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Cavnfiule ¥,

JUTRITAUCGICH .

En afos anteriores ha tormade interéa el estudin de la Bet2 Slucoroni-
t¢asa 7or veriss razenes, Kutd ruy relocionuada con efifermedalsy cancerosas, —--
russto que ne obaerva wna marcada sctividad de eats enzime en la mayorfs de los
tumnres da tejidos humanes, comparadeos con telides normales,

Tazbién 1 use de la Beta Glucoronidasa nsrs ls hidrélisia de glucoro
nidatos de esteroiies, hy encontrado uns gran aplicecidn en 1» libarucifdn e eg
teroldss conjugados y er el subsecuente aislimiento, principslmente en la orina,
evitando el neligro de Isn efectos producidos por la hidrélisis Lcida (1).

Prenusriclionea de Bets Glucoronidans rerortidas ror otros autcres.~ En

1946 firshan 446 un procediriente de rurificacién ¢ Heta Glucorcnidasa de bazo-
1e buey, vsirndo el fracclonamiento de sulfato de amonio., Smith y ¥ills prepara
ron Beta Glucoronidasa de hfgzdo de busy, ussndo iones metflicos de acetona pa-
ra fracclonar la enxira, Sortar 3 Summer usaron la precipitaciédn fraccicnsds -
ron fioxano & bsla temperatura, ahsorcién de fosfato de cal y fracclonamiento -~
con sulfato de smonio pare purificar la Beta Glucoronidasa del higado de veca =
(2).

Se hen hacho extracciones de viscerss con tejidos de bazo, ri%én e hf
sacn,  Te ha demostrido iue todos contienen yna cantidad sermejante de glucoroni
4283, pero ain arbsrgo, la asctividad del barzo es mayor; no obstante, sigu:lendo-v
-1 »étodo descrito, se pusden (btensr sctividades semejantes, tsnte del higado-
enmo ‘el ri2én (3),

Pa evidente ~ue la Pets Glucoronidass tiene uns amplis distridbucidn -
“r lor e {tan; lag telidos de retas son los mfn riecs 3 s» encuentra timbién -
2 Tar slrcdentes sureclea: rotén, reta, cnnslo, cerro, gato y h rikre,

1 Wioada, heze b oclepten tedidor e wparatos reprediuctives dsl siste
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ma endfcrirc tienen alto contenide cn Bets Glucoronidasa, La enzime se encuen-
trs en ura gren variedsd de l1{quidos del cuer;c humano,

Reuberge y Sriuer rejortoren la existencia de Betu Glucorenidasa en ~
h{gadu de peacado, tituidn, Mustulus celvis y «1 corgrie angula Conger conger,-
Carscolez, moluscos y vwrios insectos son fuentes de Beta Glucoronidasa (13).

La netlvidad de 1u Pets Gluceronidesa purificeda de bezo o higado de/
terners no 43 preporcicnsl z la concentracidn de lau enzima, a altas diluciones-
entinfticas, Lu rel-wcidn de lu actividad de 1a enzimu o diferentes concentras-
cienes de 1k protefna, cuande es graficada contra el legaritmo de la concentrae
cién protefnica, produce uns curva tipica de disociacidn en forma de "S", que =~
codncide con unii curva tedrica deriveda de la "~y de masas, La adicién de una-
viriedad de sustsnclis » tiley scluciones enzimiticas restaura la actividad ori
ginal, &atos incluyen un filtridu hervido de la solucién purificada de la Beta-
flucorcnidasa del hfgade de ternera, C.M,A,, albimina y compuestos sminices (2).

1y enzima en extractos crudos o concentrados parcialmente purificades
es nmiercadanente astable en frfo (2),

Ls wetdvided de la Bety CGlucorcridasa es expresada en térmdnos de mi-
crogramas de fenoftalefna libarada en una hora & pH de 5 a 37* de 0.C01 M de so
lucién de glucorenidstc de fenoftulefna (1),

Magsamune dice que la enzima preparada por este método fud especifica
do para Bets Tlucoronidusa, sin embargo, no fué asf para la hidrélisis del Lci-
do mentol alfa glucurdnico, rentcl %ets glucdsidoe, mentel alfa glucéside y me—
til alfu y Betn glucésidos (5),

La clevacién ce la sctividad de la Peta Glucoronilusa en neoplatias,-
fué interppetoda como une raspuests metub8lica en los tejidue contaniendo esew-
trédgenon ¢ do olivs esterciden, sutrecharente relacionados con estn sustuncige-

A voglne, dtero y ovirio, extirpados @ muj-res de diferentes edudes -



S0 12z 2251739 wi cantanido en beta Clucsvonldess zativa. $e ohsavrvo ws denlie
pacidn da la motividad dospudn & le menopuudin (0).

Reavcidn onrimatica de 1 Hota Olusorcaidasa (7).
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1A Beta Glucoronidass ez una ontima papas de hidrolizar uwma gran vwarledad
do glugordnioos conjugedos, incluyundo glutorcaidato addico de entriol y prog-
nandiol {9).

Un exdmen do los ofaotos on la variacidn do la ocncontracidn del sustratoe
sobro M velooidad do rTesccidn, las wnerglas y sotivucidn y los ufectoa de variocs
inhitidores llegen & 1a conclusidn de guo estas tres fracciones puoden ser consi~
doradas camo enzimas separadni, 8o han prosontado algunas ovidoncins para detsre
ninar 1A prosencia do ontas troa frocciones o Jota Glucoronidasa , on baro do =
buoy , toniondo un pH dptimo do 3.l , LS ¥y 5.2 .

Ia sido demostrado por Oshime ( 1930) , quo varios dcidos carboxilicos -
inhiben la preparacidn do Bota Glucoronidass, Do ostos , ol doido oftrbeo inhibe
las Cracolonos do onziras con p ¥ dptimo de 3.4 y de L.5, poro no tiens sceidn
con fraecolones e pH dptimo do 5.2 (8),

la purifiocacidn do la Bots Glucoronidasa de baxo o higwdo de ternsre,
han ensofiado previamonto la deooikulidn insotiva » olertos productos; inorsmone
tando la diluoidn do esta enaima , reosulta un doocenso progresive om la aotividad
onzinmftica aspoaffica.
Han sido encontrados ol dcido desoxiribonuslefco y nlguoa otros yrod

duotos de osta dogradaocidn ol scr swtiufochs 1a motividad da .



seeg ta VON,A, zota, reru ocue v opree ndmers de olras austuncian mroluce ofenica

s flopey e el aumento e 1o actirldad snrinftics productida ror varias concentra
clnnes de sustantias 3 pwreentsie detersingde ror interpelaicttn, viando jus es—-

tep suasntos fueron profuridon per ara setivida! encirdtics con s mited del rd-

T mopo Tet, sluceronilueto e feroftalsfna fué propuesto jor un subs—-
trate rars el enaaio fe 'e cotividad hpdrelftlcs de 1o gluccronidasa. la libera
248 e 1. Teraftalefrs r: leflita foterolorizét-fcarents en sulucidn alecalina,

‘ t1 eapeeipe s atzoreldn ¥ coeficiente e extincidn de 1o fencftalefna
5 8l mona Peta glucoronitate M= feroftalefnas puelen ser detvnni.nados,mo:strundo -
que Ya fernftulefna tuefn ser lefds colrirétricamante en presencia de otros glu
coronidatos con tnaigalficante Interferencia (15).

los valores ‘e =etfstauis en varios tumores con nédulos linfosos, fue-
sen v&s grandes jue los ro envueltos por nddulca linfolides. Especimenes de mas~
ticis cfstica crédnica ¥ cervials do algunis muleres preftades, torblén mostraren
sumento er la asctividad, un kallazyo atribufdo a la estimulacién del estidgonc -
sumentedo (10).

Cuande los estrégneos son administrados en cantidedes fisioléglcas & -
retones ovarlectomizados, sigue un incremente de la Bets Glucoronidese en log -
Yteros. Tste efecto no hi sido aparenterente estudiade en muchos otros teiidos-
cuando ne han adm:.nistrado grundes caniicdades de estrdgenos.

Estilbestrol y eatrdgencs artificiales estimulan lu glucoronidasa ute=
rina, de la misma maner. ue los estrdégenos nutursles ducdos en estuz condiclones.

Fsto demuestra gque la Bets Glucoronidesa tiene un papel fundamental en
ls sceidn fisioldgica de lam hormonas ectrogénicas y la formacidn de gluceronida

tcs, »3 considersda un proceso de conjugscién metabSlica (11),
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La Beta Glucrcnoridess Jusga un pepel importente en el metabolisme y-
sccibdn de las hormonas ~atrogénidas y estas evidencias indican jue estz asocia~
¢idn =8 cerrads, con procese de divisidn celular y multipiicscidn, Fl mecanis-

™o ~x3cto e5 in vive, su comportamiento «std adn sin afirmarse (12),




Capftulo IJ,

MATERILLES Y METODOS .

OBTENCICH DE CLUCORONILASA DE RAZO.- TECNICA DE SDOBRINER", (4)

1.~ Preparveldn de jolvo seco de dazs,~ Se usa bazo de res o de ternera (rencti
wve 1). Se desecs el telide conectivo que lo cubre y se pesa per el molino de -
carne., 71 baro molide e3 vertido a un garrafén de 20 litres afladiéndole acete-
na {resctive 2). Se deja en esti condicidn toda la noche. A la muffana sigulen
te ne serara de la zcetona y el residue del baro se pone a secar en lg obnreuri~
dad en cajas de cartén deotepsdis, La soetona se redestila nuevamente a baja -
temperatura,

2.~ Cbtenciér ¢ » glucoronidass impura.~ Se toman (ricclones de 50 grames de pel

wvo zeco d¢ Lize y se jonen en frasces Je centrifuge de 200 c,c. con 150 c.c. de
rhulffer' de acetate (reactivo 3) a pH de L.5.

Se deja sepurar tods la nocha y se centrifuge sl dfa siguiente duran-
te ung hors a 1,000 revolucienes per minute. Se retirs ol lfquide sobrensdante
qus aa zdonde estd 1o entima y se filtra. La enzima contenida en oste sobrena-
dunta ea nrecintteda affadiendo 21 miumo volumen de soluciédn suturada de sulfate
de wmonie ¥y aglitundo, 3Se ccﬁtrifuel después ol {rusce a 2,000 revolucienes per
minute durante 30 minutosj te sepura el sobrenadante y el precipitado es disuel
to rn 20 c.c, de agus destilada y ae procipitu con 20 c.c. de selucidn de zulfa
to de amonie, rentrifugar y descartur ol sebrenudante, El precipitade o di—-
uuelvn‘on agua dastilada 12,5 c.c, y ve redne en un frasce en lu refrigeradera.
Cusndo se hucen 1,000 c.c,, #se hace un cuantes con el gluceronidato de fenefta-
lefna,

3.~ Purificacidn por 14lisip a la nolucidn de glucerenjduss.~ La selusidn de-

glucerenidasu o8 punsta en duces de celefdn de &0 cma, de large en cuntidad de~
150 c.c. ¥y dlalizuda por 48 heras, e certificard si ol tube estd blen 2arrade

{infléndele y sumergibndcle, Sumergir el tube con la telucién de gluzerenidasa-



sn un matras con agus cerriente,

Decantar el sobrenadante cufé clure del tubo diaslirade y guardar en -
el refrigersdoer. Cuinde se llene sl fresce, cuantificar actividad enzimitica -
por medio del glucorenidato de feneftalefna,
4= Cusntificacidn de ia activided glucoronidasa de uns selucién.~ Esta se da~

termina per medie de la incubacién do un welumen de la solucifa de la enzima en
presencia de glucersridste de feneftalefna a 38° durante una hera. L& cantidad
da formftalefna libersda ez comparada con una curva stendard de calibracién de-
fetoftalofns, doterminindose la centidad de celerznte liberade en la prucdbs. =
Yna unidad os igual a la liberacién de una gama de fenaftalefna per ) c.c, do -
1a selucién.
Con sl métede anterismente wencisnade, la concentracién de activided

enzimftica es ds 2 a 3,000 unidsdes per c.c,

TECRICA.~ Proparsr uns serie de tubes, de preférencia celdillas de Evelyn.

Poner en cada unet
*l.= & 0,c. 40 "buffer” do acetats (reactive 3).

2.~ 0.25 c.0. de gustrate do glucerenidate de feneftalefna (reactive 4).

3= Calentar les tubes en bafle de agua a 386°.

4e=~ Afiadir cantidades crecientes de la selucién de la engzims 0,01, 0.03 y

0.05 c.0.; per duplicade,.

6.~ Incubar a 38° durante una herz oxacta, a partir de la adicién de 1a en-
£ima en bafio de temperstura censtante,

7.~ Afadir 4.5 c.c, de "buffer" de Glicina (reactive 5).- Agitar, leer en =
el colerimetro cen {iltre 540 ma,

8.~ La lectura me cempara cent
a).- Blarnce.- S¢ pene el fotecelorimetre a cere, cen un tubs centenien-

de 4 c.c, de "buffer" de acetate, 4,5. de "buffer" ds glicina y —

W




& O
1.5 de agus destilada,
b).~ Se hace une curva tipe de feneftalefna (reng:tiv- 6) jue centiene:
le= 4 eoc. do "bufferh de scetate,
2.= 4.5 do "buffer" de glicina.
3.~ Selucién de fermftalefna per duplicede cen dosis de 5-10-20
¥ 50 grasp en cada tube (0.05+0.1-0.2-0.5) de reactivo 6.
v 4.~ Agus dostilada pars csapletar a 10 c.c,
9.~ Las unidades por c.c. se obtionen a pertir de la cantidad de feneftalef
na libersda y el velumen do solucién de encima ussdos, Se expresan ce~
& unidades, 1 hers per c.c,
REACTIVO 3,
Kl base de tmioy o de ternern se ccxpra directaments ¢n les puestos -
de pemxde del rastre,
BEACTIVO 2. |
Acetena.~ Destilapse & baja teoperatura a presién smbiente y guardsp
#6 en garrsfencs de 20 litrss,
BEACTIYO 3.-
*Buffer® de acetato 0,1 M.
Acotate de sodie 5,785 grames,
Acide scétice glacial 3.25 c.c.
Llevar & un litre con agus destilada.~ Guardar en sl refrigerader.~
Verdificar el pH que dede ser de 4.5,
REACTIVO &.
Selucién de dcide mensgiucurénice de feneftaleina 0,01 H, Se ebtlg
no de "Sigma C",
La ferms s= 1a de la sal cinconidins del fcide meneglucurénice de -
foneftalefna. Late se hidreliza en la siguiermte ferma: peosar 39L -

mgne. (= 1/2,000 medar) de s sal,
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Llevarlos & 50 c.c. on dcido clorhidrico 2N & un embudoe de separa—
cidén y extraor la mezcla con acetato de eﬁtilo usando un lavado.
El acetato de etilo es evaporado, nunca a més de 45°. El resicduo -
83 ol 4cldo monoglucurdnico de fenoftalefna libhre,
Recoger el residuc con un poco de agua destilada, Pasar la suspen-
8ién a un matraz volumétrico de 50 c.c. Neéutralizar agregando sose
. ¥ 1levar a 50 c.c. con ngun destilada. Esta solucién ligsramen-
te turbin e3 crst 0.01 N, Guardar en el refrigerador,
BEACTIVO §.
"Buffer de glicina C.4 M.
Acldo amino acdtico 16,3
Clorurc de sodle 12,45
Disolwer en agua destilada. Agregar 10.9 de hidréxide de sodio con-
c2ntrado {100 granos de sosa por 100 c.c. de agua). Llevar a un li~
tro con agua; guardar on el refrigerador pi! de 10,5,
REACTIVO 6.

Solucién de fenoftaleina.
Se prepara una solucién "tipo" de fenoftaleina de 100 mgms. en 100-
c.c. de alcohol al €0%, Hacer uns dilucidn que contenga 100 gamas-
sobre c.c. de alcohol al 80Z, 100 gumss en O,1 c.c. Se toman 2,5 =
c.c, de la solucién iguel (2,500 gamas) y de llevan a 25 C.Co oN =nm
alcohol al 80% (2,500 gemas = 25 c.c.)

(! 250 gamas

( 25 gimas = .25 c.c.)

2.5, c.Co)

i

( 10 gsmas = .10 c.c.)
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CAPITULO III,
PARTE EXPERIMENTAL Y RESULTADOS.

l.- Unifermidad de coler de la sslucidén de fenoftaleina,

Para obtener una mayer exactitud de los volimenes empleados en la ung
formidad de color se hicleron lecturas en verias geries de 10 tubos centeniende:
en la primera, .1 de feneftalefna, 4 c.c, de "bulffer" de acetate, 4.5 c.c. de -
"muffer” de glicina y agus destilada a completar & 10 c.c. y en la sogunda ae-
rie, .2 de solucién de fenoftalefna y las misman cantidades de las soluciones -
"puffer” aforando # 10 c.c. con sgua destilada, hasta que en todas las series -

coincidieren cuando nmenec el 0% de las lecturas.

CANTIDAD DE  DEMSIDAD  DIFERENCIA  CANTIDAD DE  DENSIDAD  DIFERENCIA
SCICICH O CON KL SOLUCICK DE CON EL
FENCFTALEINA  GPTICA PRCMEDIO  FENCFTALEINA  OPTICA PROMEDIO
c.a 1337 4 0.008 0.2 <280 - 016
0.1 1337 + 0,008 0,2 2480 - .016
0.1 1278 - 0.047 0.2 24,80 - .16
0.1 1337 4 0,008 0.2 2403 4 .06
0. 1337 4 0.008 0.2 . 2480 - .06
»-;1—‘ 1337 $ 0.008 0.2 . 24,80 - 016
:MJJ 1337 # 0.008 0.2 24,80 - .016
0.1 1337 $ 0.008 0.2 .2003 3 .06
0.1 1337 4 c.008 0.2 2480 - .016
0.1 azs | - o.ou7 0.2 L2480 - 016
PRCMED10 .1325 2464

2.- Curva de calibracridn de fennftale{na.

Esta curva contiens les reactivos ceso se indicé en la demcripeidn < ‘
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del mitods, 5e hicleren cinco curvas con 4iferentas diluciones hasta chtener la
curva tipo de fenoftalsina. En la cirva tifie se hiciernn dilucliones por dbplica
de de la solucién de .fensftalafna con dosis de 5, 10, 20, 30, 4O y 50 gamas en-
cada tube (0,05-0,1-0,2-0.3-0.4 y 0.5).
Les resultedes de las lecturas fueron los sigulentes:
CANTIDAD DE SOLUCICN

DE FEMOFTALEINA, DENSIDAD OPTICA.
.05 .0617
.05 0617
.1 .1367
.1 1367
.2 2736
.2 2736
.3 423
.3 423 ]
A .553
ob «553
o5 678
.5 578

Pars construir la curva se procedié a colocar en el eje de las absci-
888 las lscturas dadsa por ol fotocolorfmetro, con sus correspondientes correc=-
clones y en sl cje de los ordenadas las concentraciones, como se ve en la grifi
ca mimere 1,

3.~ Cuantificuciédn de la actividad ¢e la volucidn de glucoronidasa,

Se hito con &l objleto de deteminar la actividad enzimitica de la glu-

coronidasa para gobsr cuahtas unidades contiens por c.c. Se efectuaron dos deo--
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termineciones en dos lotes diferentes do glucoronidasa: en el primexo la activi-
dad enzimitica de la glucoronidasa tos 416 las siguientes lecturas:

CANTIDAD DE -

SOLGCICH DE - DEXSIDAD OFTICA, UNIDADES /C.C. TOTAL DE UNIDADES.
GLUCCRORIDA3A
.01 .1612
15 1,500
.0l 1612
.03 olbidy .
13 1,430
.03 AN
.05 «699
65 1,500
.05 699
SUMA. 4,430

Las unidades se obtuvieron localizando las lecturas en \‘1« curva tire --
de fonoftalefna, cimo se ﬁ en la gréifics mimem 2, F1 total d\o unidudes que ~
contiene la gluceronidasa por c.c¢, so obtiens dividiendo las unidvddes de cada -
lectura entre su correpondiente dilucién y el totsl de estas unidades dividido-
entre 3 nes d4 ol rsoultado final, ~ue en este caso fué de 1,477 unidades por -
c.c.

n 1a sefunda determinacidn se procedid exuctamente igual que para la

primera y las lecturas obtenidas freron las siguientes:

CANTIDAD DE -

SOLUCION DB - DRNSIDAD OPTICA, UNIDADES /C.C. TOTAL DE UNIDADES,
GLUNORONIDASA
01 JJ12
28.5 2,850
.01 312
.03 , .88
45 1.500
.03 .4L,88
705 555 -
52 1,000
.05 .54 ——
’ SWA. 5,350
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Kl total de unidades dividido entre 3 did una actividad enzimftica de-

1,783 unidedes por c.c.; como se ve en la gri&fica nimero 3,

4o~ Agtivided enzimftica del bego fresco.
Se partié o 7,200 kems, de baxo fresco; bazo (ensima), del total sa -

toiaren en sefion de 4t 2 gramos, 1 gramo, .50 gramos y .1 de giaws, Se coloca-—
ren en tudos de celdillas respectivamente; sc digolvid el baze en 2 c.c. de ace~
tato "buffer®™ y o8 leo afiadieren los roactivos descritos para la cuantificacién =~
de la glucerenidasa, A

De cada serie de 4 tubos, s dos so les agregd glucarcnidatc de fanoflts
ledina y a los otres des agua, gue sivierecn como blancos, procediéndose en la mis-
w2 forma pars osda seris, Al terminar la reaccidn ae filtrd el 1{juide de eada -

tube y se procedid a su lecturs,
Las lecturas dadas fueron las sigulentes:

CANTIDAD DE BAZO  DENSIDAD OFTICA.  UNIDADES /C.C. TOTAL DE UNIDADES,

X 0.P, 2177

.1 0.7 2177
<} AQUA k26
1 203 26

5 0.7, 2255

RSN <2255

TN 12z
5 AGUA Qa2 +1134
10.5. a7

10,pr. 77

1 AGUA 382

- 2.9 <939

"2 0.7, <939

2 AQUA .810 12
2 AOUA .810

G.P. Mucsrenidals ds foneftalelina.
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El tetal deo unidades dividido entre 3 dié una actividad enzimftica de-

1,783 unidados por c.c.; como se vo en la gréfica nimero 3.

hee Agtivided enpimitica del bazo [resco,

Se partié de 7,200 kgas, da baso fresco; bazo (envima), del tetal ss -
telaren en gofles do L: 2 gramos, 1 gramo, .50 gramos y .1 de gramo. 3e coloca~
ren on tubes do celdillas respectivamente; se dieclvid el bazo en 2 c.c. de ace~
tate "ulffer® y se lo afedieren les redstives descritos para la cusntificacién -
de 12 zlucerenidasa,

De cade serie de 4 tubos, a dos se los gregd glucoronidato de fenoftg
lefna y & 1loe etrvs des agua, que sivieron como blancos, procedidndose en la m. -
Rz forma para cada nerle, Al terminar la reaccidn se filtrs el lfjuido de cada -

tubs y se procedid a au lecture.
Las lecturas dedas fueron las sigulentes:

CANTIDAD DE BAZO  DENSIDAD OPTICA.  UNIDADES /C.C. TOTAL DE UNIDADES,
A G.r, L1AT7
.1 0o.r, L1177
«1 ACUA 426
+1 855 oh26
25 Q.7 2255
o5 G2, 2255
o5 AGUA Jia
o3 ATDA Jaa +H34
1065, 377
i G.F. T
1 AGUA 382
1 1 A0 «J82
- 2a4.r. 939
2 6.r, .99
2 AsUA .230 129
2 A0UA .810

.7, Olwoorenddste do feneftale(na,
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* 1ns lacturas finales del rroblema se les reutd ¢l blanco.,

Como 86 puede observar no hubo nctividad enzimftica,

fi.w 'ctividad de) rolve seco de bazo,

Nesruds de h-her mrcer.do el baro fresco con acetons, se secd y pesé,-

Ll reso fué da 700 grimon,

ina ves obtenidc #) polvn seco de baro se nrocedid a madir su activi~-

Aed enzinftica, reasnde en series de 4L: 1 grozo, .1 de gramo y .5 de gramo res-—
nectivarente; sa vrecedid en la nisma ferma  ve pers medir la sctividad del bazo
fresco. Las lecturss cbtenid s fueron las siruientes:

CARTIDAD DE QLG

3200 DE 8A7C, DENSIDSD OPTHCA, UNID:DIS/C.C. TOTAL TE IMIDADES.
1 AT, .330
g0 60T 330
2.683
10 LA D67
1 ARIA L0617
25 G.F, 004G
5 GUF, SO,
2,662
<5 ASEA 99
A 99
. 1 nLF, + 2861
1. G.F, 2861
W84
1 AGUA Q457
16U 1457

Yo hubo tamnoco actividad enrirdtica,

b.- Purificacidn -or didlisis de 1a pluceranidisa. tfctividad ensim/tics ‘ntng 3

tanouhs da d1£11ais,
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‘ntas de diflisis.
CANTIDG Y -

JCLUCICH DE - DENSIDAD OTTICA. UNIDADES / C.C. TOTAL DE UKIDADES,
TENCFTLLEINA,

N J12
28.5 2,850

M 193 by

en LLES
L5 1,500

K L8P

.0f L5848
52 1,000

04 545
SWMA. 5,350

La suma do las unidades dividids entre 3, nos dié una actividad enzi-
ntleca de 1,783 unirdes por c.c., ccmo ;uede observarse en la Curva mimere 4,

Deapup de ¢idlisia.

C/MTIDD DT -
SIIUCICN 2 - DINSIDAD CPTICA UKIDADES / C.C. TOTAL DE UNIDADES.
TEMCFTOLLINA,

.01 s
2 2,200
.01 08
.01 .56
&2 1,400
.03 456 '
.05 .629
58 1,760
.05 629
u ' SWMA. 5,360

La actividad entimfitic , como ce pueda obaervir en la Curva nimers "3. -
fud de 1,785 unidades por cec,
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CLPITULD 3V,

CeRCLUSIIQRER .

L) rétede uaxte fud saticfaclorlo. e obtuvieren 1,500 unidedes de -

glucorinicens sproxi=~ndsrente, jor €.2,

Ce cbpeswf jue oo 1o 218140in no se obtieno autento de actividad, ~--
sueitle ue mddlendds 1o sctivided enzimdtica :ntes § doapuls do idlisds, el re-~

sultadc e3 0l mimvo, "
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