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HISTORIA

Los aztecas, mixtccas, olmecas y mayas em-
pleaban para cl jucgo de pelota, bolas de hulc natural, obtenido muy
probablemente de plantas tropicales nativas de México.

Bigelow cn 1852 colecta guayule en Zacatecas
y es clasificado por Asa Gray ( Parthenium argentatum ), La socie -
dad Mexicana de Historia Natural lo cstudia en 1876,

En 1902 se establece la primera de varias --
plantas ( La Flor ) procesadoras de hule de guayule inicifindose asl
su explotacién (1 ), Esta se abandona alrededor de 1914, Durante la
segunda guerra mundial se renueva el interés en el guayule al empe -
zar, en 1942, en los Estados Unidos el Proyecto de Emergencia del
Hule, reinicifndose la explotacién del guayule mexicano en forma in-
tensiva y extensiva, estableciendose en Salinas, California (E, U, )
plantaciones de guayule ( aprox, 13,000 ha ) con la idea de suplir —-
parcialmente el hule de hevea que antes de la conflagracién susminis-
traba el Sureste Asidtico,
En los anos setentag México inicia proyectos

de investigacién y desarollo del guayule como fuente alterna de hule
natural que culmina con los logros del mejoramiento del hule mediante

la eliminacién de resinas, obteniéndoge del guayule un hule de calidad
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comparable al de hevea y claramente se establece en Saitillo la facti-
bilidad de este recurso para convertirse en un candidato primordial -

que llegue a ser una fuente renovable de hule natural.

LA INDUSTRIA DEL HULE,

La industria del acero y textil caracterizan la
Revolucién Industrial del Siglo XVIII, surgiendo a fines del Siglo XIX
otras industrias como la qufmica, eléctrica y la de automdviles, que
antes de 1914 tenfa poca importancia, Dentro de este contexto se dem -
rolla la produccién y consumo del hule, ( 2 ), cuya demanda continuaré
de aquf en adelante fntimamante ligada al desarollo de la industria auto-
motriz,

El hule, durante este periédo, provenia funda--
mentalemente de la explotacién de hevea con una participacién temporal
y pequefia de guayule y quiz§ Castilloa elastica, Se desarollan por esta
época las grandes plantaciones hulfferas de hevea en el Sureste de Asia;
y paralelamente contfnua la lisqueda de un subtituto principalmente en -

los E,U, y Alemania,
El 85 % del hule natural del mundo es producido

en el sureste Agiftico, y son Malagia e Indonesia los paises que encabe -

zan la produccién de esta zona con 50 y 20 % respectivamente.



EL GUAYULE

Existen cerca de 2 000 especies de plantas que con-
tienen hule siendo muy pocas las que lo producen en cantidades significati-
vas que ameriten su explotacién, Dos de ellas, el arbol de hule ( Heves bra-
siliensis Mull ) cultivada principalmente en el suroeste de Asia y el arbusto
de guayule ( Parthenium argentatum Gray), el cual crece en forma silves-
tre en algunas regiones semifridas al norte de México, desde el siglo pasa-
do han sido las fuentes de obtencitn de hule natural,

En contraste con el majestuoso arbol de hevea, el
guayule es un arbusto no mayor de un metro de alto, las dos plantas contras-
tan tambien en sus requerimientos climatologicos, el ;:evel es nativo de las
regiones llu viosas del Ecuador en la zona del Amazonas, el gusyule en --
cambio , proviene de tierras més altas y en climas de temperatura subtropi -
cal, en las que 1a lluvia es escasa y errética,

Es sabido deade hace tiempo, que las dos plantasa --
pesar de sus diferencias producen hule natural, de hecho el guayule proveyb
el 10% del hule comercial en 1910, quedando relegado como recurso menor -
durante 40 afios. Sin embargo durante la Il Guerra Mundial, Estados Unidos
1levo a cabo un intenso plan de emergencia para el cultivo del guayule el cual
fué abendsnmdo después. Para 1946 existih una buena provisién de hule de --
hevea que eliminaba la necesidad de otra fuente de obtencién, m#s afin, existia

1a idea que los elasfdmeros sintéticos convertirfan al hule natural en obsoleto.



Desde entonces el panorama ha cambiado y lag
siguientes condiciones son evidentes:

- El hule no muestra hucllas de obsole scencia, Ha-
biendo retenido su posicién como uno de los productos mundiales mis --
importantes teniendose para 1982 una produccién mavor a 5 millones de
toneladas, una tercera parte de las necesidades mundiales, Lxiste la cer
teza de que la demanda de hule natural exedera a la produccibn espera--
da en las plantaciones de hevea en los afos préximos, significando csto una
gran escagsez a nivel mundial,

- El petréleo, nuestra mayor fuente de hidrocar--
buros disminuiré gradualmente predlcle‘ndosc en unas décadas més su --
agotamiento,

El incremento en el precio del petréleo ha disminu-
ido 1a competibilidad de los elastémeros sintetfcos, de los cuales ¢l petrd-
leo es la materia prima,

- Con el clevado ritmo de crecimiento de poblacién
existe la necesidad universal de utilizar la productividad de tierras margina-
les, cspecial.nente en las zonas firidas, de encontrarse productos agrfcolas
adapi{.Jos a los dificiles ambicntes del desicerto que provean de trabajo v re -
curgos economicos a susg habitantes que viven donde el cullivo de productos
comerciales eg arriesgado 6 imposible,

Actualmente en México hay 4 millones de hect8reas
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accesibles y densos parajes de guayule salvaje convenicntes para su

recoleccibn y explotacfén comercial con un promedio superior al 10™
de hule por arbusto cn base seca, Se cstima que estas regioncs con-
tiencn un almaccnamiento de 300 000 toneladas de hule,

Los subproductos del guayule aGn no han sido
cxplotados comercialmente, su compogicién y cualidades son poco co-
‘nocidas pero muy prometedoras, La cera de lag hojas es producida en
grandes cantidades ( 2.5% en base seca ), tiene una notable dureza y
su punto de fusion cs més alto que cl dc la cera de Carnauba, ademés
es facilmente cxtrafda con un color claro que la de Carnauba no logra
igualar, Igualmente, el bagazo y el corcho pueden tener valor comer -
cial, Conticne algunos terpenos semejantes a los producidos por los
pinos: alfe -pinenos, beta-pincnos, cadinenos, dipentenos, partenioles,
etc,, los fcidos diterpénicos se emplean cn la industria papclera y los
terpénos voldtiles son solventes ampliamente usados en la industria de
la pintura,

El arbusto del guayule se cncucntra al pic de las
colinag y sobre terrenos de roca calcéreca, Estos suclos pregentan una
profundidad variable y un lecho de ''caliche" (grava sobre roca de nitra-
to de sodio) de pH bésgico. In estos terrenos y bajo clima desgértico,
¢l guayule vive en vecindad con agaves, cspinosas y mimosas, Il gua-
yule ¢4 la Gnica espfcic de su género que contiene la suficientc ~anti-

dad de hule para pregentar importancia ecconébmica, l.ag otras ticren



un desarrollo vegetativo més importante, pero no conticnen hule,

El guayule 6 Parthenium argentatum Gray es una

planta que pertenece a la familis Compositac. Se encuentra en cl norte

de México en los estados de Coahuila, Durango, Zacatccas, San Luis

Potosf, Nuevo Leén, Chihua=
hua yenlos E, U, , enel sur
de Texas, fig. 1. En su csta-
do salvaje su crecimiento cs
lento debido a las condiciones
climaticas dentro de las cuales
ge encuentra localizado, que
son altitud de 600 a 2000 m,
precipitaciones anuales de 200
a 400 mm, temperatura cleva-
da durante cl dia y baja duran-
te la noche., Crece de 50 a 60
cm en un afio y cl desarrollo
de sus raices se considera
bastante importante, de 6m

de profundidad y 3 m de ancho,
ya que de estas depende su cap
tacién dc agua y almacenamien-

to durante la época de scqufa,

]
Nuevo Méxlcb J:

Figura No, 1 Zonas de guayule

gilvestre en México y Texas,



El hule se encuentra contenido en forma lquida
cn celulas aisladas principalmente cn cl parénquima cortical y en las
raiccs medulares, Las 2/3 partes del hule se encuentran dentro de la
partc aérea y la parte restante dentro de las raices. No existe hule den-
tro de las hojas. En cl guayule silvestre, la cantidad de hule alcanza
un promedio del 10% sobre el peso seco, pero hay una considerable va-
riabilidad, E] rendimiento depende de las capacidades genéticas de la
planta, pero también de las condiciones del medio, Dentro del ciclo
anual de crecimiento el guayule produce poco hule, pero cuando el cre-
cimiento disminuye, los productos de la fotosfntesis son tranaformados
en hule, E1 hule fabricado por las plantas se acumula y permanece es-
tético, esto es, se ha demostrado experimentalmente que, privando de
fuentes de carbono al guayule, este no utiliza el hule como fuente de e-
nergfa.

En la actualidad el guayule es ¢l primer candi-
dato para obtener una fuente adicional renovable de hule, Deade su co-
nocimiento ( hace més de 100 afios ) ha sido desplazado de su posicién
de fuente de obtencién, primeramente por hevea y posteriormente por
los elastémeros sintéticos. Ahora sabemos que las plantaciones de He -
ves bragiliengis son limitadas debido a sus grandes requerimentos de
agua por lo cual no podran sumentarse en forma indefinida,

Congiderando que ¢l 30% de la superficie --
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actual de la tierra esta cublerta de zonas 4ridas, la vegetacibn desértica
ticne gran importanc:a debido a su actividad fotosintética , Desde 1977 la
investigacibn sobre zonas dridas en México ha sido desarrollada y enfoca-
da hacia la congervacién y desarrollo del gusyule como una fuente econo-

mica de hule,

No es posible hablar del guayule gin destacar las
condiciones economicas, polfticas, sociales y cientificas, que han provo-
cado y renovado el interes sobre é1:

-El incremento de los precios del petrbleo, de los
cuales dependen los cauchos sintéticos, lleva implicito el encarecimiento de
estos materiales y un aumento en la competitividad del hule de guayule.

- La inseguridad polftica de las regiones del sureste

asiftico fuentes de aprovisionamiento de hule natural,
- La voluntad de favorecer a las poblaciones de las

regiones semi-deserticas de México, procurandoles una actividad remunerati -

va.
- La posibilidad de mecanizar las plantaciones, lo que

permitird una produccién por unidad de mano de obra muy superior a la de

hevea,

- La escasez de hule natural prevista para 1985 a esca-
la mundial a pesar de las plantaciones y replantaciones de hevea actualmente

en auge en Extremo Oriente, Africa, y América del sur.
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-El degeo de desarrollar cn cuanto sca posible un
recurso nacional que disminuya 6 elimine las importaciones.
Habiendo hecho las consideraciones anteriores que

revelan la gran importancia que reviste el desarollo del guayule, es nece -

sario situarnos dentro del conocimiento biolégi co actual:

CONOCIMIENTO BIOLOGICO

L

r 4 X x -

Citologfa y Fisiologfa Bioquimica{ | Ecologfa ﬂCluiﬂcac(

Anatomfa Boténica

Es dentro del gérea de la Bioqufmica en donde en-
focamos el presente estudio, La bioqufmica dentro del estudio del gua -
yule adquiere una gran importancia, ya que ésta, trata de esclarecer
las rutas metabolicas seguidas en la biosfntesis de metabolitos asf co-
la accién y funcién de cofactores, protefnas y enzimas involucradas;
por lo cual y ya que es la produccién de un metabolito secundario ( el
hule ) 1o que nos ocupa y debido a que este, adquiere gran importancia
en la actualidad, el presente estudio ¢s de gran relevancia debido al
poco conocimiento bioqufmico que se tienc de esta planta, enfocado a
esclerecer el mecanismo y las vias metabélicas que centranan la bio-
sfntesig del hule, la mancera en que sc pucde estimular un incremento

en la biosintesis de hule y a que nivel de macromoléculas se induce es-

te aumento.
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MATERIAL Y METODOS

L, - Material biolégico,

Las plantas, - Las plantas se rccolectaron de las cercanias del CIQA de

Salitllo, Coah,

iI, - Métodos.

Ila, - Liofilizacién, - Se coloca el material a secar o concentrar en un ma-

traz bola de vidrio ocupandoel10% de la capacidad de 1a bola y se congela
cn una mezcla de acetona - hiclo seco distribuyendolo por rotacién en la
mayor superficie posible de 1a bola, procurando que la capa congelada sea
delgada y homogenca, una vez congelado el material se coloca en el apara-
to liofilizador, se conecta l1a bomba de vacio y se mantienc la temperatura
a - 55°C, hasta que cl material este completamente geco.

Aparato liofilizador: EF4 Modulo Frecze Dryer, Edwards,

IIb, - Homogenizacién, - El tejido se desintegrb de dos mancras, a) suspen-

dido en solucién cmpleando ci Ultra-Turrax, Janke & Kunkel, y b) en scco uti-

lizando cl molinillo IKA -WERK, Janke & Kunkel,

Il ¢, - Ultracentrifugacién, - Se centrifug6 en tubos de acctato de celulosa cn

la ultracentrifuga Beckman 1.-2 H,V,
11



11d, -Purificacién por precipitacién con sulfato de amonio. - Esta purifi-

cacién sc efectuo a haja temperatura de dos formas, a) emplcando una so-
lucién saturada y frfa de sulfato de amonio al 100 % y adicionfndola a la
muestra hasta alcanzar el grado de saturacién requerido y b) calcul ando
1a cantidad de sulfato de amonio sblido necesaria y afiadiendola lentamente
y con sgitacién constante para lograr su disolucién, obteniendo asf la con-

centracifn descada,

lle, Diflisis, - La muestra a dializar se coloca en una bolsa de celofén di-
suelta en la solucién amortiguadora adecuada se introduce una canica de
vidrio dentro de la bolsa de diflisis y se coloca en el aparato de diflisis con-
tinuo ( 7 ) procediendose a su operacién.

de dilisis A rodeado por otro tubo de refrigeracién B y sujetado por un so-
porte con ejes C ( fig. 2). Los sacos de dialisis ( D) conteniendo las cani-
cas de vidrio y la muestra sc introducen en el tubo A, El agua destilada o 1a
solucién amortiguadora empleada para provocar el tenérpeno de difusién, en
tra a traves del tapon de hule horadado ( al) y sale por el tubo (32), que pasa
a traves del tubo de refrigeracién B, Este tubo (B) tiene una cstrada bl y una
salida de sifon de mayor digmetro b2 y un tubo de respiracién b:l' Se conecta

s un enfriador dc agua,
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Figura 2, Aparato de didlisis continua.

lucitn pesa més del lado derecho, por lo que se inclina hacisese lado has-
ta llegar a un tope sujeto al soporte, donde se detiene. Al entrar el agua

de enfriamiento , se empieza a llenar el recipiente del lado izquierdo, has-
ta que, al pesar mfs, hace que el aparato se balanceé hacia la izquierda.
Al llenarse el sifén, répidamente se desalojs el agua y el parato sc balan-
cea nuevamente hacia el lado derecho,

Este mwtmlgnto hace que la canica se desplaze den-
tro del saco de dialisis, provocando su sgitacién. El enfriamiento se hace
con un refrigerador de agua ( Sargent 84890 ) colocado dec manera que el si-
16n se‘descargue en el mismo refigerador,
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U, - Determinacién de protefnas, - Se‘simb el método descrito por Low -
ry ( 8) emplecando el reactivo de Folin - Ciocalteau, Este método se basa
en la ocurrencia de dos reacciones: a) la formacién de un complejo colori-
do entre los enlaces peptidicos y el ion cuprico en solucién alcalina, y b)
1a reduccién del reactivo fosfomolibidico fosfotungstico por el complejo

cobre -protefna,

lig. - Filtracifn en gel. - Para este proceso de purificacién se utilizaron
los siguientes geles: Sephadex G-25, Sephadex G-100 y Ultogel. Esgtos fue-
ron empacados en columnas cromatogrfficas de LKB -Produkter, en dife -
rentes tamafios segtn los requerimientos.

Ultrogel , - E1 Ultrogel es un medio para filtracién (9) constituido por un
gel de acrilamida y agarosa, esta mezcla le confiere caracteristicas es-
peciales, El Ultrogel es estable en intervalos de pH de 3-10 y temperatu-
rag de 2°- 36°C, Existen comercialmente diversas concentraciones de po-
liacrilamida y agarosa lo cual permite seleccionar el gel con el intervalo

de fraccionamiento adecuado,
Preparsacién del gel, - El Ultrogel es suspendido en agua destilada y some-
tido a vacio, agitando esporadicamente, durante 30 min, para climinar el

aire atrapado cn los poros del gel, sc lava varias veces con el eluyente que

sc va a utilizar y se empaca cn la columna,
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sintetizado a partir de sacarosa por un gran nimero de bac terias pertenc -
cientes a la familia Lactobacilac, al cual sec le ha introducido un grupo cro
moforo policfclico (10 ), La dextrana azul 2000 ticne un peso molecular
promedio de 2 000 000 daltons, por lo cual es utilizada en la determinaci6n
del vol@men de exclusién de la mayorfa de los geles en 1a filtracién con es-

te tipo de soportes; gracias a que es un compuesto colorido permite obervar
directamente su desarrollo a través de la columna y juzgar la calidad del em-
pacamiento y homogenizacién del gel, por lo cual se aplica antes de " inye -

ctar ''la muestra a la columna,

Sephadex. - E1 Sephadex consiste de pequefios granulos de una sustancia hidro-
fflica insoluble, hecha por el entrecruzamiento de polisacaridos ( dextrinas )
que forman una malls tridimendional, de carfcter no ionico y en la cual sus
propiedades polares se deben casi por completo a su alto contenido de grupos
hidroxflicos ( 11 ), El Sephadex esta hecho con diferentes grados de entrecru-
zamientos los cuales determinan la porosidad de 1a malla, Un alto grado de
entrecruzamiento resulta en una cstructura compacta 6 con baja parosidad y
un bajo entrecruzamiento da una cstructura altamente porosa. Debido a su ca-
racter hidrofflico, el Scphadex tienc una gran afinidad por cl agua, e los
diferentes tipos de Sephadex existentes en el mercado e sposible escoger aquel

4que mejor satisfaga los requerimientos de regolucibn,



durante 5 horas para imbibir las partfculas, despues para climinar cl aire
atrapado en los poros del gel se somete 8 vacio por 30 minutos, agitando
periodicamente a intervalos cortos de tiempo, se procede despucs a empa -

car la columm con pre sién hidrostftica.

I, - Métodos Electroforéticos:
cas de poliscrilamida ( LKB Ampholine PAG plates ) para clectroenfoque
analitico, de diferentes intervalos de pH (12), Se procedi6 como se in-
dica en la nota de instrucciones No, 1804 de LKB, Las condiciones en que
se clectroenfocaron las distintas muestras se enuncian en cada uno de los
experimentos ( ver Cuadro 1 ), estos se efectuaron varias veces tratando de
encontrar las condiciones optimas y la concetracién adecuada dec las mues-
tras que sc resolvieran en el mayor nimero de bandas. El equipo utilizado
fué el de LKB -Bromma Produkter,
lib, - Electroforesis - SDS, - Egsta técnica sc emplea en la scparacién de
protefnas y en la determinacién de sus pesos moleculares (13), Para
este experimento ge utilizé cl cquipo cspecializado LKB,

Se pre paré un gel de poliacrilamida -SDS al 10 %, mez -

clando los siguicntes reactivos cn lag cantidades anotadas:
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CUADRO No, 1

ELECTROENFOQUE
Condiciones E X p e r t m ent o
1 2 3 4 S
Intervalo de pH 5,5 - 8.5 3,5 -8,5 4,0 - 6,5 4,0-5.0 4,0-5,0
Solucién del electrodo:
- anbdico Hepes 0.4 M H PO 1.0M ac, glutami- HyPO, 1,0M HyFO 1.0 M
4

mico 0,1 M

en H PO 0.5

M, 3
-catbdico NaOHO,1M NaOH 1M - alanina  glicina 1,0M glicina 1,0M
Potencia ( watts) 25 30 25 30 30
Voltaje ( volts ) 1 600 1 500 2 000 1 400 1 400
Corriente ( mA ) 50 50 25 50 50
Temperatura (°C) 10 10 10 10 10
Tiempo del Experimento ( horas) 1.3 1,5 2.5 3.0 3.0




1) Solucién amortiguadora patron = 33,0 ml

2) Solucién de acrilamida = 29,7 ml
3) Persulfato de amonio = 3.2ml
4) TEMED = 0,1 ml

66.0 ml volGmen final
1) Solucién amortiguadora patrén.- Amortiguador de fosfatos 0,2 M pH=7,1
2) Solucién de acrilamida. - 22,2 g de acrilamida especial para clectrofo-
resis + 0,6 g de bis-acrilamida, se lleva a 100 ml con agia destilada, guar-
dar en fragco ambar a 4 ° C , ; Toxico;
3) Solucién de persulfato de amonio, - 100 mg de persulfato de amonio se a-
fora a 10 ml con agua destilada, Preparase el mismo dia,
4) TEMED, - Solucién de N,N, N', N' -tetrametiletilendiamina al 97 % min,
Preparacién de la placa de poliacrilamida, - El gel ge prepar6 en la forma
descrita en la nota de aplicaciones No. 306 de LKB, (14 ),

El experimento se efectu6 bajo las siguientes condi -
ciones: Corriente= 20 mA durante los primeros 10 min,, inmediatamente
despues de aplicar las muestras y ajustando posteriormentc a 190 mA,
Fuerza de campo = 6 volts/cm,

Velocidad de migracién del bromofenol azul = 1,2 cm/h,
Temperatura = 5 °C
Tiempo total dcl experimento = 5,0 horas.
Terminado el experimento se procede tal como lo

sugiere n Fehrngtrom y Moberg ( 14 ) para la conscervacién de la placa y
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la determinacién de los pesos moleculares,

IV, - Métodos para la determinacién de Actividades Enziméticas Espectro-

fotometricamente, - Las actividades enziméticas fueron medidas cn el es-
pectrofotémetro automético de doble haz Perkin-Elmer modelo 450, estas
determinaciones estan bagadas en la propieded que tienen los piridinucleo-
tidos reducidos de abgorver la luz a una longitud de onda de 340 nm,

a) [ncubacién para determinar la accién de la gluco-

sa 64oafato deghidrogenasa
PO-HZC - PO-HL - —¢
=0
NADP' NADPH
Se emplean los siguientes reactivos en solucién a-

cuosa:
Volumenes Empleados

Problema Testigo

1) Solucién amortiguadora glicil-glicina 2ml 2 ml

0.2 M pH= 7.2

2) MgCl2 0,03 M 0,2 ml 0.2 ml

3) NADF* ( 2 mg/ml) 0.4 ml -

4) glucosa 6-fosfato( sal de sodio) 5 mg/ml 0.4 ml 0.4 ml

5) Solucién enzimética comerciak glucosa-

6 fosfato deshidrogenassa) 20 ul 20 ul

6

6) sucro de guayule ( Ggg) dializado y 1i -
filizado ( 4 mg/ml)

7) agua destilada - 0.4 ml
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Sc coloca la solucién testigo en un celda (de 1 cm de
espesor) para ajustar cl aparato a cero de abgorbancia, sc anaden a otra ccl-
da de iguales dimensiones la solucién problema conteniendo todos los reacti-
vos excepto el NADP', Al anadir este se toma como tiempo cero, se mezcla
y sec mide la absorbancia cada 30 scgundos a una longitud dc onda constante
( 340 nm).

b) Incubacién para determinar la accién de la glicer-
aldchido 3 -fosfaro-deshidrogenasa, La detecrminacién de esta actividad se

realiz6 segtin el método decrito por Remi E, Ameluxen ( 15 ),

1) D-gliceradehido 3-fosfato + NAD' +- P, —e1, 3-difosfoglicerato + NADH* + H*

2) D-gliceraldehido 3 fosfato + NAD* HA4O44 3 fosfoglicerato + NADH + H'

Reactivos ( en solucién acuosa ) Problema Testigo

1) Solucién amortiguadora glicina-NaOH 0,10 M 2.7 ml 2,7 ml
PH= 10 ( con unos cristales de cistefna )

2) NAD' 7.6 mM 0.1ml 0.1 ml
3) Gliceraldehido 3 -fosfato ( como dietilacetal) 0.1 ml -

4) Arseniato de godio 0. 17 M 0.1 ml -

5) Solucién enzimética comericiul ( gliceralde - 1 ul 1 ul
hido 3-fosfato deghidrogenasa) :
6

6) suero de guayule ( G_ ) dializado y liofilizado 10 ul 10 ul
(4 ,mg/m1) 80

7) agua destilada - 0.2 ml
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La actividad se siguc espectrofotometricamente tal
como la describié Krebs (15 ), La mezcla de reaccibn conteniendo la so-
lucién amortiguadora, NAD+ y la soluci6n enzimética se incuba 10 minu-
tos a 30 ° C para la completa activacién de la enzima por la cistefna, y
cl aparato emplecado es ¢l mismo que se emple6 en la incubacién anterior
Y su ajuste se hace en igual forma. Una vez ajustado el aparato empleado,
¢n una celda sc colocan los reactivos de 1a mezcla problema a excepcibén
del arscniato de sodio y el gliceraldhido 3 -fosfato los cualcs se mezclan
aparte cn una proporcién 1: 1, de csta mezcla se toman 0.2 ml y sc afia-
den a la celda, cste momento se toma como tiempo cero, se agita y se

mide la abgorbancia a 340 nm en intervalos de 30 segundos.

V, - Mctodos para la Determinacién de Actividad Enzimética por Centellco, -

a) Incubacién con mevalonato 2-“C

Reactivos VolGmen (ul )
1) MgCL, 0,10 M 80
2) Solucién amortiguadora tris-maleico 0,10 pHe« 6,55 1 000
3) EDTA 0,10 M 80
4) ATP 5 mg -

5) suero de guayule ( G‘) 200 mg
6) Mevalolactona 2-“C ( mevalonato en benceno con

actividad de 50 uC/ml de Amergham --- 20 ul= t uCi 20
14Ci= 22,2 x 109 desintegraciones/min)
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Se disuclve cl sucro en la solucién a' ortiguadora sc
anaden los demés rcactivos ¢ inmediatamente se coloca la mezcla de incu -
bacién cn un bafio a 28°C durantc un periodo determinado, Terminado el
tiempo dec incubacién sc calicnta cn un bano de vapor por 30 min,

Sc anade metanol destilado caliente y se refluja por
3 horas, Ll precipitado sc seca a baja presién en un desecador durante 2
horas. Sec extrac con benceno destilado 24 horas. El extracto bencénico
se transficre a un frasco vial y se coloca en un bafio de vapor y pasandol¢
una corriente de Nj se cvapora a sequedad, Una vez seco se afiaden al fras-
co vial 10 ml de Uquido de centelleo tolueno conteniendo 5 % de PPO (2,5-
difeniloxazollnalizaren cl contador de centelleo. El aparato utilizado fué
cl analizador de centelleo lfquido Philips PW 4540,

b) Incubacién con isopentilpirofosfato ( 1-14C)
Reactivos VolGmen ( ul)
1) MgCl2 0.10 M 100

2) sol, amortiguadora de fosfatos 0,01 M pH=6,77
conteniendo 2 gotas por cada 15 ml de 2-mercaptoctanol 1 000

3) muestra de guayule
4) Isopentilpirofosfato ( 1-! 4C), sal de amonio en sol, a-
cuosa, con actividad de ?0 uCi/ml de Amersham 10
10 ul = 0,5 uCi=1,11 x 10° dpm 6 cpm

Sc sigue ¢l mismo procedi miento que para la in -

cubacién con mevalonato,



PARTE EXPERIMENTAL Y RESULADOS

Las plantas de guayule fucron traidas de zonas cer-
canas al Centro de Investigacién de Qufmica Aplicada, ( CIQA ) Saltillo,
Coah, La edad de las plantas oscilaba entre 2 y 4 afios, y fueron trans--

plantadas a macetas cn este Instituto.

Obtencién de Protefnas:

Para la obtencién de protefnas se usb tejido fresco,
asf que a plantas de guayule se le cortaron segmel;tos de tallo, los cuales
se defoliaron y se les climiné la humedad por liofilizacién obteniéndose -
20- 25 % de agua, esta variacién dependfa de la edad del tejido y fluctuaba
de planta a planta,

Se tomaron 6 g de tejido seco liofilizado, se coloca-
ron en un mortero de porcelana, donde fueron macerados en frfo cn prese -
ncia de hielo seco, enscguida se homogeniz6 con agua destilada durante --
10 minutos en Ultraturrax a 5°C,, luego se centrifugé a 75 000 x g duran-
te 90 minutos a 2° C, El gobrenadante se decant§, se congeld y liofiliz6.
Un diagrama de flujo que ilustra las operacioncs anteriores se muestra -
en el diagrama No, 1,

Obtencién de las muestras por Filtraci6n en Ultrogel:
A 0,16 ¢ del sobrenadante liofilizado se le recons -

tituyo con 4 ml del tampén glicil glicina 0,01 M, pH 7,1, ge filtr6 por
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PARTE EXPERIMENTAL Y RESULADOS

Las plantas de guayule fucron traidas de zonas cer-
canas al Centro de Investigacién de Quimica Aplicada, ( CIQA ) Saltillo,
Coah, La edad de las plantas oscilaba entre 2 y 4 afios, y fueron trans--

plantadas a macetas en este Instituto.

Obtencién de Protefnas:

Para la obtencién de protefnas se us6 tejido fresco,
asf que a plantas de guayule se le cortaron segme:ltoo de tallo, los cuales
se defoliaron y se les eliminé la humedad por liofilizacién obteniéndose -
20- 25 % de agua, esta variacién dependfa de la edad del tejido y fluctuaba
de planta a planta.

Se tomaron 6 g de tejido seco liofilizado, se coloca-
ron cn un mortero de porcelana, donde fueron macerados cn frfo cn prese -
ncia de hielo seco, enseguida se homogenizé con agua destilada durante --
10 minutos en Ultraturrax a 5°C,, luego se centrifugb a 75 000 x g duran-
te 90 minutos a 2° C, El sobrenadante se decantb, se congel6 y liofiliz6.
Un diagrama de flujo que flustra las operaciones anterfores se muestra -
en el diagrama No, 1,

Obtencién de_las muestras por Filtracién en Ultrogel:
A 0,16 g del sobrenadante liofilizado se le recons-

tituyo con 4 ml de:l tampén glicil glicina 0,01 M, pH 7.1, ge filtr6 jor
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celita para eliminar el material insoluble, y cl filtrado sc sometié a
una cromatograffa de permecacién en Ultrogel AcA 44 ( poliacrilamida

4 % - agarosa 4 % ), que ticne una amplitud de fraccionamicnto ( para
protefnas globulares ) de 10, 000 - 130, 000 daltons. La columna sc -
equilibré con el amortiguador glicil glicina 0,01 M, pH 7,1, Las condi-
ciones fueron: Columna (cama ), 68 cm de altura, 1,6 cm de difmetro,
volumen total 136, 7 ml, La velocidad de flujo fue de 0,525 ml/min ( un
poco mayor que la 6ptima, sacrificando un poco la eficiencia en favor de
la rapidez), El volumen de cada fraccién fué de 65 gotas (4.3 ml) y la
temperatura se mantuvo a 5 °C durante csta operacién.

La absorbancia del eluyente de la columna de Uil-
trogel se ley6 a 254 y 276 nm, mediante un Uvicord( egpectrofotémetro)
acoplado a un registrador. Los resultados de la filtracién en gel se mues-
tran en la figura 2 presentando varias bandas. Las fracciones que consti-
tuyen cada una de cllas se reunieron numeréndose por el orden de clucién,
Tabla [ nos muestra un restmen de cuales fracciones corresponden a ca-
da banda,

Egta primera resolucién del extracto de tallo de gua-
yule nos sirvié para identificar componentes que absorben a 254 y 276 nm ,

y fueron base para subsecucntes experimentos,
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Proceso seguido para la obtencién de muestras por Filtracién en Ultrogel
DIAGRAMA 1

Se tomaron 6 g de tejido seco (liofilizad6)

a) se anadib hielo seco y se molib
en mortero,

b) se homogenizé cn presencia de
ague destilada durante 10 min en

Ultraturrax,
v
Homogenizado
se centrifugb a 75000 g por 90 min
a2°C,
Sobrenadante Sedimento
Se filtr6 sobre -
gasa y algodén se
liofilizb
4
Sobrenadante lio-
filizado

i
Se tomaron 0.1649 g del sobrenadante lio-

filizado.
se disolvib en 4 ml de amortiguador de
glicina 0,01 M pH=7.1 y se filtr$ por ce-
lita.

se paso por la columna de Ultrogel eluyendo
con el mismo amortiguador en que se disol-
vib,

Fracciones obtenidas de la filtracién en gel,

Se gepararon y distribuyeron de acuerdo al cromatograma
al graficar las absorbancias de las fracciones a longitudes
de onda de 276 y 254 nm,

'3 ’ R

1 1 i
Fracciones del 23-30 del 3'l -60 del 61-86

LlOFlLl;AClON 1

24,5 mg 77.5 mg 10 mg



Ahorqh m

2.0
N=200
nm 1
a
1.0
Dextrans
azul
0
10 20 30 40 50 60 70 80 Fracciones
b--0-22 ------ ||-22-31 1 f-----sz-so----” ----- 61-86--------|

F r a cec I o n e =8
Figura No. 2 ., Muestra sometida a Filtracién en Gel ( Ultogel),
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Obtencién de Muestras por Filtracién en Sephadex:
Se maceraron 18 g de tallo fresco de guayule en un

mortero con hielo seco, el tejido macerado se suspendié en 100 ml de a-
gua destilada enfriada y se desintegr6 completamente en Ultraturrax por
S min,, durante la homogenisacién la muestra se colocd en un bafio de -
hielo para evitar hasta donde fuera posible la elevacién de la temperatura,
‘o cual pudiers afectar a las muestras protefnicas en general; el homoge -
nizado se centrifugb a baja velocidad ( 3 000 r.p.m. ) durante 10 minutos
se decantb el sobrenadante y se procedié a su liofilizaciém.

Del guayule liofilizado se tomaron 200 mg. se re-
hidrataron y se dializarcn contra agua destilada manteniendo la tempera-
turs s 4°C durante todo el proceso.

La muestra dializada se volvi6a liofilizar para --
concentrarls y uns alfcuota se aplicé gobre una placa de poliacrilamida
( PAG ) con un gradiente de anf6litos y por electroenfoque se determina-
ron los pl' s de las protefnas presentes en el suero obtenido por la meto-
dologfa descrita ( Experimento No. 1 ).

El resto del suero de guayule llofillztdo gin dializar
se disolvi6 en agus destilada y se centrifagbé dec nuevo a 75 000 g ( rotor 30,
Ultracentrifuga Beckman Modelo 1.-2 ) durante 60 minutos a 4°C, el sobre-
nadante obtenido se liofilizé inmedistamente obteniendose 0. 65 g de sucro
de guayule seco, A este suero se le determind protefnas segin el método
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de Lowry ( 7) ( Folin - Ciocalteau ) obteniendose 28.86 % de protefnas en
base gseca del suero.

El suero lioflizado se reconstituyéy dializé6 contra
agua destilads durante 18 horas, a 4 °C y un flujo constante de intercambio
de agus de diflisis y con agitacién para facilitar de esta manera la salida
de iones y moléculas pequefias a traves de la membrana de celofén ( 7).
Después se someti6 a una filtracién en gel con Sephadex, G-25 mediano
(50-15 u ) con las siguientes caracteristicas: L{mite de fraccionamiento
pars péptidos y protefnas globulares de 1 000 - 5 000 daltons.

El Sephadex G -25 se verti6 en una columna con las
siguientes dimensiones: didmetro, 1,6 cm, alturs de cama 25 cm, voldmen
de cama 50,24 ml,

El flujo empleado fué de 0,35 ml/min y el volémen
de cada fraccién colectada fué de 4.5 ml.

Para obtener el volmen de exclusi6n se calibré la
columna con Dextrana Azul a una concentracién de 2 mg/ml, La columna
fué equilibrada con agua destilada, A cada fraccién colectada se le midi6
su absorcién en un espectrofotometro ( PyeUnicam) a una longitud de onda
de 280 nm. Observandose dos bandas separadas, la primera de cllas que -
daba dentro del volGmen de exclugién ( 32,5 ml ) y la segunda correspon -
di6 a las moléculas que fueron capsces de penetrar la matriz del gel,

Se reunieron todas las fracciones perienecientes a la

primera bands conformando una sola fracci6n, cata fué sometida a una pre-
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cipitacién con soluci6n de sulfato de amonio hasta una concentracién final
de 80% ( P/V ); el precipitado obtenido ( Gl ) se centrifugb a 3 000 r,p.m,
durante 10 min, el sobrenadante obtenido se dializ6, liofiliz6; debemos -
hacer notar que durante todas las manipulaciones la temperatura se man-
tuvo abajo de 10° C , para tratar de evitar cualquier accién enzimética,

El suero precipitado con sulfato de amonio al 80 %
(GI ) ge rehidraté para someterlo a una purificacién en filtracién en gel
con Sephadex G-100, con un rango de fraccionamiento para protefnas glo-
bulares de 40 000-150 000 daltons,

A continuacién se describen las caracteristicas de
la filtracién y las dimensiones de la columna; difmetro de la columna,
2,5 cm, altura de cama 69,7 cm con flujo 0.4 ml / min y un vol@men de
fraccién colectada de 4.3 ml,

La columna se calibro pasando por ella 3 veces el
volGmen de cama de gel de solucién tampon glicil -glicina 0.01 M pH=7,1,

La columna se calibr6 con Dextrana Azul, y se --
determin6 su voldmen de exclusién resultando de 43 ml,

Se tomaron 35 mg de suero de guayule precipitado
( GI ) con sulfato de amonio al 807 y se disolvieron cn 2 ml de amortigua-
dor glicil-glicina 0,01 M, pHe 7,1, Se aplicé la muestra en la columna v
3e eluy6 con el mismo amortiguador cn que ge digolvi6,

A las fracciones colectadag en la filtracibn con Se -
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phadex G- 100 se lcs ley6 su absorbancia a 280 nm en el egpectrofots-

metro ( UNICAM- SP600 UV ) resultando las bandas mostradas en el

cromatograma, (fig. No. 3).

Ab-
sor-

1.0

FIGURA No, 3
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A= Fracciones 3-10
Bz Fracciones 11 -22
C= Fracciones 23-56
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Se mezclarén las fracciones correspondientes a
cada una de lag bandas denominadas A, B y C, se dializarén durante 16
horas s bajatemperatura( 5°C ) y se lioflizaron. Se obtuvieron 6.1 mg
de la fraccitn A, 8,0 mg de la fraccién B, y una cantidad no determinada
de 1a fraccién C a causa de su higroscopicidad y dificultad de recupera-
cién del recipiente de liofilizacién, Estas fracciones se sometieron a ele-
ctroenfoque en placa delgada de poliacrilamida en un gradiente de anfo-

litos de pH entre 5.5- 8,5.

Electroenfoque,
En el experimento No. 1 de electroenfoque efectua -

do bajo las condiciones descritas en la nota de aplicacién No. 1804 de LKB,
se aplicaron las siguientes muestras ( ver la tabla Il ) se variaron las ---
concentraciones iniciales con el objeto de observar el mayor nGmero de ---
bandas posibles para evitar que estas concentraciones llegasen a ser un
factor limitante pars su resolucién, La ,muestra Gl es la misma que se a-
plic6 s Ia filtracién en Sephadex G-100 y que se separd en tres fracciones
( A,ByC), La muestra G* ge obtuvo de macerar 35 g de tallo fresco con
hielo seco en un mortero, homogenizar el tejido macerado 5 min en una
solucién de sulfato de amonio a 60 % de saturacién y se volvié a centrifugar
a 75 000 g durante 3 horas a 4° C, Se desech6 cl sobrenadante y el precipi-
tado se redisolvi6 cn la soluci6n de mecaptoctanol y se dializé durante 14

horas contra s soluci6n de 2-mercaptoctanol, se liofilizé denominéndose
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como muestra G* como se dijo asteriormente.

Precipitacién directa de protefna de guayule al 80% ( GBD)

Se maceraron 55 g de tallo de guayule fresco con
hielo seco, luego sc pasé al tejido macerado a un molino con hiclo seco
y sc molié durante 60 segundos, cl tejido molido sc suspendi6 en solu-
cién de mercaptoetanol 1,5 x 10-6 M frfa ( 5°C ), se centrifug6 120 min
a 38 000 g a 5°C, El1 sobrepadante se filtr6 a traves de gasa doble y se
lofiliz6.

El sobrenadante liofilizado se disolvi6 en 40 ml de
una solucién frfa de mercaptoetanol 6 x 10£M, cn seguida y con agita -
cibn constante se le anadieron lentamente 160 ml de una solucién de sul-
fato de amonio saturada al 100% ( P/V ), precipitando asf las protefnas
solubles que no soportan una concetracién final del 80% de sulfato de a -
monio, el precipitado obtenido se centrifugb de mievo a 38 000 g duran-

te 40 min a una temperatura de 5°C,

Al sobrenadante sc lc someti6 a un barrido comple -
to en el espectrofotometro UV -Visible obervandose u.n.- peq iena lectura
de absorbancia cn 1a regién de 280 nm., lo cual nos indicaba existfa un
pequeno remanente de protefnas en el gobrenadante ( 6 sca que estas no
cstaban completamente precipitadas a esa concentracién de sal ), El preci-
pitado sc redisolvib en la soluciébn de mercaptoctanol 3 x IO-GM y ge¢ dia-

1126 contra csta miama soluclén durante 20 horad, manteniéndose un --



un flujo continuo de la solucién de diflisis para evitar la saturacién por
la sal de amonio y extraer esta completamente de la solucién protef--
ca inmediatamente después se liofilizé ( G 30)‘

A GBO se le determiné protefna por el método de Low -
ry utilizando el reactivo de Folin Ciocalteau resultando 75,88 % de pro-
tefna, una porcién de la muestra anterior se someti6 a filtracién en gel.

Del precipitado liofilizado se tomaron 72,5 mg y
se redisolvié en 5 ml de solucién amortiguadora Tris-clorhidrico 0,02 M
pH=7.8. Se filtré por celita y el filtrado sc aplicé a una columna cro--
matrografica de Ultrogel AcA 44 de las siguientes dimensiones: una altu-
ra del gel de 42 cm, un volumen de cama de gel de 84 cm, altura de la
columns 60 cm, digmetro 1,6 cm, una velocidad de flujo lineal de 3.0
cm/h y una velocidad de flujo de 6,0 cm3/h. volGmen de fraccién de 3,0
mi], tiempo requerido por fraccién 33 min, El voldmen de exclusién de -
terminado con dextrana azul fué de 38 ml, durante la filtracién la tem-
peratura sc mantuvo a 4 °C , la muestra fué cluida del gel con el mismo
smortiguador en ¢l que se disolvi6,

A las fracciones obtenidas de la filtracién en Ultro-

gel se les determinb su absorbancia a 280 nm obteniéndose el cromatogra -

mas de ls Figura No, 4.



FIGURA No, 4
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Las fracciones sc separaron en tres partes, la pri-
mers abarcaba de las fracciones 5-11, la segunda de 12-27 y 1a tercera de
2848, se dializaron contra una solucién de mercaptoetanol 1.5 x 10~° du-
rante 20 hrs, a 4°C con flujo de intercambio de la solucién de dialisis cons-
tante y agitacién,
Una vez dializadas las tres partes se liofilizaron. De
l1as partes 1 y2 se obtuvo tan poco material liofilizado que no fué posible -

determinar la cantidad y fueron redisucltas en 1 ml de agua destilada.

Electroenfoque Experimento No, 2.

Las tres partes obtenidas fucron aplicadas a una pla-
ca de poliscrilamida ( PAG ) con un gradicnte de pH de 3,5-9.5 junto con
uns mucstra de proteina de guayule (G 80) que corresponde 8 la misma que
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sc aplicd a la columna cromatogréfica, se electroenfocaron bajo las con-
diciones ya descritas y los resultados obtenidos se restmen cn la Tabla LI,

En cata placa se observa una gran concentracibn de
las bandas enfocadas en la regin més écida de la placa correspondicnte a
un pH de 5,5-3.5, lo cual nos indica que las protefnas enfocadas tienen car-
ga negativa ya que emigran hacia el &nodo, de aquf sc desprendi6 la nece-
sidad de ampliar la capacidad de resolucién de la placa estrechando el gra-
diente de pH dentro de la zona fcida ( 6.5-4 ), csto se describe en el experi-
mento No, 3 de electroenfoque en placa delgada de poliacrilamide. Dado que
las muestras 1 y 2 no se obtuvieron en cantidades suficientes para splicar-
los en este intervalo de pH solamente se trabajo con las muestras 3 y 080
tratando de esta manera de cstablecer alguna diferencia entre ellas, los re-
sultados estan expresados en la tabla IV y las condiciones en que se efectud
el experimento estan descritas en la parte No, llla, de métodos.

En la Tabla IV ge puede notar que adn hay un gran
nimero de bandas concentradas en la zona de menor pH ( M&s bajo ) por lo
cusl se creyb convenicnte reducir cl intervalo de pH y asf sumentar cl grado
de resolucién al aumentar el nGmero de anfolitos dentro de una zona més
eatrecha, utilizando las mismas muestrag ( 3y (;ao) se realizé cl cxperi-
mento No, 4 de clectroenfoque con un gradiente de pH de 54 bajo las con--

dicioncs cnunciadas en la seccibn de métodos y obteniéndose los resultados

presentadcs con la Tabla V,
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En este experimento sc obervd més claramente
Ia distribucién de las bandas cuyos puntos isoeléctricos se encontraban cn
1a parte fcida, particularmente en la regién de pH 5 a 4,

Dentro de las diferentes gradientes de pH es posi-
ble obervar algunas pequefias diferencias entre las distintas muestras a-
plicadas, sin embargo estas no son tan grandes como para poder decir que
hubo 6 no una buena scparacién y purif icacién de cllas a través de los -
procesos a que fueron sometidas,que sirva de parfmetro, si bien aunque
podemos observar que existen protefnas con el miamo punto isoeléctrico,
es80 no asegurs el gque estas sean iguales por lo cual se traté dc establecer
alguna diferencia ecn las distintas muestras por medio de determinaciones

de actividad enzimftica,

Deteccifn de Actividad Enzimética Espectrofotometricamente.

En las protefnas del guayule se traté de establecer
su actividad enzimética dentro de una de las vias metab6licas primarias
como es la glucblisis, La primera de lag actividades buscada fué la de la
glucosa -6 -fosfato -de shidrogenasa; cn dos celdasg de 4 ol y 1 cm de espe -
sor, se colocaron 2 ml dec amortiguador dc glicil-glicina, 0,4 ml dc la
solucién de NADP' , 2 ml de MgCI' y 0.4 ml dc la sal sbdica de gluco-
88 -6-fosfato ¢n cada una, uns vez :uc la mezcla de reaccién se cquilibré
8 temperatura ambiente ( 20 min ) ge colocaron las celdas en el espectro-

fotbmetro, una celda de referencia que contenfa todos loa reactivos a exce-
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pcién de la solucién enzimética y otra celds para la mucstra problema
una vez que sc ajustd el aparato a cero de absorbancia con la cclda de
referencia a 340 nm ( zona de absorbancia del nucleétido reducido) se -
anadi6, a la celda de muestra 20 ul de solucién enzimética se agité ré-
pidamente para homogenizar la mezcla de reaccién y se tomaron lectu-
ras de absorbancia cada 30 segundos,

En la segunda incubacién se buscé actividad de 1s
gliceraldehido -3 -fosfato deshidrogenasa ( segn el método de Remi E, A-
meluxen), la actividad cnzimafica se siguié también espectrofotométrica -
mente escencial mente como la describe Krebs. ( 15), La reaccién es
irreversible usando arseniato, La mezcla de reaccién conteniendo 2,7 ml
de amortiguador glicina-NaOH ( conteniendo unos cristales de cistefna) -
0.1 ml de NAD" y 11 de solucién de enzima ( gliceraldehido-3 -fosfato des-
hidrogenasa) se coloc cn una celda de 4 ml y 1 cm de espesor y se incubd
10 minutos a 30°C para completar la activacién de la enzima por la cistefna
cn otra celda que sirvib de referencia se afadi6 también la mezcla de rea-
ccibn y se ajusté cl aparato a cero de absorbancia a 340 nm , A la cclda
de muestra sc lc anadi6 0.2 ml de una mezcla ( 1:1 ) de arscniato de sodio
y gliceraldehido - 3 - fosfato, ic agité répidamente para homogenizar y sc¢
tomaron lecturas e absorbancia cada 30 segundos.

l.08 sistemas de las incubaciones fueron probados
con cr.zimas purificada i adquiridas de casad comerciales habiendo funcio -

nado correctaments,
17



Sin embargo cuando sc colocaron las muestras de
guayule para determinaries las mismas actividades enziméticas, la co-
loracién presgente cn cllas enmagcard cualquier actividad enzimética de -
tectable espectrofotdmetricamente, este hecho 1lamé poderosamente nucs-
tra atencién , nos preguntamos que clasc de compuesto serfa que no hu-
bicra sido posible eliminarlo ni por ultracentrifugaci6n, dialisis, filtra-
cifn en gel 6 purificacién por medio de la precipitacién por sales, Sabien-
do que hay una gran cantidad de compuestos presentes cn pequefias can-
tidades en el citoplasma que reali zan al romper la estructura celular un
cfecto de teriorante sobre las protefnas nos encaminamos a la identifica-
cién de algunos de cstos compuestos reportados cn la literatura para tra-
tar de evitar su accién,

Se ha reportado que muchos frutos presentan altos
niveles de fenoles y fenoloxidasas que al interaccionar durante el proce-
g0 de extraccién del tejido para su analisis, presentan un avanzado grado
de oscurectmiento  concomitante con un deterioro proteico, El oscureci-
miento es producido por una oxidacién fenélica y una cventual polimeri-
zacién no enzimética de las quinonas a taninos o mclaninas, l.os taninos
son un serio impedimento para la extraccién de otras cnzimas activas so-
lubles precipitandolas 6 unicndose a la superficic de las protefnas provo-
cando la inactivacién dc la enzima, Las fcnoloxidasas son protefnas que

contiencn cobre y se emplean cn sustratos especificos para dividirlas en
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dos grupos: Un grupo ( tirosinasa) cataliza la oxidacién dec mono y difcnoles
mientras que el otro ( polifcnoloxidasas) es ampliamente egpecffico cn la
catflisis de oxidacién de o-dchidrofenoles como el catecol y el &cido cloro-
génico. Recientemente se desarollé un método con el que se podfan obtener
patrones protefnicos con un mayor grado de conservacién de actividades en-
zimdticas,

Este método fue el que se utilizd ( ver arriba), y es-
ta basado en la "' Homogenizacién de tejidos a bajas temperaturas" ( apro-
ximadamente a -70°C ) en acetona, seguida de una equilibracién a -25°C, El
agua y ,los solutos solubles de bajo peso molecular pasan a la fase lfquida
en la cual son extraidas y el polvo resultante, polvo aceténico conteni :ndo las
protefnas cs secado bajo vacio, Presumiblemente bajo estas condiciones los
fenoles, &cidos, azficares y otros componentes solubles son extrafdos en un
medio que minimiza las interacciones con las protefnas, sin embargo cn el
cago de gusyule no funcioné,

Obtencién de muestras por ¢l método de ''polvo acetonico'.

Bajo los antecedentes de Clements (16 ), sec adaptd
la metodologfa empleada on frutas  al guayule, Se colocaron 85 g de tallo
fresco en un mortero con hielo scco y se maceraron, cl tejido macerado
se n:oli6 con hiclo seco usando intervalos de 30 sey, para evitar calenta -

miento del tejido hasta obtener un polvo fino, Inmediatamente egte ge paso
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a un vaso de precipitados contenicndo 300 ml de acetona-hielo seco

( -60 °C) en scguida se homogenizb en el Ultraturrax durante 2 min., sc
dej6 reposar por 5 min, se filtr6 en papel Whatman No. 2 con vacio, el
precipitado se volvi6 a extraer con acetona y hielo seco, homogenizando ,
dejando reposar y filtrando por seis ocasiones més hasta que se obtuvd
un filtrado amarillo pélido. el " lodo aceténico " resultante se equilibré

a aproximadamente -25°C y se colocé en la bola del rotavapor sumergi -
da en un banio de hiclo, desp@es de 2 horas la acetona habfa sido elimina -
da, quedando el "' polvo aceténico de guayule " seco, este se suspendi6
en 400 ml de agus destilada fria conteniendo 7 mg de cistefna y se centri-
fugb 30 min a 24 000 x g s una temperatura de 2 °C, El scbrenadante se
liofiliz8 y denominé G, ( polvo acetonico de guayule ), el método descrito
se ilustra en el diagrama No. 2,

Purificacién por precipitacién con sulfato de amonio,

Se realiz6 una purificacién del " polvo aceténico
de guayule " por medio de la precipitacién con sulfato de amonio; un gra-
mo sproximadamente de G4 e disolvi6 en 20 ml de agua frfa, manteniendo-
se 1a solucién en un bano de hielo y con agitacién constantc se afadierén -
lentamente cristales de sulfato dc amonio para lograr su disolucién y has-
ta alcanzar una saturacién final de la solucién de 90 % (13,24 g ), se ---
centrifugb a 10 000 x g duranto 30 minutoss 5°C, Fl sobrena----

“ante de deseehb y el precipitado de protefnas ae volvi6 e disolver en
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Proceso seguido para la obtencifn de muestras protefcas por el Método "acetonico"

DIAGRAMA No, 2
Tallo fresco de guayule
Maceracién con hielo seco

Homogon}z.clh del tejido
macerado con hielo seco,cn
el molino IKA-WERK ( en se-
co) durante 1 minuto,

Homogenizacifn del tejido molido en acetona
hielo seco en Ultraturrax en gsolucién durante
2 minutos, ( seis veces ).

Filtracién en 2l Whatman No. 2 ( geis ve-
l ces ).

) ‘'
Filtrado Material Insoluble
( solucién aceténica ) ( lodo acetSnico )

|

Secado con vacib en frio
hasta eliminar acetona
(2 horas)

" polvo !cownlco "

Suspensifn en
agua destilada
frfa con cistef-
na y centrifuga-
ci6n a 24 000 g
durante 30 min,
a2° Co

’
Sobrinldnnw, pH 5.9 Insoluble
ltofilizacibén
' polvo aceténico de gua-
yule" (G )
a
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agua degtilada frfa y se dializ6 durante 20 horas contra agua destilada
manteniendo la temperatura a 4°C y se liofilizé, A csta muestra se le

llamé "protefna de extracto aceténico” (G, g0 ) .

Comparacién de los metodos de obtencién de muestras en electroenfoque,
Con el objeto de comparar los patrones protefni -

cos obtenidos por los distintos metodos y purificados por precipitacién
con sulfato de amonio, a las muestras Gw y G._90 se les sometib
al experimento No. 5 de electroenfoque en un gradiente de pH de 4.0-
5.0 bajo las condiciones descritas en la parte No, Illa de metodos. En
1a tabla VI se anotaron los resultados obtenidos en este experimento.
En la placa del gel de poliacrilamida del experi-
mento No, 5 y como se puede apreciar en la fotograffa correspondiente
no se detecta diferencia alguna entre los patrones protefcos obtenidos de
las distintas metodologfas , 1o cual nos hace suponer que los métodos
empleados pueden ger considerarse satisfactorios y utilizarse indis-

tintamente con el objcto de obtencr patrones de protefnas.

Electroforesis-SDS,

Hiabicndo determinado la naturaleza #cida, st né
de todas, por lo menos de la mayorfade las protcfnas obtenidas v en-
contrados sus puntos isocléctricos en distintos gradientes de pHl, se cre
v6 necesario ( aicndo cate trabajo un estudio preliminar que marcaré la
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pauta para posteriores experi. tos ) el rango de pesos molé -
culares en cl cual se encuentra concentrado cl grueso de las protufnas
del guayule, Para tal efecto se prepar6 un gel de poliacrilamida -SDS de a
cuerdo a la técnica descrita en la nota de aplicacién No. 306 de LKB,

La placa con el gel se colocé sobre 1a placa de en-
friamiento la cual estaba conectada a un bafio refrigerante para mante -
ner la temperatura a 5°C durante el experimento.

Las muestras aplicadas fueron las obtenidas por
los distintos metodos y de los cuales se creyb6 conveniente hacer una com
paracién para conocer sus diferencias, previamente las muestras habian
sido disueltas en la solucion amortiguadora de muestra ( conteniendo
SDS y 2-mercaptoetanol ) en las concentraciones anotadas en la tabla VIII
y estas fueron "activadas” durante 2 min a ebullicion, una vez a tempera-
tura ambiente, se les anadié a 250 ul de las muestras 10 ul de la solu-
cién de bromofenol azul y 10 ul de 2-mercaptoetanol, se agitarén bien y
ge aplicarén 10 ul de cada una de las muestras cn los pozos de aplicacién
del gel de poliacrilamida-SDS, csta operacién se realizé lo més répido
posible para cvitar la difusién, sobretodo del bromofenol que fué cl in-
dicador frontal en la electroforesis; inmediatamente despues de aplicar
las muestras se encendib la fuente poder y se ajustd la corricnte a 20 mA
durant. los primeros 10 minutos con cl objeto de concentrar las mucs-
tras.

Despues de concentrar se ajust la corriente n

43



190 mA, manteniendo este flujo de corriente constante durante 5 horas,
que es el tiempo que duré la electroforesis, bajo estas condiciones la
velocidad de migracién del bromofenol fué de 1,2 cm/h y la fuerza del
campo de 6 volts/cm,

Despues de la electroforesis se midié la distan-
cia de emigracién del colorante en el punto medio de las bandas. Para
evitar la pérdida de protefnas pequefias solubles y minimizar la difusién
prontamente se coloc6 el gel en la solucién fijadora ( tricloroacético-
sulfosalicflico-metanol -agua ) por una hora, luego se pasd a la solucién
tefiidora donde permanecié 2 horas, enseguida se eliming el exceso de
colorante del gel cambiando varias veces la solucifn desteniidora ( eta-
nol -acético-agua) hasta que el ultimé cambio de la solucién destefiido -
ra se mantuvo claro, luego se colocS en la solucién preservadora (
solucién destefiidora + glicerol ) durante una hora y se envolvid el gel
en una hoja de papel celofén mojada con la misma solucién y se dejé se-
car la placa a temperatura ambiente,

La determinacién de los pesos moléculares se
efectub calculando la movilidad relativa,

distancia de emigracién prot. long. gel antes fijar
X

Movilidad Relative=

digt. de emigracién bromofenol long. gel despucs
de secar

O sca que la movilidad relativa se calcula con res-
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pecto al azul de bromofenol. La longitud del gel se mide en la direcci-
6n de los clectrodos.
Movilidad relativa = Rf x factor de cambib de la placa del gel

Todas las distancias se tomaron en la mitad de las
bandas. El factor de cambib del gel se debe al hinchamiento 6 encogimicn
to de estc durante el proceso de fijado y secado., Con estandares dec pro-
tefnas y sus diferentes movilidades relativas se hizé el trazé del loga-
ritmo en base 10 del peso molécular contra la movilidad relativa, ob-
teniendose una linea recta ( sc aplicé regresién lineal ) de pendiente ne-
gativa, Fig. 5 , en la cual se aproximaron los pesos moleculares ( no

conocidos ) de las muestras.

5.0
Logyo
del Tripsinbgeno
Peso

- Lactoglobulina
Mol.
Lisozima
4.0 Movilidad relativa

Fig. 5. Muestras de protefnas conocidas some -
tidag a clectroforesis-SDS, ‘Trazo usado
¢n el chlculo de pesos moléculares,
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Protefnas Usadas en Electroforesis en Gel de Poliacrilamida - SDS,

TABLA VI
Protefna Peso Molecular Log IOPM Movilidad Relativa
AlbGmina bovina 66 000 4.8195 0.1879
AlbGimina de huevo 45 000 4,.6532 0.3481
Pepsina 84 700 4,.5403 0.4592
Tripsinbgeno 24 000 4.3802 0.5671
p- Lactoglobulina 18 000 4,.2648 0.7777
Lisozima 14 300 4,1515 0,8592

La movilidad relativa experimental determinada se
lieva a la recta y se determina la otra coordenada ( log. PM ), en esta --
forma se calcularon los pesos moleculares, Los resultados de las mues-
tras obtenidas de la electroforesis en gel de poliacrilamida -SDS al 10 %
se encuentran tabulados en la Tabla VII,

Considerando la imposibilidad de determinar acti-
vidades enziméticas por técnicas espectrofotometricas debido a la colo-
raci6én café parda presente en lag muestras obtenidas con absorbancia gran-

de a 740-nm color que no fué posible climinar por las diferentes técnicas
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TABLA VL

Muegtra Conc,  Bandas  Movilidad relativa Log, ,PM  P.M,
0
( mg/ml)
r 1 0.9160 4.0936 12 404
0. 8701 4.1383 13 750
1 [ ancha

0.7928 4,2137 16 356
Ga.gp Hmg/ml 1 0,7812 4.2250 16 788
1 0, 3787 4.6174 40 870
1 0.2554 4.7368 54315
L 1 0.0821 4.0966 80 645
1 0. 8991 4.11 12 883
0.8743 4.8M43 13 622

l[ ancha
0.7465 4.2588 18 148
G oy 47mg/ml 1 0.7005 4.3037 20 122
1 0.3773 4.6188 41 675
1 0.2556 4.7376 34 870
§ 1 0,0813 4,9074 80 793
[ 1 0. 9091 4.1003 12 598
0,7981 4.2085 16164

1 [ ancha
Parte@® 15 mg/ml 0.5962 4.4054 25 434
1 0.3777 4.6184 41 538
1 0, 2550 4,7372 54 607
1 0.0880 4,9054 80 490




Continuacién TABLA VU

Muestra Conc, Bandas Mobilidad Loglo PM PM

( f 1 0.4091 4,1003 12598
0.8654 4.1429 13 896

1 [nncha
0.7700 4.2359 17 214
Parte® 37mg/m 1 0.3777 4,6184 41 538
1 0.2559 4.7372 54 697
{ 1 0.0830 4.9054 80 490
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de purificacién, ni con modificaciones en los métodos, se intenté demos-

trar 1 a accién enzimética involucrada cn la biosintesis de hule emplean - -
14

do sustratos marcados con C y se analizron los productos de incuba-

cién por el método de centelleo lfquido,

Se buscé la incorporacién de mevalonato ZJHC , a

hule. En un matraz Erlenmeyer de 15 ml se coloc6 la mezcla de reaccién
conteniendo MgCl 2’ ATP y EDTA, tal como se indicé en la parte lia de
métodos se anadib el suero de guayule ( polvo aceténico = G.) disuelto en

la solucién amortiguadora glicil-glicina, enseguida se agregb el mevalo-
nato marcadoy se incubb en un bafio a 28 ° C durante 18 horas, después se
anadieron 2 ml de hule en benceno ( 30.3 mg de hule de guayule) se calen-

t6 cn bano de vapor durante 30 minutos, para detener cualquier actividad
enzimética, se precipité con metanol destilado caliente y el precipitado se
lav6 varias veces con metanol frfo, se tranafirié la mezcla cuantitativa -
mente a un ( Soxhlet ) dedal de celulosa para extraccién y se extrajo reflu-
jando con metanol por tres horas se separé el dedal del aparato guardando
la solucién metanblica para analizarla por centelleo ( ver diagrama No. 3 );
el dedal conteniendo el regiduo insoluble se coloc6 en desecador y se seco

a baja presién empleando una bomba para vaci6 durante dos horas, Una vez
seco el dedal ge volvib a colocar en Soxhlet, se extrajo con benceno destila-
do a reflujo por ocho horas, kKl extracto beneénico se transfirié cuantita -
tivamente a un fragco vial para centelleo se colocd ¢n bano de vapor v pasan-
4o una corriernte de N;’ 3¢ evapor6 a sequedad, se anadierdn 10 ml de qui -
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do de centelleo tol (conteniendo 5% de P,P.O.) y se analiz6 . Para

comprobar que las cuentas obtenidas estaban incorporadas al hule, se --
volvi6 a precipitar con metanol, se filtré por celita y se disolvié de nue-
vo con benceno, se evapord de la misma manera descrita anteriormente,
ge anadib el lquido de centelleo y se analizé cn el contador, Los resultados
.8e muestran en el diagrama No, 3 para una mejor ilustracién,

Para conocer la cantidad de cuentas o desintegracio-
nes recuperadas a lo largo del proceso se calculé a partir de la alicuota --
inicial tomada, el nimero de cuentas que habfa en el volaGmen total de la --
incubacién y tomando en cuenta la perdida de 20 ul correspondientes al ben-
ceno ( solvente del mevalonato) que se evapor6 durante la incubacién, re--
sultando un volimen total de 1160 ul al cual le corresponden 1 230 780 cpm,

Se hizo el balance de cuentas de los extractos obtenidos:
En 1 ml del extracto metanblico hubb 69 906,0 cpm de donde al volimen to-
tal del extracto metan6lico ( 50 ml ) le corresponden .., 1 209 373.8 cpm
y en el extracto bencénico evaporado hubo ¢cceeveeccnss 1197,5 cpm

Total de cuentas recuperadas ..eceeeeoees 1 210 571,3 cpm

Recuperfindose un 98.40 7 de las cuentas con las que sc habfa --
iniciado la incubacién, Dc ,los resultados de la incubacién con pol -
vo acetbnico de guayule ge obscrvb que no hubd incorporacién del precusor
marcado a hule, s¢ pensg6 que quizé hubicra algo en 18 mucstra completa que
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Extraccién dc hulc dec la mucstra (Zn incubada con 2-14C mevalonato

DIAGRAMA No, 3

Alfcuot. 5 ml

Mezcls incubada

a) Sc afiadié hule de guayule
€omo acarrecador) cn benceno
b) Sc calent cn bano de va-
por 30 minutos,

c) Se anadi6 metanol destilado
calicnte y sc lavé varias ve-
ces, se transfiri6 cuantitativa-
mente al dedal,

d) Se extrajo reflujando con --
metanol por 3 horas.

r
¢ Extracto metanolico
a) Se sec6 con
90, anhidro.
b) S rittrs
c)A 1l mlsele
afiadib l{quido
de centelleo to-
tolueno.

Extracto metanolico
" seco "

Error = 0.8

)
Alfcuota
a) Se anadi6 10 ml de liquido de
centellco Dioxano ( 8 g PPO, 0.5g
DMPOFOP 100 g naftalina --# 1000ml
con dioxano,
b) Se analizé , R= 5 477,5 cpm

51

v

Dedal
a) Se elimino restos de-
metanol a baja presién en
desecador,
b) Se extrae con benceno
destilado y se refluj6 8 hrs,

¢ bV
Extracto ben- dedal
cénico

R= cuentas por min= 69 906

a) Se transiiere cuantitai -
vamente & un frasco vial

de centelleo,

b) Se evapors a sequedad
calentando en bafio de vapor
y pasando una corriente de

.
cPSe anadi6 10 ml de Ifquido
b de centelleo tolueno 5% PPO y
ae analizé,
Hule

R=1197,5 cpm
Error= 1,8 a) Se precipité con meta-
nol, se filtr6 por celita
y se volvié a disolver cn
benceno.
b) Se evaporb ¢l benceno
Hule de la misma manera des -
R: 8,0 cpm crita arriba,
Frror=14.4 c) Sc anadi6 10 ml de If-
quido de centellco Tolue -
no (5 ™ PPO) y ac ana-
1i26.




pudiera cstar afectando a alguna de las enzimas involucradas cn la bio-
sintesis del hule, por lo cual se repiti6 la incubacién empleando mues-
tras un poco més purificadas, como la Gso ylaG y haciendo algu-

a-90
nas modificaciones en el pr de extracci6én ( ver dJdiagrama No. 4),

Se pensb que tal vez serfa necesario anadir meva-
lonato frfo ( no marcado) para que estuviera mejor distribuido el gustra-
to en la solucién y fuese mayor la biosintesis de polimero y que ayudaré,
aquél, al mevalonato marcadoa entrar en contacto con la enzima,

Se efectuarén dos incubaciones simultaneas con las
muestras GBO y G.-oo sometidas a las mismas condiciones, las mezclas
de incubacién contenian los siguientes reactivos, todos en soluciones acuo-

Reactivos. Incubacién,

1 2
mevalolactona ( frfa ) 39,1 mg 22,3 mg
ATP 5.0 mg 5.0 mg
muestra G 41,0 mg -

80
muestra G - 30,0 m
a-90 g
EDTA 0,10 M 80 ul 80 ul
.\.1;;Cl2 0.10 M 80 ul 80 ut
solucibn amortiguadora T'rig - maleico
0,10 M, pH= 6,5 1 000 ul 1 000 ul
mevalolactona 2-”(' conteniendo 0, 25uCi/ 5 ul 5 ul
3 ul

VolGmen Total 1165 ul 1 165 ul



En un matraz Erlenmeyer de 5 ml ge colocaron los
reactivos cn el orden en que aparecen anteriormente, una vez disuclta la
muestra de guayule en la solucién amortiguadora sc anadi6 la mevalolac -
tona marcada y se mezclé bien y se tomé una alfcuota dec 5 ul para conocer
el nimero de cuentas con que se inici6 el experimento, en seguida se colo-

c6 la mezcla de incubacién en un bafio a 28 C con agitacién constante sua-

ve durante 18 horas.
Terminada la incubacién sc anadié metanol caliente,

se transfiri6 cuantitativamente con metanol a un dedal de celulosa ( Sox-
hlet ) colocado en un aparato para reflujo y se extrajo con metanol ( ver el
diagrama No. 4 ) por 5 horas, cl dedal se extrajo con benceno 24 horas, El
extracto bencCenico se transfiri6 a un vial de centelleo y se colocéd cn un ba-
fio de vapor, pasfndole una corriente de nitrégeno se evapord a sequedad,
se afiadieron 10 ml de fquido de centelleo tolueno ( 5 % PPO ) y se analiz6.

No se obtuvo incorporacién del sustrato marcado pues
cl nfimero tan bajo de cuentas en el extracto bencénico se debe al "' conteo
base" del sistema y del analizador de centelleo 1fquido. Se pengb que tal vez
sc hubiera perdido la actividad cnzimética a traves de los pasos de purifica-
cibn 6 por cl efecto aaucado por las fenoloxidasas por lo cual se creyé con-
veniente realizar la incubacién dircctamente con tejido fresco y en ausencia
de oxigrno para cvitar cualguicer oxidacién, Ya que la conversibn enzimdti -
ca Iz monofenol a 'ifrnol requicre de oxfgeno,
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Extraccién de hule de las mucstras Gg, ¥ G incubadas en 2-14C mcvalonato

a-90
DIAGRAMA No, 4
Mezcla de incubacién

a) Se anadié metanol caliente y sc

transfiri6 s un dedal,
b)Se extraj6 con metanol por 5 hrs,

R

Extracto metanolico

|

a) Se aford a 50 ml
b) Se tomé6 alfcuota de 5 ml

dedal

pars analizar por centelleo
( con l{quido centelleo diaxa-
no). ¢
R, = 71 476,0 cpm Extracto dedal
acetonico a) Se seco al vacio
R_= 76 026,6 cpm b) Se extrajo con ben-
2 ceno por 24 horas,
[] [}
Extracto dedal
bencénico
8) Se evapord a se -
quedad en bafio de
vapor y pasandole
una corriente de N
b) Se anadieron 10
de lfquido de cente -
1leo tolueno ( 5%PPO)
pa:a analizar por cen-
telleo, dedal
a) Se anadieron
[ 10 ml ll’qu“o de
centelleo Tolue -
R_= 47.6 cpm no ( 5% PPO), y
1 y se analizé
R_= 22,1 cpm
2
R = 34 cpm

1

R2= 31,1cpm



A 10 g de tallo recién cortado de guayule se les su-
mergib en aire lquido por 30 minutos se maceraron en un mortero con -
hiclo seco en seguida se pasd el tejido macerado al molino con hiclo seco
y se molié durante 5 minutos afiadiendo hiclo seco cada 30 segundos. Se -
tomaron 2 g de tejido de guayule y se colocaron en un tubo de Thunberg.

En el tubo vertical sc afiadieron los siguientes rea-

ctivos:

Reactivo Cantidades
D.L.Mevalolactona ( frfa ) 35 mg
ATP 10 mg
MgCl2 0.1 M 100 ul
EDTA 0.1 M 100 ul
Solucién amortiguadora tris-maléico 0.1 M pH=6,5 3 000 ul

Mevalolactona 2-14C en benceno conteniendo 1 uCi/20ml 20 ul

El tejido de guayule se sometié a vacié inmediatamen -
te después de su obtencién, se anadibé la mezcla de incubacién y se puso en
contacto con el tejido iniciando la incubacién,se colocé cn un bafno a 28°C por
20 k »ras, durante cate periodo la mezcla de incubaci6n sc mantuvo a baja
presién ( vacio ) climinando cl aire, Degpfics de la incubacién sc procedib a
la extraccién y anflisls de la misma forma que cn la anterior incubacién -

obtenicndose los siguientes resultados,
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En 5 ml de extracto metanolico .... 131 683,2 cpm
En cl voldmen total del extracto metanolico cceeeeeseeesss 1 316 832 cpm
En el extracto aceténico (25 Ml ) ceveeececrccccecccccee 288,5 cpm
En el extracto bencénico ( evaporado a sequedad) covevese 68,8 cpm
Total de cucntas / minuto recuperadas coceeececsseccess 1 317 189,3 cpm

Tomando cn cuenta que sc anadieron 20 ul de mevalo-
lactona 2-‘4C conteniendo 1 uCi en ese volGmen y ya que:

1 uCi = 22,2 x 105 cpm

Se dividi6 el nGmero de cpm recuperadas entre cl nt-
mero de cpm afladidas a la mezcla de incubacién para obtener la eficiencia -
del aparato:

1317 189,3 cpm
= 0.5 6 sea un 50% de eficiencia

2 220 000,0 cpm

Como se desprende de los resultados obtenidos del ex-
tracto bencénico ( 68,8 cpm) no hub6 incorporacién a hule del sustrato marca-
do, lo cual sugiere que alguna 6 algunas de las enzimas involucradas 2n la
biosintesis de hule a partir de mevalonato se cncuentran dafiadas 6 leshace
falta algun cofactor para realizar su accién, Como se observa en la fig. 5
en el mecanismo de biosintesis de hule cxisten todavia varias rcacciones por
efectuarse de mevalonato a hule, se penso que si se redujeran lag posibili-
dades de fallag por deterior cn las cnzimas 6 por la falta de cofactores al
minimo usando un precurgor més cercano al producto final ( hule), tal vez
gerfa posibln la incorporacién de est: suatrato a hule, ya que cl iltimo in-

termed ‘ario on la biosinteais del hule g ol igopentenilpirofosfato, ue en -
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plcé cstc marcado con l4c para poder comprobar su incorporacién,

Sc trabajo con dos mucstras obtenidas por difcren -
tes métodos, 1a primera llamada "polvo total de guayule” se obtuvo de
la mancra siguicnte, a 10 g de tallo de guayule recién cortado se Ic su-
mergib en aire Uquido, sc maceraron en mortero de porcclana con aire
quido y el tejido macerado se molié con hielo seco durante 2 minutos se
trangfiri6 de nuevo al mortero y se pulverizo cn aire ifquido. Del polvo
as{ obtenido se tomé6 1 g para la incubacién, la scgunda muestra " polvo
acetbnico de gusyule" se obtuvo por ¢l método descrito anteriormente (ver

disgrama No. 2 ),

En un matraz Erlenmeyer de 5 ml se colocb la me-

zcla de incubacién conteniendo 103 siguientes reactivos:

Reactivo Incubacién

1 2
¥ polvo total de guayule" - 1 000 mg
" polvo aceténico de guayule" 200 mg -
solucién amortiguadora de fosfatos 1 000 ul 3 000 ul
0.0l M pH: 6,77
.‘\'lg(.’l2 0,10 M 100 ul 100 ul
isopentilpirofosfato 1 -MC conteniendo 10 ul 10 ul

0,5 uCi/10 ul ( sal de amonio en solu-
cién acuosa),



La mezcla de incubacifn sc colocd en un bafio a
28°C con agitacién durante 22 horas. Después se anadié metanol calien-
te y se transfirié cuantitativamente a un dedal de celulosa y se extrajo
reflujando con metanol por 5 horas, las siguicntes extracciones ge hi-
cieron de la misma mancra que en las incubaciones anteriores obtenien-
_dose los siguientes resultados de los extractos bencénicos evaporados
8 sequedad y analizados en 10 ml de lfquido de centelleo tolueno ( 5% PPO)

Incubacién
1
Con polvo aceténico de guayule Rl= 31,4 cpm
2
Con polvo total de guayule R2= 43.8 cpm

De cstos resultados se comprueba que no hay incor-
poracién de isopentilpirofosfato 1-14C a hule en Ias plantas dc guayule que

fueron traidas de las cercanfas del CIQA de Saitillo, Coah.
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TABLA |

Bandas Consiste dc las Peso despGes de Protefnas determinadas por
fracciones  liofilizar (mg ) cl método de Lowry.(7)

(%)
I 23 -30 24.5 1
I 31 -60 77.5 3.1

=10 61 - 86 10.0 -

* Esta fraccién es muy higroscopica, lo que dificulté su recuperacién de la
bola de lioflizacién,
TABLA U

Experimento No, 1
Electroenfoque intervalo de pH = 8,5 - 5.5

Bandas electroenfocadas
Muestra Conc, Vol, de intervalos de pH
(mg/ml) aplicacién
(ul) 8,5-6,6 6,5-6.2 6,1-5,9 5.,8-5.5 Total

Fraccibn A 5,65 45 - 4 4 6 14
Fraccion B 4,78 45 - - 4 4 8
Fraccién C 15,87 15 - - 4 3 7
Fraccién Gl 4,35 30 - 4 5 4 15
Fraccion G 5,22 15 - - 5 2 7
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TABLA Il
Experimento No 2

Electroenfoque intervalo de pH- 9,5-3,5

Muestra Conc. Vol de
(mg/ml) apli-

Bandas clectroenfocadas To-
intervalos de pH tal

cacibn 9,5-8,5 8,4-7,0 6,9-5,45,3-4,84,7-4,3 4,2-3,83,7-3,5

Cul)

Parte(D) disuel- 30 - - no detectadas - - - 0
taen 10
ml
Parte@® " 30 - no detectadas - - - 0
Parte(® 7 30 - - - - - 5 3 8
C e 15 30 - - 1 6 3 7 5 20
TABLA IV

Experimento No. 3

Electroenfoque intervalo de pH = 6,5 - 4,0

Bandas electroenfocadas
Muestra Conc, Vol. de  Prote- intervalos de pH
(mg/ml) aplica- fnas, To
cibnul) (%) 6,5-5,65,5-5,2 5,1-4,94,8-4,64,5-4,3 4,24, tal
G 1 .11 - 2 3 7 6 S 23
80 7 30 4
Parte@® 16 30 4,38 - 2 2 ki 6 5 22
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TABLA V
Experimento No, 4
Electrocnfoque intervalo de pH: 5,0-4.0

Muestra Conc. Vol de Prote- Bandas clectroenfocadas
( mg/ml) apli- fnas, intervalos de pH
cacibn (7o) 5,0 4,9 4,8 4.7 4.5 4.4 4.254.1 3.0 Total
(ul)
680 17,8 45 4.11 2 - 3 1 4 4 5 4 2 25
Parte@ 16,0 45 4,38 2 - 3 1 4 4 5 3 1 23
TABLA VI
Experimento No, §
Electroenfoque intervalo de pH = 5.0-4.0
Muestra Conc, Vol. de Prote- Bandas el ectroenfocadas
(mg/ml) aplica- f[nas. intervalos de pH
cién(ul) (%) 5,0 4,9 4,8 4,7 4,554, 4 425 4,1 4.0 Total
G 18 45 4.11 1 2 1 4 4 4 2 3 2 23
80
G.-OO 16 45 3,68 1 2 1 4 4 4 2 3 2 23




- C&todo
pHﬂ 9. 5

Fotograffa del experimento No. 2 de electroenfoque en un intervalo de pH
de 9.5 -3.5 .
+ Anodo

- Cétodo
pH=5.0 pH=4.0

[
Fotograffa del experimento No, 5 de electrocnfoque cn un intervalo de pH
de 5,0 -4,0 .,



- Cétodo + Anodo

pH= 6,5 pH=4.0

Fotograffa del experiinento No, 3 de electro-
enfoque en un intervalo de pH de 6.5 - 4.0.
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CONCLUSIONES,

De los resultados obtcnidos en los experimentos de
clectrocnfoque se desprende la naturalcza acida de las protefnas solubles
obtcnidas por los diferentes métodos. Afin cuando los ''sueros” 6 cxtractos
protefnicos fucron obtenidos por diferentes procedimientos y se efectuaron
algunas variantes en cllos con el fin de preservar la actividad enzimética
esta no pudo ser determinada, por lo tanto, dificilmente se podria definir

cual de los métodos empleados de extracci6n fué el més conveniente,

Ya que no se obscrva gran diferencia en el nimero
de bandas electroenfocadas de muestras similares y fracciones obtenidas
de los diversos procesos de purif icacién seguidos, se puede decir que los
métodos empleados en general, son bucnos procedimientos para la obtencién

de patrones de protefnas solubles.

Es posible que las protefnas y con cllo las enzimas,
hayan sido dafiadas por la accién de las fenolasas y oxidaciones provoca-
das inmediatamente despucs de 1a desintegracién ceclular, con el concomi-
tante oscurccimicnto de las fracciones protefcas, lo cual impide la deter-
minacién de la accién cnzimética que involucra la reduccién de piridin-nu -
clebtidos que pucden ser determinadas cspectrofotometricamente pero ue

cnmascara la coloracién presente en las fracciones protefcas,

65



Eg necesario seguir trabajando con este complejo
protelco colorido parapoder determinar si el oscurecimiento se debe

efectivamente a la accién de tirosinasas ( fenolasas ) y polifenoloxida-

sas.
Al tratar de determinar actividad enzimética por

el método de analisis nuclear empleado, utilizando sustratos marcados,

ge tuvieron problemas, esto se puede deber a varios factores que hayan

afectado ya sea individualmente 6 en conjunto a las plantas a saber;

- Las plantas podrfan ser de edad avanzada ( ésta no estd definida, por
tratarse de plantas silvestres ), por lo cual la actividad enzimética in-

volucrada en la biosintesis del hule puede ser mfnima 6 nula,

- Tal vez las plantas hayan sufrido algun transtorno por haberlas sacado
de su habitat y hayan sido afectadas por el exceso de humedad y gran pre -
cipitacién pluvial de la Ciudad de México a la cual estuvieron sometidas ya
que se encontraban a la intemperie, por la falta de un invernadero adecua-

do a las condiciones climfticas requeridas,

-Posiblemente la actividad enzimética se haya visto disminuida 6 perdida

debido a log métodos de extraccibn utilizados,

Queda bien claro la necesidad que existe de continuar

con estos estudios que nos ayuden a resolver los problerag que 3¢ presentan
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cn el aislamicnto y purificacién de protefnas del guayule, que nos per-
mitan conocer més acerca de esta planta para poder aprovechar al mé-

ximo su potencialidad biosintdtica,
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A) ULTRACENTRIFUGACION

Si se agita una mezcla de arena y agus hasta for-
mar una guspensibn uniforme y luego se coloca sobre una mesa, la arena
comenzard a sedimentarse. Esta es una sedimentacién bajo una acelera--
cibndelxg.

En forma idéntica, moléculas de protefnas en solu-
"cién experimentaran la misma aceleracién en condiciones similares. Sin
embargo no se observarf una sedimentacién apreciable, hay dos razones
para esto.

La primera es que el peso efectivo ( peso de la par-
tfcula menos el peso del lfquido desplazado) de las moléculas de protefns es
mucho menmor que el de 10s granos de arena, consecuentemente su velocidad
de sedimentacién es mucho menor,

La segunda razén puede ser encontrada en el fen6meno
del movimiento Browniano ( de partfculas visibles). Este movimiento forti--
tuo es de origen térmico y puede resultar de colisiones de moléculas de sol-
vente térmicamente activadas con las partfculas mayores de solute, Debido a
que el movimiento impartido a las partfculas de soluto ;es al azar, ge produce
unasuspensién uniforme de estas partfculas, atin cuando el peso molecular de
ellag gea del orden de varios millones, Este movimiento térmico es, por su-
puesto, la bage del fenémeno de difusiébn. Para moléculas protefcas, que ten-
#an un pego molecular entre lO4 - 106. El movimiento térmico adquirido a tem-
porntu;-as cercanas a 300°K cs del todo suficicnte para mantener una suspensién

n



uniforme a 1 x g . Con el fin de producir una sedimentacién apreciable de
protefnas, se necesitan fuerzas gravitaciomsles més grandes para vencer
el movimiento térmico, 6, en otras palabras, para incrementar la velo-
cidad de sedimentacién arriba de la velocidad de difusién,

Para particulas del tamano de las protefnas, se
necesitan aceleraciones del orden de 105 - 106 x g y el instrumento que es
capaz de lograrla es la ULTRACENTRIFUGA,

Teorla

Las técnicas de separacifn por centrifugacién estén
basadas en el comportamiento de particulas cuando se les aplica un campo -
centrffugo. El rotor es un aditamento generalmente separable de la ultra -
centrffuga dentro del cual se coloca la golucién a centrflfugar ya sea en tubos

6 directamente .
Las partfculas ( soluto) estén normalmente suspendi -

dasen un medio l{quido contenido en un tubo que va colocado en un rotor, El
rotor ge acopla al eje central de la centrifuga.
Partfculas que difieren en dengidad , tamano 6 forma
gsedimentan a diferentes velocidades por accién de la fuerza centrlfuga, siendo
dirigidas radialmente hacia afuera, Este movimiento es determinado por la
velocidad angular del rotor ( w, en radianes por segundo) y la distancia radial
(r, en cm) de la partfcula al eje de rotacién, de acuerdo a la ccuacién;
G:-w2,r
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Ya que uns revoluciéa del rotor es igual a 2Wra-
dianes, 1a velocidad angular w del rotor, en revoluciones por minuto { rev/
min ) puede expresarse asf :

2 ¥ rev. min -1

y el campo centrffugo comaos
403 (rev/min)? r

Gs=
3600

E] campo centrffugo genersimente ge expresa como
el Campo Centrifugo Relativo ( RCF), en mfltiplos de g, 1a constants gra-
vitacional ( 980 cm/seg) de donde:

40 (rev/min)® ¢

RFC =
3600 x 9%

La cual se puede simplificar para dar:
RFC= 1,11 x 10°5 (rev/min)? r
La velocidad de sedimentaciln de una partfcula es-
férica depende no sblo del campo centrffugo aplicado, sino también del radio
de la partfcula y de la viscosidad del medio en el cual se encuentra suspendida,
E]l tiempo que tarda es inversamente proporcional a la velocidad de sedimen-
tacién y esta dado por:
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q ’ll Ia Y

.l vzr: (,’-,) Ye

t= tiempo do sedimenta ciln en ssgundos

7} = viscosidad del medio soporte o suspendiente

Vperadodels partfcula

,’9 = densidad de la partfcula
r.= distancia radial del ceatro de rotacién al menisco del Uquido
ry, = distancis radial del centro de rotacién al fondo del tubo

D - densidad del medio
De 1la ecuacién anterior se puede ver que a una ve -

locidad dada del totut.el tiempo requerido para sedimentar una poblacién
homogénea de particulas esféricagsesinversamente proporcional al cuadrado .
de su radio y a la diferencia entre su densidad y 1a del medio que lo suspende
y directamente proporcional a la viscosidad del medio.
Esta claro pues, que una mezcla heterogénea, de particulas aproximadamen-
te esféricas, puede ser separada por centrifugacién en base a sus densidades
y/o s su tamafo, dejdndolas el tiempo requerido pu'l~ su completa sedimen-
tacién en un campo centrffugo fijado o midiendo su grado de sedimentacién des-
pués de cierto tiempo, Es evidcnt.e la importancia que tienen la dengidad y --
viscosidad del medio; para lograr la separacién, Eata ha sido la base para la
separacién de organelos celulares de homogenados de tejido.
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Preparacién de Gradientes
El medio preferido para la preparacién d» gra-

dicntes de densidad es una solucién de sacarosa, la cual puede cstar a-
mortiguada o no. Las proporcioncs de algunas soluciones de sazarosa
m#s comGnmente empleadas estén dadss en la Tabla i .

Tablal

PROPIEDADES DE SOLUCIONES DE SACAROSA

CONncC, DENSDAD VISCOSIDAD (CPS)
plp p/v 0°C 20°C 0°C 20°C
2,49 2,5 1,010 1,008 1,80 1,08
4,92 5.0 1,020 1,017 2.04 1,13

12.01 12,6 1,050 1,047 2.64 1,43
23,15 25.4 1.100 1,085 4.45 2,24
43.11 51.5 1,200 1,193 19.80 7.94
60.74 78,6 1,300 1,291 275,00 66.1
68,68 92,5 1,350 1.340 2440.00 357.0

Los gradientes, por lo tanto pueden ger cacog;d:s de
acuerdo a las necesidades del proceso de aislamiento,

El Ficoll por ejemplo { un copolfmero de gacarosa y
epiclorihidrina, de peso molecular 400, 000 daltons, Pharmacia Fine Chemicals),
puede substituir a la sacarosa cuando se requicran gradientes de alta densidad

y baja pregibn osmébtica, Ficoll ticne la ventaja de que no penetra lag membra-
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nas celulares. Se utilizan smles de metales pesados como cesio y rubidio
para formar gradicntes de alta densidad, ‘

Lag tecnicas m4s comunmente usadas para la for-
macién de gradientes son dos:

a) Gradiente de Densidad Discontfnua. - Soluciones e
dengidad decreciente se estratifican cuidadosamente por medio de una pipe -
ta cn capas superpucstas en tubos de centrifuga . El tubo se centrifuga ba-
jo las condiciones experimentales apropiadas. Si la serie de gradientes dis-
contfnua se deja reposar, lentamente se va formando un gradiente linear con-
tinuo .

b) Técnica de Gradiente de Densidad Contfnua. - E1 mé -
todo mis comfin para producir un gradiente de densidad contfnuo es utilizando
el aparato especial conocido como formador de gradiente,

Este aparato consiste de dos chmaras cilfndricas ho-
radadas con precisién de idéntico difmetro. Las chmaras estén interconecta-
das en su bage por un tubo conteniendo una vélvula de control que permite que
ge regule el mezclado del contenido de lag dos cdmarag. Sc llena una camara
( 1a c&mara mezcladora) con la solucién mds densa, provista de un agitador y
una salida hacia los tubos de centrffuza. La segunda c&mara contiene la solu-
cién menos denaa, se ajustan lag alturas de las goluciones de las dos cdmaras
inicialmente por lo cual sus presiones hidrostiticas son iguales . Sc pone a

funcionar cl agitador y al abrir la vdlvula cl l{quido densgo corre hacia el tubo

76



de centrifuga y sc recomplaza inmediatamente en la c&mara mezcladora
por una cantidad cquivalente de la solucibn mcnos densa via la vélvula de
control, La golucién cn la camars mezcladora se mantiene homogénea --
por medio de una agitacién constante., Cuando se han llenado los tubos de
centrifuga, 1a densidad de la solucién en los tubos decrece lfnealmente.
Pueden producirse gradientes no lineales haciendo las dos cfémaras de di-
_ferente difmetro,
- Transferencis de los Gradientes, - Desples de centrifugar y ya que la se -
peracitn de partfculas se ha efectuado, es necesario transferir la solucitn
de los tubos cuidadosamente a fin de separar las bandas del material cen-
trifugado. La transferencia de los gradientes de los tubos de centrifugs se

puede hacer de muchas maneras.
Un método comdn es el de desplazamiento, Se pasa

una solucién més densa(perforando la base del tubo) y esto va empujando ha-
cia arriba 1as bandas formadas en la centrffugacién las cuales se colectan -

por medio de una pipeta,
Otro es colectand o fracciones, El tubo de centrffuga

es perforado en la base si los tubos estén hechos de celuloide o nitrato de --

celulosa, colocando un tubo fino a través del cual las gotas de la solucién
gradiente pasaran y podran ser colectadas y después analizadas usando un co-

lector de fracciones,
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B) LIOFILIZACION

Eg cl proceso de ''secado” por medio del cual e3
poaible preparar materiales originalmente hfimedos o soluciones acuosas
(generalmente de origen biolégico)este proceso de secado consiste en el
precongelamiento del material o solucién; una vez solidificado ¢l ,mate-
rial ocurre la sublimacién ( 2 ), que es el cambio del estado s6lido al --
gaseoso sin pamar por el estado lfquido.

La principal difrencia entre el secado de materiales
congelados y el de materiales "himedos" o en solucién, es la ausencia (o
presencia) de una fase mébil lfquida durante el proceso.

En el secado en fase sblida o liofilizacién, el trans-
porte lfquido no tiene lugar y el resultado es normalmente un producto poro-
8o y homogéneo.

Al congelar una solucifn acuosa, la mayor parte del
agua cristaliza obteniendose cristales de hiclo de agua pura, dejando un if-
quido concentrado entre los crigtales, posteriormente la solucién concentrada
congelara como una matriz en forma de cristales de hielo interespaciados, De
hecho, una muy fina separacién de moléculas dec agua y de soluto tienc lugar -
durante la operacibén de congelacidn . Posteriormente cn cl proceso de gabli-
macibn, e! agua cristalizada ge cvapora ( 2 ) ya que csto no sucede simultanca-
meate en todas las partes el material, ésta escapa come vapor directamente
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a los alrededores dejando una malla de poros dentro del producto, asf la
fraccién mis pequefia de agua contenida en la matriz del producto, entre
los poros, sc difundirg hacia el poro mfs cercano para escapar en forma
de vapor. Lo sobresaliente del proceso de liofilizacién es la asombrosa --
cualidad de retencifn de aromas; sin embargo hay cierta pérdida de aroma
en el perfodo inicial; pero al final del proceso los componentes del aroma

. parecen quedar resguardados en la matriz del material; el agua'pura” de
los cristales de hielo puede escapar sin arrastrar los componentes volétiles.
La fraccién de agua y los componentes volétiles en la matriz pueden escapar
por difusi6n a traves de la matriz del material, al sistema poroso, y es --
aquf donde 108 componentes arométicos son retenidos. En la practica el --
proceso de liofilizacién esta definido normalmente a través de tres paréme -
tros: velocidad de congelamiento (congelacién), vacfé de liofilizacibn y tem-
peratura de desorcibn (disipacién).

La velocidad de congelamiento puede variar dentro de
un rango amplio de acuerdo a las dimegiones del material en cuestién, la --
influencia de este parfmetro puede ser muy importante en la forma de la con-
figuracién de los cristales de hielo asf{ como cn la estructura final del producto
6 material liofilizado.

La rapidez de congelamiento ha sido sinénimo de gran
calidad, obteniéndose mejores resultados empleando altas velocidades de con-
gelamiento,

Sin embargo, el congelamiento lento puede dar una es-
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tructura més abierta al producto terminado, que pucde ser més favorable
para su reconstitucién . Altas velocidades de congelamiento pueden pro-
ducir una disminucién de color en el producto liofilizado. El vacfo de la
cémara liofilizadora cs el principal factarde control para la temperatura

de secado en el proceso de liofilizacifn, El vacfo debe permazecer taa alto
como sea posible durante el proceso para evitar que se alcance la tempera-
tura de fusién del producto,

El aparato liofilizador consiste escncialmente de una
cdmara de vacfo, una trampa de agua y una bomba mecénica de vacib, El -
vapor de agua desprendido durante el proceso es atrapado antes de llegar a
1a bomba de vacié, por agentes desecantes (agentes secadores) o condenga -
dores refrigerados.

El vacfo crea las condiciones necesarias (favorables)
para que se efectde la sublimacién, y ésta sblo se lleva a cabo si se le sus-
ministra calor al material congelado., La temperatura ambiente es usualmen-
te suficiente para lograr la lioflizacién, La generacién de vapor de agua del
producto congelado provoca el descenso de la temperauura hagta 21 punto donde
el calor perdido ( o disipado), debido a la zublima~ién, se cquilibra con el calor
ganado de los alrededores o con el calor aplicado,

Para un gecado més 2ficiente es cgencial que la temp»: -
ratura del producto pcrmaneczca tan alta omo gea posible pero gin fundir, La
reconstitucién del producto puede lograrse anadien:do la cantidal Iy aqun pae

ge cgtime necesaria y de acuerdo a los propbsitos desados,
80



Teoria

La liofilizacién es una operacién en la cual el agua
es transferida del estado sélido (hielo)al estado gaseoso (vapor de aguak
Fig. 1

Presi6n

Temperaturs

En el diagrama anterior observamos jue esta scpa-
racifn (sublimaci6a) puede efectuarse cuando la presién de vapor y la tem-
peratura de 1a superficie de hielo al que tiene lugar la sublimacién estéa por
abajo del punto triple (4.5 torr. y una temperatura cercana a 0°C, En la
fig . 2 se observa la relacién entre el vapor de agua del hielo y su tenipen-

tura debajo del punto triple,

Presibn
de
Vapor
del
Hiclo

Temperatura (20 )

-40 -290 -18 -7 0
Fig, 2 Pregibn d» vapor del hielo debajo del punto triple.,
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Tebébricameate en la figura sc representa la presién
de vapor de los alimeatos o material a lioflizar en funcién de )a temperatu-
ra, si cxiste una fasge de hiclo,

La liofilizaci6n ( sublimacién) difierc de otros mé -
todos de deghidratacién cn que estd ausente una fage lfquida.

Congideraciones Bisicas sobre la Trangferencia de calor y masa,
Un bloque de hiclo puede sublimarse transfiriendo ca-

lor por conduccibn a través del hiclo, o por radiacién:

Durante 1a gublimacién, el contenido de H,O de un
material se reduce de un valor inicial m ( en 1a capa congelada) a un valor
final m{( capa seca) la cual es determinada por ¢l equi librio con la presibn -
parcial del agua ( p’) en el espacio que rodea a la capa seca. Es posible que
exista una regifn de transicién ( o gradientes ) en donde no haya hielo visible
pero can mis humedad que 1a porcion ya seca ( m, ). Esta capa de traisicién

parece ser muy delgada,
Condengador Condensador
Te=0 Pc=0 Tec=0 Pc=0
G G
Tr
IR IERIE
Ti Pi Ti Pi
__Hielo Hielo

Fig. 3 . Representaciébn csquemética del proceso de sublimacién de un trozo
de hielo. a) Se desprecia la transferencia de calor b) Transferencia de calor
por radiscién a ls superficic,
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Un trozo de hiclo maatenido a temperatura constante
T; con una presibn de vapor correspondicnte ®; conectado a una trampa y un
condengador, con una temperatura T, tan baja que la pregibn de vapor corres-
pondiente ¢s despreciable ( P, ). Si suponemos que el espacio cntre el hielo y
el condensador no ofrece registencia. Bajo estas condicioncs idcales y un tan-
to irreales, la sublimacién alcaaza su rapidez ( tasa ) méxima Gpg .. Y sigue

1a ecuacién 1

= o -1
Gax = tasa méxima de evaporaciéa (Ibh ™)

A = frea de sublimacién ( ft2)
T; = temperatura absoluta del hielo (°R )
Py = presién de vapor del hielo ( Torr )

Kl = constante que depende de PM de la sustancia bajo sublimacién.

Para el caso del hielo Gmax queda dada por la ecua-

cibn (2).
2 447 1'\pt

max
\l T
i

En el caso ideal de arriba no hemo3s tomado en cuenta

el calor latente de sublimacién,



Ejonplo numérico, Si consideram:.3 un bloque de

hiclo a 15°F y un p‘ de 2 Torr y un &rca 1 1t2 cntonzes

G max - L’.‘.‘W.’ - 222bn"

Esta tasa de sublimacién requiere un suministro de

calor latente igusal a
(2221bh”Y) x (1200 BTU 1b!7) = 268, 000 BTU h-!

En realidad la liofilizacién ¢s un proceso de trans-
ferencias y resistencias de calor y masa y ambas ticn2n que considerarse

en un andlisgis dc esta operacifn, Fig. 4.

Condensador

Fig. 4. Representacién csquemitica de la transferencia de calor y masa
en lioflizacibn.

y la tasa de sublimacién cs

A (pi - pc) vessssssccnsaess (3



G = tasa de sublimacién
Rd = resigtencia de la capa seca ( alimcntos etc. )
R. = resistencia del espacio entre el alimeato y el condensador

K1 = congtante definida en la ecuacién 1

Al mismo tiempo hay que susministrar cl calor de
‘sublimacitn Hs .y
q
AHNs
en donde q es el flujo de calor en BTUh 1),
8i el calor de sublimacién es susminstrado por ra-

®00eccccccscsccscce (4 )

G =

discifn, todavfa la demanda de calor es grande ( no otstante la bucna con-
ductividad térmica del hielo ), ya que el gradiente de temp>ratura disponi-
ble es bajo ( Tw - Ti ) y por lo tanto sblo una capa delgada de hiclo puede ger
liofilizada con eficiencia.

En el proceso de liofilizacitn hay que efectuar lags tres

operaciones giguientes:

a) congelar cl material disuelto por medio dc bajag --
temperaruras,

b) Secar por sublimacién directa del disolvente conge -
lado ( H, O) generalmente bajo presién reducida,

c) Almacenar on cl cstalo seco bajo condiciones con-
v de presién de vapor), en contencdore3

dicioncg controladas ( ausencia de O,
8
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opacos hern:éticos, a veces llenos con un gas inerie,

La mayorfa d» los proluctos pucden conservaric on
csia forma por tiempo ilimitady y pucden reconstituirse a su cstado origi -
nal,
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C) CROMATOGRAFIA DEE PERM!.ACIO™

Eg la suparacibn dc molécalas 2n bage a 3u tam. -
no y forma m:lecular utiliza lag propiedades de "' tamizar" que presenta
una graa variedad de materiales porosos. Probablemente los més comba-
meate usados do tales materiales zon los del grupyo Compuestos Orgénicos
Poliméricos, los cuales poseen una matriz tridimsazional de poros ‘> les
conficren propicdades de gel . Un gran ntimero de materiatles s cncuen-
tran disponibles para este propbsito y su composicibn y porosidad gon cui-
dadosame ite coatrolados, por lo cual moléculag de un rango limitado de
tamalo pueden ser resucltas scleccionando el gel apropiado, El término -
filtraziéa en zel es utilizado para degcribir 1a separacién de mceléculas e
diferente tamaito molecular utilizando estos materiales, Recientemente se
han empleado esferitas de vidrio poroso como tamices o cribas moleculares
y se ha introducido cl término de cromatograffa controlaca sobre vidrio po-
roso para degcribir ¢sta técnica de geparacién,
El término cromatograffa de permeacién describe
todos los procesos de geparacién de moléculas usando tamices moleculares,
El principio general de la Cromatograffa de Permea-
cibn cg hagtante simple, una columna de partfculas de gel o grénulos e vi-
drio poross estdp cn ~quilibrio con 1n golvente conveniente para laz nolé -
culag pue va1 a ser geparadas, Las moléculas grandes a geparar gon total -
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mente excluidas de los poros, pasaran sblo a través de los espacios inter-
sticiales, otras mis pcyuenas serdn distribuidas entre el solvente del in-
terior ydel exterior del tamiz molecular y pasardn a través de la co-
lumna a baja velocidad. Los pasos seguidos en este proceso estan re-
presentados en la fotograffa que ilustra este principio.

Teoria
El solvente abgsorbido por un gel hinchadoesta

disponiblepara el soluto en un grado tal que depende de la porosidad de
las particulas del gel y del tamafio de las moléculas de soluto. Asf, la
distribucion de un soluto en una columna de gel dilatado esté determi-
nada exclusivamente por el volumen total del disolvente, es decir el que
se encuentra dentro y fuera de las partfculas del gel.

Para un tipo de gel dado, la distribucion de un so-
luto particular entre el solvente interior y el exterior es definido como
Kd (coeficiente de distribucién) que esté en funcion del tamafio molecu-
lar del soluto.

Si el soluto es grande y es completamente exclu-
ido del solvente interior del gel, Kd=0, mientras que si el goluto es lo su-
ficientemente pequefio para ganar una completa accesﬂ;utdnd del golvente
interno, Kd =1,

Debido a la variacién en el tamafio de los poros
de un gel dado, hay clierto solvente interno que serf aprovechado y algo

que no es disponible para solutos de tamafo intermedio, entonces cl Kd
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varia cntre 0y 1. Eg csta completa variacion del Kd entre estos dos
limites lo que hacc pogible la separacion de solutos con rangos de ta-

mafo molecu lar pequeno al pasar por un gel dado,

El volumen de elucién Ve, dec un soluto depende
del volumen externo de las partfculas del gel Vo (tambien llamado vo-
lumen muerto), de su coeficiente de distribucién, y del volumen interno
de la matriz del gel mismo Vi:

Ve= Vo+Kd * Vi evesesssssccccsasll)

El volumen interior Vi, puecde ser calculado, co-
nociendo el peso scco del gel "2, y la cantidad de agua absorbida Wr,
de donde :

Viza.Wr ceescssssessscssdl2

El valor numérico de Ve para un soluto dado va-
ria con el tamafio de la columna, mientras que Kd es un valor caracter-
fstico para el soluto y es independiente de la geometria de la cama del
gel.

Para dos substancias ds diferente peso molecular
y de valores Kd' y Kd'' la diferencia en sus volumenes de elucibén Vs, es-
t4 dado por :

Vg = Ve' - Ve' = (Vo + Kd' Vi) - (Vo + Kd'"' Vi)

Vg = (Kd' -Kd'') Vi

De esta manera, para lograr una completa separa -
cibn de dos substanciag, el volumen en que ge aplique la muestra no de-

be ser mayor a Vs, En la practica, ge observan desviaciones del com-
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portamiento ideal debido a un empaquetamiento defectuoso de la colum-
na, por lo que resulta aconsgejable reducir el volumen de aplicacién de
muestra abajo del valor de Vs, dado que la razén del volumen de mues-
tra y del volumen interior del gel afecta tanto a la buena scparacion y
al grado de dilucién de 1a muestra, Las ecuaciones (1) y (2) pueden ser
utilizadas para calcular el volumen 8ptimo de cama para una purificacién
dada.

El metodo de cromatograffa de permeacitn 6
filtracién en gel, recibe algunas veces el nombre de ''tamiz molecular",
pero esto puede dar una impresi6n errdtica, ya que cuando particulas
de diferente tamafio se tamizan a través de un cedazo o malls, las mo-
léculas pequefias emergen o pasan el tamiz primero, mientras que las
grandes son retenidas, opuestamente a lo encontrado en la filtracién en
gel

La fase estacionaria ( empacada en una columna)
consiste de camas de partfculas generalmente esfericas que contienen nu-
merosos poros que ge llenan de la fase mowil, Cuando la muestra proble-
ma que se desea separar, es aplicada a 1a parte superior de la colum-
ns, las moléculas grandes, incapaces de penetrar en los poros de las par-
tfculas que forman la cama, son cluidas primero por la fage mévil, Las
moléculas pequefias que tienen acceso a los poros son clufdas después
de lag moleculas ma3 grandes y en orden decreciente de tamafno, Para

protefnas globulares el volumen de clucién depende directamente del pe -

8o molecular,
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Comu sc obscrva con la fig. 5 ( cromatograma)
las moleculas grandes son cluidas en el volumuen intersticial Vz (comun-
mente llamads volumen Vo), las pejyuenas que penetran completamente
la cama, eluyen en un volumen correspondiente sl volumen intersticial
més el volumen interno de las partfculas porosas; Vo + Vp, en donde
Vp es el volumen contenido cn los poros. St cl volumen del esqueleto
6 matriz es designado Vm, el volumen total de la columna seré:

Vt=Vo+ Vp+Vm

Las moléculas de tamafio intermedio eluyen entre
el volumen intersticial Vo y el volumen Vo + Vp, este valor recibe el
nombre de volumen de elucién Ve, Se puede expresarun factor de dis-
tribucion Kd para la porcién de volumen de poro disponible para una
molécula como sigue:

Kd=(Ve -Vo) /Vp

Cuando se grafican los Kd contra los logaritmos
de los pesos moleculares, se obticne una curva de calibracién, que nos
muestra el rango de fraccionamiento para compuestos homélogos, tales
como protefnas globulares,
Eficicncia de_la separacién, - La scparacién o resolucién (R) de un siste-
ma de dos componentes depende de a) la gelectividad y b) del efecto de
ensanchamiento dc la banda :

R ——

(W« W) /2
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a) La selectividad. - En una verdadera filtracion en gel depende ente -
ramente del carfcter de la fage estacionaria, como tamafio de poro, su
distribucién y el volumen total de los poros.

b) E1 efecto de ensanchamiento de la banda .- Egte es causado por la fase
estacionaria, por la forma en que ha sido empacada la columna, asf
como por las condiciones escogidas para la separacién, Estos efectos

se expresan en términos del numero tebrico de platos (N ) 6 de la al-
turs equivalente para un plato tebrico ( H 6 HETP ) :

2
N~ 16 [;‘l]
H = longitud de la columna

De donde para obtener :
- Buena sclectividad ----------- ceme--pAV
- Menor ensanchamiento de bandas ----- # valores ‘pequefios de W ---
------palta resolucion para valores grandes de N (6 valores pequenos
de H ),

Influencia de la porosidad de la columna, - En la filtracion en gel, la

separacibn csta bagada cn la exclugiébn completa 6 parcial de ciertos com-

poncritos de una muestra cn su transito hacia el 1fquido atrapado en los po-
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r 3 de la fage estacionaria, Para llevar a cabo la scparacién. el tama-
no del poro debe corresponder al tamano figico de las moléculas de la

nuestra. Ademés, el tamano del poro determina la medida de las mole-
culas m&s grandes quc pucden ger separadas por un gel ( limite de ex-

clusién ),

Como se mencioné anteriormente, la gelectivi-
dad de una verdadera filtracién en gel esta restringida sélo por las pro-
piedades de la fase estacionaria, El tamafio del poro determina el rango
de fraccionamiento, mientras que ¢l volumen del poro ( Vp ) define la
distancia entre el primer componente ( excluido ) y el Gltimo ( total -

mente incluido ).
A fin de reforzar la estructura del gel, muchos

fabricantes incrementan el volumen de la fase estacionaria, esto cau-
sa una inevitable pérdida de eficiencia en la separacién creando un me-
dio con menos poros.
Influencia de la velocidad de flujo. - En principio, el efecto de ensancha-
miento puede ser atribuido a tres factores:
- A la difusitn regresiva ( contraria al flujo ), debido a la dispersién de
los espacios entre las particulas, '
- A |a difusin axial en la fase mévil,
- A la dispersién debido a una incompleta transferencia de masa.

Egtas tres determinantes de la amplitud de banda

se relacionan en forma diferente con la velocidad de flujo.
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El efecto de la difusién contraria ze reduce me-
jorando la calidad del empaquetamiento de la columna, La difusién axial
c3 inversamente proporcional a la velocidad de flujo. L.a dispersidon
debido a la transferencia de masa se incrementa al aumentar el flujo.
Influencia del_tamafio de particulas del gel, - Se ha mostrado por me-
diciones empiricas que el tamafio de particulas del gel (dp) influye en la
amplitud de banda de la siguicnte manera:

- La difusién regresiva , aumenta linealmente con el tamafio de par-
ticula .

- La difusién axial no es afectada por el tamafio de las partfculas.

- La dispersifn debido a una incompleta transferencia de masa se in-
crementa linealmente con dpz .

La validez de los enunciados anteriores estén res-
tringidos a particulas de cierto rango de tamafio. Sin embargo en tér-
minos generales, un gran tamano de part{cula significa :

- Un répido descenso en la eficlencia de la separacién cuando se came
bia de una velocidad de flujo éptima a otra més alta.
- Una velocidad de flujo 6ptima baja.

De esta manera fases estacionarias de pequenas
partfculss son usadas para lograr una alta resolucién a velocidades ra-
zonables,

La desventaja de lag partfculas pequenas es que
provocan una gran resistencia al flujo ( con una concomitante necesidad

de usar relativamente altas presiones) asf como dificultades en su em-
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paquetamicnto dentro de la columna,

Influencia del peso _molecular, - La influencia del peso molecular de
los componentes de la muestra, sobre la amplitud de la banda se des-
atiende cn cromatograffa lfquida. La baja velocidad de difusién de las
biomoléculas grandes, requiere un tiempo mayor para el equilibrio.

El peso molccular de la muestra influye en el
ancho de la banda de la siguientc manera :

- La difusiébn regresiva permanece inalterada.

- La difusién axial decrece al incrementar el pesgso molecular,

- La difusi6n debido a la incompleta transferencia dc masa aumenta
considerablemente al incrementar el peso molecular,

Asf, la maxima resolucién de muestras de alto
peso molccular, tales como protefnas, se consigue con velocidades de
flujo reducidas, es decir, a bajas presiones de trabajo.

A 1a luz de los topicos discutidos en las secciones
precedentes, sc concluye que un buen desempeno de la filtracién en gel
demands, para cl caso de protefnas, un medio que contenga :

- Pequefias particulas para una mejor separacién.

- Poros grandes para un rango de fraccionamiento conveniente.

- Un volumen total de poro ( porosidad ) grande para una buena sepa-
racién,

Ademés, la composicién fisico-qufmica del gel

debe de reunir cicrtos requisitos béisicos :
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- Rigidez para un mejor empacamiento.
- Ser inerte para compuestos biolégicos lbbiles.

- Nula adgortividad para una aslta recuperacién y para un verdadero me -

canismo de filtracién cn gel,

- Egtabilidad, pars un tiempo de vida larga,
Finalmente ¢l medio de scparacién debe ser

corrido bajo condiciones apropiadas :
- A bsjas velocidades de flujo para lograr del sistema la inherente

eficiencia de separacién,

Kd=0
Kd=1

Aplicacién

|

— Y,
~ - A’
Vo Vp Vm

Fig. 5. Cromatograma de la clucion de una muestra de dos componen -
tes; uno de ellos es completamente excluido del golvente interior del
gel (Kd=0), el otro es lo suficientemente pequefio para tener accesibi-
lidad al golvente interior del gel (Kd:=1),
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D) TECNICAS ELECTROFORETICAS

1) ELECTROFORESIS

Elcctroforesis significa migracién d2 partfculas
cargadas en un c ampo eléctrico, La primera publicacién sobre la apli--
cacibn de esta técnica, que atrajo mucho interés fué la de Tisel jusquicn
separb y caracterizé macromoleculas electroforeticamente. (12 ),

Teorfa

Una partfcula cargada en un medio aislado experi-
mentard una fuerza si se le aplica un campo eléctrico, La partfcula se --
movert a una velocidad v; determinada por su carga q, por el campo clé-
ctrico E, y por el coeficiente de friccién f producido al pasar a través --
del medio. Asf tenemos :

Eq = fv (1)

El coeficiente de friccién f de 1a partfcula es una
medida de su tamano hidrodinémico. La movilidad de la partfcula es la -
velocidad impartida por un campo eléctrico externo dado,

v

Movilidad - ’j = E f

Esta cs generalmente una constante caracter(stica

de 1a especie iénica cn particular,

Aunque la relacién indicada arriba pucde verificarse

experimentalmente, existen otros factores que afectan las movilidadeg e
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partfculas con carga, asf qu> la3 movilidad>s observadas no pucden ser
usadas para determinar cargas netas reales, o coeficientes de fricciéa,
De aquf quc la clectroforesis sca usada como criterio de purcza de subs-
tancias, y en menor grado comu un método de preparacién,

Muchas moléculas, biolégicas importantes (amino-
scidos, protefnas, &cidos nuclé icog, etc,) poseen especies cargadas electri-
camente , cationcs (+) y aniones ( -), que se moverén cn una cuba de --
electrSlisis hacia el cétodo (polo negativo) o hacia el €nodo (polo positivo),
de donde reciben su nombre.

Afin moléculas con cargas similarcs tendrén dife-
rentes relaciones de carga/masa debido a lag diferencias inherentes a su
peso molecular, En consecuencia estas diferencias forman la base para -
uns migracién diferencial al someterlas a la accién de un campo eléc trico,
Esto es el principio de la electroforesis,

Las protefnas son mezclas complejas de aminofci-
dos y tienen cardcter anfotérico 6 lo que quiere decir que pueden existir con
cargas positivas, negativas o sin carga, dependiendo c'lcl pH del medio que
las rodea. Las cargas dependen de los grupos amino o carboxilo de la pro-
tefna: En el grufo NH’S -R -COO’ la carga positiva ( NH;) cancelaala --
negativa ( COO") dejando una cargs ncta de cero, cuando csto ocurre se dice
que csté cn su punto igocléctrico ( pl ), es decir no emigrars en un campo

eléctrico.
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Si una pro‘cfna se coloca cn un medio &cido, con

exceso do iones HY estos se combinan con la protefna como sigu::

H' + NI -R-COO™ ----- ®NHj -R - COD
confiricndole una cargas positiva, porque los grupos carboxilos quedan pro-
tonados y no tienen carga cléctrica. Algo parecido ocurre si la protefna cs
colocxia en un medic alcalino, adquirirg una carga ncgativa.

O + NHy- R - COO" ------ ® NH,-R-COO +H, 0

Asf las protefnas tomarén las cavacteristicas de -
las goluciones amortiguadoras .

En 1a electrolisis, si colocamos dos electrodos en
agua cbscrvamos que cl pago de corriente es restringido, por la ausencia
de iones que actufn como transportadores de corriente, Durante la electro-
lisis de una solucién salina diluida se producen iones OH™ e H' en el citodo
y el €nodo respectivamente: El generador § bateria forza los electrones al

ctodo y los saca decl dn0do cerrando el circuito.

Cttodo
2¢”  + 2H,0 ----ee- -» 200 + Hzf
Anodo
S o2n" + 1/2 0 + 22
Dosg clectrones del cétodo reaccionan con, 2 molé-

culag ic agua, formdndos: H, d:3gHués de saturar c scapa como gas, perma-
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necicnido los Ol ¢n la solucién; 103 ton2s se mueven ¢n ol quido (con-
ductividad i61ica) siendo atrafdos por los clectrodos.,

El agua pura tienc muy baja conductividad elécirica.
pero mu:has gubstancias la coaducen Yica, debido a que el soluto disuclto
sc ha disociado cn iones que transportan la corriente,

En la clectroforesis ademas d> las protefnas que se
van a separat y que deben de cstar fuera de su pl se necesitan otros ioacs, -
para que la corcieate pueda transpoctarse en forma hom. zénea ( 9, 11),

En la electroforesis un ibn o grupos con carga, cmi-
grard hacia uno e los »lectrodos cuando es colocado ca un campo cléctri--
co, La mezcla a separar ge aplica como una estrecha zona a una distancia
conveniente de caia 2lecirodo; al ocurrir la migracién dos diferentes compo-
nentes se mu2ven a difercntes velocidades y lentameate se irén separando --
unos de otrus en direccién de la migraciba e3 dxcir hacia el electrodo d> carga
opuesta al i6n,

Hay dos tifos de electroforesis : Electroforesis li-
bre, donde las protefna3 3» separan en un medio lfquido y Electroforesis
d> zona, donde la mu:stra ~3 apliceda gobre un goporte( papel, acetato de ce-
lulosa, agua, almidén, poliacrilamida). Aquf las protefnas van formendn zo-
nas, Este tipo dcelectroforesis( 13, 14 ) se utiliza cuanido sc desca fijar las
protcfnas 6 moléculas scparadas por clectroforesis, drad> puedan d2snatura-
lizars:, wntrsc:y congcrvarse,
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Ln la actualidad la clectroforesis casi no s cfc-
cl@ia ca solucién libre, sino qu: la solucién deelactroforesis es maateni-
da cn un mecdio cstable, tal como tiras de papel, o en geles diversos., En
el primer cago cl papel c3 répidamente sccado cn un horno; en el segundo
cago cl gel e3 colocado en un fijador, el cual precipita las substancias -
cxaminadas pcrmanecicndo asf cn su correcta pogicién de migracién, o
con alghn coloraite con cl cual sc produce una precipitacién al formarse
un producto de reaccién ingoluble,

Se necesita ademas de las protefnas a scparvar (con
carga para que emigren) otros iones, ya quc la corriente cntre los electo-
dos debe ser la misma, para que donde las pro‘efnas no la transportan los io-

nes pcqueitos deben hacerlo, requiriendose una solucién electrfcamente --
homogénea, De donde se¢ desprende que es convenicente contar con un dis--
positivo Jue mantenga congtaite la corriente a través del soporte y medio -
lfquido. Al principio se observa una variacién del potencial, alcanzéndose
casf inmediatamente un valor constante,

Goay - Chapman y Debye -Huckel, al analizar la dis-
tribucibn de iones pequefios alrededor de una partfcula o macromolécula --
cargada cléctricamente y presente en una golucién salina (15 ) encontra-
ron foncs de carga opucsta en alta concentracién y préximos ala
de 18 guperficic de la parifcula, Fsto forma liscontinuidalcs de concentra-
cién, La unién de fones a la protéfna afccta dircctamente su carga y por lo
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tanto su movilidad. Ademds los contraiones forman ina nube de carga
opuesta alrededor de la protefna. Estos contraiones ( iones pequenos
de carga opucsta ) pueden cstar hidratados v se produce una repulsitn
clectrogtdtica a corta distancia, la nube de iones se separa de la pro-
tefna . Asf que durante la clectroforesis la protefna se mucve en forma
irregular hacia el electrodo apropiado, cada vez que la protefna se des-
plaza la nube de contraiones se rezaga momentaneamente, formfén-
dose un campo electrostético que se opone al campo aplicado, asf que
la protefna experimenta un campo eléctrico neto disminuido, esto se tra
duce en movilidades menores, Ademés los iones que se estén movien-
do en direccién opuesta llevan una considerable cantidad de disolven-
te ( hidrataci6n ) y la protefna por decirlo asf ge esté moviendo contra
un flujo de disolvente ( efecto electroforético ) reduciendo su movilidad,
Algunos parfimetros que afectan la movilidad electroforética,

La separacin depende tambien de la fuerza del
campo eléctrico en el sistema, asf como de la fuerza iénica de los tam
pones.

La fuerza de campo significa nimero de volts por
cm, Por ejemplo, si los electrodcs se encuentran 'sepandos 20 cm
y el voltaje aplicado es de 400 volts, tendremos una fuerza de campo
de 20 volts/cm, Mientras més préximos estén entre sf el anodo y el
cfitodo mayor es Ia fuerza y més répida la migracién, La velocidad de
migracfén (M) de una pertfcula con carga cs indirectamente proporcio-
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nal al csgpacio (c) entrc los electrodos y directamente proporcional al

voltaje.

St se aumenta el tiemp>o se aumenta la distancia
(d) que cmigra. Asf tecnemos:

M= X——‘——’_
e

M = movilidad

= distancia
v= voltaje e = distancia entre electro-
dos (cm)
t= tiempo en segundos
ls ecuacién anterior nos da:
d e = vt /4

y M =de ;enunidades: cm cm . cm

vt volts seg. volts seg.

as{ la movilidad queda expresada en cm?/ volt seg.

Al disminuir la conductancia del sistema, lo que se
logra disminuyendo la fuerza i6nica de !os tampones, el resultado es que -
los componentes de la muestra a separar se moverén més répidamente, ya
que la clectricidad es transportada por los iones, al haber menos iones de -
tampbén con relacién a los de la muestra, mayor sers la el ectricidad que --
estos Gltimos llevarén,

Otro cfecto cs que el movimiento de iones rodeados
por iones de carga opucsta cg retardado por la atraccién de estos Gltimos,

asf que cl aumentar la concentraci6n del tampon tiene un efecto doble redu--

ciendo la velocidad de migraci6n ( la cual no sufre aeleraciébn como podria
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esperarse sino quc su velocidad es aproximadamento constante),
f - Qx E

f- fuerza ejercida sobre la partfcula

Q= carga de la misma

E = fuerza del campo

Esto se debe a que la partfcula se mucve a través
del medio tampon, y encuentra una fuerza retardante causada por la vis-
cosidad del medio, Esta fuerza ha sido expresada por Stokes (17),

La fuerza ibnica de /l=l£mc2dondemesh
molaridad ( molalidad ) y c es la carga del ion. 2
Electroforesis en geles

Aunque existen diversos soportes ( papel, almidén
agaross), s6lo me referiré al de poliacrilamida, Estos estfn excentos de
cargas y el tamafio de los poros depende de la concentracién total de acril-
amida y del grado de enlaces cruzados ( el paso es menor al aumentar la
proporcién de bis acrilamida).

El paso de 1{quidos ofcctuado a través de los -
poros de un gel se puede deber a la presién hidrostética o a la electroen-
dosmosis o a ambas; este flujo puede arrastrar moléculas no cargadas.
Existe adémas de 1a movilidad por carga otro efecto de tamizado, imparti-

do por ¢l gel a moléculas de diferente tamafio . Las protefnas a separar
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deben caber por los poros para que pucdan emigrar de acucrdo a 3us

cargas,

Las separaciones clectroforéticas zonales se -
producen en base a la magnitud de la carga.

Electroforesis en geles con SDS:

La poliacrilamida en presencia de un detergente
como el sulfato de dodecil sédico ( SDS ) cs una de las técnicas mas am -
pliamente usadas para la separacién efectiva de protefnas, en particular
para determinar su peso molecular (9 ) . En esta técnica las protefnas
son desnaturalizadas por cl detergente SDS y colocadas sobre un gel de -
poliacrilamida -SDS equilibrado con una solucién amortig uadora que con-
tiene el detergente y sometidas a un campo electrico, los polipéptidos-SDS
cargados negativamente ( debido al SDS ) s¢ moveran hacia el énodo a una

velocidad dependiente del peso molecular (10 ),
Si graficamos la movilidad electroforética relativa

de una serie de protefnas bien caracterizadas contra cl logaritmo de sus
pesos moleculares obtendremos una lfnea recta, en ésta podemos determi-

nar cl peso molecular de una protefna no caracterizada, conociendo su mo-

bilidad electroforética,

Fn su cstado nativo, lag cadenas polipeptfdicas de una
protefna globular estén cstrechamente plegadas formando una estructura tri-
dimesional ,

Al ger tratadas con SDS en prescncia de un agente --
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reductor se provoca cl desdoblami>nto dc las cadenas peptldicas agsumien-
do una cstructura recta rfgida com. varillas cn la cual ¢l nicleo polipep--

t{dico cst& cubierto por muléculas de SD3,

Protefnas de alto peso molecular ligan més SD3
que aqellas de bajo peso molecular, Dado que la molécula SDS ticnc una
carga neta negativa a pH ncutro los polt péptidos-SDS mé&s grandes cstén car-
gados més negativamoente que los polipéptidos -SDS mas pequefios .

De hecho, la molécula dc SDS sc une al polipéptido
con una relacién de peso constante, corrcsponediendo més o menos una --
molécula ligada por tres enlaces peptfdicos. En otras palabras en los poli-
péptidos-SDS, 1a carga por unidad de peso es constante. Dado que la fuerza
eléctrica que esté actuando sobre una partfcula es directamente proporcio-
nal 8 su carga neta, La relacién anterior quiere decir que la fuerza eléctrica
por unidad de peso es también constante.

El tamafio de poro promedio del gel dpende de la con-
centracién de los monémeros de acrilamida y bis-acrilamida usados durante
1a polimerizacién . Al iniciar la corrida clectroféretica todos los polipeptidos
-SDS entran cn la misma posiciébn y empiczan a moverse bajo la misma ace-
leracién cuando sc aplica ¢l campo eléctrico,

I.as moléculas pequenas pucden viajar a través de los
poros de poliacrilamida més facilmente que las moléculas grandes,
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‘tal situacién permite la scparacién de polipepti-
dos de diferente pes) molecular bajo la permisa que cstas moléculas tu-
viecran formas sinmilarcs, de csta mancra las difcrencias en peso molécu-
lar cstarén recfcjadas cn diferencias de tamano. Todos los polipeptidos-S DS
ticnen una forma rfgida similar ( Como varillas ), las cuales ticnen un -
cje menor ( 18 A°) constante y un cje muyor depandicnte del peso molecu -
lar,

En clectroforesis de poliacrilamida-SDS, el gel es
una malla contfnua de poros y no conticne un cspacio cquivalente accesible
al solvente externo, De este moudo a diferencia de la filtraci6n en gel, todas
las moléculas =n electroforesis en gel no tienen otra opcién que viajar a --
través de los poros. La scparacién puede realizarse también en otros me-
dios o sportes tales como almidén o agarosa, si la concetracién de materia
prima de estos geles fuera lo bastante alta para producir poros de tamafio -
pequefio, dentro del rango de tamafio de las moléculas protefcas que van a
ger gseparadas.

La determinacién del peso molecular es una infor -
macién bésica importante en la caracterizacién de unl' protefna.

Los bioqufmicos dedican bucna parte de su tiempo
al aiglamicnto, identificacién y caracterizacién de las protefnas y la electro-
foresis es otra herramicnta que ha permitido un avance notable cn cste cam-
po.
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Factores quc afcctan la velocidad de migracién, -

Dada la rclevancia que tienen y aun quc algunos de
cllos ya han sido muncionadas anteriorm nte los agrupamos de la giguicnte

manera:

La mucstra, La naturaleza de compucstos cargados
afectan sus velocidades de migracién de diferentes maneras.,

i) Carga. La velocidad de migracién aumenta con un increm.nto en la carga
neta, 1a magnitud de la carga es generalmcnte dependiente del pH,

il) Tamano. La velocidad dc migracién disminuye para las moléculas més -
grandes, debido al aumento de las fuerzas electrostéticas y de friccién cjer-
cidas por el medio.

iil) Forms . Moléculas con tamafios similares pero diferentes formas por
ejemplo protefnas fibrosas y globulares exhiben diferentes caracterfsticas de
migracién causada por el efecto diferencial de las fuerzas electrostéticas y

de friccibn.

lacién entre la corriente A ( en ampers ), el voltaje V ( en volts ) y la resis-
tencia ( en Ohms ): A= V/R , La geparacién de iones en un campo eléctrico

estd influenciada por los sigulentes tres factores:

i) Corriente., Como la corriente en la solucién entre los electrodos es con-
ducids completamente por el buffer y los ioncs de la muestra, la velocidad de
migracién es directamente proporcional a la corriente , La distancia recorri-

da por los fones serk proporcionsl al ticmpo durante el cual la corriente cs
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aplicada, por lo lanto para wm mixima reproducibilidad, la corricnte
debe ser mantenida constante durante la clectroforesis., Por supucsto
quec debe usarse siempre corricnte dirccta,

il) Voltaje. Egste rige la corricnte y por consiguicnte la velocidad de
migracién es proporcional a la dif ercncia de potencial a través dol me -
dio de soporte, estc es cl gradiente de voltaje expresado generalmente
en Volta/cm ( el voltajc aplicado dividido entre la longitud del mudio
soporte).

iii) Resistencia. La velocidad de migraci6n es inversam.nte proporcio-
nal a 1a resistencia la cual depende del tipo y tamano del medio soporte
y de la fuerza ionica del amortiguador. La resistencia aumentart con
1a longitud del medio soporte y ambos decreceran al aumentar al ancho
del medio y la concentracién de iones del amortiguador, El calor es pro-
ducido durante la clectroforesis a una velocidad igual a A2R watts y la
registencia decrece al aumentar la temp2ratura,

Consecuentemente si el voltaje permanece cons-
tante ¢l calentamiento produciré un incremento en la corriente y en la --
evaporacién del solvente del medio,

El amortiguador . Este determina y cstabiliza cl
pH del medio soporte y afccta también la velocidad de migracién de los
compuestos de difercntes formas:

i) Composicién., Pucsto que cl buffer actia como disolvente de la mucstra,
cierta difusién de la mucstra cs incvitable, Esto e3 particularmente no-

table para moléculas pcquenas tales como aminoécidos v azGcares,
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La difusibn pucde ser minimizada corriendo las
muestras cn bandas mas estrechas empleando alto voltaje para perfodos
tan cortos como sca posible y removiendo y secando répidamente des-
pués de que la separacibn se ha efectuado,

ii) Concentracién., Si sc incrementa la fuerza i6nica del amortiguador
la proporcién de 1a corriente transportada por el amortiguador aumenta -
r& y la parte de la corriente transportada por la muestra disminuirg y
asf lentamente su velocidad de migracién, Una alta fuerza i6nica del amor
tiguador incrementard sobre todo la corriente y por ende la produccién

de calor,

A baja fuerza i6nica la proporelc:-t de la corriente
transportada por el amortiguador decrecerd y la parte de la corriente tra
nsportada por la muestra aumentard, incrementando asf su velocidad de
migracién, pero la difusién y la resultante pérdida de la resolucibn se-

rén mayores,

De estdé manera la fuerza i6nica debe ger escogida
y seleccionada generalmente dentro de un rango entre 0.05 - 0,10 mol/ ml
Fuerza iénica = Jz.f_c z2  en donde C es 1a con-
centraci6n molar de un i6n y Z es su nimero de c&rgl..
iii) pH, Este tiene un efecto pequefio en compuestos completamente i6-
nizados tales como sales inorgll;icus, pero para compuestos argénicos
el pH determina el grado de tonizacién, po lo cual su velocidad de mi-
gracién dependers del pH,
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relativamente incrtes como medio de soporte, la composicién precisa

del medio ticne varios efectos sobre la velocidad de migracién de un com
puesto, ¢l medio escogido 3penderd del tipo de muestra,

i) Adsorcién, Eg la retencién de las moléculas de la muestra por ¢l me-
dio soporte causando una disminucién de la resoluci6n dec separacién, la
adsorcién pucde disminufr también la velocidad de migracién,

if) Electro-osmosis (Electro-endoosmosis), Este fenémeno es provo-
cado por la carga relativa producida entre las moléculas de agua del amor
tiguador y la superficie del medio soporte, La ionizacién de grupos en

el medio soporte y la superficie de adsorcién de los iones del amortigua -
dor provocan generalmente ibnes oxonfum ( l-l:‘o+ ) producidos de las mo-
léculas de agua, ya que estan cargados positivamente migrarén hacia el
cétodo acarreando substancias neutras disueltas, acelerando el progre -
30 de los cationes y retardando a los aniones, Este efecto puede ser ig-
norado, pero si ge trata de determinar los puntos isoeléctricos de deter-
minados compuestos, entonces se debe tener en cuenta, normalmente sc
calcula corriendo moléculas neutras tales como urea o glucosa y midien-
do la distancia de su migracién, Este efecto es de menor proporcién en
geles de acetato de celulosa o poliacrilamida que en papel o gel de almi-
dén.

i) Tamiz molécular, Egto es lo preponderante de la electroforesis cn
gel en donde las propicdades de criba molecular de un mcdio soporte sec-
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mi-rigido ( cl gcl ) ayuda a scparar compucstos ibnicos grandes, como
protefnas, las cuales no difiercn solamente en gu movilidad electroforé -
tica sino tamhién en su formu y tamafo.

El tama‘to de poro de los geles pucd> ser variado
de acuerdo al andlisis en particular deseado, El principio de tamiz mo-
1écular de geles de agar, almidén y poliacrilamida es que el movimien-
to de las moléculas grandes es obstruido en mayor forma al diaminuir cl

tamafo de poro como resultado del incremento en el entrecruzamiento de

las cadenas poliméricas del gel.

Agf pues, cs necesario tener en cuenta estos fac-

tores para un corrccto desarrollo de las tecnicas electroforéticas.






2) ELECTROENFOQUE

El electroenfoque difiere de la electroforesis con-
vencional, en que el pH no se mantiene constante a través de todo el sig-
tema, En aquel cada componente de una mezcla emigra electroforética -
mente en un gradiente estacionario de pH, hasta alcanzar un estado ( in-
variante ) constante, enfocdndose o concentréndose cada uno como una
banda en su punto isoeléctrico ( pl ) respectivo y quedfndose allf. ( 9, 11),

La técnica requiere pues un gradiente de pH egtable
entre el 4nodo y el cfitodo. Esto se logra por la electrflisi s en agua de
una mezcla de anfolitos de peso molecular bajo que se llaman anfolitos

acarreadores.

No es necesario aplicar la muestra como una ban-
da angosta en electroenfoque, porque las bandas de cada componente se con
centran solas pudiendo separarse protefnas que difieran en centésimas de

unidad de pH, Cada componente emigrarf ( se enfocarf) a su punto iso-

eléctrico,
En todas las electroforesis se hace uso del hecho de

que cada protefna tiene carga neta que varfa con el pH de su ambiente,
Cuando pasan de un pH bajo a un pH muy alto la car-
ga neta cambia en forma continua de + a -, A un pH definido la carga ne

ta es igual a cero; este es el pl,
Asgf, una protefna introducida a este gradiente a un

pH por debajo de su pl, contendrs una carga positiva neta y bajo la influen-
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pl la carga ncta decrecerf gradual te alc do finalmente la posi -
cién de su pl, donde la carga neta serf cero y la migraci6n cesaré.

Si por el contrario se colocase una protefna a un
pH mis alto que su pl, su carga neta serf negativa y la protefna migra-
rd hacia el énodo, y en forma similar sers fijada a su pl. Por lo tanto
cada protefna terminaré su migracién como una zona muy angosta y en
la posicién ( de las anfolinas ) correspondiente a su pl.

El punto isoeléctrico de una molécula estd deter-
minado por el nimero, tipo de grupos proteolfticos y sus constantes de di_
sociacién. Las protefnas muestran una considerable variacién en su pun-
to igsoibnico, estin generalmente en un rango de pH de 3-11, Eg también
aceptado que en una celda de electrblisis el &nodo cargado positivamente
atrae iones negativos y repele iones positivos; opuestamente a lo que o-
curre en el cétodo

En la electroforesis convencional hay un pH constan
te entre el #nodo y el cétodo, por lo cual, los iones cargados positivamen -
te, por ejemph.) protefnas, emigrarén hacia el cftodo mientras los iones
con carga negativa migrarén al énodo. En el electroenfoque se establece
un gradiente de pH que permanece invariable, el pH aumenta sucesiva-
mente del énodo al cétodo,

Si una protefna se coloca en el sistema a un pH més

bajo que su punto isoiénico, la carga neta de la molécula serd positiva y
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se moverd cn direccibn del ctodo, Debido a la presencia del gradiente
de pH, la protefna migrarf a un medio de valores sucesivamente més al-
tos, de pH, los cuales influirén en la ionizacién y carga neta de la mo-
lécula, La protefna buscaré eventualmente un pH donde su carga neta sea
cero y parardé de migrar, este es el pl de la protefna.

E1 pH aquf es igual al punto isoeléctrico, el cual es
muy cercano o igual al punto isoiénico, L.a consecuencia de csto es que
cada protefna se movers "enfocandose' a su respectivo pl en un gradien-
te de pH estable, Independientemente de su origen, del aparato y tiempo
de la corriente aplicada, Una vez alcanzado el "enfoque' es decir, cuan-
do las protefnas han llegado a su pl, la resolucién se mantendrs atn
cuando el experimento continGe durante més tiempo, ya que el efecto de
"enfoque" trabaja contra el fenomeno de difusién. Esto es contrario a lo
que sucede en electroforesis convencional, donde la difusién de la mues-
tra es un obstéculo.

Se debe recordar, sin embargo, que los valores de
pl son dependientes de la temperatura y estos decrecen al aumentar ella,
Adem4s el pH debe ser medido a una temperatura constante, usualmente
ala temperatura de 'enfocamiento".

En cuanto a los anfolitos acarreadores (abreviados
C A), éstos deben reunir ciertos requisitos :

- Es necesaria cierta capacidad amortiguadora del anfolito a valores de
pH cércanos al pl debido a que el CA debe dictar el trayecto del pH,
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se moverf cn direccibn del cétodo. Debido a la presencia del gradient

de pH, la protefna migrard a un medio de valores sucesivamente més al-
tos, de pH, los cuales influirdn en la ionizacién y carga neta de la mo-
lécula, La protefna buscars eventualmente un pH donde su carga neta sea
cero y parardé de migrar, este es cl pl de la protefna,

El pH aquf cs igual al punto isoeléctrico, el cual es
muy cercano o igual al punto isoiénico. L.a consecuencia de esto es que
cada protefna se moverf "enfocandose'" a su respectivo pl en un gradien-
te de pH estable, Independientemente de su origen, del aparato y tiempo
de la corriente aplicada. Una vez alcanzado el "enfoque' es decir, cuan-
do las protefnas han llegado a su pl, la resolucién se mantendrf atn
cuando el experimento continGe durante més tiempo, ya que el efecto de
"enfoque' trabaja contra el fenomeno de difusién. Esto es contrario a lo
que sucede en electroforesis convencional, donde la difusién de la mues-
tra es un obstéculo.

Se debe recordar, sin embargo, que los valores de
pl son dependientes de la temperatura y estos decrecen al aumentar ella,
Adem£s el pH debe ser medido a una temperatura constante, usualmente
ala temperatura de 'enfocamiento'.

En cuanto a-los anfolitos acarreadores (abreviados
C A), éstos deben reunir ciertos requisitos :

- Esg necesaria cierta capacidad amortiguadora del anfolito a valores de

pH cércanos al pl debido a que el CA debe dictar el trayecto del pH.
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- Debe de tener una cierta conductancia cn su pl , csta propicdad csta
relacionada con una buena capacidad amortiguadora,

- Los CA deben ser dec peso molécular més bicn bajo para facilitar la
soparacién de las protefnas después del clectroenfoque por procedimicn-
tos sencillos como filtracién en gel o didlisis,

Para uso gencral se ecmplean anfolitos acarreado-
res con valores de pl que abarcan intervalos de pH de 3 a 11; rango dec
pH en cl cual la mayorfa de las protefnas son isoeléctricas. El nGmero
exacto de C A necesario por unidad de pH depende de varios factores,
incluyendo su capacidad amortiguadora en el valor descado del gradien-
te de pH que permita una mejor resolucién, Ademss los CA deben tencr
buena solubilidad en agua para evitar su adsorcién a sitios hidrofébicos
de las protefnas. La absorcién de luz de los CA arriba de 260 nm de -
be ser baja, de manera que permita la deteccién sin interferencia de
protefnas después de "cnfocadas", las cuales deben de leerse a 280 nm.,

La estructura gg‘nenl de los CA es:

R-N-(CH,)p -N~(CHy)n ~COOH
donde R puede ger :

~(CHy) -COOH , H, 6 -(CHyp), -g-n

y n{S.

Tales CA ge encuentran disponibles comercialmea

E1 electrocnfoque ofrece las siguicntes ventajas:
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1) La gcparacién de protefnas en un alto grado de
resolucién tanto para propbsitos analfticos como preparativos, Pueden
ser scparadas protefnas que dificran en su pl en 0,01 unidad de pH. El
poder de resolucién ¢s del mismo orden o mejor, que el obtenido de una
cuidadosa electroforesis 2n gel de poliacrilamida,

2) La caracterizaci6n de cada protefna por su pl.
Los valores de pl gon obtenidos siempre después de '"enfocarse" y scpa-
rarge midiendo simplemente el pH en el punto de mfixima concentracibn
de protefna. Estos valores de pl pueden ser determinados con un alto
grado de reproducibilidad y son muy usados en estudios comparativos
de protefnas. La cantidad minima de protefna necesaria esté limitada
solamente por la sensibilidad del método de deteccibn de la protefna,

En el caso particular del electroenfoque en placa
delgada de poliacrilamida, por su facil acceso al gel durante todo el ex-
perimento, permite ademés :

- Fécil aplicacién de la muestra, lo cual puede hacerse en cualquier par
te de la superficie del gel.

- Mgitiples muestras pueden aplicarse en el migmo gel, bajo condicio-
nes {dénticas ,

- Pueden aplicarse protefnas lfbiles después de que ge ha formado el
gradiente de pH,

- El pH puede medirse directamente sobre la superficie del gel.

- Elfijado y tenido se hace en forma tirecta,
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E) TECNICAS RADIOACTIVAS

Existen ftomos de un mismo elemento que difie -
ren en sus nfimeros de masa ( diferente nGmero de neutrones ) llama-
dos isétopos (4,5,).

Simbolicamente especies nucleares especfficas se
representan por un nimero subscrito para nimero atémico y un nGmero

superescrito para el nGmeco de masa, seguido del sfmbolo del elemen-

to, por ejemplo:
12 14 16 18

(o} (o} o o
6 6 8 8

El ntmero de isotopos de un elemeato dado varfa.
Asf hay tres 1sbtopos para el &tomo de hidrégeno 'H, 2H, %H y stete pa-
ra el de carbono de 1oC a 1GC inclusive y 20, 6 nfds para algunos elemen-
tos de alto nfime ro atémico.

Egtabilidad atémica y radiacién. - En la préctica ablo unos cuantos {sbto-
pos de un elemento dado son suficientemente estsbles para existir en forma
natural. Estoa son conocidos como is8topos estables.

Algunos otros isbtopos 3on incstables y se desinte -
gran a ana velocidad caracter{stica para dar un is6topo estable Los radio-
isbtopos inestables son productdosprincipalmente en forma artificial, los
menos inestables, se encuentran en la naturaleza,

Los radioisbtopos cmiten partfculas y /o radiaciones
electromagneticas durante cl proceso de degintegracién.Las partfculag p.
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son clectrones que 3e preaentan en dos formus { B+ ) positrones y nega-

trones ( p-).

Tipos de desintogracin rudlactivu. -
Existen varios tipos de desintegraci6n radiactiva,
las siguientes pueden considerarse como las més importantes:
a) Desintegracibn por emisién de negatrones. En este caso un neutrén
es convertido en un protén por la expulsién de una partfcula beta carga-

da negativamente llamada " negatron " ( p -ev),

Un negatrén es un electrén pero se utiliza este ter-
mino para enfatizar el origen nuclear de la partfcula, Como resultado de
la emisién del negatrén, el nicleo pierde un neutrén pero gana un protén,
La relacién: nmero de neutrones/nimero atémico, disminuye ya que el
nimero atémico ( Z ) aumenta en uno y la masa atémica ( A ) permanece
constante, puesto que la masa atémica ( A ) es igual a la suma del nGme -
ro atémico ( Z ) y el nimero de neutrones ( N ), o sea:

A=Z+N
Un isbtofio usado fre cuentemente en trabajos biol6 -

gicos que se desintegra por emisiones de negatrones es el l.‘C.

14 14
C cccccccccccan aa N + B -ev
8 7



b) Desgintegracibn por cmisién de positrones. Algunos isétopos se de -
sintcgran emiticndo particulas cargadas positivamente llamadas positroncs

( @ +ev). Eatoocurre cuando un protbn es convertido en un neutrén,
Protén e————- neutrén + positrén

Los positrones son extremadamente inestables y tienen
solamente una existencia trangitoria. Como resultado de la emisién del posi -
trén el nGcleo pierde un protén y gana un neutrén, la relacién N/Z ge incre -
menta, el ntmero atémico disminuye en uno y el nimero de ,masa permane -

ce constante. Ejem.

¢ ) Desintegracién por emisiones (a) alfa, Isdtopos de elementos de alto nti-
mero atdmico se desintegran frecuentemente emitiendo partfculas alfa (a ).
Una partfcula es un nicleo de helio, es decir consiste de dos protones y dos
neutrones ( ; He 2 ). Por lo tanto la emisién de partfculas provoca un con-
siderable aligeramiento del nficleo, una disminucién del nimero atdmico en dos
v un crecimiento del nmero de masa de cuatro , Isétopos con este tipo de des-
integracién no son usados generalmente en trabajos biolégicos. Ejem.

226 222 4 2+



d) Desintcgracién por cmisién de rayos gamma, En contraste con las
migmas de partfculas g y b lag emisiones gamma involucran radia-
ciones clectromagentica similar a, pero con una longitud de onda mfs
corta que,los rayos X, Listos rayos son el resultado de una transforma -
cién en el nficleo del &tomo ( en contraste con los rayos X que son emi-
tidos como una consecuencia de la exitacién involucrando los orbitales -
del &tomo) y frecuentemente acompanado de emigiones de partfculas q y

p . Emisiones de radiacioncs gamma por si mismas no provocan cam -

bios en el nfimero atémico o de masa,

Decaimiento de la energfa radiactiva, - La unidad usual para expresar los
niveles de energfa asociados con la desintegracifn radiactiva es el electrén-
volt ( ev ), Un electrén - volt es la cnergfa adquirida por un electréa en ace -
leracién a través de una difrencia de potencial de 1 volt y es equivalente a
1.6x1079,

Log iabtopos quc emiten partfculas a, son normal--
mente los més energéticos cncontrdndose del orden de 4,0 - 8,0 Me V ( Me-
ga electrén volts) mientras que las que emitenfy y gc.;nenlmente tienen ~--

energfas de decaimiento menores que 3,0 MeV,

Unidades de radiactividad, - El curie ( Ci ) estd definido como la cantidad de

material radiactivo cuyo nimero de desintegracién es nuclcares por segundo

es el mismo que el de 1 g de radio, es decir 3,7 x 1010,( 3.7x loml seg).
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Para usos blolégicos esta unidad es demasiado grande por lo cual se utiliza
cl microcurie ( uCt ),

Existen varios métodos para detectar y medir la ra-
diactividad, nosotros nos ocuparemos solamente de los métodos basados en
la exitacién de compuestos.

La radiactividad causa la exitacibn de ciertos compues-
tos fluorecentes, las cuales producen fluorecencia ( centelleo ). La luz emi-
tida por centelleo puede ser detectada por un fotomultiplicador que convierte
los fotones en pulsos eléctricos cuya magnitud es proporcional a la energfa
del evento radioactivo original,

Existen b&sicamente dos tipos de contadores de centelleo

1) Contador de centelleo sélido o externo ( 5 ), Este
utiliza como detector un cristal de yoduro de sodio sensibilizado usualmente
con yM de talio, El cristal eatd algunas veces perforado con el fin de co-
locar el tubo de la muestrs es la perforacién . Esta geometrfa permite una
eficfencia , Esto es un valor principalmente de emisiones gamma, ya que
las partfculas y no atraviesan el recipiente para alcanzar el cristal, El
cristal esté colocado cerca de un fotomultiplicador el cual se encuentra cone -
ctado a una fuente de alto voltaje y a una escala indicadora.

2) Contador de centelleo l{quido o interno, La muestra
es mezclada con un golvente que solvente que contiene en solucién un cente -
llador apropiado., El contador de centelleo lfquido es particularmente usado

en Ia cuantificacién de g-emisores tales como 3H, 14
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son comf@imente empleados en trabajos biolégicos. Pocos solventes orgh-
nicos fluoreccen cuando son bombardeados con radiactividad, La luz emi-
tida por la mayorfa de los fototubos disponibles. Sin embargo, si un com-
puesto es disuelto en el solvente, este pucde aceptar la encrgfa del sol -
vente y emitir su misma fluoresencia a una longitud de onda mayor y en-
tonces la luz puede ser detectada més eficientemente, Tales comp uestos
' son conocidos como fluorecentes primarios, el més frecuentemente uti -
lizado es el 2,5 -difeniloxazol ( PPO ), Desafortunadamente 1a luz emi-
tida por el PPO no cs detectada con una alta eficiencia, por lo cual se -
puede adicionar otro fluorecente ( secundario ) tal como el 1,4-di- 2-(5-
feniloxazoil) - benceno ( POPOP), que es cl centelleo secundario més
usado, Asf la transferencia de energia del proceso queda como:

$Solvente Secundario
r Fluor
Radiacifn ----» --0 Luz
oolvente Primario, exitado
Fluor aecundario
fluor

Se utiliza un fluorecente secundario , que emite la
luz a una mejor longitud de onda de deteccién ya que el solvente no puede
emitir la energfa directamente al fluorescente secundario ( 16 ), Exiten -~
ademfs del PPO varios campuestos orgénicos que actGan como centellado-
res cughdo son disueltos cn el solvente adecuado, entre éstos se encuentra
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el antraceno, cl p-terpenil, & -naftilfeniloxazol ‘NPO), el fenilbifeniloxa-
dizol (PBD),

Los disolventes para centelleo juegan un papel im-
portante en la eficicncia de conteo (15), Un buen disolvente debe poscer
propiedades moléculares que faciliten tanto la conversién de energfa co-
mo la transmisi6n, Resultados experimentales muestran que los mejores
disolventes para centelleo son aromfticos, como benceno { toluenog p-xi_
leno { megiltaleno. La eficiencia se atribuye a los electrones y aroms -
ticos, capaces de moverse dentro de la moléculs, La eficiencia de cen-
telleo de un sistema se refiere al poder de convertir la energfa de radia-
cién incidente a fotones de luz,

A cualquier factor que reduce la produccién de foto-
nes en un sistema se le denomina quenching y esto puede ocurrir de va-
rias formas:

a) La muestra misma puede absorber la luz produ-
cida por el centellador, o su propia radiacién,

b) El disolvente no transfiere la energfa de la par-
tfcula al centellador.

c) El centellador absorbe parte de su propia fluo-
rescencia,

d) La interaccién quimica de algunos componentes
contenidos cn la solucién a contar, pueden originar una reduccién de fo-

tones.
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Asf que 1a determinacién de quenching es sinénimo
con determinacién de cficiencia de contco en el &rca de conteo por cente-

1leo f{quido. Esto puede h se por el método de empleo de un estandar

interno , con la relacién de canales del aparato o bien utilizando un estan-

dar externo, al cual se le conoce con certidumbre el n@mero de cuentas,
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