos al aisla

miento de esta enzima del ex tracto crudo. 



- 34 -

4 . CROMATOGRAFIA EN GEL DE SEPHADEX. 

Una vez efec tuado e l a nális is de ac t iv idad en zimática y , sabien

d o que s e t enía e n e l extracto c r udo pr o teínas de peso molecular 

e l e vado , proc e d imo s a cromatog r af iar u na porc ión d e l extracto 

c r udo en Sephadex G-7 5 . 

Dur an t e el de s arro l lo d e l a c romatogra fí a pudimo s observar la 

separ a c i ó n de cua tro zonas colo r idas. Como se muestra en la fi-

gura 6 , e stas bandas presentaban coloracio nes que iban desde 

una t o na lidad ligeramente café hasta una zona c omp letamente ama

r i l l a : 

zona amarilla 

rojiza 

........ f~ zona ca e 

FIG. 6. Desarrollo de la cromatografía d e l extracto crudo, en 

l a qu e se aprecian distinta s zona s coloridas. 

La e lució n d e la c r omatogr afía fué seguida a 280 nm. En la si-

g uien t e g rá f ica (Fig. 7), se muestran las fracc iones obtenidas, 

la s c uale s fu eron numeradas por orden d e apar i c i ó n (I, II, III 

y IV ). La ú lti raa zona que eluyó de la c olumna, c onstituyó la 

fracción F I V. Esta presentaba gran tonalidad amarilla, y mos-

tr6 gran retención a la columna. 

Con e l pr opósito de conocer el valor total de proteína conteni-

da en cada fracción, se procedió a determi nar la cantidad d e 
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proteína por el método de Lowry (20). En la tabla 3, se muestran 

l os valores obtenidos: 

Tabla 3. Dete rminación de cantidad de proteína de fracciones ob

tenidas de la cromatografía del extracto crudo en Se

phadex G-75. Se aplicaron 350 mg de extracto crudo 

(15.4 mg de proteína por método de Lowry). 

Fracción 

I 

II 

III 

IV 

Proteína total (mg) 

6.24 

7.08 

1.04 

Como se aprecia en la tabla anterior, la fracción FIV, no se 

presentó proteína detectable por el método químico utilizado. 

Este hecho, la gran tonalidad amarilla y retención que mostró 

durante la cromatografía, llamó nuestra atención y se decidió 

comparar su espectro de absorción en las zonas ultravioleta y 

visible, con el de un compuesto aislado del mismo insecto (4) y 

conocido como ácido ceroalbolínico. 

En la figura 8, se muestra la gráfica de absorción en la región 

uv . de la fracción FIV y el ácido ceroalbolínico, donde se 

aprecian los máximos de absorción que presentaron ambas muestras 

a 292 y 215 nm. Esto demuestra que gran parte de la pigmentación 

pre sente en el extracto crudo, se debe a la presencia de este 

pigmento , el ácido ceroalbolínico, el cual interfiere en gran 

proporción , en la identificación de proteínas por métodos espec-

trofotométricos. Este pigmento, es una antraquinosa soluble en 



Figura 8 

O.O+ DO. 

0.1 

0.2 

0 .3 

o. 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0.9 

1.0 

1.1 

1.2 

1.3 

1.4 

1.5 
200 250 300 3 

Espectro en la regi6n ultravioleta de las muestras antraquinona (2) y Fracci6n IV (1) 

obtenidas del insecto C. albo11neatus, en el que se observa·-. bandas de absorci6n sanejantes. 

º"j',t,J J .. º ...... 390 
( l'lm) 



- 38 -

agua, de gran carácter aromático (c
16

tt10o
8

; PM = 330) lo que 

explica la dificultad para ser excluido por diálisis y la gran 

retenci6n que mostr6 en la cromatografía en gel de dextrana 

(Sephadex G-75), ya que compuestos de carácter aromático pre

sentan interacciones con materiales de esta naturaleza. 

Posteriormente, se procedi6 a determinar actividad enzimática 

para cada una de las fracciones obtenidas. La figura 9 muestra 

las velocidades iniciales de actividad para fosfoglucoisomerasa, 

en la cual destaca la fracci6n F-II con mayor actividad por lo 

que se eligió para su subsecuente purificaci6n. 

5. CROMATOGRAFIA EN DEAE-SEPHADEX. 

El siguiente paso para la purificaci6n de la fracci6n F-II, 

conteniendo la mayor actividad enzimática para fosfoglucoisome

rasa, consisti6 en pasarla por una columna de DEAE- SEPHADEX-A-

50. El resultado de e sta cromatografía se observa en la figura 

10.Como se puede apreciar, la enzima se encuentra en la primera 

fracci6n eluída de la columna (a la cual se le llam6 FIIa) ; se 

observa así mismo, que la curva de actividad se encuentra lige

ramente recorrida, lo que indica alguna contaminación. Esto se 

debe a que la FIIa presentaba aún una ligera coloración amari

lla (semejante a la tonalidad que presentaba la FIV), no obs

tante que la cromatog rafía fué de carácter de intercambio i6ni-

co. 

Con el fín de intentar una separaci6n 6ptima del pigmento y la 

enzima, realizamos otro experi~ento con una porci6n de la 

fracción FII utilizando las condiciones reportadas en los tra

bajos de Reitel (23), las que consisten en cromatografiar la 
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ésta enzima. 



15 

10 

05 

DO a 280nm 

Flla 

d'P'.o.' 

/f / ~-
-- - - - - - - - - - -... b 

-... 

2 4 10 

... ... 
.................... 

20 
--

DO 340nm 

Absorvanco a 28 0 n m 
-- - ---- tctividad especifica (340 nr11 '¡ 

30 no de tubo 

0 4 

0 . 3 

0 2 

0 1 

Fig iO Cromatografia de fracció n F - 11 en DEAE-Sephadex A -5 0 A la p-imera frocciÓn que aparec e , se le 
deterrnincí actividad enz imática, observandOse mayor activ idad. 



- 40 -

enzima por DEAE-celulosa , con u n bu ffer de tri s - ac etato e n 

g radiente de 0.001 M a 0.4 M y pH 7.3. Encontramo s que la en-

zima eluia en la primera f racción, pero c on pér dida en acti-

v idad , por lo que se decidió d e scartar esta ·téc nica . 

Un resumen de los resultado s de la purificación efectuada pa-

r a l a fosfoglucoisomerasa son mostrados en la siguiente tabla: 

Tabla 3. Purificación de l a enzima fo s foglucoisomerasa de la 

porció n soluble del insecto C. albolineatus. 

Fracción 

1 . Extracto 
crudo 

2.Sepha d ex-
G-75 (FII) 

3.DEAE-Seph. 
(FIIa) 

Proteína total 
(mg) 

927 . 08 

7.08 

3.25 

Actividad 
espe cifica 

( µmoles/ min/ mg) 

25x l0-3 

37x10-3 

46.6x1 0 -3 

Actividad Purificación 
total 

(unidades) 

23.17 1 

0.297 1.48 

0.139 1.84 

Aún c uando la enzima fosfog lucoisor.1erasa de la fracción IIa, se 

e nc ontr aba ligeramente contaminada con el pigme nto amarillo, los 

datos de la t a bla ant erio r , muestra n que la ac tiv i dad ascendió 

l i geramente , a medid a que se avanzaba en su pur if i cación. 

6. ELECTROFORESIS EN GEL DE ACRI LAHIDA AL 5% DE FIIa. 

Con el pr o pós i to de c omproba r la homogene i dad de la fracción 

FIIa que contenía la máxima ac tiv idad para fos f oglucoisomerasa, 

s e pasó una muestra de e s t a fracción po r el ectroforesis en gel 

de acrilamida al 5% utilizándose el método de peso molecular 
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d e scrito en la metodología de e ste tra ba j o. Simultáneamente, 

se aplicó una muestra de f osfoglucoisomerasa de músculo de 

c o nejo como proteína patrón, en las mismas condiciones que 

la muestra por analizar (FIIa) . 

En l a siguiente figura se muestran los resultados ob~enidos 

e n la electroforesis: 

mr 

F-IIa 

mr 

fosfoglucoisomerasa 

comercial 

FIG. 7. Electroforesis en gel de acrilamida al 5% de las 

muestras FIIa y fosfoglucoisomerasa de mú sculo de conejo. 

Condiciones experimentales: 6mA por gel, tiempo: 3hs. Movili

dad relativa de FIIa: 2,5 cm; mov ilidad rela tiva de fosfogluco-

isomerasa de conejo: 2.4 cm. 

Como puede apreciarse, la presencia de una sola banda en el 

ge l correspondiente a la fracción FIIa, da un indicio de horno~ 

g eneidad de la muestra purifica da; su correlación con la fos

f oglucoisomerasa comercial, de mdsculo de conejo utilizado como 

pa trón, permite proponer que el peso molecular de la enzima 



- 42 -

fosfoglucoisomerasa del insecto es c e rca no a 125 000 (como se 

reporta para e nzima de músculo de conejo) (1 3 ). Este resulta

do muestra que la enzima se encontraba completamente aislada 

del extracto crudo. Sin embargo, la ligera coloración amari

lla que presentaba nuestra enzima, dió motivo para intentar 

un nuevo método que permitiera su eliminación. Probamos el 

método por electroforesis recomendado por Weber ·y Osborn (24 ~ , 

que consiste en eluir la proteina del gel con dodecil sulfato 

de sodio (SOS 1%), a 37ºC, y precipitarla con acetona fria; el 

precipitado se redisuelve en HCl 12 N, transfiriéndose a un 

tubo para hidrólisis, con el propósito de preparar la muestra 

para un análisis de aminoácidos, esperando qu e el pigmento 

contaminante quedará en la solución de acetona. Realizamos to

dos los pasos anteriores , y al redisolv er nuestra muestra en 

ácido clorhidrico, se present6 de nuevo la coloraci6n amarilla 

que c ontaminaba la fracci6n. Este resultado sugiere que las 

movilid ades del pigmento y enzima son iguales, formándose una 

probable asociaci6n enzima-pigmento, e x traña para enzimas per

t enecientes al ciclo de la gluc6lisis. 
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CONCLUSIONES 

De los resultados descritos anteriormente, podernos concluir lo 

siguiente: 

l. Encontramos actividad para las enzimas invertasa, hexoquina

sa, fosfoglucoisomerasa y fosfomanosa isomerasa, de las que la 

fosfoglucoisomerasa present6 mayor actividad. 

2. El peso molecular que present6 la fosfoglucoisomerasa del 

insecto, es similar al observado por la misma enzima provenien

te de músculo de conejo (125,000). 

3. La enzima presenta una relaci6n no identificada en este tra

bajo, con un pigmento presente en el insecto: el ácido ceroal

bolínico. 

4. Aún cuando la purificaci6n se considera parcial por la pre

sencia del pigmento, los resultados de actividad sugieren que 

el pigmento no altera las propiedades catalíticas de la enzima. 

5. La dificultad encontrada para la separaci6n del pigmento y 

la enzima, sugiere que se trate de una asociaci6n directa, lo 

que representa un terna más de investigaci6n. 
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