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HISTOIUA 

Los aztecas, mixtecas, olmecas y mayas em­

picaban para el juego de pelota, bolas de hule natural, obtenido muy 

probablemente de plantas tropicales nativas ele ~léxico. 

Bigelow en 1852 colecta guayufo en Zacatecas 

y es clasificado por Asa Gray ( Parthcnlum ar¡entatum >. La socle -

dad Mexicana de Historia Natural lo estudia en 1876. 

En 1902 se establece la primera de varias -­

plantas ( La Flor I proeesadoras de hule de guayule inlcilndoae as( 

su explotad6n ( l l. Esta se abandona alrededor de 1914. Durante la 

segunda ¡uerra mundial se renueva el inter6s en el guayule al empe­

zar, en 1942, en los Estados Unidos el Proyecto de Emergencia del 

Hule, relnlcllndose la explotación del guayale mexicano en Corma in­

tensiva y extensiva, estableciendose en Salinas, Califomla ( E. u. 1 

plantaciooes de guayule ( aprox. 13,000 ha I con la idea de suplir -­

parcialmente el hule de hevea que antes de la conffagraci6n susminis -

traba el sureste Asi4tico. 

En los anos setentas México inicia proyectos 

ele investvaci6n y desarollo del guayule como fuente alterna de hule 

natural que culmina con los logros del mejoramiento del hule mediante 

la eliminación de resinas, obteniéndose ele! guayule un hule ele callelael 
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comparable al de hevea y claramente se establece en Sa1Wlo la lacU­

bllidad de este recuuo para convertirse en wi candidato primordial -

que 11 e¡ue a aer 1111a fuente renovable de hule natural. 

LA INDUSI'RlA DEL HULE. 

La industria del acero y teztil caracterizan la 

Revolucl.6n Industrial del Si¡lo XVlll, surgiendo a fines del Si¡lo XIX 

otras Industrias como la qulmica, el6ctrica y la de automcfvUes, que 

antes de 1914 tenía poca importancia, Dentro de este contesto• des -

rolla la produccl.6n y c:onsumo del hule, ( a ) , cuya demanda contlmlart 

de aqu( en adelante Cntlmamante Upda al desarollo de la Industria auto­

motriz, 

El hule, dunnte este perl6do, proventa funcla-­

mentalemente de la explotacl.6n de hevea con una participacl6n temporal 

y pequefta de guayule y quid CuUlloa ela.Uca. Se denrollan por esta 

6poca las grandes plantaciones hullferas de hevea en el !lareste de Asta¡ 

y paralelamente contrnua la bÚsqueda de un suhtttuto prlnclpalmcnte en -

1011 E, ti. y Alemania, 

El 85 % del hule natural del mUJJdo es producido 

en el sureste Asl.4tlco, y 11on Mala11la e Indonesia los pal aes que encabe -

zan la produccl6n de esta zona con 50 y 20 % respecUvamonte, 
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EL GUAYULE 

Existeo cerca de 2 000 especies de plantas que con­

Ueaen bale siendo muy pocas las que lo producen en caattdades slgalf'lcaU­

wa que ameriten 911 aplotacllm. Dos de ellas, el arbol de lnlle ( !!!J!!!!k!:!­

aWmais Mull ) cultlnda prlaclpalmente ea el suroeste de Asia y el arbusto 

de ¡uayule ( Partbealwn ar·19ntatum Gray), el cual crece en forma silves­

tre en algunas regtcmea 911ml.lridas al norte de MAJdco, desde el sl¡lo paaa­

dD ban sido lu fuentes de obtenci.611 de hule natual. 

En c:oatraate coa el majestuoso arbol de hevea, el 

,aayale ea un arbusto no mayor de un metro de alto, las dos plantas contras­

tan tambien en aua requerimientos cllmatolóticos, el hevea ea nattvo de las 

repones llu vloaaa del Ecuador en la zona del Amazonas, el ¡uayule en -­

cambio • proviene de Uerraa mis altas y en climas de temperatura subtropl­

cal, en las que la lluvia ea escasa y errittca. 

Ea sabido desde hace Uempo, que las dos plantas a -­

pesar de 91111 dlferenclas producen INle natural , de hecho el guayule provey6 

el IO'l' del INle comercial en 1910, quedando relegado como recurso menor -

clllrante 40 anos, Sin embargo durante la U Guerra Mundial, Estados Unidos 

llevo a cabo un intenso plan de emergencia para el culttvo del ¡uayule el cual 

ful atJa.+ew•• después. Para 1946 exlatil una buena provlsi6n de INle de -­

hevea que eliminaba la necesidad de otra fuente de obtencl6n, mis adn, existla 

la ldea que loa elaafdmeros sln~Ucos convertlrfan al hule natural en obsoleto. 
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Desde entonces e I panoranu, ha cambwlo y las 

siguientes condiciones son evidentes: 

- El hule no muestra huellas de obsoll'sccncia. l:a­

blcndo retenido su poslcl6n como uno de los productos mundiales m4s -­

importantes tenlendose para 1932 una producci6n marnr :1 5 mlllones de 

toneladas, una tercera parte de las necesidades mundiales. Existe la cer­

teza de que la demanda de hule natural exedcrá a la producci6n espera-­

da en las plantaciones de hevea en los anos pr6ximos, significando e<1to una 

gran escasez a nivel mundial. 

- El pctr6leo, nuestra mayor fuente de hidrocar - -

buros dlsminulrt gradualmente predlci.e'ndosc en unas décadas m4s su -­

agotamiento • 

El incremento en el precio del pctr6teo ha disminu­

ido la competlbilldad de los elast6meros sintetrcos, de los cuales el petró­

leo es la materia prima. 

- Con el elevado ritmo de crecimiento de poblaci6n 

existe la necesidad universal de uWlzar la productividad de tierras m:irgina­

les, espcc:a:,nente en las zonas 11.rldas, de encontrarse productos agrkolns 

ndapt·-Jos a los dlílcile<1 nmhi<'ntes ,lel desierto ,¡1u, provean de trabajo v r<' -

cursos economlcos n ,iu,i hnhltnnll',i que viven donde el culli\'o de produdos 

comerciales es arr,e,iundo 6 impo11ihlc. 

,\ctunlml'nte en l\ll!xlco hn} ·1 rnillom•s rl<' hPcliln•:-is 



accesibles y densos parajes de guayule salvaje convenientes para su 

recolecci6n y explotací6n comercial con un promedio superior al 10~, 

de hule por arbusto en base seca. Se estima que estas regiones con­

tienen un almacenamiento de 300 000 toneladas de hule. 

Los subproductos del guayule a6n no han sido 

explotados comercialmente, su composición y cualidades son poco co­

nocidas pero muy prometedoras. La cera de las hojas es producida en 

grandes cantidades ( 2. 5% en base seca l , tiene una notabÍe dureza y 

311 punto de rusion es mis alto que el <l" la cera de Carnauba, ademis 

es racilmente extral'da con un color claro que la de Carnauba no logra 

igualar. Igualmente, el bagazo y el corcho pueden tener valor comer­

cial. Contiene algunos terpenos semejantes a los producidos por los 

pinos: aUa-pinenos, beta-pinenos, cadinenos, dipcntenos, partenioles, 

etc •• los icidos diterpénlcos se emplean en la industria papelera y los 

terpénos vo16tlles son solventes ampliamente usados en la Industria <le 

la pintura. 

El arbusto del guayule se encuentra al pie de las 

colinas y sobre terrenos de roca calc6.rea, Estos suelo·s presentan una 

profundidad variable y un lecho de "caliche" (grava sobre r·oca de nitra -

to de sodio) di! pH bi11lco. En estos terrcnoH y bajo clima de,i(:rt:co, 

el guayule vive en vecindad con agaves, l'splnosa,J y mimosa.q. U gun -

yule '' -1 la 6nica e<¡~cie de '!U género que contiene la 1111Clc1ente ~anti -

cJad de hule para presentar Importancia económica. Las otra11 t,,_,r,,•n 



un desarrollo vegetativo mis importante, pero no contienen hule. 

El guayule 6 Parthenium ar¡entatum Gray es una 

planta que pertenece a la famUl.a Compositac. Se encuentra en el norte 

de M6xico en los estados de Coahuila, Durango, Zacatecas, San Luis 

Potosí, Nuevo Lc6n, Chihua~ 

hua y en los E. u., en el sur 

de Texas, fig. l. En su esta­

do salvaje su crecimiento es 

lento debido a las condiciones 

cllmaticas dentro de las cuales 

se encuentra localizado, que 

SCJl1 altitud de 600 a 2000 m, 

precipitaciones anuales de 200 

a 400 mm, temperatura eleva­

da durante el dia y baja duran­

te la noche. Crece de 50 a 60 

cm en un ano y el desarrollo 

de sus ratees se considera 

bastante importante, ele 6 m 

de profundidad y 3 m de ancho. 

ya que ele estas depende su cap 

taci6n de agua y almacenamlen · 

to durante la i,poca de sec¡u(a. 

Nuevo M6xieo 

7 

. -. Luis 
Potosi 

Figura No. 1 Zonas de guayule 

sllveRtre en '.\16xico y Texas, 



El lmle se encuentra contenido en forma liquida 

en celulas aisladas principalmente en el parénquima cortical y en las 

ralees medulares. Las 2/3 partes del hule se encuentran dentro de la 

parte a6rea y la parte restante dentro de las ralees. No existe hule den­

tro de las hoju. En el guayule silvestre. la cantidad de lmle alcanza 

un promedio del 10% sobre el peso seco, pero hay una considerable va­

riabilidad. El rendimiento depende de las capacidades genéttcas de la 

planta. pero tambUn de las condiciones del medio. Dentro del ciclo 

anual de crecimiento el guayule produce poco hule, pero cuando el ere -

cimiento dismJnuye, los productos de la fotosCntesls son transformados 

en lmle. El hule fabricado por las plantas se acumula y permanece es­

titico, esto es, se ha demostrado experimentalmente que. privando de 

fuentes de carbono al guayule, este no utiliza el hule como fUente de e­

nerc{a. 

En la actualidad el guayule es el primer candi­

dato para obtener una fUente adicional renovable de hule. Desde suco­

nocimiento ( hace m6s de 100 anos ) ha sido desplazado de su posición 

de fuente de obtenci6n, primeramente por hevea y posteriormente por 

los elast6meros sintéticos. Ahora sabemos que las plantaciones de He -

vea braslliensis son limitadas debido a sus grandes requerimcntos de 

agua por lo cual no podran aumentarse en forma indefinida. 

Considerando que el 30 % de la superficie 
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actual de la tierra esta cubierta de zonas 4rid11s, la vegetact6n desértica 

tiene gran irnportaJJc!a debido a su acUvtdad fotoslntética. Desde 1977 la 

lnve.U,acl6n sobre zonas 4ridas en México ha sldo desarrólleda y enfoca­

da hacia la coneervacl6n y desarrollo del guayule como una fuente ecoao-

mlca do hule. 

No es posl ble hablar del guayule sln de atacar las 

condlctones econoínicas, políticas, .aciales y clentfficas, que han provo­

cado y renovado el lnteres sobre 61: 

-El incremento de loa precios del petr6leo , de los 

cuales dependen los cauchos sintétlcoa, lleva impllcito el encarecimiento de 

eatos materiales y un aumento en la competitividad del hule de ¡uayule. 

- La lneegurldad polRlca de las reglones del aureste 

aai&Uco fuentes de apl"Orisionamlento de hule natural. 

- La voluntad ele favorecer a las poblaciones de las 

re¡lones seml-deserticas de Mé:dco, procurándoles una actividad remunerati­

va, 

- La posibilidad de mecanizar las plantaciones, lo que 

permltiri una producci6n por unidad de mano de obra muy superior a la de 

hevea, 

- La escasez de hule natural preriata para 1985 a esca­

la mundial a pesar de las plantaciones y replantaciones de heve11 actualmente 

en auge en Extremo Oriente, Afrlca, y Am~rlca do! sur. 
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-El de!lllo de desarrollar en cuanto sea posible Wl 

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 situamos dentro del conoclmtento blol6gi co actual: 

I CONOCIMIENTO BlOLOGlCO 

. 
Citología y Fisiología Bloqu(mica Ecolotfa Clasilicaci611 

Anatomía Bot4n1ca 

Es dentro del 6rea de la Bloqu(mica en donde en­

focamos el presente estudio, La bloqu(mica dentro del estudio del gua -

yule adquiere una gran Importancia, ya que ésta, trata de esclarecer 

las rutas metabolicas seguidas en la bloslntesls de metabolitos asf co -

la accl.6n y luncl6n de colactores, protelnas y enzimas Involucradas: 

por lo cual y ya que es la producci6n rle un metabolito secundario ( el 

hule ) lo que nos ocupa y debido a que este, adquiere gran Importancia 

en la actualidad, el presente estudio es de gran relevancia debido al 

poco conocimiento bioquímico que se tiene de esta planta, enfocado a 

esclerecer el mecanismo y las vias metab611cas que entranan la blo­

s!ntesis del hule, la manera en que se puede estimular un incremento 

en la bios!ntesl!! de hule y a que nivel de macromoll!culas se Induce es-

te aumento, 
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MATERIAL Y i\lETODOS 

l. - Material biol6¡ico. 

i.s pluitas. - Las plantas se recolectaron de las cercanias del CIQA de 

Salifilo, Coah. 

II. - M~todos. 

Ila. - Ll.of'ilizaci6n. - Se coloca el material a secar o concentrar en un ma­

traz bola de vtdrioocup1,11doellO% de la capacidad de la bola y se congela 

en una mezcla de acetona - hielo seco distribuycndolo por rotaci6n en la 

mayor superficie posible de la bola, procurando que la capa coo¡elada sea 

delfada y homogenea, una vez congelado el material se coloca en el apara­

to llofllizador, se conecta la bomba de vacio y se manUene la temperatura 

a - 5S"C, hasta que el material este completamente seco. 

Aparato liofillzador: EF4 Modulo Freeze Dryer, Edwards. 

lib. - Homogenizaci6n. - El tejido se deslntegr6 de dos maneras, al suspcn -

dido en solución empleando el l 11tra-Turrax, Janke & Kunkel, y bl en seco uti­

lizando el molinillo !KA -W ERK, Janke & Kunkel. 

11 c. - Ultracentrifugaci6n, - Se centrlfug6 en tubos de acetato de celulosa en 

la ultracentrifuga Ocekman 1.-2 11, V, 
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I Id. -Purilicaci6n por precipitación con sulfato de amonio. - Esta purifi­

caci6n se erectuo a baja tempcratara de dos formas, a) empleando w,a so­

luci6n aturada y rrra de sulíato de amonio al loo % y adlciontndola a la 

muestra hasta alcanzar el grado de aturaci6n requerido y b) calculando 

la cantidad de sulfato de amonio s6lldo necesaria y anadiendola lentamente 

y coa a¡ttaci6n constante para lograr su disoluci6n , obteniendo así la con -

centraci6n deseada. 

lle. Dt6Jtsts, - La muestra a dializar se coloca en una bolsa de celoítn di­

suelta en la soluci6n amortiguadora adecuada se introduce una canica de 

vtdrio dentro de la bola de ditlisis y se coloca en el ~to de di61isis con -

tinuo ( 7 ) procediendoae a su operaci6n. 

Ae,z:ato de dtillsi11 ccntinua. El aparato es de vidrio y ccnslste en un tubo 

de d16llsis A rodeado por otro tubo de reírigeraci6n By sujetado por un so­

porte con ejes C ( fi¡". 21. Los sacos de diálisis ( D ) ccnteniendo las cani­

cas de vidrio y la muestra se Introducen en el tubo A. El agua destilada o la 

soluci6n amortiguadora empleada para provocar el fen6meno de difusi6n , en 

tra a traves del tapon de hule horadado ( a1) y safo por el tubo (a21, que pasa 

a traves del tubo de reírlgeracl6n B.Este tubo (B) tiene una estrada\ y una 

salida de sifon de mayor dltmetro b2 y un tubo de resplracl6n b3• Se conecta 

a 1111 enfriador de agua. 
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1 
to, 

e o 2- A c=-o. 
tf;_ o, 

!l!!cto!!IIIDj4!!'2. - El aparato carpdo con lo• •c:o• de dWitd• y la so­

hac:ten pea m'9 del lado derecho, por lo que se lncUna bactuse lado bas­

ta llegar a un tope sujeto al soporte, donde ae detiene. Al entrar el qua 

de enfrtamlento, se empieza a llenar el recip1ente del lado izquierdo, has­

ta que, al pesar mis, hace que el apanto se balancef hacia la izquierda. 

Al llenarse el sif6n, rtpidamente se dealoji el qua y _el parato se balan -

cea nuevamente hacia el lado derecho. 

Este movimiento hace que la canica se desplaze den­

tro del saco de diallale, provocando su qltacl6n. El enfriamiento se hace 

con un refrigerador de qua ( Sargcnt 84890) colocado de manera que el si­

fm se.descargue en el mismo reflgerador. 
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Ut. • Dctemúnaci6n de protelnas. - Se si¡at6 el m6todo descrito por Low­

ry ( 8 ) empleando el reactivo de Folin - Clocalteau. Este método se basa 

en la ocurrencia de dos reacciallesi a) la formact6n de un complejo colorí -

do entre los enlaces peptidicos y el ton cuprico en aol11cl6n alcalina, y b) 

la reduce~ del reactivo fosf'omolibldico fosf'oturqrstlco por el complejo 

cobre -proteCna, 

llg. - FUtract6n en gel. - Para este proceso de purificacllm se 11tillzaron 

loa td¡ulentes geles: Sephadex G-25, Sephadex G-100 y Ultogel. Estos fue­

ron empacados en columnas cromaqNlrlcas de LKB-Produtter, en dile­

rentes tamatlos scgtm los requerimientos. 

!!l!l:!!C!!!.• - El Ultrogel es UD medio para mtracl6n (9) constltllldo por UD 

gel de acrllamida y agarosa, esta mezcla le confiere caracteristicas es­

peclales. El Ultrogel es estable en lnteivalos de pH de 3-10 y temperatu­

ras de 2"- 36"C. Existen comerclalmentc diversas concentraciones de po­

llaerilamlda y agarosa lo cual permite seleccionar el gel con el lntclValo 

de fraccionamiento adecuado. 

fr.S~Si~~.i«tl• - El Ultrogel es suspendido en agua destilada y some­

tido a vacio, agitando esporadicarncnte, durante 30 rnln, para eliminar el 

aire atrapado en los poros del gel, se lava varias veces con el eluyc-ntc que 

se va a utilizar y se empaca en la columna, 

üextrana azul 2000, La dcxtrana azul es UD polrrnero de ü-glucopirnnosa 
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sintetizado a partir do sacarosa por un gran n6mero de bacte:-las pertene­

cientes a la familia LactobacUac, al cual se le ha introducido un grupo ero 

moforo polldcllco ( 10 l. La dextrana azul 2000 tiene un peso molecular 

promedio de 2 000 000 daltons, por lo cual es utilizada en la dcterminaci6n 

del volClmen de oxclusi6n de la mayorfa de los geles en la filtraci6n c011 es-

te tipo de soportes: gracias a que es un compuesto colorido permite obcrvar 

directamente su desarrollo a través de la columna y juzgar la calidad del cm -

pacamicnto y homogcnizaci6n del gel, por lo cual se apllca antes de " lnye -

e tar "la muestra a la columna. 

~~. - El Sephadcx consiste de pequenos granulas de IDl& sustancia hidro­

fQica insoluble, hecha por el entrecruzamiento de pollsacaridos ( dextrinas ) 

que forman una malla tridimendi011al, de caricter no ionico y en la cual sus 

propiedades polares se deben casi por completo a su alto contenido de grupos 

hldroxDicos ( 11 ). El Scphadcx esta hecho con diferentes grados de entrecru­

zamientos los cuales determinan la porosidad de la malla. Un alto grado de 

entrecruzamiento resulta en una estructura compacta 6 con baja pc,rosidad y 

un bajo entrecruzamiento da una estructura altamente porosa. Debido a 9U ca­

racter hidrofnlco, r>I Scphad,•x tiC'ne una gran afinidad por el agua. lle los 

düC'rcntc~ tipos de Scphadcx rxi,ilentes en el mcrcaclo,'.sposiblc cscogPr aqurl 

,~uc mejor !latisía¡¡a loii rc•~uc1 irnirntos de re/ioluci6n. 
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Prei,aracl6n del ,&ol. - So coloca el Sophadox en un bailo marta a ebullición 

durante 5 horas para lmblblr las partículas, despues para eliminar el aire 

atrapado en los poros del gel se somete a vaclo por 30 minutos, agitando 

perlodlcamente a intervalos cortos de tiempo, se procede dcspucs a empa -

car la colwnra con pre s16n hidrostitlca. 

1ll. - M6todos Electroforéticos: 

Illa, -fil_~~,.!!· - Para los distintos experimentos se emplearon pla­

cas de pollacrUamida ( LKB Ampholine PAG plates ) para, clectroenfoque 

analltico, de diferentes intervalos de pH (12), Se procedi6 como se In­

dica en la nota de instrucciones No, 1 SM de LKB. Las condiciones en que 

se etectroenfocaron las distintas muestraa se enuncian en cada uno de los 

e:q,erimentos ( ver Cuadro 1 ), estos se efectuaron varias veces tratando de 

encontrar las condiciones optimas y la COllCetracl6n adecuada de las mues­

tras que se resolvieran en el mayor ndmero de bandas. El equipo utilizado 

ful el de LKB-Bromma Produkter. 

lib. - Electroforesis - SOS, - Esta t~cnica .IC emplea en la separaci6n de 

proteCnas y en la dctcrminaci6n de sus pesos moleculares ( 13 >. Para 

este experimento se ut1Uz6 el equipo espcclallzado LKB. 

Se ¡,rP. par6 Wl gel de pollacrilamlda-SflS al I O ':o, mcz -

ciando los 11lgulcntes rcacti.,o,i en la,i cantidadeR anotada.•: 
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CUADRO No. 1 

ELECTROENFOQUE 

CGDdlciaaea E X p e r m e n t o 

1 2 3 4 5 

lntezvalo de pH 5.5 - e.5 3.5 -9.5 4.0 - 6.5 4.0-5,0 4.0-5,0 

Soluci6a del electrodo: 
... 
~ - an6dlco Hepea o.4 M H PO 1,0M ac. 11utam1- B3P04 1,0M &3P04 1,0 M 

3 t mico O.l M 
en H3PO 4 o. 5 
M, 

-eat6dico NaOHO,lM NaOHlM -alanina glicina 1, OM glicina 1, OM 

Potencia ( watts) 25 30 25 30 30 

Voltaje ( volts ) 1 600 1 500 2 000 1 400 1 400 

Corriente ( mA l 50 50 25 50 50 

Temperatura ( ºC ) 10 10 10 10 10 

Tiempo del Experimento ( horas) 1.3 1,5 2,5 3,0 3,0 



1) So1uci6n amortiguadora patron = 33. O ml 

2) Solución de acrilamida 

3) Persulfato de amonio 

4) TEMED 

• 29. 7 ml 

3.2 ml 

0.1 ml 

66. O mi vol6men final 

1) So1uci6n amortiguadora patrón.- Amortiguador de fosfatos o. 2 M pll= 7. l 

2) So1ucl6n de acrilamida. - 22. 2 g de acrilamida especlal para electrofo­

resis+ o. 6 g de bls-acrllamida, ee lleva a 100 ml con a¡pa destilada, guar­

dar en frasco ambar a 4 º C • ¡ ~¡ 

3) Solución de pcrsulfato de amonio, - 100 mg de persulfato de amonio ee a­

fora a 10 mi con agua destilada. Preparase el mismo dia. 

4) TEMED. - So1uci6n de N,N,N• ,N•-tetrameUletllendiamina al 97 % min. 

Preparación de la placa de pollacrilamida. - El gel se preparó en la forma 

descrita en la nota de aplicaciones No. 306 de LKB, ( 14 ), 

El experimento se efectuó bajo las siguientes condi -

clones: Corriente= 20 mA durante los primeros 10 min., inmediatamente 

despues de aplicar las muestras y ajustando posteriormente a 190 mA, 

Fuerza de campo= 6 volts/cm, 

Velocidad de migración del bromofenol azul = 1, 2 cm /h, 

Temperatura = 5 •e 

Tiempo total del experimento= 5,0 horas, 

Tr.rminado el experimento ¡¡e procede tal como lo 

F1Ugierc n Fehrnatrom y Mobcrg ( 14 ) para la conRervaci6n de la placa .V 
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la detenninaci6n de los pesos moleculares, 

IV, - Métodos para la determinaci6n de Actividades Enzim6ticas Cspectro­

fotomctricamente, - Las actividades cnzim6ticas fueron medidas en el es­

pcctrofot6mctro autom6tico de doble haz Perldn-Elmer modelo 450, estas 

determinaciones estan basadas en la propiedtd que tienen los piridinucleo­

tidos reducidos de absorver la luz a una longitud de onda de 340 nm, 

ni lncubacl6n para determinar la acci6n de la gluco-

sa 6-fosfato deshidrogenasa 
PO-H2C 

PO-H.¡.:o-

'-áí • =o 
NADPH 

Se emplean los siguientes reactivos en soluci6n a-

cuosa: 

1) So1uci6n amortt¡uadora gllcil-glicina 
0,2 M pH= 7,2 

2) MgC12 0,03 M 

3) NADpi" ( 2 mg/ml) 

Volumenes Empleados 
Problema Testigo 

2 ffll 2 ml 

0,2 ml 

0,4 mi 

0,2 ml 

4) glucosa 6-fosfato( sal de sodio) 5 mg/ml 0,4 mi 0,4 mi 

5) So1uci6n enzim6tica comerctal( glucosa -
6-fosfato deshidrogenasal 20 ul 20 ul 
6 
6) suero de guayule ( G801 dializado y U -
fWzado ( 4 mg/ml) 

7) agua destilada 
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Se coloca la solución testigo en un celda ( de 1 cm de 

espesor) para ajustar el aparato a cero de absoiilancia, se anaden a otra cel­

da de iguales dlmenslones la solución problema conteniendo todos los reacti­

vos excepto el NADpi-, Al anadlr este se toma como tiempo cero, se mezcla 

y se mide la absorba.ncia cada 30 segundos a una longitud de onda constante 

( 340 nm). 

b) lncubac16n para dctermlnar la acc16n de la glicer­

aldehido 3-fosfaro-deshldrogenasa. La determinac16n de esta actividad se 

realizó segdn el m6todo decrito por Remi E. Ameluxen ( 15 ). 

1) D-gliceradehido 3-fosrato + NAD++ P1-1, 3-difosfogllcerato + NADW + H+ 

2) D-gliceraldehido 3-fosfato + NAO+ .RAID,..3-rosfoglicerato + NADH + H+ 

Reactivos ( en soluci6n acuosa ) 

1) So1uci6n amortiguadora glicina-NaOH O. 1 O M 
PH= 10 ( con WJOS cristales de cisterna ) 

2) NAO+ 7.6 mM 

3) Gllceraldehido 3-fosfato ( como dietilacetal) 

4) ,\rsenlato de sodio o. 17 M 

5) So1ucl.6n enzimiUca comericW ( gllceralde -
hido 3-fosfato deshidrogenasa) 
6 
6) suero de guayule ( G ) diallzado y lloflllzado 
(4,mg/ml) BO 

7) agua destilada 
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Problema Testigo 

2.7 ml 2.7 mi 

0.1 ml 0.1 ml 

0.1 ml 

0.1 ml 

1 u1 1 ul 

10 ul 10 ul 

0.2 ml 



La actividad se sigue espcctrofotometricamentc tal 

como la dcscrlbi6 Krebs ( 15 ) • La mezcla de rcacci6n conteniendo la so-

+ 
lucl6n amortiguadora, NAO y la soluci6n enzim6tica se incuba 10 minu-

tos a 30 º e para la completa actlvacl6n de la enzbna por la cisterna , y 

el aparato empleado es el mismo que se emple6 en la lncubaci6n anterior 

y su ajuste se hace en igual forma. Una vez ajustado el aparato empleado, 

. .m una celda se colocan los reactivos de la mezcla problema a excepción 

del arseniato de sodio y el gllceraldhido 3 -fosfato los cuales se mezclan 

aparte en una proporci6n 1: 1, de esta inezcla se toman 0.2 mi y sé ana~ 

den a la celda, este momento se toma como tiempo cero, se agita y se 

rnlde la absorbancia a 340 nm en Intervalos de 30 segundos. 

V 1 - Mcftodos para la Determinaci(JD de Actividad Enzlm6tica por Centelleo, -

a) lncubaci6n con mevalonato 2-14c 

Reactivos Vol6men ( u1 ) 

1) MgCI2 0 0 10 M 80 

2) Soluci(JD amortiguadora tris-maleico 0.10 pff• 6.55 1 000 

3) EDTA 0 0 10 M 80 

4)ATP5mg 

5) suero de guayule ( G ) 2 00 mg 
a 

6) Mevalolactona 2-14c ( movalonato en benceno con 
actividad do 50 uC /ml de Amersham - - - 20 ul = l uCi 20 
1 •Ci= 22. 2 x 1 o5 desintegraciones /mln) 
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Se disuelve el suero en la solución a• ·Y'tiguadora se 

anaclen los dem6s reactivos e inmediatamente se coloca la mezcla ele incu -

bación en un bano a 28"C durante un periodo determinado. Terminado el 

tiempo ele ineubaelón se calienta en un bano ele vapor por 30 mln. 

Se u.nade metano! destilado caliente y se rcfiuja por 

3 horas, El precipitado se seca a baja presión en un desecador durante 2 

horas. Se extrae con benceno destilado 24 horas. El extracto benc(mico 

se transfiere a un frasco vial y se coloca en un bano de ~por y pasandol·c 

una corriente de N2 se ev-.,ora a sequedad, Una vez seco se anadcn al fras­

co vial 1 O mi de liquido de centelleo tolucno conteniendo 5 % de PPO (2, 5 -

di!eniloxazollanali2aren el contador de centelleo. El aparato utilizado fué 

el analizacbr ele centelleo ICquido Phllips p\V 4540. 

b) lncubaci6n con isopentilpirofosfato ( 1 -14c) 

Reactivos V ol<imen ( ul ) 

1) l\lgC12 o. 1 O M 

2) sol. amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH=6. 77 
conteniendo 2 gotas por cada 15 mi de 2-mercaptootanol 

3) muestra de guayule 

4) lsopcntllpirofosfato ( 1 -1 4c), sal de amonio en sol. a­
cuosa, con actividad de/º uCl/ml de Amersham 
to u1 = o.s uCi=l,11 x 10 dpm 6 cpm 

100 

1 000 

10 

Se sigue el mismo procedí miento que para la In -

cubaci6n con mevalonato. 
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~f!.TE EXPERIMENTAL Y RESULA~ 

Las plantas de guayule fueron traídas de zonas cer -

canas al Centro de Investigación de Qu(mica Aplicada, ( CIQA I Saltillo, 

Coah. La edad de las plantas oscilaba entre 2 y f atlos, y fueron trans-­

plantadas a macetas en este Instituto, 

Obten~~J>rotelnas: 

Para la obtencl6n de proteínas se us6 tejido fresco, 

as( que a plantas de guayule se le cortaron segmentos de tallo. los cuales 

se defollaron y se les ellmln6 la humedad por llofill&acl6n obtenl6ndose -

20- 25 % de agua, esta varlacl6n dependla de la edad del tejido y nuctuaba 

de planta a planta, 

Se tomaron 6 g de tejido seco lioflllzado, se coloca­

ron en un mortero de porcelana, donde fueron macerados en frío en pre se -

ncia de hielo seco, enseguida se homogenlz6 con a¡¡ua destilada durante --

1 O minutos en Ultraturrax a 5'C. , luego se centrlfug6 a 75 000 x g duran -

te 90 minutos a 2" C, El sobrenadante se decant6, se congel6 y Uoflllz6. 

Un diagrama de nujo que Ilustra las operaciones anteriores se muestra -

en el diagrama No, 1, 

Obtenci6n de las muestra!l..J?O!' Flltracl6n en L"ttro¡el: 

A O, 1 r; ¡¡ del sobrenadantc, Uoflllzado .qe l<' rrcons -

tltuyo con 4 mi tJr,l tamp6n ¡¡llcll ¡¡Ucina O, 01 .\1, ¡,11 7, 1, qr, filtró j1or 



~l!_TE EXPERIMENTAL Y RESULADOS 

Las plantas de guayule rueron traídas de zonas cer -

canas al Centro de lnvestlgaci6n de Qulmica Aplicada, ( CIQA ) Saltillo, 

Coah, La edad de las plantas oscilaba entre 2 y 4 anos, y fueron trans-­

plantadas a macetas en este Instituto, 

Obten!:_~_!>r~ 

Para la obtencl6n de proteCnas se usó tejido rresco, 

así que a plantas de guayule se le cortaron segmentos de tallo, los cuales 

se defollaron y se les elimln6 la humedad por llofiliaacl6n obtenifndose -

20- 25 r. de agua, esta variacl6n dependía de la edad del tejido y fluctuaba 

de planta a planta, 

Se tomaron 6 g de tejido seco lioflllzado, se coloca­

ron en un mortero de porcelana, donde fueron macerados en frío en pre se -

ncia de hielo seco, enseguida se homogeniz6 con agua destilada durante --

1 O minutos en Ultraturrax a S'C, , luego se centriíug6 a 75 000 x g duran -

te 90 minutos a 2" C, El sobrenadante se decant6, se congel6 y lloflliz6, 

Un diagrama de flujo que ilustra las operaciones anteriores se muestra -

en el diagrama No, 1, 

Obtcncl6n de las muestra!!...J?<>!" Flltraci6n en Cltro¡el: 

A O, 1 li g del sobrenadante llo(lllzado qe h• recons · 

tltuyo con 4 mi rlt!I tampón i:licll i:llclna O, Ol \1, pll 7, I, qc filtró j1or 
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ce lita para eliminar el material Insoluble, y el filtrado se sometió a 

una cromatografía de pcrmeaclón en Ultrogel AcA 44 ( pollacrilamlda 

4 % - agarosa 4 % 1, que tiene una amplitud de fraccionamiento ( para 

proteínas globulares J de 1 O, 000 - 130, 000 daltons, La columna se -

equlllbró con el amortiguador gllcil glicina O, 01 M, pff 7, 1, Las condi­

ciones fueron: Columna (cama ), 68 cm de altura, 1, 6 cm de dl6metro, 

volumen total 136, 7 mi, La velocidad de flujo fue de 0,525 ml/min ( un 

poco mayor que la óptima, sacrificando un poco la eficiencia en favor de 

la rapidez), El volumen de cada fracción fué de 65 gotas ( 4,3 mi) y la 

temperatura se mantuvo a 5 ºC durante esta operaci6n, 

La absorbancia del eluyente de la columna de Ul­

trogel se leyó a 254 y 276 nm, mediante un Uvicord( espectrofot6metro) 

acoplado a un registrador. Los resultados de la Ciltracl6n en gel se mues­

tran en la figura 2 presentando varias bandas. Las fracciones que consti­

tuyen cada una de ellas se reunieron numerindose por el orden de elución, 

Tabla I nos muestra un res6men de cuales fracciones corresponden a ca­

da banda, 

Esta primera resolución del extracto de tallo de gua­

yule nos slrvi6 para ld1mtlficar componentes que absorben a 254 y 276 nm 

y fueron base para subsecuentes experlnrnntos, 



Proceso se¡uido para la obtenci6n de muestras por FUtraci6n en Ultrogel 

DIAGRAMA 1 

Se tomaron 6 a de tejldo seco (Uofilizad6) j a) ae aAadl6 hlelo seco y ae moU6 
en mortero. 
b) ae bom111enls6 en preNDCia de 
qua de sUlada durante l O min en 
Ultraturru, 

Homo,ealzado 

s 
Sobrenadante 

' Se filtr6 sobre -
payqod6nse 
llollliz.6 

' Sobreaadante llo-
fllizado 

' 

1 ae centrtfu¡6 a '15000 a por 90 mln 
_ a 2 • c. 

l 
Sedimento 

Se tomaron o.16491 del aobrenadante llo-
fillzado, l ae dlaolvi6 en 4 mi de amortt,u&dor de 

aHcina 0.01 M p11 .. 7,1 y• fUtr6 por ce­
llta, 

filtrado 

J 
se paso por la columna de Ultro,el etuyendo 
con el mismo amortiguador en que se disol­
vi6. 

Fracclonu obtenidas de la flltracl6a en ael, 

Se separar011 y distribuyeron de acuerdo al cromaqrama 
al graflcar las absorbancias de las fracciones a longitudes 
de onda de 2'16 y 254 nm. 

ll 111 
Fracciones del 23-30 del 31-60 del 61 -86 

l 1 
LIOFILIZACION 

' 
! 

24., mg '1'1,5 mg 10 mg 
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w 

)'•210 
nm 

1. 

10 20 30 40 50 60 70 80 Fracciones 

~·-0·22 •••••• , ¡.22.311 t·····32·60····t 1·····61 ·86········1 

Fracc onee 
Figura No. 2 • Muestra sometida a Flltracl6n en Gel ( Ultogell. 
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Obteaci6n de Muestras por Flltracl6n en Sepbadex: 

Se maceraron 18 g de tallo fresco de guayule en un 

mortero con hielo seco, el tejido macerado se suspend16 en 100 mi de a­

,ua destilada enfriada y se deslntegr6 completamente en Ultraturru por 

5 min., durante la homocentaaci6n la muestra se coloc6 en un bafto de -

hielo para evitar hasta donde fuera posible la elevacl6n de la temperatura, 

· 1o cual pudiera afectar a las muestras prote!alcas en ¡eneral; el homoge -

ntado se centrtfug6 a ~a velocidad ( 3 000 r.p.m. ) durante 10 minutos 

ae decant6 el sobrenadante y se procedi6 a su lloflllzaci6m. 

Del ¡uayule Uoflllzado se tomaron 200 m¡. ae re -

bidntal'on y se dializarán coatra agua destilada manteniendo la tempera­

tura a fºC durante todo el proceso. 

La muestra dlallzada se votvi6a liofilizar para -­

coacentrarla y una aU'cuota 911 apllc6 sobre una placa de pollacrilamlda 

( PAG ) con un gradiente de anf6lltos y por electroenfoque ae determina­

ron loa pi' 11 de las proteínas presentes en el suero obtenido por la meto­

dolog(a descrita ( Experimento No. 1 ). 

El resto del suero de guayule Uormz,do sin dializar 

se disolvl6 en agua destilada y se centrll'.lg6 de nuevo a 75 000 g ( rotor 30, 

U'ltraccntrlfuga Bcckman Modelo 1.-2 1 clurante 60 minutos a •l°C, el sobre­

nadante obtenido se lloflllz6 inmediatamente obtenlendose O, 65 ¡:¡ de ~uero 

de guayule sr.co, A el!tc suero sc le determin6 protefna11 según el n11'todo 
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de Lowry ( 7 l ( FollD - Ciocalteau ) obtenlendoa,e 28. 86 'll, de prote!nas en 

base seca del suero. 

El suero Uontzado se reconstituy6y dlallz6 contra 

qua destilada durante 18 horas, a 4 •e y un fiujo constante de Intercambio 

de qua de dlillsis y con agitacl6n para facilitar de esta manera la salida 

de tones y moléculas pequenas a traves de la membrana de celof6n ( 7 l. 

bespués se someU6 a una flltraci6n en gel con Sepbadex, G -25 mediano 

( 50-15 u ) con las slgulentcs caracterisUcas: Limite de fraccionamiento 

para ptptldos y proteCnaa ¡lobulares de 1 000 - 5 000 daltons, 

El Seplladex G-25 se vertt6 en una columna con las 

si¡uientes dimensiones: dl6metro, l, 6 cm, altura de cama 25 cm, vol6men 

de cama 50,24 ml. 

El flujo empleado fué de 0,35 ml/mill y el vol6men 

de cada fraccl6n colectada fué de 4,5 mi. 

Para obtener el vol6men de exclusión se calibró la 

columna con Dextrana Azul a una concentraci6n de 2 mg /ml. La columna 

rué equlllbrada con agua destilada. A cada fraccl6n colectada se le midi6 

su absorcl6n en un espectrofotometro ( PyeUnicam) a una longitud de onda 

de 280 nm, Observandose dos bandas separadas, la primera de ellas que­

daba dentro del vol6men de cxclusl6n ( 32,5 mi) y la segunda corrcspon­

di6 a las moléculas que fueron capacc,i de penetrar la matriz del gel. 

Se reunieron todaR latl fracclonctl pcrtcnrcicntes a la 

primera banrla conformando una Bola fracción , Cilla rué tlomctlcla a una pre -
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ctpUaci6n con soluct6n de sulfato de amonio huta una concentraci6n final 

de 80~ ( P N )¡ el precipitado obtenido ( Gl I se centrUu¡6 a 3 000 r, p, m, 

durante 1 O min, el aobrenadante obtenido se dtaUz6 , Uo1Uiz6: debemos -

hacer notar que durante todas las manipulaciones la temperatura se man -

tuvo abajo de 1 '1' C , para tratar de evitar cualquier acci6n enzim6tica, 

El suero preclpltado con suUato de amonio al 80 % 

( Gl I ee rehldrat6 para aometerlo a una puriflcacl6n en fUtraci6n en ¡el 

con Sepbadex G-100, con un ran10 de fraccloaamlento para protefnas ¡lo­

bulares de 40 000-150 000 daltons. 

A conttnuaci6n se describen las caracteristlcas de 

la rutraci6n y tas dimensiones de la columna: diimetro de la columna, 

2,5 cm, altura de cama 69, 7 cm con Dujo 0,4 mi / min y un voldmen de 

fracct6n colectada de 4,3 mi. 

La columna se calibro pasando por ella 3 veces el 

volwnen de cama de ¡el de solución tampon ¡Ucll-gllclna o. 01 M pff= 7. 1, 

La columna se caUbr6 con Dextrana Azul, y se -­

determin6 su voldmen de exclusión resultando de 43 mi, 

Se tomaron 35 mg de suero de guayule precipitado 

( GI I con sulfato de amonio al 80% y !le disolvieron en 2 mi de amortigua­

dor glicil-gtlcina 0, 01 ;\I, plf • 7, 1, Se, apllc6 la mue11tra en la columna Y 

11c etuy6 con el mb1mo amortiguador en que se dl,iolvi6, 

.\ la,i rracclonc:,i colectadn!I en In rtltracl6n con Se· 
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2. 

Ab­
aor­
cl6II 

:z 

1,0 

phadcx G- 100 se les ley6 su abaorbancia a 280 nm en el capectroro~ 

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

cromatotrama, ( fla. No. 3 ), 

A B 

11 

o 
3 

FIGURA No. 3 

e 

56 

A= Fracc:ioaes 3-10 

Be Fracciones 11 -22 

c .. Fracciones 23-56 

º-----------------------· 30 40 50 60 Fracciones 10 20 

'H) 



Se mezclar6n las fracciones correspondientes a 

cada wia de las bandas denominadas A, B y C, se dlallzar6n durante 16 

horas a baja tiomperatura( 5• C ) y se uoruzaron, Se obtuvieron &, 1 m¡ 

de la fracci6n A, 6,0 mg de la fraccl6n B, y una canUdad no determinada 

de la fraccl6n C a causa de su hl¡roscoplcldad y dlflcultad de recupera -

ci6n del recipiente de llofillzacl6n, Estas fracciones se sometieron a ele -

ctroenloque en placa delgada de pollacrllamlda en un gradiente de anfo -

Uto11 de pH entre 5,5- 8,5, 

En el experimento No, 1 de electroenfoque efectua­

do bajo las condiciones descritas en la nota de aplicacllin No, 1804 de LKB, 

,e apllcaroa las si¡uientes muestras (verla tabla ll) se variaron las ---

conceatracloae11 iniciales con el objeto de observar el mayor n<unero de --­

bandas posibles para evitar que estas concentraciones llegasen a ser un 

factor limitante para su resolucl6n, La ,muestra GI es la misma que se a­

pUc6 a la flltracl6a en Sephadex G -100 y que se separ6 en tres fracciones 

( A, B y C ). La muestra G"' se obtuvo de macerar 35 g ¡Je tallo fresco con 

hielo seco en un mortero, homogcnlzar el tejido macerado 5 mln en una 

solución de suUato de amonio a 60 % de saturación y se volvl6 a centrifugar 

a 75 000 g durante 3 horas a 4° C, Se desechó el sobrenadante y el precipi­

tado se redlsolvl6 en la solucl6n de mecaptoctanol y se dlallz6 durante 14 

horas contra la solución de 2-mercaptl>etanol, se lloflllzl> denornln6ndose 
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como muestra 0:- como se dijo Ulteriormente. 

Precipltacl6n directa de proteína de ¡zua.yulc al 80% ( G80> 

Se maceraron 55 g de tallo de guayule fresco con 

hielo seco, luego se pas6 al tejido macerado a un molino con hielo seco 

y se moll6 durante 60 segundos, el tejido molido se suspendl6 en solu-

-6 
ci6n de mercaptoetanol 1.s x 10 M frfa ( s•c 1, se centrlfug6 120 min 

a 38 000 g a s•c. El sobreaadante se flltr6 a través de gasa doble y se 

liofillz6. 

El sobrenadante liofilizado se disolvi6 en 40 ml de 

una soluci6n fria de mercaptoetanol 6 x lO~M. en seguida y con agita -

cl6n constante se le llll&dleron lentamente 160 ml de una soluci6n de su! -

fato de amonio saturada al 100% ( PN ), precipitando as( las proteínas 

solubles que no soportan una concetraci6n final del 80% de sulfato de a -

monlo, el precipitado obtenido se centrit'ug6 de nuevo a 38 000 g duran­

te 40 mln a una temperatura de s•c, 

Al sobrenadante se le sometl6 a un barrido comple­

to en el espcctrofotometro UY -Visible obervandose una pee¡ Jena lectura 

de absorbancla en la regl6n de 280 n .,,, , lo cual nos indicaba existfa un 

pcqueno remanente de prote(nas en el sobrcnadante ( 6 11ea que esta11 no 

estaban completamente precipitadas a r11n concentracl6n de sal l. El preci -

-6 
pitado ¡¡e rcdlsolvi6 en la solud6n de rnercaplof'lanol ~ x I O i\l Y ,ic dla-

llz6 r:ontra esta misma ,10lucl6n durante· 20 hora,i, mantrnll!ndo11c un --



un fiujo continuo de la solucl6n de dWlsis para evitar la saturaci6n por 

la sal de amonio y extraer esta completamente do la soluci6n proter-­

ca inmediatamente despU~s se Uoflliz6 ( G8o>. 

A G se le determln6 proteína por el método de Low -
80 

ry utilizando el reactivo de Folln Clocalteau resultando 75. 88 % de pro· 

terna, 1111& porcl6n de la muestra anterior se someti6 a rutracl6n en gel, 

Del precipitado liofilizado se tomaron 72.5 mg y 

se redisolri6 en 5 mi de solucl6n amortiguadora Tris-clorhidrico 0.02 M 

pH=7.8. Se rutr6 por celita y el filtrado se aplic6 a una columna cro-­

matrogrW(ca de Ultrogel AcA 44 de las siguientes dimensiones: una altu­

ra del gel de 42 cm, un volumen do cama do gel de 84 cm, altura de la 

columna 80 cm, dl.imetro l. 6 cm, una velocidad de fiujo lineal de 3. o 

cm/h y una velocidad de nujo de 6,0 cm3 /h, votamen de rracci6n de 3,0 

mi, tiempo requerido por fraccl6n 33 mln, El voldmen de exclusl6n de -

terminado con dextrana azul fué de 38 mi, durante la flltracl6n la tem • 

peratura se mantuvo a 4 ºC , la muestra rué elulda del gel con el mlsmo 

amortiguador en el que se dlsolvl6, 

A laa fracciones obtenldaa de la rmraci6n en L'ltro­

gcl se le~ detcrmin6 ,iu ab.qorbancia a 200 nm obtr.nién<losr. r.l cromatogra­

ma dr. la Figura ;>,;o, 4, 
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FIGURA No. 4 

20 30 40 

Flltracl6n en Ultrotel 
AcA 44 

so 

50 Fracciones 

Las fracciones se separaron en tres partes, la pri-

mera abarcaba de las fracciones 5-11, la segunda de 12•27 y la tercera de 

28~8, se d1altzaraD contra una soluci6n de merc:aptoetanol 1.5 x 10-6 du­

rante 20 hrs, a 4°C can flujo de intercambio de la solucl6n de dtallsls cons­

tate y qitacl6n. 

Una vez dializadas las tres partes se lioflllzaron. De 

las partes 1 y2 se obtuvo tan poco material lloflllzado que no fué posible -

determinar la canUdad y fueron redlgueltas en l mi de agua destilada. 

Electrocnfogue Experimento No, 2. 

La11 trc11 partes obtenidas fueron apllcadas a una pla­

ca de pollacrllamlda ( PAG ) con un gradiente de pfl de 3, 5-9. 5 junto con 

una ~e!ltra de protcina de guayule ( G 801 que corresponde a la misma que 
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se apllc6 a la columna cromatogrUtca, se electrocnfocaron bajo las con -

dicionoa ya descritas y loa resultados obtenidos se res6men en la Tabla m. 

En esta placa se observa una gran conccntracl6n de 

las bandas enfocadas en la rcgl6n mis leida de la placa corrcapoodiente a 

1111 pff de s.s-3.S, lo cual nos indica que las proteCnas enfocadas tienen car­

ga negativa ya que emigran hacia el lnodo, de aquí se dcaprendi6 la nece­

sidad de ampliar la capacidad de resolucl6n de la placa estrechando el gra­

diente de pH dentro de la ZOII& leida ( 6.5-t ), cato se describe en el experi­

mento No. 3 de electroenfoque en placa delgada de poliacrilamida. Dado que 

las muestras 1 y 2 no se obtuvieron en cantidades suficientes para aplicar­

los en este intervalo de pH solamente se trabajo con las muestras 3 y G80 

tratando de esta manen de establecer alguna diferencia entre ellas, los re -

aullados estan expreaados en la tabla [V y las condiciones en que ae crectu6 

el experimento estan descritas en la parte No. lila. de métodos. 

En la Tabla [V se puede notar que adn hay un gran 

n6mero de bandas concentradas on la zona de menor pH ( :\lis bajo ) por lo 

cual se crey6 conveniente reducir el intervalo de pll y as[ aumentar el grado 

de resolucl6n al aumentar el n6mero de anfolltos dentro de una zona mis 

estrecha, utllízando las ml~nlllfl mur:,straa ( :i y c; 80) se reallz6 el experi­

mento No. 4 de electrO<'nfoquc con un ¡¡radknte de pll de !i -4 bajo la,i con - -

dlclon"" enunciada,¡ "n la s<'<"ci6n de m,',todo11 y ohtenlf.ndom, 1011 re'!Ulta1lo•1 

prc'lf'ntarlc11 en la Tablo \', 
'Hi 



En este experimento se obervó m'9 claramente 

la distribuci6n de las bandas cuyos pwitos isocU!ctricos se encontraban en 

la parte 6cida, particularmente en la rcgi6n de pH 5 a 4. 

Dentro de las dUercntes gradientes de pH es posi­

ble obervar algunas pequcnas dUerenclas entre las distintas muestras a­

plicadas, sin embargo estas no son tan grandes como para poder decir que 

hubo ó no Wl& buena scparaci6n y puriflcaci6n de ellas a trav4!s de los -

procesos a que fueron someüdas,que sirva de parimetro, si bien awique 

podemos observar que existen protefnas con el mismo punto isocU!ctrico, 

eso no asegura el que estas sean iguales por lo cual se trató de establecer 

algma dllercncla en las distintas muestras por medio de determinaciones 

de actividad enzlmtt ica. 

Deteccl6n de Actividad Enzlmtüca Espectrofotometrlcamente. 

En las protcfnas del guayule se trató de establecer 

Sil actividad enzim6tlca dentro de wia de las vias metabólicas primal'ias 

como es la gluc6Usls. La primera de las actividades buscada fu4! la de la 

glucoaa-6-fosfato-<lcshidrogenaea; en dos celdas de 4 rol y 1 cm de espe­

sor, se colocaron 2 mi de amortiguador de ¡¡llcll-glicina, 0,4 mi de 111 

soluci6n de NADJ,., 2 mi de MgCl y 0,4 mi de la 11al 116dlca de, gluco-
2 

sa-6-fo11fato c,n carla una, una vez que la mezcla de reacción ee equllibró 

a temperatura ambfonte ( 20 min ) 9e colocaron las celdas rm ,,¡ r11(1ectro­

fot6metro, una crlda de, referencia que contenra todos Joq rrnctlvo11 a rx,,e-



pelón de la soluc16n enzim6tica y otra celda para la muestra problema 

una vez que se ajust6 el aparato a cero de absorbancla con la celda de 

referencia a 340 om ( zona de absorbancla del nucle6tido reducido) se -

anadi6, a la celda de muestra 20 ul de solucl6n enzimitica se agit6 r6-

pldamente para bomogenizar la mezcla de reacción y se tomaron lectu -

ras de llbsorbancla cada 30 segundos. 

En la segunda lncubacl6n se buscó actividad de la 

gllceraldehido-3-!osfato deshldrogenasa ( seg(ln el método de Reml E. A­

melwi:ed, la actividad cnzlmaflca se slgui6 también espectrofotométrica -

mente escencialmente como la describe Krebs. ( 15 ). La reaccl6n es 

irreversible usando arseniato. La mezcla de reacci(m conteniendo 2. 7 mi 

de amortiguador gllclna-NaOH ( cmtenlendo unos cristales de cisterna> -

0.1 mi de NAO+ y 1 1 de solucllin de enzima ( gllceraldehldo-3-fosfato des­

hidnJtrenasa) se coloc6 en una celda de 4 mi y 1 cm de espesor y se incubó 

l O minutos a 30"C para completar la actlvacl6n de la enzima por la cisterna 

en otra celda que slrvl6 de referencia se anadl6 también la mezcla de rea -

cci6n y se ajuet6 el aparato a cero de absorbancla a 340 nm • A la celda 

de muestra se le anadl6 0,2 mi de W1a mezcla ( 1:1 ) de arseniato de sodio 

y glict>raldchido - 'l - fo,iíalo, iC agitó r6pldamcntc para homogenizar y ~t· 

tomaron lectura11 <Ir: atrnorbancia cada 30 !ll'gundos. 

l.on >1l,1temaq de la!I lnc:uhacloru·n íuPron proharlo,, 

con ,,r.zlma,i purlflr.a<lo, aclqulrlda.~ <Ir· "ª"ª" romr,rdal,·,i hahlenrlo runcio · 
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Sin embargo cuando se colocaron las muestras de 

guayule para determinarles las mismas actividades enzimiticas, taco­

loraci&t presente en ellas enmascar6 cualquier actividad enzimitica de· 

tectable espectrofot6metricamente, este lllcho llam6 poderosamente nues­

tra atenci&t , nos preguntamos que clase de compuesto serfa que no hu· 

blcra sido posible eliminarlo ni por ultracentrilugaci6n, diallsls, filtra­

ci6n en gel 6 purillcaci&t por medio de la precipitact6n por sales. Sabien· 

do que hay 1111& gnn cantidad de compuestos presentes en pequenas can -

tidades en el citoplasma que realizan al romper la estructura celular un 

efecto detertorante sobre las protcfnas nos encarninarno'J a la identi!ica­

ci&t de al¡unos de estos compuestos reportados en la literatura para tra­

tar de evitar su acci&t. 

Se ha reportado que muchos frutos presentan altos 

niveles de fenoles y fenoloxidasas que al Interaccionar durante el proce • 

so de extraccl&i del tejido para su anallsis, presentan un a.vanzado grado 

deoscureclJniento concomitante con un deterioro proteico. El oscurecl· 

miento es producido por una oxldaci6n fen6llca y una eve~tual pollmerl­

zacl6n no enzimitlca de las qulnonas a taninos o melaninas. Los taninos 

,ion un serio impedimento para la extracción cle otras cnzimafl acti':as so­

lubles prcclpitandolafl 6 unienelonre a la 'IUpPrfii:ie ele la11 proteínas provo­

cando la inactlvaci6n el<: la enzima. Las fenoloxiela11ari Ron proteína, 4ue 

contle~n cobre y Re cmp!C'an en r1uf1tratofl ospc~lficofl para 11ivldirlaA en 
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dos gn.ipos: Un grupo ( tiroslnasa) catallza la oxidación de mono y dlfenoles 

mientras que el otro ( pollf'enoloxidasas) es ampliamente espccO'ico en la 

caWisis de oxldaci6n de o-dchldrolenoles como el catecol y el ,cido cloro­

génlco. Recientemente se desaroll6 un método con el que se pod(an obtener 

patrones proteínicos con un mayor grado de conservaci6n de actividades en -

zlmQ.icas. 

Este método fue el que se utlllz6 ( ver arriba), y es­

ta basado en la " Homogen1:zacl6n de tejidos a bajas temperaturas" ( apro -

Jdmadamente a -7a'C ) en acetona, seguida de una equ1Uhraci6n a -2s•c. El 

agua y .los oolutos solubles de bajo peso molecular pasan a la rase Uqulda 

en la cual son extraidas y el polvo resultante, polvo acet6nico conteni •!'Ido las 

proteínas es secado bajo vacio. Presumiblemente bajo estas condiciones los 

renoles, ,c1dos, az6cares y otros componentes solubles son extraídos en un 

medio que mlnlml:za las interacciones con las proteínas, sin embargo en el 

caso de guayule no runcion6. 

Obtención de muestras par el método de "palvo acetonlco". 

Bajo los antecedentes de CJementq ( 16 >, se adaptó 

la metodolog!a t>mpl<'ada en frutas al guayule, Se colocaron 85 r, de tallo 

fr, .. Jco "" un mortr·ro con hielo wco y ~e maceraron, el lt,jlrlo mucerurlo 

,re molió con hielo ·wco uqanrfn Intervalos de :so qr,¡¡, purn c,vltar eah•ntn­

miento del l<'jldo ha1ta ohl••ni,r un ptJlvo fino, lnnierlintnr,11•nlr' r,qlc• ,u, pn·:ú 
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a un va90 de precipitados conteniendo 300 mi de acetona-hielo seco 

( -60 ºC) en sc¡ulda se homo¡enlz6 en el Ultraturru durante 2 mln., se 

dej6 reposar por 5 mln, se filtró en papel Whatman No. 2 con vacío, el 

precipitado se volvl6 a extraer con acetona y hielo seco, homogenlzando, 

dejuldo reposar y filtrando por sels ocasiones m,s hasta que se obtuv6 

llll filtrado amarillo p611do, el II lodo acet6nlco II reaultante se equlllhr6 

a apraldmadamente -25"'C y se coloc6 en la bola del rotavapor sumergi­

da en un b8'IO de hielo, desp6es de 2 horas la acetona hab(a sido elimina­

da, quedando el II polvo acet6nlco de guayule II seco, este se suspendl6 

en 400 mi de a,ua destilada fr(a conteniendo 7 mg de clateCna y se centrl­

fuc6 30 mln a 24 000 x I s una temperatura de 2 •e. El sobrenadantc se 

Uaftl1z6 y denomiD6 Ga ( polvo acetonlco de guayule ), el método descrito 

• Uuatra en el clla¡nma No. 2. 

PllrtflcacilD por precipitacilln rm sultato de amonio. 

Se reallz6 una purlflcacl6n del II polvo acet6nlco 

de ¡uayule II por mcdlo de la precl~ltacl6n con sulfato de amonlo: un gra -

mo apraldmadamente de Ga 111e disolvl6 en 20 mi de a,ua·írfa, mantenlendo­

se la soluci/m en un bailo de hielo y con agltacl6n constante se anadier6n -

lentamente crlstalee de sulfato de amonio para lograr IN dlflolucl6n y has -

ta alcanzar una saturacl6n final de la ,wlucl6n de 90 o/o ( 1 3. 24 g ) , se - - -

cP.ntrlfll86 a 11) IJOO x g duranto :10 mlnulofl a r, • C • El 11ohrena- - - -

,Jantc rfe dc-M y P.I precipitado de protefnafl 110 volvlf, a <.11,mlver en 
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Proceao seguido para la obtcnc16a de muestras protc(caa por el M6todo 11acetonico11 

DlAGRAMA No. 2 

' Filtrado 

Tallo rreaco de ,-yute 

' Maceraci6n con hielo eeco 

Hom01eJzac16a del tejido 
macerado con hielo seco, ea 
el molino IKA-WERK ( en se­
co) durante l mimlto. 

Homopnizac:i&l,del tejido molido en acetona 
hielo seco en Ultraturru en solucl6a dlarante 
2 minutos, ( seis veces >. 
FUtracitin en J,.J Wliatman No. 2 ( eeia ve -

J CH). 

¡ 
( 90lucl6a acet6nlca ) 

Material lllaoluble 
( lodo acet6ntc:o ) 

l 
Secado con vact6 en frfo 
huta eliminar acetona 

( 2 horas) 

11 polvo !cet6nico " 

!Ñapens16a en 
qua destilada 
fr(a con cister­
na y centrifuga­
ci6n a 34 000 g 
wrante 30 mln, 
a 2 ° c. 

Sobrcnadante, pH 5,9 

j liofUlzacl6n 

Insoluble 

" polvo acet6nlco de gua -
yule 11 ( G I 

• 
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qua destilada rrra y se dJallz6 durante 20 horas contra agua destilada 

manteniendo la temperatura a 4ºC y se llof1Uz6. A esta muestra se le 

llam6 "protefna de extracto acet6aico" ( Ga-SO > • 

Comparact6n de los metodos de obtenci6a de muestras en electroen!oc¡ue. 

Con el objeto de comparar los patranes protefni­

cos obtenidos por los distintos metodos y purificados por precipitaci6n 

con sulfato de amonto, a las muestras G80 y Ga-90 se les someti6 

al experimento No. 5 de electroenfoque en un ¡racUente de pH de 4.0-

5.0 bajo las condiciones descritas en la parte No. llla de metodos. En 

la tabla VI se 1111otaron los resultados obtenidos en este experimento. 

En la placa del ¡el de pollacrilamida del expcri -

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 metodolo¡Cas , lo cual nos hace suponer que los m~todos 

empleados pueden ser considerarse saUsfactorios y utilizarse indis­

tintamente con el objeto de obtener patrones de proternas. 

Electroforesis -SDS • 

llahien<lo detC'rminado la naturaleza 6elda, g¡ n6 

de todas, por lo menos de la mayorfade las proteCnu obtenidas y en­

contrados 1111s punto!! l11oell?ctrico,i rn dl,1tint011 gradirntr.!I de pll, ge er!::_ 

yt, neer.<Jarlo ( ,iic,ndo e9te trabajo un crntudlo prC"llmlnar que marcar6 la 
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pauta para posteriores experimentos) conocer el rango de pesos mo16-

culares en el cual se encuentra concentrado el grueso de las proh:lnas 

del guayule, Para tal efecto se prepar6 un gel de pollacrtlamida-SDS de!. 

cuerdo a la ~cnica descrita en la nota de apllcaci6n No, 306 de LKB, 

La placa con el gel se coloc6 sobre la placa de en­

friamiento la cual estaba conectada a un bailo refrigerante para mante -

ner la temperatura a s•c durante el experimento. 

Las muestras aplicadas fueron las obtenidas por 

los distintos metodos y de los cuales se crey6 conveniente hacer una C0!!1 

paraci&l para conocer sus diferencias, previamente las muestras hablan 

sido disueltas en la solucion amortiguadora de muestra ( conteniendo 

SOS y 2-mercaptoetaaol ) en las concentraciones anotadas en la tabla Vlll 

y estas fueron "activadas" durante 2 mln a ebulllclon, una vez a tempera­

tura ambiente, se les anadl6 a 250 ul de las muestras 10 ul de la solu­

ci6n de bromofenol azul y 10 ul de 2-mercaptoetanol, se agitaron bien y 

se apllc:ar{m 10 u1 de cada una de las muestras en los pozos de aplicaci6n 

del gel de pollacrilamida-SOS, esta operación se realiz6 lo m6s r6pido 

posible para evitar la dlfusi6n, sobretodo del bromofenol que ful! el In­

dicador frontal en la electroforesis: Inmediatamente despues de aplicar 

las muestras se encendi6 la fuente poder y !le ajust6 la corriente a 20 mA 

durantr. los primeros 10 minuto!! con el objeto do concentrar las mues­

tras, 

Despues de concl"ntrar se ajust6 la <'orrir,nlr, n 
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190 rnA, manteniendo este Dujo de corriente constante durante 5 horas, 

que es el tiempo que dur6 la electroforesis, bajo estas condiciones la 

velocidad de mi¡racl6n del bromofcnol fué de 1 • 2 cm /h y la fuerza del 

campo de 6 volts/cm. 

Despues de la electroforesis se mldl6 la distan­

cia de emi¡racl&l del colorante en el punto medio de las bandas. Para 

evitar la p6rdl.da de protefnaa pequenaa solubles y mtntmlzar la dlfusl6n 

prontamente ae coloc6 el gel en la solucl&l fijadora ( tricloroacétlco­

BllllosalicDlco-metanol-qua) por una hora, lue¡o 91! pu6 a la aolucl6n 

teftldora donde permanecl6 2 horas, enseguida 90 ellmind el exceso de 

colonnte del gel cambiando varias veces la aolucl&l deateftldora ( eta­

nol1cétlco-qua) hasta que el ultlm6 cambio de la 80lucl&l desteftldo­

ra se mantuvo claro, luego se coloc6 en la aolucl&l preservadora ( 

aolucl&l deateftldora + glicerol ) durante una hora y ae envolvl6 el gel 

en una hoja de papel celoftn mojada con la misma soluci6n y se dej6 se -

car la placa a temperatura ambiente. 

La determlnacl&l de los pesos moléculares se 

efectu6 calculando la movllldad relativa, 

dlstancta de emtgracl6n prot, long, gel antes fljar 

Movllldad Relativa= ---------- X 

dist. de emlgracl6n bromofenol long, gel despucs 
de secar 

O sea que la movllldad relativa se calcula con res-
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pecto al azul de bromorenol, La longitud del gel se mide en la dirccci-

611 de loa electrodos, 

Movilidad relativa ~ Rf x factor de cambió de la placa del gel 

Todas las distancias se tomaron en la mitad de las 

bandas, El factor de cambi6 del gel se debe al hinchamiento 6 encogimie!!. 

to de este durante el proceso de fijado y secado, Con estandarea de pro­

tefnaa y SU3 diferentes movilidades relativas se hlz6 el traz6 del top­

ritmo en base 10 del peso molécular contra la movilidad relaUva, ob­

teniendose una linea recta ( se apllc6 regrea16n lineal ) de pendiente ne­

gativa, Flg, 5 , en la cual se aproximarm loa pe90a moleculares ( no 

ccmocldoa ) de las muestras, 

5,0 

Lot10 

del 

Peso 

Mol, 

4,0 , ov a re at va 

Flg, 5, :\lur,stra11 de proteCnas conocidas somc­
tldag a clectroCorcsi,i-SIJS, Trazo usado 
"" el c6lculo de pcso,i moll,cularcs, 
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ProteCnas Usadas en Electroforesis en Gel de Pollacrllamlda- SOS. 

ProteCna 

Albdmina bovina 

Alb6mina de huevo 

Pepsina 

Tripsi116teao 

J- LactcJtrlobulina 

Llsorima 

TABLA Vil 

Pe so Molecular 

66 000 

45 000 

84 700 

24 000 

18 000 

14 300 

Lo¡ PM Movllldad Relativa 
10 

4.8195 0.1879 

4. 6532 o.3481 

4.5403 0.4592 

4.3802 0.5671 

4.2648 0.7777 

4.1515 º· 8592 

La mavllidad relativa experimental determinada se 

lleva a la recta y se determina la otra coordenada ( lo¡. PM ), en esta -­

rorma se calcularon los pesos moleculares. Los resultados de las mues­

tras 'lbtenidas de la electroforesis en ¡:el de pollacrllamida -SOS al I O % 

se encuentran tabulados en la Tabla Vll. 

Considerando la lmposlbllldad de determinar actl • 

·ddades enzlmiticas por técnicas cspcctrofotometrlcas debido a la colo­

ración calt! parda prc,wnte en las muestra!! obtenida!! con ah!lorbancln gran -

de a 140·nm color •¡uc no ru~ po1!1ble eliminar por la11 dlferentcg tl,cnlcas 
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TABLA ·¡¡_ 

Muestra Conc. Bandas Movllidad relativa Lo¡¡IOPM P.:\I. 
( mg/ml) 

------------. - . --· --- -··-

L 
0.0160 4.0936 l2 404 

l [ 
l°.8701 4.1383 13 750 

ancha 
0.7928 4.2137 16 356 

44 me/mi º· 7812 4.2250 16 788 

º· 3787 4.6174 40 870 

0.2554 4. 7388 54 315 

0.01121 4.0988 80 845 

lm 

l o.8991 4.11 l2 883 

1{ ( 0.8743 4.87f3 13 822 
ancha 

º· 7f85 f.2588 11148 

47 me/m1 J 0.100s f.3037 20122 

1 
0.3773 4.6188 fl 675 

0.2558 f.7376 !14 870 

0.0813 4.9074 80 793 

~L 
o. 9091 ... 1003 12 598 

1 [ 
r º· 7981 

4.2085 16 164 
ancha 

15 mg/ml o. 50 62 4.4054 25 434 

o.3777 4.6184 41 538 

º· 2559 4. 7372 54 607 

o.oseo 4.9054 80 490 



Coatinuaci6n TABLA VU 

Mueatn CODc. Budu Mobilldad l...oe10 PM PM 

r 1 

0.4091 4. 1003 12 598 

1 r ancha [ 0.8654 4.1429 13 896 

º· '1700 4.2359 17 214 

1@ 37 me1m1 o.3777 4.6184 41 538 

1 0.2559 4,7372 54 697 

1 0.0830 4,9054 80 490 
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de puri!lcacl6n, nl con modlllcaclones en los métodos, se lntent6 demos­

trar I a accl6n enzlm6tlca involucrada en la bloalntesls de hule emplean--
14 

do sustratos marcados con C y se anallz6ron loa productos de lncuba -

cl6n por el método de centelleo lfquldo, 

Se buac6 la lncorporacl6n de mevalonato 2}4c , a 

hule, En W1 matraz Erlenmeyer de 15 mi se coloc6 la mezcla de reaccl6n 

conteniendo MgCt2, ATP y EDTA, tal como se lndlc6 en la parte lla de 

métodos ae 1111adi6 el suero de guayule ( polvo acet6nico e Ga) disuelto en 

la soluci6n amortiguadora glicil-gllclna, enseguida se agre¡6 el mevalo­

nato marcadoy se lncub6 en un blltlo a 28 º C durante 18 horas, despu6s se 

111\adieron 2 mi de hule en benceno ( 30, 3 mg de hule de guayule) se calen -

t6 en blltlo de vapor durante 30 minutos, para detener cualquier actividad 

enzlm6tlca, se preclplt6 con metano! destilado caliente y el precipitado se 

lav6 varias veces con metano! rrro, se tran9Clrl6 la mezcla cuantitativa­

mente a un ( Soxhlet ) dedal de celulosa para extraccl6n y se extrajo refiu­

jando con metanol por tres horas se aepar6 el dedal del aparato guardando 

la soluci6n metan6llca para analizarla por centelleo ( ver diagrama No, 3 >: 

el dedal conteniendo el residuo insoluble se colocó en desecador y se seco 

a baja presión empicando una bomba para vacló durante dos horas, Una vez 

seco el dedal se volvió a colocar en Soxhlet, se extrajo con benceno destila -

do a reflujo por ocho hora'!, f-:1 C'Xtrneto benc(,nlro .'le tranqflrló cuantltn-

tlvamentc a un frasco vial para c,•nt<'llco ,e colocó ,,n bario de vapor v pa.san­

•lo WJR corrir•nlc •k• :-.~ ,,. ,,·,apor6 a qr,¡ucdad, sr 11n11dfrr·'.in I O mi dr ICqul-



do de centelleo tolueno (conteniendo 5% de P.P.O.) y se anall:z6. Para 

comprobar que las cuentas obtenidas estaban incorporadas al hule, se -­

volvi6 a precipitar con metanol, se mtr6 por cellta y se disolvi6 de nue­

vo con benceno, se evaporó de la misma manera descrita anteriormente, 

se at1adi6 el lfquido de centelleo y se anali:z6 en el contador. Los resultados 

. se muestran en el diagrama No. 3 para una mejor ilustraci6n. 

Para conocer la cantidad de cuentas o desintegracio­

nes recuperadas a lo largo del proceso se calcul6 a partir de la alicuota 

inicial tomada, el n6mero de cuentas que había en el vol6men total de la 

incubaci6n y tomando en cuenta la perdida de 20 ul correspondientes al ben -

ceno ( solvente del mevalonato) que se evapor6 durante la incubacl6n, re - -

sultando un vol6men total de 1160 ul al cual le corresponden 1 230 780 cpm. 

Se hizo el balance de cuentas de los extractos obtenidos: 

En 1 mi del extracto metan6llco hub6 69 906. O cpm de donde al vol6men to­

tal del extracto metan6lico ( 50 mi ) le corresponden ••• 1 209 373. 8 cpm 

y en el extracto bencénico evaporado hubo , , • , , ••• , • , , •. __ ..c1_1"'9'-7'"''""5'-"c.cp,..n"'1_ 

Total de cuentas recuperada11 •• ,.,,,,,,,·, l 210 571,3 cpm 

Hecuper§.ndo11e un 98,40 ':o dr. la11 cuentas con lai; que se hab[a - -

iniciado la lncubacl6n, Dr. , los rem1ltatlo11 de la incubaci6n con poi -

vo acct6nlco de guayule ,ie obsrrv6 •1ur. no hubó Incorporación clrl ¡,r,,cufmr 

marcado a hule, 11r. ¡x·ns6 que ,¡ulzi hubkra algo r.n la muestra CíJrrt¡,leta ,¡uc 

!jf) 



Extraccl6n de hule de la muestra G8 incubada con 2-14c mcvalonato 

DIAGHAMA 1'o. 3 

Al(cuota __________ .,_,. _n_,l ___ :\lczcla Incubada 

a) Se SICC6 COII 

~80..6. anhidro. 
b> !le mtr6 
c) A 1 m1 se le 
aaadl6llqu1do 
de centelleo to­
talueno. 

Extracto metanoltco 

l 
Extracto metanoltco 

11 9CCO" 

al Se anadi6 hule de guayule 
t:omo acarreador) en benceno 
bl Se calent6 en bano de va -
por 30 minutos. 
e) Se anadi6 metanol de stllado 
caliente y se lav6 varias ve -
ces, se transflri6 cuanUtaUva­
mcnte al dedal. 
d) Se extrajo rcflujando con - -
metanol por 3 horas. 

Dedal 
a) Se elimino restos de­
metanol a baja prcsl6a en 
desecador. 
bl Se extrae con benceno 
destilado y ee refluj6 8 hrs. 

Extracto ben­
c&lico 

dedal 

Re cuentas por min= 69 906 
Error= o.e al Se tnnPil.ere cuantitai­

vamente a an frasco vtal 
de centelleo. 

Allcaota 
al Se aftadl6 10 mi de liquido de 
centelleo Dtoxano ( 8 g PPO, 0.5g 
DMPOPOP 100 g naftalina --• 1000ml 
con dioxano. 
b) Se anallz6. R= 5 477.5 cpm 

51 

bl Se evapora a sequedad 
calentando en bailo de vapor 
y pasando una corriente de 
N • 
c~Se anadl6 lo mi de lfqutdo 
de centelleo tolueno 5~ PPO y 
11e analiz6. 

Hule 
R= 1 197.5 cpm 
Errorc 1. 8 a) Se preclplt6 con meta -

1 
nol, se filtr6 por cellta 
y se volvl6 a dll!IOlver en 
benceno. 
bl Se evapor6 el benceno 

11 u I e de la misma manera des -
Re 8. O cpm crlta arriba, 
i-rror=14,, ci Sr anadi6 10 mi de lf­

quhlo de centelleo Tolue -
no ( 5 "', PPO) y Ac ana­
llz6, 



pudiera estar a!ectuido a alguna de las enzimas Involucradas en labio­

slntesis del hule, por lo cual se repitió la Incubación empleuido mues­

tras un poco m,s purificadas , como la G y la G y haciendo algu -
80 a-90 

nas modilicaclones en el proce90 de extracción ( ver Jiagrama No. ·O. 

Se pens6 que tal vez serra necesario anadir meva­

lonato frfo ( no marcado) para que estuviera mejor distribuido el sustra -

to en la solución y fuese mayor la bioslntests de pollmero y qll! ayudar&, 

aquél, al mevalonato marcado a entrar en contacto con la enzlma, 

Se e!ectuar61t dos Incubaciones simultaneas con las 

muestras G y G sometidas a las mismas condiciones, las mezclas 
80 a-90 

de lncubacl6n contentan los siguientes reactivos, todos en soluciones acuo-

sas: 
Reactivos. 

mevalolactona ( fria 1 

ATP 

muestra G 
80 

muestra G 
a-90 

EJJTA 0,10 M 

:l.!gC12 0,10 M 

wl:Jci6n amorti.guadorn Tris - malelco 
'l.10 \I, pfl= ':i,!i 

mevalolactona 2-14( · contenl,.ndo O, 2fiuCi / 
; ul 

\olúnwn Total 

Incubación, 

39,1 mg 

5,0 mg 

41.0mg 

80 ul 

80 ul 

000 ul 

:J ul 

1 165 ul 

2 

22,3 mg 

5,0 mg 

30,0 mg 

80 ul 

80 ul 

1 000 ul 

!i ul 

1 1115 ul 



En un m11traz Erlenmeyer de 5 mi se colocaron los 

reactivos en el orden en que aparecen anteriormente, una vez disuelta la 

muestra de guayule en la solución amortiguadora se anadi6 la mevalolac -

tona marcada y se mezcl6 bien y se tom6 una atrcuota de 5 ul para conocer 

el nGmero de cuentas con que se lnicl6 el experimento, en se¡uida se colo­

c6 la mezcla de lncubacl6n en un bano a 28 "C con qltacl&l constante Slla­

ve durante 18 horas. 

Terminada la lncubacl6n se anadi6 metano! c.Uente, 

se transflri6 cuantitativamente con metanol a un dedal de celulosa ( Sox­

hlet ) colocado en un aparato para reffujo y se extrajo con metano! ( ver el 

diagrama No. 4 ) por 5 horas, el dedal se extrajo con benceno 24 horas. El 

extracto bencenico se transflrl6 a un vial de centelleo y se coloc6 en un ba -

no de vapor, pa8'ndole una corriente de nltr6geno se evapor6 a sequedad, 

se anadieron 10 mi de l!quido de centelleo tolueno ( 5 O:. PPO) y se anallz6. 

No se obtuvo lncorporaci6n del sustrato marcado pues 

el nGmero tan bajo de cuentas en el extracto bencénlco se debe al " conteo 

base" del sistema y del analizador de centelleo l!quido. Se pcns6 que tal vez 

se hubiera perdido la actividad cn7.lrn6tlea a trave s de los pasos de purifica -

ci6n 6 por el efecto aau••ado por las fcnoloxidasas por lo cual se creyó con­

V<'niente realizar la ir.c11bac-i6n dlr<·clanH!nte con t<:Jido írcgco y en ausrndn 

deº~''"º ¡,nra evita:· rualquit•r w.1rlaci6n, Yn ,¡u,· la convPrsl6n enzlmt\ll· 

ca •I<: monofcnol a ·Júr·nol r,•qull'r" rle oxí¡¡t•no. 

,'j'l 



Eztracci6D de bulo de lu muestras G80 l,_G._90 lncubadae en 2-14c mcvalonato 

DIAGRAMA No. 4 

Mezcla do incubacl.6n 
al Se aftadl6 mctanol callente y ec 
truudiri6 a un dedal. 
b)Se extraj6 cm metanol por 5 bra, 

' ~ Eztracto metanollco dedal 

al Se afor}a 50 mi L 
b) Se tom6 allcuota de 5 mi 

r::====-no). ' ffi • 71 476,0 cpm 

ª2 = 78 028. 8 cpm 

Extracto dedal 
acetonlco I a) Se 118CO al vaclo 

bl Se utrajo cm ben­
ceno por 2' bona. . ' 

54 

Extracto dedal 
benc6nlco 

., Se enpor6 • 1111! -

quedad en ballo de 
vapor y puandole 
una corriente de N 
bl Se anadleron 10 tiI 
de lfquldo de cente -
Deo tolueno ( S"J'PPO) 
pa:a analizar por cen -
telleo. dedal 

R1= 47,6 cpm 

R2 e 22. 1 cprn 
l ~F~~ y 118 anallz6 

R1= 34 cpm 

R2= 31,lcpm 



A 1 O ¡ de tallo rccii!n cortado de ¡uayule se les su· 

mergt6 en aire Uqu1do por 30 minutoe se maceraron en un mortero con -

hielo seco en ee¡uida se .-s6 el tejido macerado al molino con hielo eeco 

y se moli6 durante 5 minutos anadlendo hielo eeco cada 30 se¡undos. Se -

tomaron 2 ¡ de tejido de ¡uayule y ee colocaron en un tubo de Thwlber¡, 

En el tubo vertical se Madiel'Clll los si¡uientes rea­

cUvos: 

Reactivo 

D.L.Mevalolactona ( frfa) 

ATP 

M¡CI2 O.l M 

EDTA 0.1 M 

Soluci&I amortiguadora tris-rnal~ico 0,1 M pH=6.5 

Cantidades 

35 m¡ 

10 m¡ 

100 u1 

100 u1 

3 000 u1 

Mevalotactona 2-14c en benceno conteniendo 1 uCi/20ml 20 ul 

El tejido de guayule se somctl6 a vacl6 lnmedlatamen • 

te de!Jf,ués de su obtencl6n, se lll\adi6 la mezcla de lncubacl6n y se puso en 

contacto con el tejido Iniciando la lncubacl6n,se coloc6 en un bano a 28°C por 

20 1: ·,ras, durante r,ste periodo la mezcla de lncubacl6n Re mantuvo a baja 

prer!l6n ( vacío ) eliminando el aire, IJPsp(tcs de la incubaci6n se proccdl6 a 

la extracción y an'11íll11 de la misma forma que en la anterior inc11l,acl6n • 

ol,ti,nlf¡ndom· loR sll{Ulento11 rcsultarloR, 

'i5 



En 5 ml de extracto metanollco • • • • 1 31 683. 2 cpm 

En el vo16men total del extracto metanollco ••••••••••••• l 316 832 cpm 
En el extracto acct6nico ( 25 mi ) • • . • • • • • • . • • • • • • • • • • • • 288. 5 cpm 
En el extracto benc~nlco ( e~porado a sequedad) ••••••• , 68, 8 cpm 

Total de cuentas / minuto recuperadas .. , ...... , •••• , • • 3 17 189, 3 cpm 

Tomando en cuenta que se anadieron 20 ul de mevalo­

lactona 2-14c contenlcndn 1 uCi en ese voldmen y ya que: 

1 uCl = 22,2 x 105 cpm 

Se dividl6 el ndmero de cpm recuperadas entre el n<a· 

mero de cpm anadldas a la mezcla de lncubacl6n para obtener la eflclencia • 

del aparato: 

1 317 189. 3 cpm 
= O, 5 6 sea un 50% de eficlencla 

2 220 000,0 cpm 

Como se desprende de los resultados obtenidos del ex· 

tracto bcnc&tico ( 68, 8 cpm) no hub6 lncorporaci6n a hule del sustrato marca· 

do, lo cual sugiere que alguna 6 algunas de las enzimas involucradas ~n la 

bioslntcsis de hule a partir de mcvalonato se encuentrui danadas 6 les hace 

falta algun cofactor para realizar su acci6n, Como se ob!lerva en la flg, 5 

en el mecanismo de biosintesls de hule existen todavía varias reacciones por 

efectuar11e de mevalonato a hule, se pcn,io que 111 se redujeran las poslhill -

dade9 de fallas por deterlor6 en las enzimas 6 por la falta de cofactore,i al 

mlnimo usando un precur11or m6,i cercano al producto final (hule), tal vez 

/Jerfa p<>Siblc la incorporac(l,n rtc Í!Htt· f!U!ltrato 8 hule, ya CJUP el último in­

!('rntf'd !ario ,,n la hionlntc"I" d1•l hule re,1 ,,1 IH01,cntr.nllplrnfm1fato, •w •·n -
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CH~ dlmero 
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plc6 este marcado con 14c para podrr comprobar su incorporación. 

Se trabajo con dos muestras obtenidas por difercn -

tes mt!todos, la primera llamada "polvo total de guayule" se obtuvo de 

la manera siguiente, a l O g de tallo de guayule rccit!n cortado se le su -

mergl6 en aire l!quido, se maceraron en mortero de porcelana con alre 

lfquldo y el rejldo macerado se moll6 con hielo seco durante 2 minutos se 

transllrl6 de nuevo al mortero y se pulverizo en al.re trquldo. Del polvo 

as( obtenido se tom6 1 g para la incubacl6n, la segunda muestra " polvo 

acet6nlco de guayule" se obtuvo por el mt!todo descrito anteriormente (ver 

dia¡rama No. 2 ), 

En wt matraz Erlenmcyer de 5 mi se coloc6 la me -

zcla de lncubaci6n conteniendo lo, siguientes reactivos: 

Reactivo 

" polvo total de guayule" 

" polvo acet6n1co de guayule" 200 mg 

nolucl6n amortiguadora de fosfatos 1 000 ul 
o,ol M pH, 6, 77 

~.1gC1 2 0,10 M 100 ul 

lsopcntilplrofosfato 1 - 14c conteniendo I O ul 
f), 5 uCl/1 O ul 1 ¡¡al de amonio en golu-
ci6n OCUO!lal. 

:;n 

lncubaci6n 

2 

1 000 mg 

3 000 ul 

100 ul 

10 ul 



La mezcla de incubaci&l ee coloc6 en 1111 bano a 

HºC can a,ltact6n wnnte 22 horas. Deapu6s se aftadl6 metanol callen· 

te y se tnnsftri6 Clllllltttativamente a 1111 dedal de celuloa y se extrajo 

reflujando con metanol por II bona, laa si¡ajmtes atracciones se hl· 

clerm de la misma manera qae en las incubac1-s anteriores obtenlen· 

doae loa sl¡uleates resultados de los extractos benctnlcos evaporados 

a sequedad y analizados en 10 m1 de llqutdo de centelleo tolueno ( 5% PPO~ 

Inc:ubaci&l 

1 

Coa polYo ac~ de ,uayule 

2 

Con polvo total de guayule 

De estos resultados se comprueba que no hay lncor­

poracl.6n de lsopentUptrofosfato 1 -14c a hule en las plantas de guayule que 

fueron traldas de las cercanías del CIQA de Saltlllo. Coah, 

5!! 



Bandas 

11 

TABLA 1 

Consisto de las Peso desp6es de Proteínas determinadas por 
fracciones liofilizar ( m1) el m6to.io de Lowry.(7) 

23 - 30 

31 -60 

61 - 86 

24.5 

77.5 

10.0 

( % ) 

o Esta fraccl6n es muy hlgroscopica , lo que d1ficult6 su recuperaci6n de la 

bola de Uaflizaci6n. 

Muestra 

Fracción A 

Fracción B 

Fracción C 

Fracción GI 

, .. raccl6n G 

TABLA 11 
Experimento No. l 

Electroenloque intc"8lo de pH = 8.5 - 5.5 

Conc. Vol. de 
Bandas electroenfocadas 

intc"8los de pH 
( mg /mi) apllcaci6n 

( ul > 8.5-&.& s.5-s.2 &.1-5.9 5.8-5.5 Total 

5.65 45 

4.78 45 

15.87 15 

4.15 :10 

5.22 15 

IHJ 

4 

4 

.. 
4 

4 

5 

5 

6 

4 

4 

2 

14 

8 

7 

15 

7 



TABLA 111 
Experimento No 2 

Electroen!oquc Intervalo de pi!- 9.5·3.5 

Jlluestra Conc. Vol de Bandas electroenfocadas To-
(mg /ml) apli - lnten·alos de pH tal 

caci6n 9,5-8,5 81 4-71 0 61 9-5,4 5 1 3-41 8 4 1 7-12 3 4 1 2-31 8 3, 7-31 5 
( ul) 

Parte(D dlSl&el- 30 
ta en 10 

m1 

Parte@ 30 

Parte@ 7 30 

G 80 15 30 

no detectadas 

no detectadas 

TABLA IV 
Experimento No. 3 

6 3 

o 

o 

5 3 8 

7 5 20 

Electroentoque intervalo de pH = 80 5 - 4. O 

Muelltn Coac. Vol. de 
(m,/mll aplica· 

ctllll(ul) 

17 30 

16 30 

Bandas e!ectroenfocadas 
Prote - Intervalos de pH 
fnas. To 
( ~ I §J.:L.6 Y.:L! ~9 L.l.::t...6 ~3 4. 2-4. tal 

4.ll 2 3 7 6 5 23 

4.38 2 2 7 6 5 22 

61 



Muestra 

ºso 

Parte@ 

Conc, 

l'.\RLA V 
Exf)C'rimento No, 4 

Electrocnf0<¡ue intervalo de pll= 5,0-4,0 

---------------- -·-------
Vol de Prole- Bandas electrocnfocadas 

( mg/mU apli- rna11, lntcrv:ilos de pH 

17,8 

18,0 

cacl6n ( ':, ) 5,0 :!t.! iL! 4, 7 i:..§. "· 4 4,25 !.,!. 
( ul) 

45 4,11 2 3 4 4 5 4 

45 4,38 2 3 4 .. 5 3 

TABLA Vl 
Experimento No, 5 

Electroentoque Intervalo c1e pH. 5.o~•.o 

Prole - Bandas el ectroenlocadas 
mas, llltervalos do pH 

1:..2.. Total 

2 25 

23 

Muestra Canc, Vol, de 
(mg/ml) apllca­

clllll(ul) (o/o) lia!_ '!a!. !J. M ~4..,.L rn !J.. 4,0 Total 

G 
80 

18 

16 

45 

45 

4.11 2 

2 

62 

• .. • 2 3 2 23 

• 4 • 2 3 2 23 



• 

- Citodo 
pff" 9. 5 

Parte 3 

Parte l 

Parte 2 

,. . . 

o 

+ ADOOO 

pe .. 3.5 

e 

Fotografla del experimento No. 2 de electroenfoque en un intervalo de pH 
de9.5 -3.5. 

- Cltodo 
~=5.0 

+ Anodo 
pff=4.0 

1 

1 

11 

'I 

F otografla def experimento No. 5 de electrocnfoque en un aniervalo de pH 
de s.o -4.0 • 



- c,todo + Anodo 

pff= 6.5 pH= 4.0 

Parte 3 

• 
Parte 3 

,• 

Parte 2 

• 

Fotografía del experimento No. 3 de electro­

enfoque en un intervalo de pH de 6, 5 - 4, O, 
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CONCLUSIONES. 

De los resultados obtenidos en los experimentos de 

electrocnfoque se desprende la naturaleza aclda de las protefnas solubles 

obtenidas por los dile rentes m6todos. A6n cuando los "sueros" 6 extractos 

prote{nicos rueron obtenidos por dl!ercntes procedimientos y se efectuaron 

algunas variantes en ellos con el fin de preservar la actividad en:zimitlca 

esta no pudo ser determinada, por lo tanto, difícilmente se podrla definir 

cual de los métodos empleados de extracci6n rué el mis conveniente. 

Ya que no se observa gran dl!ercncia en el n6mero 

de bandas electroenfocadas de muestras similares y fracciones obtenidas 

de los diversos procesos de purificaci6n seguidos, se puede declr que los 

métodos empleados en general, son buenos procedimientos para la obtenci6n 

de patrones de protcfnas solubles. 

Es posible que las proteínas y con ello las enzimas, 

hayan sido dalladas por la accl6n de las fcnolasas y o.xidaciones provoca­

das inmediatamente dcspucs de la desinte¡raci6n celular, con el concomi­

tante oscurecimiento de las fracclon<'s proteCcas, lo cual Lmpide la dcter­

minaci6n de la acci6n enzimltlca que involucra la reduccl6n de piridin -nu -

cle6tidos que pueden qer det<-rminada,; c11pectrofotn11wtrlcarnent<' pero qw· 

enma!lcara la <:olorad6n preqcnte ,,n las fracclont"< protcfca~. 



Es necesario seguir trabajando con <'ste complejo 

protefco colorldoparapodcr determinar si el oscurecimlento se debe 

e!ectlvamente a la acción de tlrosinasas ( renolasas ) y poli!enoloxida­

sas. 

Al tratar de determinar actividad enzlm6tica por 

el método de anallsls nuclear empleado, utllizando sustratos marcados, 

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

afectado ya sea lndivldualmehte 6 en conjunto a las plantas a saber: 

- Las plantas podrfan ser de edad avanzada ( ésta no est6 definlda, por 

tratarse de plantas silvestres ), por lo cual la actividad enzim6tlca in­

volucrada en la biosintesls del hule puede ser m!nlma 6 nula. 

- Tal vez las plantas hayan sufrido algun transtomo por haberlas sacado 

de su habitat y hayan sido afectadas por el exceso de humedad y gran pre -

cipltacl6n pluvlal de la Cludad de México a la cual estuvieron sometidas ya 

que se encontraban a la intemperie. por la falta de un invernadero adecua -

do a las condlclones cllm6ticas requeridas. 

-Posiblemente la actividad enzlm6tlca se haya visto dlsmlnulda 6 perdida 

debido a lo.~ m6todos de extracción utllizados, 

'luet1a blrn claro la n•·ce,ldad que l'Xi,;te dr continuar 

con e,rto11 c~tudlo,; que no.~ ayuden o re~olvr,r los prohler.1a,1 ,¡u,· w prr,.wntan 
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en el aislamiento y purlflcaci6n de proteínas del guayulc, que nos per­

mitan conocer mis acerca de esta planta para poder aprovechar al m6-

ximo su potcnclaltdad blosintdtica. 
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A) UL TRACENTRIFUGACION 

Si ae agita una mezcla de arena y qua hasta for­

mar una 911apensl6n uniforme y Iaeao ae coloca IIObre una mea, la arena 

comenDÑ a •dlmentar•. Esta•• una aedlmentaci6a bajo una acelera-­

ci6a del :a: 1. 

En forma id6ntlca, moléculas de proteCnaa en solu -

· cl6n experimentaran la mlama aceleraci6n en candictaaes simllares. 91n 

eJDbarao DO• ob•rvari una •dlmentaci6n aprecl.able, hay do• razone• 

para e.to. 

La primera es que el pe80 efectivo ( peao de la par­

trcala meno• el peao del lfqaido deapluado) de las moltcalas de protefna es 

macho memr que el de lo• aranos de arena, consecuentemente su velocidad 

de aedlnMntacllin es macho menor, 

La ae,unda rasm puede ser encontrada en el fen6meno 

del morimtento Brawniano ( de .-rtrculas visibles). Este movimiento fortl--

tuo es de on,en tfrmtco y puede resultar de collslooes de mol&culaa de sol­

vente t6rmtcamente activadas con las partfculas mayores de soluta. Debido a 

que el movimiento lm.-rtido a las partlculas de soluto es al azar, se produce 

unasuspensl6n unltorme de estas partlculas, a6n cuando el peso molecular de 

ellas sea del orden de varios millones, Este movimiento t~rmico efl, por su­

puesto, la base del ren6meno de dltusl6n, Para mol~culas proteCcas, que ten­

~n un peso molecular entre 104 - 106, El movimiento t~rmlco adquirido a tem­

peraturas cercanas a 300°K 011 del todo mdlclcnte para mantener '.lila su~penal6n 
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uniforme a 1 x g • Con el fin de producir una aedimentaci6n apreciable de 

protelnas , • necesitan fuerzas gravitaci-les m6s grandes para vencer 

el movlmlento t6rmico, 6, en otras palabras, para Incrementar la velo· 

ciclad de sedlmentacl6n arriba de la velocidad de dlfusl6n. 

Para partlculas del tamano de las protelnas, ae 

necesitan aceleraciones del orden de ic,5 - 106 x g y el instrumento que es 

capaz de Iotrarla es la ULTRACENTRIFUGA. 

Teorta 

Las t6cnlcas de separacl6n por centrUu¡acl6n est6n 

basadas en el comportamiento de partlculas cuando se les aplica un campo -

centrifugo. El rotor es un aclltamento generalmente .eparable de la ultra -

centrffup dentro del cual se coloca la soluci6n a centrffugar ya aea en tubos 

6 cllrectamente. 

Las partfculas ( soluto) est6n normalmente :111spendl· 

dasen un medlo ltquldo contenido en un tubo que va colocado en un rotor. El 

rotor se acopla al eje central de la centrUu¡¡a. 

Partlculas que difleren en densidad , tamano 6 forma 

sedimentan a diferentes velocldades por accl6n de la fuerza centr(fuga, siendo 

dlrlgidas radlalmente 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 pnrt!cuta ni eje de rotacl6:i, de acuerdo a In ccuacl6n: 

G º w2. r 
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Ya qiae - l'ffOl1lc:laa del l'Otlol' •• l¡ual a aW'n­

dlae•, la velocidad -,uJar. del rator, - NTOluctm.• poi' mtmdo e nr,/ 

mln) puede uprear• uf: 

•• 
2 l' l'ff. miD -1 

IO 

y el campo centrflufo c:omoc 

, I' 2 e l'ff/ mm ,2 r 

o • ----------
3 IOO 

El campo cmtraa,o ,-n1mea1e • uprea como 

el Campo Ceatrtru,o ReJathro ( RCF), • mtltlplo11 cll 1, la canstude ,n­

ritac1onal ( 9IIO cm/ae1) de doade: 

U 2 ( INIY /m1n)2 I' 

RFC • 

3 IOO x 9IIO 

La cual • puede almpWlcar para dar: 

RFC: 1,11 x 10-5 (rev/mtn)2 r 

La velocidad de eedlmentacl&I de una partfcula es­

férica depende no sólo del campo centrrfugo aplicado, sino también del radio 

de la partlcula y de la viacoaldad del modio en el cual so encuentra suspendida, 

El Uempo que tarda ea Inversamente proporcional a la velocidad de sedlmcn -

tacl6n y e,rt.a dado por: 



q 

t • ------------ -- -
• 

t- tiempo de ..._..cldn en Nllllldo• 

1 • vtaco.ldad del medio aoporte o aaapeadlente 

" p • radio de la partfcula 

_1 P • denádad de la partfcllla 

r c • dlatancla ndlal del ceatro da rotact6II al mea1aco del ll~do 

"b • dlalancla radial del centro de rotaci&I al fondo del tubo 

J = densldad del medio 

De la ec:aact&I anterior • puede Yer que a - ve -

Joctdad dada deJ .-..,el tiempo requerido pan •dimentar \1118 poblact.6n 

~ de partfcula• eaf6ricHeaiDveraamente proporcl.onal al cuadrado . 

de • ndlo y a la difeNDCla entre III dell•ldad y la del medio que lo auspende 

y cllrectamente proporcloaal a la vtacoaldad del medio, 

Esta claro pues, que una mezcla beteroe"1ea, de partlculas aproúmadamen­

te eaf6rtcaa, puede 1t1tr 1t1tpanda por centrifupcl6n en ba1t1t • 8118 densidades 

y /o • 811 tan-.fto, dejlndolaa el tiempo requerido para su completa se dimen -

tacl6n en un campo centrifugo fijado o midiendo su grado de sedlmentacl6n des­

pu6a de cierto tiempo, Es evidente la importancia que tienen la densidad y -­

viscosidad del medio; para lograr la separacl6n, Esta ha sido la base para la 

eeparaci6n de organelos celulares de homogenados de tejido, 
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Preparación de Gradie!!te..!. 

El mt·dlo preferido para la preparación d~ gra­

dientes de densidad es una solución de sacarosa, la cual puede estar a­

mortiguada o no. Las proporciones de al¡unas soluciones de sa::arosa 

mis comúnmente empleadas est6n dadas en la Tabla l • 

Tabla l 

PROPIEDADES DE 9':>LUCCONES DE So\.C.\ROSo\. 

CONC. DEN$.DAD VISCOSIDAD (CPS) 

p /p p/v O"C 20"C O"C 20"C 

2.49 2.5 1.010 1.008 1.90 1.06 

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 l. 100 1,095 4,45 2,24 

43, 11 51,5 1.200 1,193 19,80 7,94 

60. 74 78.6 1,300 1,291 2'15.00 66.1 

68. 68 92.5 1,350 1,340 2440.0:J 357.0 

• Los gradientes, por lo tanto pueden ser escogi<bs de 

acuerdo a las necesidades del proceso de aislamiento. 

El Flcoll por ejemplo ( un co¡,ol[mero de sacarosa y 

epiclorihl.drina, de peso molecular 400,000 daltone, Pharmacla Fine Chemlcals). 

p:.ied,:, substituir a la !lacaro!la cuando se re,¡ulcra, grarlirntrs de alta rlcnsldad 

y baja prl?.~i6n 011m!,tlco, Flcoll tlcn,, lo ventaja de que no p<mP.tra laq nwmhra-



nas celulares. Se utilizan sles de ml'tales pesados como cesio y rubidio 

¡,ara formar gradientes de alta densidad. 

Las técnicas m6s comunm•,nte u!ladas para la for­

mación de gradientes 9011 dos: 

a) Gradiente de Densidad Discontinua. - Soluciones -Je 

densidad decreciente se estratifican cuidadosamente por medio de una pipe­

ta en capas superpuestas en tubos de centrifuga • El tubo se centrifugaba­

jo las condiciones experimentales apropiadas. Si la serie de gradientes dis­

continua se deja reposar, lentamente se va formando un gradiente linear con -

tfnuo. 

b) T6cnica de Gradiente de Densidad Contrnua. - El m~ -

todo mis com6n para producir un gradiente de densidad continuo es utilizando 

el aparato especial conocido como formador de gradiente. 

Este aparato consiste de dos cimaras cillndricas ho­

radadas con precisi6n de idmtlco dt6metro. Las dmaras est*I interconecta­

das en su base por un tubo conteniendo una vtlvula de control que permite que 

se regule el mezclado del contenido de las dos c'1naras. Se llena una camara 

( la ctmara mezcladora) con la soluci6n m6s dcn~a, provista de un agitador Y 

una salida hacla los tubos de centñruga. La segunda cAmara contiene la solu­

ci6n menos densa, "IP. ajustan las alturas de las 11olur:ioncs de las dos ctl.maraq 

inlclalm•-ntc por lo cual sus prr.,ilones hldrost4Ucas son Iguales . Se pone a 

funcionar el agitador y al abrir la v41vula el Hquido denso corre hacia el tubo 
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do centrifuga y so reemplaza inmediatamente en la c&mara mezcladora 

por una cantidad equivalente de la eoluc16n menos densa vfa la vüvula de 

c011trol. La eoluctdn en la cáman. mezcladora ae mantiene homogfnea -­

por medio de una qttactlin constante. Cuando ee han llenado 1011 tubos de 

centrúu¡a, la densidad de la solucl6n en 1011 tubos decrece lfnealmente. 

Pueden produc:iree ¡radlentes no lineales haciendo las dos c&maras de di-

. ferente dümetro. 

Transferencia de los Gradientes. - Despele11 de centrifugar y ya que la se­

paracl&l de part(culu ae ha efectuado, es necesario tnnsferlr la soluci6n 

de 1011 tubos cuidadosamente a fin de separar las bandas del material cen -

trlfupdo. La tnnsferencta de los gndlente11 de los tubos de centrau,a se 

puede hacer de mucbu mueras. 

Un mftodo com4n es el de desplazamiento. Se pa98 

una 110luci6n mia denaa(perforando la base del tubo) y esto va empujando ha­

cla arrilla las bandas formadas en la centrtru¡acl6n las cuales ee colectan -

por medio de una pipeta. 

Otro es colectando !racclonea. El tubo de centrffuga 

es perforado en la baae si los tuboa esün hechos de celuloide o nitrato :le 

celulosa, colocando un tubo fino a travh del cual las gotas de la solucl6n 

gradiente pasaran y podran ser colectadas y después anallzadas usando un co­

lector de fracciones, 
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B) UOFILIZACION 

Es el proceso de "aecado" por medio del cual ~ 

posible preparar materiales ortginalmente h4medos o aoluclones acuosas 

(generalmente de origen biol6¡tco~ate proceso de aecado consiste en el 

precongelamiento del material o aolucl6n: una vez solldllicado el ,mate -

rtal ocurre la subllmaci6n ( 2 ), que ea el cambio del estado s6lldo al -­

paeoso sin pa•r por el estado lfqutdo. 

La principal difrencia entre el secado de materiales 

congelados y el de materiales "hdmedoa" o en aoluct6n , es la ausencia (o 

presencia) de una fase m6btl lfqutda durante el proceso. 

En el secado en faae a6Uda o ltoftltzact6n. el trans­

porte lfquido no tiene lugar y el resultado ea normalmente un producto poro­

so y bomo¡~neo. 

Al congelar una soluci6n acuosa, la mayor parte del 

agua cristaliza obteniendose cristales de hielo de agua pura, dejando un lf­

quido concentrado entre los cristales, posteriormente la soluci6n concentrada 

congelara como una matriz en forma de cristales de hielo lnterespaclados, De 

hecho, una muy fina separaci6n de moU!culas de agua y de soluto tiene lugar -

durante la o¡,craci6n de congelacldn • Posteriormente en el pr<>ces<> rle s,1bll­

macl6'1, e'. agua cristalizada se evapora ( 2 1 ya que esto '1:> s•Jcede simultanen­

mc,itc en to1a,¡ la,¡ partes -Jd material, 6sta escapa co,11_• vnp:ir Jiredan11•11t.c 
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a Jos alrededores dejando una malla de poros dentro deJ producto, asf Ja 

fraccl.6n mis pequena de agua contenida en Ja matriz deJ producto, entre 

los poros, se dillmdiri hacia eJ poro mis cercano para escapar en forma 

de vapor. Lo sobresaliente dcJ proceso de llofillzac:i6n fll Ja asombrosa -­

c:ualldad de retencU!n de aromas; sin embargo hay cierta ~rdida 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 vollWcs. 

La fracci6n de agua y los componebtes vol6tiles en Ja matriz pueden escapar 

por difusl6n a traves de Ja matriz del material, al sistema poroso, y es -­

aqu( donde l<B componentes aromltlcos son retenidos. En la práctica el -­

proceso de llofllizac:i6n esta definido normalmente a travfs de tres partme -

Q trom velocidad de coa¡elamlento (congeJaci6n), vacf6 de llofllizaci6n y tem­

peratura de desorcl.6n (dlslpaci6n). 

La velocidad de congelamiento puede variar dentro de 

un rango amplio de ac11erdo a las dimeslones del material en C11estl.6n, la -­

influencia de este par&metro puede ser muy Importante en la forma de la con -

fl.guraci6n de los cristales de hielo as( como en la estructura final del producto 

6 material liofilizado. 

La rapidez. de congelamiento ha sido sln6nlmo de gran 

calidad, obtcni6ndose mejores real.litados empleando alta~ velocidades de con­

gelamiento. 

Sin embargo, el congelamiento lento puede dar una es-
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tructura m6a abierta al producto terminado, que puede ser mis favorable 

para 811 recoostituci6n • Alta'i vclocldadea de congelamiento pueden pro­

ducir una dlsmlnuc:i6n de color en el producto UofWzado. El vaclo de la 

cimara UofWzadora es el principal factcrde c:a,trol para la temperatura 

de secado en el proceso de UofWzaci6n. El vacío debe perma"lecer ta., alto 

como sea posible durante el proceso para evitar que se alcance la tempera­

tura de fusi6n del procucto. 

El aparato Uallllzador consiate esencialmente de una 

c&mara de vac ro, una trampa de agua y 1D1& bomba moc6nica de vaci6. El -

vapor de qua desprendido durante el proceso es atrapado antes de llep1" a 

la bomba de vacl6, por agentes desecantes (agentes secadores) o condensa­

dores refrigerados. 

El vacfo crea las condlclooes necesarias (favorables) 

pan que se efectGe la suhllmacl6n, y hta s6Jo se lleva a cabo si se le s1.1s­

minlstra calor al material congelado. La temperatura ambiente es u!IU&lmen -

te suficiente para lograr la Uofllzaci6n. La generaci6n de vapor de agua del 

producto congelado ¡rovoca el descenso de la tempcrauura ha<Jta :?l pu.'lto donde 

el calor perdido ( o disipado), debido a la 311bllma•:i6n, se a:¡ullibra con el calor 

ganado de los al rededores o con el calor aplicado. 

Para un secado mds ·?ficientc es esencial que la tem¡>i -

ratura del producto pcn11a,1ezca tan alta c:omo sea posible pero sin fun:llr. La 

reconstitución del producto puede lograrse anadlen:lo la CG'ltida 1 1,i 11::ua 111" 

se e'Jtim•· neccgarla y de acuerdo 11 los prop6sltos dcs11dos, 
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La liofWzaci6n es una operaci6n en la cual el agua 

ea tranaferlda del eatado a6Udo Chlelo)al eatado gaseoao (vapor de quah 

Fi41. 1 

Prea16n S6Udo 

1 

l'llnto triple 

Vapor 

Umacmn ! O"C .,_ ___ ......,.i.....-----'l'emperatura 

En el diqrama anterior observamo:i -:¡ue eata aopa­

racl6n (sublima :i6o) puede efectu arao cuando la presl6n de vapor y la tem -

pera1'ra de la auperflcle de hielo al que tiene lugar la aubllmacl6n eati.-i por 

abajo del punto triple ( 4.5 torr. y una temperatura cercana a O"C. En la 

fig. 2 ae obaerva la relacl6n entre el vapor de agua del hielo y au tempera­

tura debajo del punto triple. 

Presl6n 
de 

Vapor 
del 

H!elo 

Fig. 2 Pcr, 3 í6n d·e vapt>r d"I hielo dr.bajo dr.1 punto triplr·, 
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Tc6ricamcnte en la figura se representa la presi6n 

de vapor de los allmc,1to3 o material a llotllzar en funci6n de Ja temperatu­

ra , si exlstc wia rase de hielo. 

La lloflllzaci6n ( aubllmaci6a) difiere de otros m~ -

todos de des.ludrataci6n en que eat& auaente una fase liquida. 

Consideraciones B'8icas sobre la Trans!erencla de calor y masa, 

Un bloque de hielo puede aublimat"se transfiriendo ca­

lor por concucci6n a travh del hielo , o por radiacl.6n: 

Durante la sublimaci6n , el contenido de n2o de un 

material se reduce de un valor inicial m0 ( en la capa coagelada) a un valor 

final mf( capa seca) la cual ea determinada por el equilibrio coo la preai6n -

parcial del a¡ua ( p 8 ) en el espacio que rodea a la capa seca. Ea posible que 

exista una re,t6n de tranalci6n ( o ¡radientea ) en donde no baya hielo visible 

pero con m'8 bmnedad que la porclon ya i,eca ( fflt ). Esta capa de tra.'lalci6n 

parece ser muy delpda. 

Conden•dor 
Te= O Pc=O 

Ti J° Pi 

"'ft'-

Condensador 
Tc=O Pc=O 

TTr~ TT 
Ti Pi 

Hielo 

Tr 

q 

Flg. 3 , Rcprcscnta::i6n esqucmitlca del proceso de aubllmaci6n tic un trozo 
de hielo. a) Se desprecia la transferencia de calor b I Transferencia de calor 
por radlacl6n a la ,ruperflcll', 
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Un trozo de hielo m;ntenldo a tcmp<?ratura consta,te 

Ti con wia prcs!6n de vapar correspon:ilcnte pl c011ectado a wia tramp,"1 :t un 

condensador, con una temperatura Te tan baja que la p!'l!sl6n de vapor corres­

pondionte ea despreciable ( pe ). Si suponemos que el espacio entre el hielo y 

el condenador no ofrece realatencla. Bajo eatas condlcionea ldcalc11 y un tan­

to irreales, la subllmaci6n alca.,za su rapidez ( taaa ) mblma Gma,c• Y sl¡ue 

la ecuaci6n 1 1 

Gmu: 

K A p 
1 l 

G = taA mbima de evaporaci6n ( D, h -1) max 

A = .,ea de subllmacltin ( 1t2 ) 

T l = temperatura abaoluta del hielo ( ºR ) 

P1, = prcst6n de va;,or del hielo ( Torr ) 

K1 = conata:lte que depende de PM de la 1111stancia bajo subllmac16n. 

Para el caso del hielo Gmax queda dada por la ecua­

ci6n ( 2 ). 

Gmax 

En el caso ideal de arriba no hemo.J tomarlo en cuP.nta 

el calor latente de subllmacl6n. 
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EjolJlllo num~ric->. Si co!l'lid~ram,_, J un bloque de 

hielo a 15ºF y un p de 2 Torr y un Arca I rt2 cnton~cs 
i 

G -H = ~-t47 ,. 1 ) ( 2 1 = 222 lb ,, -I 
,._ "' 

Esta taa de 1111blbnaci.6n requiero WI S11minl8tro :11! 

calor latente tcuI a 

( 222 lb h -I) z ( 1200 BTU tb1 -, = 268, 003 BTU h-l 

En realidad la llo1Wzaci6n es un proceso de tran•­
feNDCiaa y reáatencias de calor y ma,a y ambas tien,,n que considerarse 

en 1111 an6llaia de ea ,,pera:i6D. Fi¡. 4, 

Faente 
de 

Calor 
Rs 

Trans!cren -
eta de masa 

Condensador 

Flg. 4, Representaci6n csquem!tica de la transferencia de calo:- y ma'Ja 
en llofflzaci6n. 

y la tasa de sublimacl6n es 

e; = 
A ( P¡ - pe) •••••••••••••••• ( j ) ______ .,,. __ _ 

R<ltR3 1K¡ 
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G " taa de .ubllmaci6n 

Rd = reslateacla de la capa aeca ( alimento• etc. ) 

R9 = real.atellcla del ea!J'clo entre el alimento y el conden•dor 

K1 = conatante definida en la ec:uact6n l 

Al mlamo Uempo ~ que auamtniatrar el calor de 

aublimacllin HI , y 

G ,. 
4 

AHa 

en donde q ea eUlujo de calor enl3TUh ·•), 

( 4 ) 

Si el calor de subllmact6n es 1111sminstra:lo ¡,or ra -

diaci6n, todaYfa la demanda de calor es grande ( no obrtante la buona con­

ductividad t6rmica del hielo ), ya que el gradiente de tcmp,,ratura disponi­

ble ea bajo ( Tw - Ti ) y por lo ta11to s6lo una capa delgada de hielo pur.de ser 

lioflllzada con eficiencia, 

En el proceso de liofillzaci6n hay que efectuar las tres 

operaciones siguientes: 

a) congelar el material dlauelto por mt!<llo de baja, - -

tempcral:'Urae, 

b) Secar por subllmacl6n dlrecta del disolvente conge­

lado ( H2 O) generalmente bajo prest6n reducida, 

c) Almacenllr en el e11taio ~eco bajo co11dk1om'11 con-

dir:lone11 controlarlaq ( au11cncla ,1,.. OJ v de prt!al6n tic vop:irl, rn ,·on!c11,•dure 1 
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opacos hcrn,~tko<1, a vcc,•<1 lkno3 C,J!l un gai in•,rtc, 

La ma . .-orl'a d,~ los pro>luctos paeden consen-ar-w <'n 

esta formm ;>ar tiempo lllmlbu!, y P'.l!!:lcn reco11'1tituir3C a :iU estado origi -

nal, 
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C) CRO:\IAT<>r.1UF1.\ D!a PERi\11 .. \CIO'; 

E,¡ la 'lllpa"11ci6n :le mo~l!c11la9 ,m ba'lll a ·N tam. -

no y forma m-:,!ecular 11tiliza lag propiedades de" tamizar" que pri.'s".'nta 

una gra-i variedad de materiales por.J!l<>S. Probablemc11te los m~9 ~oniú-i­

mente u,ados ~ tales me.ter'.ales i4)II los del gl'U,>0 Co:npuestos Org4nlcos 

Poliml!ricos, los cuales poseen una matriz trtdln1~,Hional de poros -¡u~ le3 

confieren prople:tadcs ~ gel • Un gran número :le matcriale3 s,, en=u,m -

tnn dlspombles para este pN;,6slto y su composici6n y pol'O!lldad S1ln ::ui­

dadosame-lte controlados, por lo cual moll!clllas de un rango limitacto de 

tama.10 .,ueden 91!1' resueltas 9elecclonando el gel apNplado. El tl!rmin-:> -

flltra~l6o en ¡el es 11tillzado pan degcribir la sepati1ci6n de molécula,¡ .Je 

diferente tamll!lO !!lolecular utilizando estos materiales. Recientemente se 

han em?!eado esferitas de vidrio poroso como tanúces o cribas moleculares 

y se ha lntroducldo el término de cromatograffa controlaC::a sobre vidrio ¡>0-

roso para describir e3ta técnica de separa~l6n. 

El tl!rmlno cromatograffa de pcrmeacl6n describe 

todos los procesos de sepancl6n de moti!culas usando tamices molr.!culares. 

El prlnclplo general de la Cr.Jmatograffa '.le Perm,,n­

ci6n es ba<Jtantl' slm¡,lc, una colunma dl' partCculas de gel o grAnulo, J,, ·,1-

drlo ¡,oros,:, cst4n en ·~-¡uillb:-io c.Jn 1,i m,tv,•n\e co11"1,·nic,1tc pnra la 1 1101(, -

cula<J ¡11,• ·,a, a ,;,,r .-1,·¡)11r11:ln<1, 1.n,i mul~r.,1la11 grmuh•.q n i1eparnr 'Ion total -
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mente excluidas de los poros, pasar1111 sólo a través de lo• espacios inter-

3ttcialcs, otras mt\3 pc,,uenas 1crin dl9trlbuidas entre el solvente del in­

terior y del exterior Jcl tamiz molecular y pasarin a través de la co­

lumna a baja velocidad, Los paaoa seguidos en este proceso eatan re­

presentados en la fotograf(a que ilustra cate principio • 

.!!!!!:!!... 
El solvente absorbido por un gel hinchadoeata 

diapanlblepara el aoluto en un grado tal que depende de la porosidad de 

las partlculaa del gel y del tamano de las moU!culaa de aoluto. As[, la 

dbtribucian de un aoluto en una columna de gel dilatado esté determl­

aada e.irclusivamente por el volumen total del disolvente, ea decir el que 

.. encueatn dentro y fuera de las part[culaa del gel. 

Para un tipo de gel dado, la dlatrlbucioll de un so­

lato particular entre el eolvente interior y el estertor es definido como 

Kd (coefic:lente de dlatrtbucl6nl que esté en f1111cion del tamatlo molecu­

lar del 90luto, 

Si el aoluto ea grande y ea completamente exclu -

ido dl!I 90Jvente interior del gel, Kd=O, mientras que sl el soluto es lo su­

ficientemente pequefto para ganar una completa acceslbUidad del solvente 

interno, Kd =l. 

Debido a la veriaci6n en el tamafto de los poros 

di! un gel dado, hay cierto solvente lntcmo r¡uc 11cni aprovechado y algo 

que no es disponible para aolutos do tamano lntcrmcdio, entonces el Kd 
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varia entre O y 1. Es esta completa variacion del Kd entre estos dos 

limites lo que hace posible la scparaclon de solutos con rangos ele ta­

mallo molecu lar pequcno al pasar por un gel dado. 

El volumen de eluci6n Ve, de un soluto depende 

del volumen cxtemo de las partlculas del gel Vo (tamblen llamado vo­

lumen muerto>, de su coeficiente de distribuci6n, y del volumen interno 

de la matriz del gel mismo Vi: 

Ve= Vo+ Kd • Vi ••••••••••••••••• (l) 

El volumen interior Vl, puede ser calculado, co­

noclendo el peso eeco del gel"•", y la canUdad de agua absorbida Wr, 

de donde: 

Vl =a• Wr ••••••••••••••••• (2) 

El valor num#rlco de Ve para un soluto dado va­

ría coa el tamano de la colwnna, mientras que Kd es un valor caracter­

(stlco para el soluto y ea independiente de la geometrta de la cama del 

gel, 

Para dos substancias d& dlfeftlltill peso molecular 

y de valoree Kd' y Kd" la diferencia en sus volumenee de eluci6n Vs, es­

ti dado por: 

Vs = Ve' - Ve" = (Vo + Kd' VI) - (Vo + Kd" Vil 

V s • ( Kd' - Kd" l Vi 

De esta manera, para lograr una complota sepnrn -

ci6n do <los subirta.ncia,i, el volumen en que so aplique In muestra no ele -

be ,ier mayor a V B, En la practlc11, se observan denvlaclones del com -
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portamiento ldeal debido a un empaquetamiento defectuoso de la colum -

na, por lo que resulta aconsejable reducir el volumen de apll.cact6n de 

mue!tn abajo del valor de V s, dado que la raz6n del volumen de mues -

tra y del volumen interior del gel afecta tanto a la buena separaclon y 

al grado de diluct6n de la muestra, Las ecuaciones (11 y (2) pueden ser 

utilizadaa para calcular el volumen Optimo de cama para una purificaci6n 

dada, 

El metodo de cromatografía de permeact6n 6 

filtract6n en gel, recibe algunas veces el nombre de "tamiz molecular", 

pero esto puede dar una lmpres16n erriUca, ya que cuando put[culas 

de di!erente tamano Be tamizan a trav~s de un cedazo o malla, las mo­

lfculaa pequefl&s emer¡en o pasan el tamiz primero, mientras que las 

grandes son retenidas, opuestamente a lo encontrado en la flltracl6n en 

geL 

La faBe estacionarta ( empacada en una columna 1 

constate de camas de parUculas generalmente esfertcas que conUenen nu­

merosos poros que se llenan de la fase morll, Cuando la muestra proble­

ma que IIC de.sea separar, es aplicada a la parte superior de la colum­

na, las mollculas grandes, incapaces de penetrar en los poros de las par -

tfculas que forman la cama, SO!! eluidas primero por la fase m6vll, Las 

molEculas pequenas que tienen acceso a los poros son elufdas despu6s 

de las moleculas ma i grandes y en orden decreciente do ta mano, Para 

proteínas globulares el volumen de elucl6n dependo dlrrctamcnto del p<,-

so molecular. 
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Comn se ob,icrva en la flg. 5 ( cromatograma) 

1:is moleculas grandes soo eluidas en el volumen lntcrstlclal Vz !comWl­

mcnte llamucb votunwn Vol, las pc:¡uer1&'J que penetran completamente 

la cama, eluyen en Wl volumen correspondiente al voluml''I lnter3ticlal 

m4s el volumen interno de las partículas porosas: Vo t Vp, en d.Jnde 

Vp es el volumen contenl<b en los poros. Si el volum<•n del esqueleto 

6 matriz es designado Vm, el volumen total de la columna ser4: 

Vt = Vo + Vp +Vm 

Las moléculas de tamano intermedio eluycn entre 

el volumen lnterstlclal Voy el volumen Vo + Vp, este valor recibe el 

nombre de volumen de elucl6n Ve. Se puede expresarun factor de <118-

tribucion Kd para la porcl6n de volumen de poro disponible para una 

molécula como sigue: 

Kd = ( Ve - Vo > / Vp 

Cuando se graflcan los Kd contra los logarltmo3 

de los pe!IOS moleculares, se obtiene \DI& curva de callbracl6n, que nos 

muestra el rango de fraccionamiento para compuestos hom6logos, tales 

como proteCnas globulares. 

Eflclcncia de la scp11raci6n, - La separacl6n o resolucl6n (R> de un siste -

ma de dos componentes depende de a> la selcctlvldad y bl del efecto de 

ensBJ1chamlcnto de In banda : 

I! 
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a) La selectividad. - E11 una verdadera flltraclon en gel depende ente -

ramente del cartctcr de la rase estacionarla, como tamatlo de poro, su 

dlstrlbucl6n y el volumen total de los poros. 

b) El efecto de ensanchamiento de la banda • · Este es causado por la rase 

estacionaria, por la forma en que ha sido empacada la colwnna, as{ 

como por laa condiciones escogtdall para la separacl6n. Estos efectos 

ae espresan en t6rminoe del numero te6rlco de platos ( N ) 6 de la al­

tura equivalente para un plato te6rico ( H 6 HETP): 

N., u[;er 
H = lorvrltud de la columna 

N 

De donde para obtener 

- Buena i,clectividad -----------------••V 
- Menor ensanchamiento de bandas -----•valoree ·peque/loe de W ---

-----·•alta reeoluclon para valores grandes de N (6 valores pcquenos 

de ff ). 

lnlluencla de la parosidad de la columno. - En la rlltracion en gel, la 

separacl6n esta ba,¡ada en la exclusl6n completa 6 parcial de cicrto1 com­

ponen'tcs de una muestra en su transito hacia el trquldo atrapado en los po-
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r ,s de la rase estacionaria. Para llevar a cabo la ,¡epa ración. t?I tan,11 -

no del poro debe corresponder al tamano flslco de las moll!culas de la 

muestra. AdemAs, el tam:11\o del poro determina la medida de las n,ole­

culas mAs grandes <¡ue pueden ser separadas por un gel ( limite de ex­

clusl6n l. 

Como se menclon6 anteriormente, la selectivi­

dad de una verdadera filtración en gel esta restringida s61o por las pro­

piedades de la rase estacionarla. El tamano del poro determina el rango 

de fraccionamiento. mientras que el volumen del poro ( Vp) define la 

diatulcla entre el primer componente ( excluido ) y el Caltlmo ( total­

mente Incluido ) • 

A rtn de reforzar la estructura del gel, muchos 

fabricantes Incrementan el volumen de la rase estacionarla, esto cau­

• ima Inevitable p6rdtda de eftctencl.a en la separact6n creando un me -

dio can menos poros. 

ldl-cl.a de la velocidad de Digo. - En principio. el efecto de ensancha­

miento puede ser atribuido a tres factores: 

- A la difust6n re,resiva ( cantrarta al Dujo), debido a la dlspersl6n de 

los espacios entre las partrculas, 

- A la difusi6n ulal en la rase m6vll. 

• A la dlsperst6n debido a una Incompleta transferencia de masa. 

Estas tres determinantes do lo. amplitud de banda 

se relacionan en forma diferente con la velocidad do rtujo. 



1::1 efecto de la di!u,ii6n contra1·io 3e reducl' nw-

jorando la calidad del empaquetamiento de la columna. La dlfusi6n axial 

e'l lnver.;amt•nte proporcional a la velocidad de rtujo. L.a dispersión 

debido a la transferencia de masa se Incrementa al aumentar el Oiajo. 

tnnuencla del tamatlo de partlculas del aet. - Se ha mostrado por me -

dlclones empiricas que el tamano de partlculas del gel (dpl lnrtuye eo la 

amplitud de banda de la slgulente manera: 

- La dtfusl6n regresiva , aumenta linealmente coa el tamano de par­

tlcula. 

- La dlfusi6n axial no es afectada por el tamano de las partlculas. 

- La d'9persi6n debido a una incompleta transferencia de masa se in -

crementa linealmente con c1p2 • 

La validez de los enunciados anteriores estan res -

tringidos a partlculas de cierto ru10 de tamano. Slo embar,o en tér­

minos generales, un gran tamano de partlcula slplftca: 

- Un rtpido de1ceneo en la eftc1encla de la aeparacl6n cuando se cam• 

bia de una velocidad de nujo 6ptima a otra m'8 alta. 

- Una velocidad de flujo 6ptlma baja. 

De esta manera lasea estacioaarias de pequenas 

partfculas son usadas para lograr una alta resolucl6n a velocidades ra -

zonables. 

La d1?sventaja di? las partículas pequenas 1?9 qu<' 

provocan una gran re!listl?ncla al fiujo ( con una concomitante nece<¡idad 

di? usar relatlvamcntl? alta9 preslonc!II as( como dificultades en qu <'nl -
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paquetamiento dentro de la columna, 

Influencia del pcso ___ mole':!!lar, - La Influencia del p<'SO molecular de 

los com110nentcs de la muestra, sobre la amplitud de la banda se des­

atiende en cromatografía lfquida. La baja velocidad de dtfusi6n de las 

biomoléculas grandes, requiere un Uem;,o mayor para el equilibrio, 

El peso molecular de la muestra Influye en el 

ancho de la banda de la siguiente manera : 

- La difusión regresiva permanece inalterada, 

• La dUusi6n axial decrece al incrementar el peso molecular, 

• La dlfusi6n debido a la incompleta tranaferencla de masa aumenta 

considerablemente al incrementar el peso molecular, 

AaC, la maxlma resolucl6n de muestras de alto 

peso molecular, tales como protefnas, se consigue con velocidades de 

fiujo reducidas, es decir, a bajas presiones de trabajo, 

A la luz de los tópicos discutidos en las secciones 

precedentes, se concluye que un buen desempeno de la flltracl6n en gel 

demanda, para el caso de protefnas, un medio que contenga: 

- Pequenas partlculas para una mejor separacl6n, 

- Poros grandes para un rango de fraccionamiento conveniente, 

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

ración, 

Adem6s, la compo11lci6n fielco-<¡uCmlca del gel 

dt!bc <le reunir ciertos requisitos bhlcos : 
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- Ri¡ldcz para un mejor empacamiento. 

- Ser inerte para compuestos biológicos lÜ>Ues. 

- Nula adsortivldad para una alta recuperacl6n y para un verdadero me -

canlsmo de fUtracl6o en gel. 

- Estabilidad, para un tiempo de vida larga. 

Finalmente el medio de scparaci6n debe ser 

corrido bajo condiciones apropiadas : 

- A bajas velocidades de fiujo para lofrar del sistema la inherente 

eflclencla de separaci6n. 

Kd=O 

Kd:l 

Apllcac16n 

' 
\ 

~ 
A 11 ~ 

Vo Vp Vm 

Fig. 5. Cromatograma de la cluclon de una mucatra de dos componen -
te9: uno de ellos ca completamente excluido del solvente Interior del 
gel (Kd 0 01, el otro e~ lo ,ru!iclcntementc peque no para tener acccsibi -
lidad al solvente interior del gel (Kd 0 1 ). 
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D> TECNlCAS ELECTROFORET!CAS 

11 ELECTROFORE:;(S 

Electrofore,is significa mlgr•ci6n d'! partfculas 

cargadas en un campo eléctrico, La primera publlcacl6n sobre la apU-­

ca cl6n de esta tknlca, que atrajo mucho lnten!a fué la de Tleel tus quien 

separ(, y caractertz6 macromoleculas electroforeticaml!nte, ( 12 1, 

Una partícula cargada en un medio aislado experi­

mentart una fuerza si se le aplica 1111 campo eléctrico, La partícula se -­

moverta una velocidad v: determinada por su carga q, por el camp:> e16-

ctlico E, y por el coeflciente de fricci6n r producido al pasar a través -­

del medio , Asl tenemos : 

Eq tv ( 1 1 

El coeflciente de rrtcci6n r de la partícula es una 

medida de su tamanohidrodln6mlco, La morllldad de la partícula es la -

velocidad impartida por un campo eléctrico extemo dado, 

V _g__ 
Movilidad = p = -E- r 

t;sta es generalmcrite una constante característica 

de la especie 16nlca en particular, 

Aunque la rclacl6n Indicada arriba puede V<'riflcar,;e 

P.xpcrlml"ntalm•·ntr, rxl11ten otro!'! faC'lores que afectan la,i muvllhla<l·•,i ,r,. 
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partlculas co:i car.ia. uf q IL~ laJ mtJrilidad?s obscrva:la, n:> ¡r~.:?:1-?n 9~r 

usadas para determinar cargas netas reales, o coeficientes de fricci6n. 

De aqu! que la elcctr.:>fore3lg !IC& usada como criterio de p:ircza de subs -

tanelas, y en menor grado como un método de prepanci6o. 

Muchas motécula<J, biollleicas lm¡»rta"ltcs (amin:>· 

Acidos, prote!nas, Acidos nuclé leo,, etc.) poseen especies cargada'I el t!ctri • 

camente, cattoncs ( +) y aniones ( - ), que se moverin en una cuba de -­

electr6lisls hacia el citodo (polo ne¡a~lvo) o hacia el Ano-:lo (polo positivo!, 

de dan:le rec ibcn su nombre. 

A6n moléculas con cari¡aa similares tendrin dife -

reates rela:laoes de carga/ma• debido a la<J diferencias inherentes a su 

pe90 molecular. E'Jl cansecuencla estas diferencias forman la base pat"a -

- IIUp'Sd6D diferencial al someterla<J a la acci6n de un campo elkJrico. 

Esto es el principio de la electroforesis. 

Las proterna, son me7.clas complejas de amiooicl­

dos y Uenen cartcter anfotérico 6 lo que quiere decir que pueden existtr con 

cargas ;,osltivas, ne1at1vas o 9in carga, dependiendo del pH del medio :¡ue 

la• rodea. Las cargas dependen de los grupos amino o carboxilo de la pro-

+ - + terna: En el gru(,o NH 3 - R - COO la carga positiva ( NH31 cancela a I a --

negativa ( COO") dP.j&lldo una car,• neta oo cero, cuando esto ocurre ge dice 

que estt en !JU punto lsoeléctrlco ( pi ), es d,!clr no emlgrar6 r:,n un campo 

eléctrico. 
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Si una protcrna :re coloca en un medio ,cido, con 

exceso d<? iooes ff+ estos ~ coml:lnafl CO!I la protcln::a como si¡u•!: 

+ + - + 
H + N113 • R • COO -----• NH 3 - R - COY! 

confiricndole una carga positiva, l)'Jr.¡u,, 103 grupo3 .:arl>oxiJ03 quedan pro­

tonados y no tienen carga cl6ctrica, Algo parecido ocurre si la protclna es 

colocada en 1111 medie alcalino, adqulrirt una carp flegativa, 

+ -
0!-1 + NH3 - R - coo· ------• NH2·R-COO + 112 O 

Asf las protefna!I toma"611 las caracteristtca'I de -

la!I 90Jucl.o:'lcs amo~doras , 

En la electnlllsla, si colocamos dos electro:los en 

...- observamos que el paso de corriente es restrin¡tdo, por la ausencia 

de iones que actu6n como transportadores de corriente, Darallte la electro­

lisis de - 90Juci&I salina diluida se producen ioaes OH" e H+ en el citado 

y el ~ respectivamente: El aenera:lor 6 !Jeteria lorza los electrones al 

ctiodo y los saca del i'lodo cerrando el circuito, 

C6todo 

Ánodo 

--------• 20H + H f 
1 

IJ011 electrones del cltorlo r"acclo:ian con, 2 m,,ll• -

c•.ila<J ·Je agua, form;índo11•! 11, d,Js(>ué!I de !!aturar "~"ªPª como ga~, p<'rmd-
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necienJo los 0:1 - en la .~oluci6n: 10.1 lo:i:is se m·.1e,re:, '-'n ,,1 1Cquido (con­

ductividad 16,lca) siendo atra(d,u p:>r los electrodos. 

El agua pura tlene muy baja condJ::tividad elé::trica. 

pero mu ,ha,¡ substancias la co,,:luccn '>te,,. d.::bido a que el &:>luto :Jisuelto 

se ha disociado en iones que tr.&nsp:>rtan la corriente. 

En la electroforesis adem.is d·? la,¡ protefnu que se 

va'I a s<:?par:&r y que d1ben de estar fuera de su pl se necesitan otros lo:1'!s, -

par. que la cori:-lente pueda transportarse en fo:-ma 11om/Jénea ( 9 , 11 ). 

En la electroforesis un 16n o grupos con carga, eml­

grart hacia WIO :lt! los •?lectrodos euan:lo es colocado en :.an campo eléctrl--

co. La me~cla a separar se aplica como una estrecha zona a una distancia 

conveniente :le ::au ,?lectrodo¡ al OC11rrir la rnigncl6n dos diferentes co,n;,:,­

ncntes se rnu,,ven a dUercntes velocidades y lentam,1,1te se irtln separando -­

unos de otros ,?tt di.rcccl6:i de la rnlgra::l.6n es do?clr hacia el electro:lo d? carga 

opuesta al 16n. 

Hay dos tlf,os de electroforesis : Electroforesis_!!,:­

~ donde las pNteína1 s•! sepa'l'8l'I en un me:lio Uquido y ~lectro'or:.1:.~i!!., 

d? zona, donde la mu•?stra '!3 a.,llcLda sobre un soporte( papel, acetato d.:? ce­

lulou, agua , almidón, pollacrllamlda). Aqu( las protefnas van form,.nd,1 zo -

na'I. E ;".e tipo de electroíore11l!I( 13, 14 ) !le utiliza c,.ia'l:lo se de'!ea fijar la,i 

proteínas 6 moléculas 'leparadas por electrofore!l!'I, dy1·1, puedan d~'l'laturu­

lizar,;,~, tenlr1e y con<Jervar'le, 
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Cn la actualida.i la clectr<>fo:-csis casi no s·~ efe -

ctQa e,1 ioluci6n Ubre, sino qu-i la soluci6n dcel<ttrofo~sis es ma,teni­

da en un medio estable, tal co-no lira, de papel, o en geles diversos. En 

el primer cuo el papel e11 r6pldamcnte secado en un horno: en el segundo 

caso el gel es colocado en un fijador, el cual prcclplta lag s11bstancia'I -

examúua:Jaq permaneciendo as( en s11 correcta posici6n de migr•ci~, o 

con algún colora1te con el cual se produce una precipitación al formal"sc 

un producto de reacci6n insoluble, 

Se necesita ademas de tas proteínas a separa'!' (con 

carp pa'l'a que emigren) otros iones, ya que la corriente entre los electo­

dos debe ser la misma, pa'l'a que donde las pro~eína~ no la transporta, 103 io­

nes pcque11os deben hacerlo, requiriendo3e una 'loluci6n electrfcamcnte -­

bomogbea. De donde se desprende que es conveniente conta'I' con un dis-­

posltlvo :¡ue mantenga consta,te la corriente a tra·Jés del soporte y medio -

1.(quido. Al principio se observa 11Da variación del potencial, alcanz6ndose 

casf inmediatamente un valor constante. 

Goay- Chapman y Debye-Huckel, al anallzar la dls­

tribuci6n de iones pcqueftos alrededor de una partícula o macro-notécuta -­

carga,1a "ll!ctrlcamentc y preaente en una qoluci6n 11alina ( 15 1 encontra­

ron iones de carga opuesta en alta conccntracl6n y pr6dmos a la 

dt? ta !lllpcrflcle de la partícula, E,ito forma ·llgcontinuida·lc~ de conc.:mtra­

ci6n ,, La 11ni6n de ionca a la protl!ína afocta directamente ,iu 1·arl-(11 J por lo 
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tanto su movilidad. Ademé,¡ lo,i contraion•M íorman .uta nube de carga 

opuesta alrededor de la proteína. Estos contraioneg ( iones pequeno,i 

de carga opuesta I pueden estar hidratados y ,¡e produce una repulsión 

electrostitica a corta distancia, la nube de iones se separa de la pro­

teína • Así que durante la electroforesis la proteína se mueve en forma 

irregular hacia el electrodo apropiado, cada vez que la proteína se des­

plaza la nube de contraiones se rezaga momentueamente, form6n­

do91! un campo electrostitlco ~e se opone al campo aplicado, as( que 

la protefna experimenta un campo eléctrico neto disminuido, esto se lJ'!. 

duce en movilidades menores. Adem6s los iones que se est6n movien­

do en direcc16n opuesta llevan una cooatderable cantidad de disolven­

te ( bidratacl.6n ) y la protefna por decirlo asr se esti moviendo contra 

1111 fiujo de dlaolvente ( efecto electroforético ) reduciendo su movilidad. 

Al¡unos parimetros gue afectan la movilldad electroforética. 

La aeparacl6n depende tambien de la fuerza del 

campo elfctrico en el sistema, asf como de la fuerza i6nlca de los ta!!' 

pones. 

La fuerza de campo significa n6mero de volts por 

cm. Por ejemplo , si los electrodc.s se encuentran separados 20 cm 

y el voltaje aplicado es de 400 volts, tendremos una fuerza de campo 

de 20 volts/cm. Mientras mis pr6xlmos est6n entre ar el anodo y el 

c6todo mayor es la fuerza y m6s r6plda la mlgraci6n. La velocidad de 

rnigrad6n (M) de una partícula con carga es lndlroctamente proporc!o-
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nal ni espacio fo> entre los electrodos y dif'<'ctamente proporclonal al 

voltaje. 

Si se aumt.!nta el tlem,,o se aumenta la distancia 

(d) que emigra. Asf tenemos : 

d= distancia 

v= voltaje 

M= 

t= tiempo en segundos 

la ecuación anterior noa da: 

V ,. 
e 

d e = vt/' 

J' = movilidad 

e = diatancla entre electro­
do, ( cm 1 

y µ d e ; en unidades : 
vt 

cm cm 

volta seg. volts aeg. 

ad la movilidad queda expreaada en cm2 / volt se¡. 

Al disminuir la conductancta del sistema, lo que se 

logra disminuyendo la ruerza i6n1ca de los tampones, el resultado es que -

los componentes de la mucatra a 8Cparar se move~ mis rtpidamente, ya 

que la electricidad ea transportada por loa ionea, al haber menos iones de -

tam¡.,6n con rclaci6n a los de la mucatra, mayor sert la electricidad que -­

estos 61Umos llevar-in. 

Otro efecto es que el movlmlento de iones rodeados 

por iones de carga opuesta es retardado por la atracción ele estos 61Umos, 

&'!lf que el aumentar la concentraci6n del tampon Uenl' un l'fccto dohle redu - -

r.iendo la velocidad rll' mi¡:racl6n ( la cual no sufro acrlt•racl6n comu podr[a 
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esperarse sino que su velocidad e11 aproximadamente, .;onstante). 

r = Q x E 

r, fuerza ejercida sobre la partrcula 

Qa carp de la misma 

E = fuerza del campo 

Esto se debe a que la partfcula se mueve a través 

del medio tampon, y ~ncuentra una fuerza retardante causada por la vis­

coaidad del medio. Esta fuerza ha sido expresada por 9tokes ( 17). 

La fuerza i6nica de }' a : Í. m c 2 donde m es la 
2 

molartdad ( molalldad I y ces la carga del loo. 

Electroforep ea celes 

Aunque extaten dlver110s 110portes ( papel, almid6n 

a,aro•>, s6lo me refertrf al de poliacrllamlda. Estos est6n excentos de 

cargas y el tamallo de los poros depende de la concentracl6n total de acrll­

amida y del ¡rado de enlaces cruzados ( el paso es menor al amnentar la 

proporct6n de bis acrllamldal. 

El paso de Uquldos ofectuado a trav6s de los -

poros de un gel se puede deber a la presión hldro&tttlca o a la electrocn­

dosmosts o a ambas; este fiujo puede arrastrar moll!culas no cargadas, 

Fll:tstP. adtmas de la movilidad por carga otro efecto de tamizado, imparti­

do por el gel a moléculai, de diferente lama no • Las proteínas a separar 
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deben caber por los poros para que puedan emigrar dr acurrdo a .i\13 

cargas. 

Las separaciones electrofo~ticas zonales se -

producen en base a la m11gnit•1d de la carga. 

Electro!Q!:CSis en geles con SD51 

La poliacrllarnida en presencia de un detergente 

como el suUato de dodecil s6dico ( SOS I es una de las técnicas mis am • 

pliame'lte usadas para la separacl6rl efectiva de proteínas, en particular 

para determinar au peso molecular ( 9 1 • En esta t~cnica las proteínas 

son de-turalizadu por el detergente SDS y colocadas 90bre un gel de -

poliacrilamida-SDS eqallibrado coo una soluci6n amortig udora que con -

Uene el deteraeate y sometidas a un campo electrico, los polipfptidos-SDS 

cargados negativamente ( debido al SOS ) se moveran hacia el inodo a una 

velocidad dependiente del peso molecular ( 10 ). 

Si graficamos la movilidad electrafo~ca relativa 

de una serie de protelnas bien caracterizadas contra el logaribno de sus 

pesos moleculares obtendremos una línea recta, en l!sta podemos determi­

nar el peso molecular de una proterna no caracterizada, conociendo sumo­

bilidad electro!orética, 

En t1U estado nativo, las cadena'! polipcptídicas de una 

proteína globular estin estrechamente plegadas íorma1do una l!structura trl­

dimesional • 

Al 11r.r tratada11 con SDS en pr<''lrncia de un agl'nte 
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reductor se provoca el desdoblambnto de las cadenas pcptCdicas asunii,•n -

do una estr..iclura recta ríglda com,., varillas en la cual C'I núdeo polipt•p-­

tídlco esli cubierto por m,,léculas de SDS. 

Proteínas de alto peso molecular ligan mis SD:5 

que aqll!llas de bajo peso molecular. Dado que la molécula SDS llene una 

carga neta negativa a pH ncutru los poli¡>ép~dos-SOS mis grandes estml car­

gados mb ncgatlvanwnte que los polipé'ptldos -SDS mis pcqucftos • 

De hecho, la molécula de SDS se une al pollpéptido 

con una relacl.6n de peso constante, corrcsponediendo mis o menos una -­

molkula ligada por tres enlaces peptrdlcos. En otras palabras en los poll­

~pUdos-SDS, la carga por unidad de peso es constante. Dado que la fuerza 

eléctrica que est& actuando sobre una partfcula es directamente proporcio­

nal a su carga neta. La relacl.6n anterior quiere decir que la fuerza eléctrica 

por anidad de peso es también constante. 

El tamano de poro prom<!dlo del ¡¡el dpende de la con­

centraci6n de los mon6mcros de acrllamida y bls-acrilamida usados durante 

la polimerización • Al lnlclar la corrida clectrof6retlca todos los pollpeptldos 

-SDS entran en la misma poslcl6n y empiezan a moverse bajo la misma acc -

lcraci6n cuando se aplica el campo cMct rico. 

Las moléculas pequcnas pueden viajar a través ele los 

poros de pollacrllamlda miH íAcilnll'ntc que 1811 moléculas grandes, 
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·1 al ;1ituad6n permite la sr¡,arad6n dr polipepti-

11os de di!erentr pr~, n10lrcular bajo la permisa que esta1 moll,culas tu­

vieran formas slmilar<'s, de esta manera las diferencias en pc~o moll,cu­

lar cstar6.n refejadas en diferencias de tama110.Todos los polipcptidos-SDS 

tienen una forma rígida similar ( Como varillas), las cuales tienen un -

eje m"nor ( 18 Aº) constante y un eje mayor dep:mdiente del peso molecu­

lar. 

En electrofo~sls de poliacrilamida-SDS, el gel es 

una malla cont!nua de poros y no "onticne un espacio equivalente accesible 

al solvente externo. De este modo a diferencia de la filtraci6n en gel, todas 

las moléculas en electroforesis en gel no tienen otra opci6n que viajar a -­

travl!s de loo poros. La separaci6n puede reallZarse también en otros me­

dios o sportes tales como almid6n o agarosa, si la concetraci6n de materia 

prima de estos geles fuera lo bastante alta para producir poros de tamafto -

pcqucno, dentro del rango de tamallo de las moléculas protercas que van a 

ser separadas. 

La determtnacl6n del peso molecular es un'l tnror­

maci6n b6sica importante en la caracterizaci6n de una proteína, 

Los bioqufmtcos dedican buena parte de su tiempo 

al alslamlcnto, ldentUicaci6n y caracterizacl6n de las proteínas y la electro­

foresis es otra herramienta que ha permitido un avance notable en este cam-

po. 
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Factores que afectan_!!_ vdoc~d de migraci~!h -

Dada la relevancia que tienen y aún que algunos de 

ellos ya han sido nll'nelonada,i anteriorm· nte los agrupamus de la siguiente 

manera: 

ha .rnl!.es!r'a..., La naturaleza de compuestos cargados 

afectan sus velocidades de núgraci6n de diferentes rn1U1eras. 

i) Carga. La velocidad de migracl6n aumenta con un lncr.:?rn_nto en la carga 

neta, la magnitud de la carga es generalmente dependiente del pH. 

W Tamano. La velocidad de rnigraci6n disminuye para las moléculas mis -

grandes, debido al aumento de las fuerzas electrostiticas y de fricci6n ejer­

cidas por el medio. 

W> Forma • Moléculas con tarnanos similares pero diferentes formas por 

ejemplo protefnas fibrosas y globulares exhiben diferentes características de 

migraci6n causada por el efecto di!erencial de las fuerzas electrostitlcas y 

de fricct6n. 

~l.!:R!!IP.2 ltlé~c~ La ley de Ohm establece la re­

lacUD entre la corriente A ( en arnpers ), el voltaje V ( en volts ) y la resis­

tencia ( en Ohm& ): A~ V /R • La separaci6n de iones en un campo eléctrico 

estt. influenciada por los siguientes tres factores: 

l) Corriente. Corno la corriente en la soluci6n entre los electrodos es con­

ducida completamente por el buffer y los iones de la muestra, la velocidad de 

migracl6n es directamente proporcional a la corriente • La dilltancla recorri -

da por los iones ser6 proporcional al tiempo durante el r.uál la corriente e.a 
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aplicada, por lo tanto para WD má :-.(m .. r<,pt·oduc(l>ilü.lad, la corriC'nlr 

debe ser mantenida constante durante la electroforesis. Por supuesto 

que debe usarse siempre corriente directa. 

iU Voltaje. Este rige la corriente y por consiguiente la velocidad d<· 

mlgraci6n es proporcional a la difer~ncia de potencial a trav~s d;:,I mL· -

dio de soporte, este es el gradiente de voltaje expresado gcneralmt·nte 

en Volts/cm ( el voltaje aplicado dividido entre la longitud del m<:dio 

soport-e). 

W) Resistencia. La velocidad de migraci6rl es lnversam,·nte proporcio­

nal a la resistencia la cual depende del tipo y tamaft<> del medio soporte 

y de la fuerza lonica del amorti¡uador. 1A resistencia aumentari con 

la longitud del medio soporte y ambos deercceran al aumentar al ancho 

del medio y la concentración de iones del amortiguador. El calor es pro-

2 
ductdo durante la !lectroforesis a una velocidad igual a A R watts y la 

resistencia decrece al aumenta?' la temp,ratura. 

Consceuenteme'1tc si el voltaje permanece cons­

tante el calentamiento prod:icl.ri un lncremcnto en la corriente y en la -­

evaporacloo del solvente del medio. 

§1.!m~rtl.¡_ua!;!ot.• Este determina y estabiliza el 

pff del medio soporte y afecta tamhl.én la velocidad de mlgrac16n de 1011 

compuestos de dtrercntes formas: 

l) Composlci6n. Puesto que el bu!ícr act<ia como disolv,mte de la muestra, 

cierta difusl6n de la muelrtra es Inevitable. E11to es particularm..,nte no­

table para moMculas pcquena11 tale11 como amtlloicidos ,. az6care11. 
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La dlfusi6n puede ser minimizada corriendo las 

maestras en bandas mas estrechas empleando alto voltaje para periodos 

tan cortos como sea posible y &':?moviendo y secando rtpidamente des­

pu&s de que la soparsel6n se ha efectuado. 

li) Concentracl6n. Si se lncremP.nta la fuerza i.6nlca del amortiguador 

la proporci6n de la corriente transportada por el amortiguador aumenta­

rt y la parte de la corriente transportada por la muestra dismlnulrt y 

aar lentamente su velocidad de migracl6n. Una alta fuerza l.6nica del amo!:, 

U,U.dor lncrementart sobre todo la corriente y por ende la producci6n 

de calor. .. 
A baja fuerza l6nica la proporcl6n de la corriente 

transportada por el amortiguador decreced y la parte de la corriente ~ 

naportada por la muestra aumentart, Incrementando as( su velocidad de 

mi¡racl6D, pero la dlfuai6n y la resultante p&rdlda de la reaolucl6n se-

rtn mayores. 

De estt manera la fuerza l6nica debe ser escogida 

y aeleeclooada generalmente dentro de un rango entre o.os - O.lo mol/mi 

Fuerza l6nica = 1.~C z2 en donde Cea la con-
2 

centracl6n molar de un l6n y Z es su n6mero de carga. 

ill) pH. Este Uene un efecto pequcno en compuestos completamente i6-

nizados tales como sales inorg6nlcas, pero para compuestos or¡:6nicos 

el pH determina el grado de lonizacl6n, po lo cual su velocidad de mi­

gracl6n dependert del pH. 
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~I ,!ll~l2, S.Ql>2.~, .\unq:ie s·~ emplean material<'s 

relativamente inertes como mPdio de soporte, la composlcl6n prccisJ. 

del mt•dio tiene varios efectos sobre la velocidad de migracl6."l de un C'J!!' 

puesto, el medio escogido :l,•pcndcri del tipo de muestra, 

l) Adsorci6n, Es la retcnel6n de las moléculas de la muestra por el nll'­

dlo sojlorte causando una dlsmlnuci6n de la resolución de separacl6n, la 

adsorción puede :lismlnulr también la velocidad de núgraci6n, 

li) Electro-osmosls (Electro-endoosmosls), Este rcn6mcno es provo­

cado por la carga relativa producida entre las moléculas de agua del amo!. 

tiguador y la superficie del medio soporte, La lonizaci6n de ¡nipas en 

el medio soporte y la superficie de ad110rci6n de los iones del amortigua­

dor provocan generalml!llte l6nes oxonlum ( H3o+) producidos de las m,,­

léculas de agua, ya que estan cargados positivamente mlgrarin hacia el 

cttodo acarreando substancias neutras disueltas, acelerando el progre­

so de los cationes y retardando a los aniones, Este efecto puede ser ig­

norado, pero sl se trata de determinar los puntos i80Cléctrlcos de deter­

minados compuestos, entonces se debe tener en cuenta, normalnll'nte se 

calcula corriendo moléculas neutras tales como urea o glucosa y mldlen -

do la distancia de su migracl6n, Este efecto es de mr,nor proporcl6n en 

geles de acetato de celulosa o pollacrllamida que en papel o gel de almi­

d6n, 

lU) Tamiz molécular, Esto es lo preponderante de la electrofore11ls en 

gel en donde las propiedades dl' crlba molecular de un mr:dlo soporte se -
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ml·rl,tdo ( el gel I ayuda a separar .::o:nr,ucstos l6nlcos grandes, como 

prou,Cnas, las cuales no dltloren solamente en 11'.l movilidad eloctrofoN!­

Uca sino tamhU!n en au form1& y tamano. 

El tama'lo de poro de los geles pued:i sor variado 

de acuerdo al anülals en parUclllar deseado. El principio de taml,: ml•· 

l6cular do geles do apr, almld6n y poliacrilamlda es que el movimien­

to de las mol~culas grandes es obstruido en mayor forma al disminuir el 

tamano de poro como resultado del incrcmt•nto en el entrecruzamiento de 

las cadenas pollm6ricaa del gel. 

Asl pues, es necesario tener en cuenta estos fac­

tores para un correcto desarrollo do las tecnicas electrofoN!ticas. 
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21 ELECTROENFOQUE 

El electroenfoque difiere de la electroforesis con­

vencional, en que el pH no se mantiene constante a través de todo el sis­

tema. En aquel cada componente de una mezcla emigra electroforética -

mente en un gradiente estacionario de pH, hasta alcanzar un estado ( In­

variante I constante, enfoc4ndose o concentrindose cada uno como una 

banda en su punto isoeléctrico ( pl I respectivo y quedindose all!. ( 9, 111. 

La técnica requiere pues un gradiente de pH estable 

entre el 4nodo y el cttodo. Esto se logra por la electr6llsi sen agua de 

una mezcla de anfolltos de peso molecular bajo que se llaman anfolltos 

a.:arreadores. 

No es necesario aplicar la muestra como 1111a ban­

da angosta en electroenfoque, porque las bandas de cada componente se C<>!!, 

centran solas pudiendo separarse protetnas que difieran en oentesimas de 

unidad de pH. Cada componente emlgrart ( se en!ocari I a su punto iso -

eléctrico. 

En todas las electroforesis se hace uso del hecho de 

que cada protetna 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 n~ 

ta es lgual a cero; este es el pi. 

Asf, una proteCna introducida a este gradiente a un 

pH por debajo de su pi, contendri una carga positiva neta y bajo la lnfiuen -
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pi la carga neta decreceri gradualmente alcanzando finalmente la posi -

ci6n de su pi, donde la carga neta seri cero y la migración cesan. 

Sl por el c011trario se colocase una proteína a W1 

pH mis alto que su pi, su carga neta aeri negativa y la prote(na migra­

r! hacia el !nodo, y en forma similar ser! fijada a su pi. Por lo tanto 

cada protelna terminar! su mlgraci6n como Wla zona muy angosta y en 

la posici6n ( de las anfolinas ) correspondiente a su pi. 

El pW1to isoeléctrlco de una molécula estt. deter­

minado por el nwnero, tipo de grupos proteolCtlcos y sus constantes de d!_ 

soclaci6n. Las proteínas muestran una considerable varlaci6n en su pW1 -

to isoi6nico, estén generalmente en W1 rango de pH de 3-11. Es también 

aceptado que en una celda de electrólisis el !nodo cargado positivamente 

atrae iones negativos y repele iones positivos: opuestamente a lo que o­

curre en el dtodo 

En la electroforesis convencional ha,y ID! pH consta!!. 

te entre el !nodo y el c6todo, por lo cual, los iones cargados positivamen­

te, por ejemplo proteínas, emigrarin hacia el c&todo mientras los iones 

con carga negativa mlgrar&n al &nodo. En el electroeil!oque se establece 

un gradiente de pH que permanece invariable, el pH aumenta sucesiva­

mente del &nodo al c&todo. 

Si una proteína se coloca en el sistema a W1 pH m6s 

bajo que su punto isoi6nlco, la carga neta de la molécula seri positiva y 
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se mover& en dirección del cAtodo, Debido a la presencia del gradiente 

de pH, la protc(na mlgrarA a un medio de valores sucesivamente mAs al­

tos, de pH, loe cuales in!luirln en la ionlzaci6n y carga neta de la mo­

lécula, La prote!na buscar& eventualmente un pH donde su carga neta sea 

cero y parar& de migrar, este es el pl de la proteína, 

El pH aqul es igual al punto leoeléctrico, el cual es 

muy cercano o Igual al punto isol6nico, La consecuencia de esto es que 

cada proteína se movert "enfocandose" a su respectivo pI en un gradien­

te de pH estable, lndependlentemcnte de su origen, del aparato y tiempo 

de la corriente aplicada, Una vez alcanzado el "enfoque" es declr, cuan­

do las protefnas han llegado a su pi, la resolucl6n se mantendrt a(in 

cuando el experimento contln6e durante mis tiempo, ya que el efecto de 

"enfoque" trabaja contra el renomeno de dlfusl6n, Esto es contrario a lo 

que sucede en electroforesis convencional, donde la clifusl6n de la mues­

tra es un obst&culo. 

Se debe recordar, sin embargo, que los valores de 

pI 90II dependientes de la temperatura y estos decrecen al aumentar ella, 

Ademis el pH debe ser medido a una temperatura corrstante, usualmente 

a la temperatura de "enfocamiento", 

En cuanto a los anfolltos acarreadores (abreviados 

C Al, éstos deben reunir ciertos requisitos : 

- Es necesaria cierta capacidad amortiguadora del anfolito a valores de 

pH cércanos al pi debido a que el CA debe dictar el trayecto del pH, 
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se movenl en dirección del c,todo. Debido a la presencia del gradiente 

de pff, la proteína migrar! a un medio de valores sucesivamente m,s al­

tos, de pH, los cuales in!luir&n en la ionización y carga neta de lamo­

U!cula. La proteína buscari eventualmente un pff donde su carga neta sea 

cero y parar4 de migrar, este es el pi de la proteína. 

El pff aquf es igual al punto isoeléctrico, el cual es 

muy cercano o igual al punto isoi6nlco. La consecuencia de esto es que 

cada proteína se moved "en!ocandose" a su respectivo pI 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 proteCnas han llegado a su pi, la resolucl6n se mantendri a6n 

cuando el experimento contin<ie durante mis tiempo, ya que el erecto de 

"enfoque" trabaja contra el renomeno de dlfusl6n. Esto es contrario a lo 

que sucede en electroforesis convencional, donde la dlfusl6n de la mues­

tra es un obsdculo. 

Se debe recordar, sin embargo, que los valores de 

pI 8011 dependientes de la temperatura y estos decrecen al aumentar ella. 

Adem.6s el pH debe ser medido a una temperatura constante, usualmente 

a la temperatura de "enfocamiento". 

En cuanto a· los anf'olitos acarreadores (abreviados 

C A),éstos deben reunir ciertos requisitos: 

- Es necesaria cierta capacidad amortiguadora del anf'olito a valores de 

pff cl!rcanos al p1 debido a que el CA debe dictar el trayecto del pH. 
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- Debe do tener una cierta conductancla en su pl , esta propiedad esta 

relacionada con una buena capacidad amortiguadora. 

- Los CA deben ser de peso moll?cular mis bien bajo para facilitar la 

soparaci6n de las protelnas dospul?s del olcctroonfoquc por procedimicn • 

tos sencillos como filtracl6n en gol o dl6.llals. 

Para uso general se emplean anfolitos acarreado -

res con valores de pI que abarcan intervalos do pH do 3 a 11; rango de 

pH en el cual la mayoría do las protelnas son isoeléctrlcas. El n6mcro 

exacto do C A necesario por unidad de pH depende de varios factores, 

incluyendo su capacidad amortiguadora en el valor deseado del gradien­

te de pH que permita una mejor resolución. Ademts los CA deben tener 

buena solubilidad en agua para evitar su adsorct6n a sitios bidrof6blcos 

de las proternas. La absorcl6n de luz de los CA arriba de 280 nm de­

be ser baja, de manera que permita la detecci6n sin interferencia de 

protefnas después de "enfocadas", las cuales deben de leerse a 280 nm. 

La estructura general de los CA es: 

donde R puede ser : 

y n(S. 

te. 

-(CH2) -COOH, H, 6 -(CH2)0 -~-R 
R 

Talos CA so encuentran dlsponlblos comcrcialnw:! 

~;¡ eloctroenfoque ofrece las siguientes ventajas: 
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1) La separación de proteínas en un alto grado :le 

resolución tanto para prop6sitos anatrticos como preparativos. Pueden 

ser sopa radas proteínas que difieran en su pi en o. 01 unidad de pH. El 

poder de resoluci6n es del mismo orden o mejor, que el obtenido de una 

cuidadosa electroforesis •Jn gel de poliacrilamida. 

2) La caracterizaci6n do cada proteína por su pl. 

Los valores de p1 son obtenidos siempre después de "enfocarse" y sepa­

rarse midiendo simplemente el pH en el punto de mi,cima concentracló!l 

de protefna. Estos valores de pl pueden ser determinados con un alto 

grado de reproduclbllldad y son mllj u911dos en estudios comparativos 

de protefna11. La cantidad minlma de protefna necearta est6 limitada 

solamente por la senslbWdad del método de deteccl6D de la ;,rotefna. 

En el caso particular del electroenfoque en ;,laca 

delgada de poliacrilamida, por su facil acceso al gel durante todo el ex­

perimento, permite a:tem.As: 

- Ficll aplicacl6n de la muestra, lo cual puede hacerse en cualquier p&!. 

te de la superficie del gel. 

- M6ltiples muestra'J pueden aplicarse en el mismo gel, bajo condicio­

nes idéntica~ • 

- Pueden aplicarse protefnas liblles después de que se ha formado el 

gradiente de pH. 

- El pH puede merllrsc :llrcctamente sobre la su¡>0rficle del gel. 

- El fijado y tetlldo se ha::e en forma iirecta, 
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E) TECNICAS RADIOACTIVAS 

Existen 6tomo9 de un mismo elemento que difie -

rcn en SU9 n<ameros Je ma'III ( diferente n6mero de neutrones l llama-

dos isótopos (4, 5, l. 

Slmbolicamonte especies nucleares espccUica, se 

representan por un n6mnro subscrito para n<amoro atómico y un n<amero 

supcrescrito para el n6mero de m&'III, seguido del sfmLolo del elemen-

to, por ejemplo: 
12 

e 
6 

14 
e 

6 

16 
o 

8 

18 
o 

8 

El n6:mero de isotopos de un elemento dado varla. 

Ad hay tres l.a6topos para el 6tomo de hidr6geno 1u, 2H, 3u y siete pa­

ra el de cat'booo de 10c a 16c Inclusive y 20, 6 'lfts para algunos elemen­

tos de alto n6m! ro atómico. 

EstabWdad at.6mlca y radiac:16D. - En la pdcUca s6lo unos cuantos ls6to­

pos de un elemento dado son Sllficientemente estables para existir en fo:.na 

natural. Estoa son coaocidoa como is6topos esta'>lea. 

Algunos otros ls6topos ;ion incsta'>les y se deatnte -

gran a wia velocidad ca'l'ScterfsUca para dar\Dl isótopo estable Log ra:lio­

ia6topoa lnesta?>les llOII producldosprlncipa!mente en forma artificlal, los 

menos lneatables, se en cuentra.1 en la naturaleza. 

Los radio'86topos emiten partfcula 1 y lo ra,iia~ion~s 

electroma¡neticasdurante el proceso de desintegracl6n.Las partlculas p, 
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s.,n clcclronf'!a •]Ut? .Je prua<!ntari "º :ios ~or.naq ( P + ) posltroof'!J :t 11f'!g11-

tronf'!a ( p- ), 

Tl,20s de desln~g_naci6n n,,,11:actln. -

Existen varios Upos de dosintegraci6n radiactiva, 

laa siguientes pueden considerarse como las mis importantes: 

a) Desintegraci6n por emiai6n de negatrones, En este caso un neutrllll 

es convertido en 1m prot6n por la expulai6n de una partícula beta carga­

da negaUvamente llamada II negatron 11 ( p - ev), 

Neutr6n --------- prot&l + neptr6n 

Un neptrm ea 1m electrm pero ae uUllza este ter­

mino para enfatizar el origen nuclear de la partícula, Como resultado de 

la emist6n del neptr6n, el ndcleo pierde 1m neutr6n pero gana 1m prot&i. 

La relaci6o: ndmero de neutronea/ndmero atómico, disminuye ya que el 

ndmero atómico ( Z ) aumenta en 1mo y la maaa at6mica ( A ) permanece 

constante, puesto que la masa at6mica ( A ) ea Igual a la suma del n6me­

ro atómico ( Z) y el n6mero de neutrones ( N ), o aea: 

A = Z + N 

Un is6tojk, usado fre cuentemente en trabajos biol6 -

14 
glcos que se desintegra por emisiones de negatrones es el C, 

14 

e ------------- --
e 
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bl Dcsintegraci6n por emisión de positrones. AlgWlos isótopos se de­

sintegran emitiendo partículas cargadas positivamente llamadas positrones 

( J + ev ). Esto ocurre cuando un prot6n es convertido en un ncutr6n. 

Prot6n ------- neutrón + posltr6n 

Los positrones son extremadamente inestables y tienen 

solamente una existencia transitoria. Como resultado de la emisl&i del posi­

tr6n el n6clco pierde un prot6n y gana un neutrón, la relacl&i N /Z se incre -

menta, el n<unero atómico disminuye en uno y el n6mero de ,masa permane -

ce constante. EjPm. 

22 
Na -------- -

11 

22 
Ne + , + Ve 

10 

e) Destntegraci6n por emisimes (ca) lllla. I96topos de elementos de alto n6-

mero atómico se desintegran frecuentemente emitiendo partículas lllla (cal. 

Una partícula es un n6cleo de helio, es decir consiste de dos protones y dos 

neutrones ( 4 He 2+ ). Por lo tanto la emisl6n de part{culas provoca un con-
2 

siderable aligeramiento del n6cleo, una dismlnuci6n del n<unero atómico en dos 

y un crecimiento del n<uncro de maso de cuatro , ls6topos con este Upo de des­

lntcgraci6n no son usados generalmente en trabajos biológicos. Ejem. 
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d) 1Jesintegracl6n por cmlsl6n de rayos gamma. En contraste con las 

mlsmas de partlculas o y ~ , las emisiones gamma Involucran radia­

ciones electromagcntlca similar a , pero con una longitud de onda m4s 

corta que,los rayos X, Estos rayos son el resultado de una transfonna­

cl.6n on ol nCacleo del 4tomo ( en contrasto con los rayos X que son emi­

tidos como una consecuencia de ta cxitacl6n Involucrando los orbitales -

del 4tomo) y rrecuontemento acompat1ado de emisiones de part(culas a y 

p , Emisiones de radiaciones gamma por si mismas no provocan cam-

bios en el n6mero at6mico o de masa. 

Decaimiento de la energfa radiactiva, - La unidad usual para expresar los 

niveles de energfa asociados con la deslntcgraci6n radiactiva es el electrón­

volt ( ev ), Un electr6n - volt es la cnergfa adquirida por un elcctr6:I en ace­

leracl6n a través de una dirrencia de potencial de 1 volt y es equivalente a 

-19 
l.6xl0 • 

Los lll6topos que emiten part(culas a, son normal-­

mente los m'8 energéticos encontr4ndose del orden de 4.0 - 8,0 Me V ( Me­

ga electr6n volts) mientras que las que emiten p y y generalmente tienen -­

energfas de decaimiento menores que 3,0 McV, 

Unidades de radiactividad, - El curie ( e¡ ) está definido como la cantidad de 

material radiactivo cuyo n6mero de deslntcgracl.6n es nucleares por segundo 

10 10 es el, mismo que el de 1 g de radio, es decir 3, 7 x 10 ,( 3, 7 x 10 / seg). 
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Para usos blol6gicos esta Wlldad es demasiado grande por lo cual se utiliza 

el mlcrocurie ( ,Cl ), 

Existen varios métodos para detectar y medir la ra­

diactividad, nosotros nos ocuparemos solamente de los métodos basados en 

la exitaci6n de compuestos, 

La radiactividad causa la exitaci6n de ciertos compues­

tos fluorecentos, las cuales producen fiuorecencla ( centelleo ), La luz emi­

tida por centelleo puede ser detectada por un fotomultiplicador que convierte 

los fotones en pulaos eléctricos e1zy& magnitud es proporciollal a la energ(a 

del evento radioactivo original, 

Existen bisicamentc dos tipos de contadores de centelleo 

1) Contador de centelleo s61ido o externo ( 5 ), Este 

utiliza como detector un cristal de yoduro de sodio sensibilizado usualmente 

coo yoduro de tallo. El cristal est& al¡unas veces perforado con el fin de co­

locar el tubo de la muestra es la perforaci6n , Esta geometrla permite una 

eficiencia, Esto es un valor principalmente de emisiones gamma, ya que 

las partículas y no atraviesan el recipiente para alcanzar el cristal, El 

cristal est& colocado cerca de un fotomultipllcador el cual se encuentra cone­

ctado a una fuente de alto voltaje y a una escala indicadora, 

2) Contador de centelleo liquido o interno, La muestra 

es mezclada con Wl solvente que solvente que contiene en solución un cente­

llador apropiado, El contador de centelleo líquido es particularmente usado 

en la cuanUricacl6n de p-emlsores tales como 3n, 140, 35s, los cuales 
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eon com<unente empleados en trabajos biol6gicos. Pocos eolventes orgi­

nicos nuorcccn cuando son bombardeados con radiactividad. La luz emi­

tida por la mayorfa de los fototubos duponlbles. Sin embargo , si un com -

puesto es disuelto en el solvente, este puede aceptar la energía del eol­

vente y emiUr su misma nuorescncia a una longitud de 011da mayor y en­

.tonces la luz puede ser detectada mis eficientemente. Tales compuestos 

· 8011 conocldos como nuorecentes primarios, el mis frecuentemente uti­

lizado es el 2,5 -dlfeniloxazol ( PPO ). Desafortunadamente la luz emi­

tida por el PPO no es detectada c011 una alta eficiencia, por lo cual se -

puede adicionar otro nuorecente ( secundarlo ) tal como el 1, f-di- 2-(5-

fa:tllon'IOU) - benceno ( POPOP), que es el centelleo secundarlo m'8 

usado. Asf la transferencia de ener¡(a del proce80 queda como: 

Radlac16n ---.. (Solvente ) 

90lvente 
exltado 

Exitado (~) e ::=darlo) 
Primario exltado 

Fluor secundarlo 
nuor 

--• Luz 

Se utillza un Ouorecente secundarlo , que emite la 

luz a una mejor lOlllitud de 011da de deteccl6n ya que el eolvente no puede 

emltlr la energía directamente al nuorescente secundarlo ( 18 ). Exiten -­

ademis del PPO varios campuestos orginicos que act<ian como centellado­

res cuando son disueltos en el solvente adecuado, entre éstos se encuentra 
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el antraceno, ol p-terpenU, C -nattilfenlloxazol •NPO ), el fcnilbUcniloxa­

dizol (PBD). 

Los disolventes para centelleo juegan IDl papel im­

portante en la eficiencia de conteo (15). Un buen disolvente debe poseer 

propiedades mol6culares que raclUten tanto la conversi6n de energla co­

mo la transm!si6n. Resultados experimentales muestran que los mejores 

disolventes para centelleo son aromaUcos, como benceno¿:tolucno( p-x!_ 

leno ( meslltaleno. La eficiencia se atribuye a los electrones n aromá­

ticos, capaces de moverse dentro de la moll!cula. La eficiencia de cen­

telleo de UD sistema se refiere al poder de convertir la ener¡fa de radia­

cl6n incidente a fotooes de luz. 

A cualquier factor que reduce la produccl6n de foto­

nes en UD 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 radiaci6n. 

b) El disolvente no transfiere la ener¡fa de la par­

tfcula al centellador. 

c) El centellador absorbe parte de su propia fluo­

rescencia. 

d) La interacci6n quimica de algunos componentes 

contenidos en la solución a contar, pueden originar una reducci6n de ro­

tales. 
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As( que la detcrminacl6n de quenching es sin6nimo 

con detcrminacl6n de cflclencla de c011tco en el irea de C011tco por cente­

lleo liquido. Esto puede haceree por el m6todo de empleo de UD estandar 

lntemo , con la relacl6n de canales del aparato o bien uWlzando m estan­

dar externo, al cual se le conoce c011 certidumbre el n6mero de camitas. 
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