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I. INTRODUCCIDN 

j._,_!_,___l_m ortaricia del a ua en los or anismos vivos.Actualmente el -.' 

.ll]Lta cons ti tuyé lns tr~~ cuartas partes de la superficie' 

El .~1guc1, es uno de los compcrn2ntes esc~nciales para la 

vicia; c;ólo el Ol·: ig,;no e más importan te que fEJl la. Sin m:igeno, 

hora(_; -o d1.-~s, s.c:gün 1a- ~c¡:]8t:ie. El agua fué impor_t2~1:11;8 desrh: tos 
·)'·'· 

nr:f.9f~1·1r~s de _la vida mi~3ma. ·Se crc.:il~ q:CÍ~. l.c:\S r~ni:.:c;ic.i11(·;s qu_fini.cas, a 

fl·?1r·tii' de r13•5 Cl:talE!S posTH'iormc.>ni;~~ cvolLtción.O\l'"On' _los pi·'OCO!iOS: 

biológicos, tuv1e.ro~ lug] •. r e~ un disolvente acuoso. El contenido 

de agua en las. organ1s1nos vat"la: bat" ej8mp-lo ~n algunas bacte~ias 

,_,1 agud c:onsi;i tuyr;i al ~)0

1 
f. y r:n al<]imos vertc;braclrJ!; .el 96-'?7 f. 

1.li:: su p8sq ~o l;~:t:l rp~:;or1c: t;_i , .. ~amQn te. En los SG?t_"es t-1u1\}1:.1no_t;_, del bO 

dl 9:5 l. cll~ 'su pr-,,sn totall es .:19u.", y •:;e tEJncuontra local izc~da 
intr'' y 1c.•:·:~1··•,;cr->_lul_<.\rmunt,;> _¡<Bloomfielcl, ___ 1984). Como ·co1E;ecul?l1Ci.:r 

de? f:~::;l;a .::,bu1·1tJ¿,nci1:\, Sf.? con~.;idC?raba ¿l .i..\.QUr:-\ como l~\11 líquido 

i.nr;rtE>, mc!rámcmttj clr0'.:;ti.nadlo a llen.'1r espacios 1?11 los.scJl·'ds vivos. 
! 

Sin '...~J11ba1"9f'.), E~l a.gua 1· ... eali;!a inuchas funciones biológicas; St? 

las c1~lulas y n la vez ~catreando ~t~od~ctas de deshecho. El agua 

l~<:,1nbión :i.nl;1:~\f"ii•-::n(:;i r?n l.::\ ,digestión, 'áctúa ·como lübric.:inte c211 el 

,:;c;ichJ--lJa--:5f::1 de los f1u.tdos .celúlarC?~ (Bloomfi12ld, l'i'iJ4). A nivel 

p<u·l;ic:ul,"\r t~n lo rr::ilac:ion:;?.do con las 111..::tcr'cJmolécul~)s cc1 luli?.rcs. Un 



P.jemplo de i:esto son las ¡:irot81nas y· los .'.1cid~s nucljiC:os 

biológicas det~ivan di? sus int1;ré1ccione•s con 

cLtyas 

las 

mol~culas de agua d~l medio ~ue las rodea IL~hninger, 19701 • 

. o..1~-~2~·--="'J~Lla en la célula. La mai:ri;: citopli\smica de l¿¡s 

cólttlas animal~s se observa co1ho una rejilla microtraJ·ecular, en 

de todo t~l c:i ~oplasma acL1.o,.;o, . dando•lugar .. a :L1na t2norme t1rl?01 de 

superflc:~e IClagg, 1984). 

pohL:1ciones de .. agua·.::t· r<:1í.z·•r1e··1a· intcr.jcción' q•1P. ésUa ph?senb·a 

con lw ci. t;<Jmatri.;.'.: •?l i.\QUA. "J.ílit'e" y r21 agu.::1 do int•?t").asc~. 
1 

Se ha encontrado en la célula que el agua adyacente a la 

i 
~~upt.1rfic::i.1:? !;i.t=:ne -prop,ir?di.\des lÍlli".~ difit::-r·en df~l a!)ua ;J.ibr•e.. Los 

un(c;ayos de visc:osida1.{ clr:0mu1?strnn qus pl'otefn;:¡s i.nyE~c:Jad.as en. el 

citopl:.1sm.:1 dCJ células vi.vas difLmden lCJntamente cl1Jmo~: si si: 

e:st1tvü~t'<"•.\1. IJlQVÍ•?f}do: .. en Lllla _fiolución. d.e .. sacat'•:is·J~.a1~60·'·1.· ¡ ·¡ 

! 

:;:,,·l;t1 alta v:i.ü'coside1d apat'en·l;e del mei:Jio celul'ar se tia 

r:;.~pl.:ic:ado 
1
·811 b.Jse ón·, l<::ts rcstricr::_~o1)es e~stórir..:~3.s imp.úestas a· la 
1 

di.fusión de? 1nac:romolócuL'" por c;l reticiJlo w1dopl;bmico .<f'1¿;str6 y 

f<<úl;Ji, 1.9041. Sin embargo, 1211 el. i.ntc;1·~inr ele los eri~rOcitos,. .los 

.,,r 



En la actualidad se sal1e que las· propü~dades fisicciqu[micas 

del agua en el m~dici intracelular como son: la constante 

di.t'.?léctrica, .- :~JsC:qs;ida~ Y. polaricJ,Sld, se enC:LH?.11trari alteradas por 
"·i'' 

la in~er\1c~-:i.ór/ -. ;;:orí· los scilL1b·Js intrc:,cel.uláres; lo qL1e aún se 
: .... ';· 

dlscut;e· '~'qué está 
. .·. 

_in ter.i1cc:ionai1do con ·;,11~:iuna st.tperofic ie y r.:u2nt<~ agua i i !Jre e:d.ste. 

Hay Üf.l ,'dosacuerdo: en rel.<ación a .la di.stahcia d8sde la 

y. las pro¡.:iiedadc~s_del ólgua. De s-et' .c:lds intJnocap.:1s de .'.<gua las qt.te 

y el agua ci~opl.ásmtca involucrada seria ciYl 33 al 66 X 

( [~;1'.'.'\elac!1vi l i y Pasl1lf~y, 1982). 

hipól:r.~'.¡;is toda el agua r.:i.topl!.\sndca es;l;¿-w[a r:umpt'omt;l:ida c.:on 

·'1uua cr:ilular .. 

~ipo da sustan~ias qu~ n~ van a sc1llJbilizar •2n ell0. 

l~'.qLlid·:\ •:;.r_;n cci11<-;(":<t:u1:::nci,3.. dr: ~;u t~'.:>i;i..,uc!~ur·a • 

. _:;. 
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elevados puntos de fusió~, ebuilición~ ,~alar de vap6rización y 

tensión superficial, son .el"resulta~6 d~ fuertes atraccione~ 

en forma de p~~ntes cde hidrógeno 

r1111l6r:ula~ de ag~a vecinas. pola~idad y las propiedesdes Jel 

21ci1.t.-:\ pata. es·l;(1blf.:Ct~r puehte? dt?-·1·1-ldróf;)eno h,::cen do f?ll'a un 

di.•,5ol•.tcH1·I e (Jpt:imo en le:\ diso.J.i_tciÓn d8 muchos. comp1.tC':.3tos i1·:.nico~;; 

,Jt1··:?.cc.iór en tr~ los i ón-es mismos. Los compi.testas ~qlares, hu 

l ,·~11 ici)S e orno lc:H."i -ª~_LtC:~~~~? y ___ lns .=:tlcoholc~s simples ttj.rnbit~·n .son muy 

•"' "" l"s 1 en el eguA (Lehnfogec, 1970). 

A ¡J<~'[ªr de:) c¡ue .la ·mayor part"e del volumcon ·y rn2sa r.le Lo;s 

1:1)lt.tl,:ts !es ¿'\9Lta-,- 'se C:anqCe-_mtly poco de lu. Est:ructura y dQ le1S 

¡irnpi ,,,,._¡~"t~s del :.doúa intracelul~1r. Una de lt1s 1··,-:1zorn~,; dr' ls fal l;a 
l 

de este\ cc~ccimie~to, est~iba en l~ dificultad de 

U:lrcr)Q, l98•1l, 
1 . 

Mucl·1,_::\1 c·n;~io1as en la· célllla actt)an en o cerca de la interf~~sc-? 

itQ''" ! imi;;d:io orgtm.ico y c~e lees. toncuentra lÓcali;<.:.ídas t2n la 

la mr:mbra·na o dr?nl;ro de clli\. Es por' ello que 

1..:01:·1pon:·2n tes de m~mbrá.11á,, er1 ur1 si5~ema de micclas inv10rtid~s. 

L:·3{;;.:_1 n1odelo dó membran.a ¡::H?t~111i te poner f2ii r::ontz:tc:to .:\ una 211zima 

···:1·1tt.Jc.-•(lt::IS d.l osbudio do la c.-':\t:/\l.Í'~·~is e:r¡,::irnátir..:t en mc:di.o..:.; 

'-. 
r] 

.,., 



micelares con la capacidad de contol~r la cantidad de agua. En 

dpoca se ~saron tensoactivos sint~ticos para solubilizar 

fue el; de la a~qui~otrirsina la que-se s01ubilizó en ciclohexano 

vf a un cai;iónico bt•omLtro de N 

ruetiltrioctilamonio l. 88 P11r:c.1ntró quf2 pr~~c.tic,~1mi::::·nte no· h-'11.)fi:\ 

L2.1nb i O 

lo que implic~b~ 4ue la enzima p1~0servaba su 

oxist~n numet~osos ejemplos de como la pctividad 

c.,1l;.:-:\liti.cd tle la t:?nzimt:i no sólo S8 mEtntie1·112 sincJ que es muy 

1·4. Propiedades fi_sicQO@micas de l.~s micQJ.A?_ inverti.das. 

1. 4. e Esfruf.::tut~a ·ae . las micelas inveri:idas. 

un l;un~-?oacl;ivc1. Este t:'.lli;imo pl.tcde ..::¡er C:a·tióni~:9, an.ió11icn, n1::iutro. 

o z1~it2riónico. Uno de los b:::nsoac:tivo~~ .:;lniéJnicós <:¡u.:? ;:;e ha· 

uli l i::.~.c!o con mayor frecuencia e11 id carac~erización de 

1~.1 ~:;tr1 .. ti::l::ur~as e~·::; t.-?l bis (2·-Gl;ilht~~·!il) ·~;)Lllf'osucc:i.nato de: sodiO 

((¡i]T) 



Fig. 1. 

~HJ. 

~H2 
CHrcoo· CH2-CH·CH2-CH¡-~11,-·0:H3 

, .. d~ ~o.s-bH-CCC-012-- CH-CH2-CJ1;--CH2-c~i, 
J 1 • ... 

TH2 
CH3 

Liis (2-·otilhe:dll sul·fosuccinato de sodio "Aerosol OT" 

<AOTl. <Tomado de Luic·;i y SteinmL1ri11-Hofnian11; 1987). 

Fi.g. Mi cela invc:·1 .. J;ida ·::-n un di sol vc1nh? 01 .. 9ánico ¿,polar-.. 



1.4. 2. Propiedades del agua de la cavidad micelar. Las 

mic:elas invet'tidas en un disolvente orgánico apol.ar son capaces 

de ~olubilizar grandes cantidades de agua 1 1-10 X lw/vl y otras 

·~ustan~i~s polares CDoLlzou, 11780). La capacidad que tienen -las 

micelas inve1 ... tidas de solubili~~r ciet·ta cantid~d de agLta en un 

di.~3olven te 0_1 .. gc~nico apolar dep0ndr~ pr'inr:ip¿-1.lmc~ntc~ dnl di~:;olvi:~n be 

t::l tr.::nsoactivo ctniónico_ (.\OT, pur2d12 ;;olL\b:ilizar una canl;idad de 

agua _un poco m.f\s_ .:'\l 1;.'\ a la que ~.;>01_ reqtdere_ para hidratar las_ 

caboz{":ts dt~l ~.,;ul fon<:tl:o y ,~1· i6n sodio Cdr::~ cu¿-1.tro a die:-: molécul¿¡s 

de aguw por mólóc:uló. dP- i;c11só,3c:ti.v.o) en un tlisolv::011tr.:: aromé~ticci 

( L u is i y Mag id , 1 '7Elh; Fig. 

mict~la a ltJr.:, ·'m¿.,yn¡•ras de :LO 6 15.-

Cuinr:lo s·e nc:cí:?sita solubilizar una can·l;idad de. d.gua rll<~\yor, 8S 

p1•t:-!Ci~31J utfliZf:\r un dí;:~o1· .. 1 c:.1 ryl;r:~ flid_r't_:.1..:f.~rt:H::int:\Jo .:.\li·(;i·l;ico (2n 

al9unos casps al w~ ras mayor~ 70). El {;¿\m2fio dr~ ta mic:Ola se 

Cuando el volumen Je 

eleva una 

microemulsión, cuyo diámetro puéde llegar a ~ar Je 50 a 1000 A. 

l::n ]J:\ c:avidé:'td ,1BC:l~tosa de la5 micr.:l¿<.s inv-.:!r't icJ,:·1.s se h.-:-tn do~:>cr'i i;o 

dos ~ipos de ~gu~. 

pol¿1.res ci<el 

~enso¿.J.r:i;i'.'O y .. pnr· _Gllo, coq un moviin.ianto r1.~str~_inq.i_da. En el otro 

lc:i.s moli~r:ulas dí:? a.9uá cJcu.pC.\.11 1-:-l Ct-.:1·1t1"'D di..1 l;;t mi.celL\ ··Y 

p i"'eS1."?11 l.:: <:in p rt·i11i1;;1..:.l .. :\dc:::., 

7 
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1981)). La·_ rigidez. del _a91.1a en li~ 1:avid;ad .nict>lar •;0 reduce al 

in :rementar e'1 voit'.!men de -C19L1a en el sis terna rnir:el.:H', hasta un 

valor lí~ite por arriba d~l cual ocL1rre una transición de fase 

qu2 da lugar ~ Llna ern0lsión. 

El a9L1a en la cavidad de la micela difiere del ag~a libre por 

mu:has propiedades fisicoqufmicas. Las di·ferencias van a cJop~11(fe1~ 

del grado de hidratación de la micela; .:.ll .ir incr~:11H.~ntando la 

ca tidad de agua, 1.::ts di ·fercnc: ias 5C?r!.;n· cal::ia vr~z m!:?nnres 

<thr ~ i. nek --et '" !_, 

propiedad~S ·f'is>?.coC¡uirnicas del .nC¡u.:\ en la mict?la, E:!S c~n Ltn rn1~::dicJ 

·fojrmado por 1Ílicelas de 1-\bT. {) bajo•.; nivelr~s de l1icJr.'1taciéin de las 

mi,c:elas-, ,-,1:=_1 __ ,._ .e19-1.1a-; solubili:-!;:1cla '~s 200 Vl--,C:L~S m.~s viscosa qcw r~l 
.:,J.;a 1 i.bre·, ·y· su polaridad «~qLt.lvale a 1«1 dr:l clorofCli"<llO (1-brl;í.nc?k 

1 - , 

t~_t_al, 1986_); La viscosidad cm t:l interior de l;,¡s mi.c•?lns d<? 1-\DT 

d~~re~e cuando se in~rementa 1~ cantidad da agua soluhilizada 
! 

(:,.Jbng ?J;.~'-.,.l_, 1976). 
1 ' 

: Es un probhcrnn definir y rnr0dir' el _pH d1? la cavidad cicuosa d(? 

fnitelas- invertidas·, ya que no 

dirr~cta. 

in'.'<?l'tid'-ls de AOT en iscict2no (Smi tl1 y L•..llsi., 

curva de _cé.1-ibraclón, 

" Q 

d~tcrin i n.:ic:l ón 

.. ' 



de los casos habia· ur1a de 1). 4 

unidv.des dt= pH hacia, arriba) entre ,el pH de la avidad acuosa y 

cel pH dcü bl.tffrw en el <ü)Ua libre, i:L\<o1ndo el amo ·tig1_1ador "-'t'a un 

a1not~tiDtAadot~ 8S 1.ln campu~sto oroánica. por 

agua 1 i Llre 

(Luisi y i·iag icl, i'l86l. i 

1. 4.3. Intet:cé\mbiq- diií.'.l:mi~Ó entre· lo.\s mice as invertidas. 

; ,w::;: ::: :::",.::~~:~ª'::ª~,: :~::' :::::,~:: .. º* ,: as~;~~:• 1 :: 

cL.ti?<nclo las cavicL'.\des· -·_intet~'.c:.:;rilbi¿1n s\.l t'.cinten.i.db- ·mediante la 

t;··,rnsfm•encia dG "1.gua ,y otros solu11i l i.zados ;a., travó;; dG la 

monocapa interfacial, que permanecw. intacta~ Ei este caso la 
tr'.:\ns·fc:r<.1ncit..-:i. del c::ord;~nídcl" d8 lcis míc:elaf? vn· depcr-1def'' de su 

C:1rnc1(ío (Lui;.;i '} tfogid-, 1986;---Fig;· .• -;-:;>', Actualmen·Je, ~l mece111ismo 

1n.'.,;; ·'lt:"ptado es cuando dr;~-cavitl~t:es micelan:;s se lunén ~~. ÍT1<-:1n~ra 
quo sun -~n-ºr:!'~)c,,~p--as· s·.e 'fL_l:;:;1,0n<1r1, rltHido lu9ar a la 1formac: i t".Jn. _.d~: un 

(Luisi y Magi.d, 

no C!S p11:: . .;.ible C?l 

el si~tema de micolas 

... 



..,/ 

¡ 

Fig. 3. Posibles formas de ihtc;rcambia de rnatéri,Ú enti:e micelas 

invc;1·tidás: · (A) cuando se mantiene integra la membl'ana 

intc;rfacia(· y 03) -por la 'farrnación de 1.111 dfmara transitorio. 

<Tomada de .Luisi y Magid, 1986>. 

equilibrio. Por ejempla, las rnicelas invel'tidas de AOT en 

:~i-drocarbw·os se :forman por simple agitación, y 1.ma vez formadas 

~~e 11uaden g1Jardat~ par semanas e i11cluso mc~es sin su.frir ·ningón 

cci11ibio <Martinek !;'t aj_, 1986). i 

Considci1"a11do lo desct"i to ¿.tntt:?riormc~11l:e, las mi celas .invertidas 

compuE?stos .':lmfifilicos di so 1 Vf~n tes orgánicos 

¿\polares, 

proteína_-sn encuentre en-un in9dio arúbient8~6pi.;imo que!::~- ase?meja 

al nature1l y.:1 que ,.,_,: puE;dr=n control<1r el pH, la ~r.·mpGl'.e1tura, etc. 

pero la mi1s impo1·ta.nte es qua se pued" controlar la c2.ntidad de 

10 



Por otra parte, como ya se mencionó ~nteriar~mG11tc el ~oua en ... 
la cavidad de las micelas invertidas se encuentra cstrL~turada y 

r?sl.:cn car'"r:\Cterfstica semeja cil estado en que t::l 2.QUa Se C'riCLlentra 

c:n let célula. 

l.::\ actividaO •_::¿'\tal í ttca de la f~ni_i.me.\ yn que lu soli..1.r:ión coloidal 

Las r·GL\C: c_i ones enzimáticris ~n- un- -~istcma. de micelas 

h,"sl;a · ahora por mó l;ndos 

(eapectrofotomet~ia, l~MN; 

\•!olf y !.uic~i, t '7"19) 

Si11 umbar911, 

debido a la turbidez que prDsentan. 

t·! l rw~rl i o' .;J,CL\OSO 

11 



Lit i 1 ic~m técnicas polaro9ráficas m<>dir 

enzimátitas en disolventes orgánicos apolares. Uno de los métodos 

orden en los modios acuosos es el del electrodo de .Clark IRoth y 

Jen~;en, 1967). 

l. ~5 OBJETIVO 

El anal i:-:ar la· 

confii1bi.l idad del uso ·del elr2C:trodo· de Cla1'1¿, 

t.1r11:t r1;:;:¡0.s~i1Sn e1izim1ál;Tca· a quiinica, que fmp)~c:ará e}. consumo o la 

pn:iducc:ión de o:-dgeno 12n el disolvente_ot_'g~11Jico ··'.lf1Pi'a~'. 

En producción de oxigeno se ut~lizó e: amo modelo .. 

"'::p12ri111t?ntal a la red\.\cción del pc.;rborato de sodi'o por la 

las curvas de pH-

·-:-:\.cl;:ividr~-\d e inhi!Ji.ción con azicl,3' de.? i;:.ndio y ia t{2i"'f"ílO(?sl;E1bilid~.d 

ran el medio_111ice.lar" 

cabo a trdvOs de l.s,.\ o;.~icl<::u.~~i6n de c.:.1nbidados conocidas de 

di tiwiita; lo :•ml:erior permii;i.ó r.onoc:u1·' le1 '":üu!Ji.li.d,~d del 

1. 6. Electrodo de Clark. Este electrodo pn•.;ce un cátodo ele 

platin~ y (Jo5 án6cios de plat~~ Los lr~s co11sti~11yentes se 

¡;:nc:uw11t;r.:;,tr1 i11;¡¡-i~1···S\Js_·· ·cúi .una Scfttú:-tüii rn'0-·c1or·ur·o dé pot;esiCJ y 

l '.' 

.. ' 



I 
f31 '.o>e fija un potencial d.e Ó.8 va través de los elemcmtos del 

G< J. F)C ~ r1?dO 7 eLm!igeno sufre ·una reduce: i ón en "'l cátodo. A Sll vez 

en Gl .'rnbdo, se. l lev.,;· • i:abo la oHidación ·de la pi ata, y de esta 

forma sr~ . conpleta. el' circLtito. El flujo de corriente es 

dirr~cti.\lilQffGe j:ll'oparcional a Ja r:oncentrac':ión clo O):Ígeno de lil 

so t uc: 1 (Jn <caorer, 

1.7. Propiedades 

1977); 

·de la ca tal asa. enzima se . enc:•J811 t t'il 

['.•;1;;1 enzi.ma IT"<rnbién sr~ 11·aya pr0;1e1Tbe en pli:lnt<;s vcwdes, prwo en 

: :: 1;::::r1 :{ .: :• 0 : ~ ::• '.:: . q~: ,:: 1 ::n 0 re::::::~:.'~ ti::::: :: 
oncwmtra <211 ¡;1ayor c:.oncontt<:icilin (Dissoroth y DDunce,' 197(1). 

La localiLaclón subcelular de la catalasa ele hloado, esta 

r~strinoida l los nercxisomas y la ur1zi1na probdbl12rnente es 
. ·- ~ - 1 1. /' 

i.ncnrpor~.da d~n"l.:ro di:? e::'5to,s or9_an"1::.~los d1.tran'l;e s.u !Jit'J~jl~fl(·?;si·;:; (F\eid 

! 
I I I !LL.~1.J--1.. l 'T 1 > ... 

Li.\ cat(1l.:t!~'°::\ p1·'ute9e a la cólula de la ·~L:r:i.()n o:<:i.cf¿~nf:G' rlt':t). 
¡ 

P•"l'Ó:·: ido de~ h 'ic1ró9eno, procluc: iclo por la' r~u¡x:ró:: i. dod :l !omut;1~;:, y por 

las flavoprot~ínas. 

Fl c:cmtrol r:elul.:1r del .peró;:ido de hiclrórJeno se lleva a 1?fec:l:o 

'.21-bD.,, -~·-·------·------·----,~--,, . ... ,. 

13 



1 

del p~róxido de hidrógeno, Ja lcatalasa también pu1?de 

utili~ar como sustrato el perborato des dio teniendo lugar la 

catf~l<J~;a 

2H".:O + 71'ia110:. ·-----·· ·-·---·-·---·----.. ------·- 02 + Na2HDO"' + H3 B0 3 

La reacci~1 de la catalasa es 10 X más r4pida cuando se 

oldstei.11, 1968>. 

Par técnicas como son la- microsc ~la electr~~ica, la 

di i'i"-,cd.ón de (1lectr9ni::·s y· 1a dispersió~ de~ rayos X a iingLtlo 

li;i .i .-, , se l1a report,ido _qw: la. ca ta las.:1 t~~ -J,)a 1pol écLtl"B _ligeramente 

r~li¡;,;oidc~ con un r<1dio de LJ-0 A cm pramJdia: <nedd< III et C<l 
1 '.'8 tl . 1. . . . . -'-----~--'-

] . 1 • 1 
fod¡;'.\S l·i\S t:.::ltC:\.,,:\.S18S CjUO QO. l·~n .a1slwdc> -Sf.1n . CJl Í9Ófll{!)t"OS: con 

1 1 ' 1 :! - - 1 . ' ' -.. - - D 1 1 1 1 d l:tt,:1·.:;1-~o SU:illn1c,.J{ 1~s ce C;JSl o(),()\JCJ~ .a 1...:nc¡ un~, o c:u.~. a una 

pr'ol;t~ír1a ch~ 1.:q.H"f.)~-~imzid;;uric·11b.? 2'lü,OOO Da <Adbi, 1'?83). 

Ct\í1.c¡ c;ubun.id.:id con'.:".:is~e d1? un¿1 cad.?1-,J pol:ipepl;.idic:..:, a.isl,:1d;::1 ' l - -. _---.- -
.:.¡Uc?· ";Q "';ocia CfJJl l\11 qr1.1pci {il'CJéitético, la prol;oporfirina IX de r=e 

I II (Re id [ II C? t; .ilJ_,_ 1781) • ApcirentJment~ las s1Jbunidades 
i 

ít.t111.:i.1:·n~n indopc:nclir1ntcmt~nte uria de otra. 

.. ' 



II MATERIAL Y .METODOS 

2. 1 Condiciones ~Gri_mentales generales. 

Se uti·lizó el método de la inyección para r11~0pa~ar las micelas 

invertidas clel sustrato, de la enzima y del inhibidor ILuisi y 

S Lui nmwnn~ ·l lofm,:;nri, 1987). En e<3l;e m1Hodo ·3e iny~cta una peqLtef'ía 

una ~1oluc:ión 

post1?riormentC? 1liÜ~Stra 

tré1ns.p(:i\ren ·l;r,~. 

DuraritE1 la prt~paración de las fué 

11C?n2<3ario h2cerle dos mocli ficaciones al ·métadó de· la inyeéci.611 1 

debidó a que la cantidad de enzima sustrato e·inhibidor que se 

a t~n estado de tt'ansp~r~n~ia, 
~ .. tlpico dt~ mir.:E1las ·invc~rtidas. Li\ 

r.antid¿~d m.--:\}:ima do <.i!JU"~\ p1"'c~~t:~nte c.1n los r.:.nsr:lyc)S ·fü{1 de 7· 'l.. 

i 
se uti 1 izó una solución rJe Na-1')0T <SIGMA) O. 2 i1 cm . ' 

tolcwno. 1:r.T. B;1kt~rl. 

2.1.1. Solubilización rJef sustrato cm ol inedia micelar. A 

sodio 

(i·J.•111.incb·odl;) O.·"l--;0.8. M.!5e colÓc:ó uné:\ ulíé1.1oti:\ do 100 ¡11 •~n un 

15 
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la ªcilución de AOT/tolucno y luego se le sonicó durante 2 min en 

un sonicador de baílo. La emulsión .resultante se utilizó tal cual 

~~n los ensayos~ 

2.).2. Preparación de las micelas de catalasa. Se utilizó la 

catal.asa:: .de h1gado de bovino, s1:tspr:m·3ión c1·•istalina t?n .e191.t.:1 y con 

un c~nt~nido de 0.1 'l. de timol (SIÓMAl. Dr~ la (.;o lución "si:óck" de 

l~_enzima, 'se pt:..(:?paró -una so_lución dil1.dd~1 _G:·n_ un amorhi9ua.dor de 

-fosfa·to·de pofrasio 5o:mM, pH 7.·o De és·~a sol1.1ci.1~ln sE: tomaron !50 

950 ·i11·· i::le la· solui:ión··de AOT; ·La m"-•zcla· se •:;onicó por 2 mi.n.-· La 

em~lsióri ~e la enzima ~e llevó a transparencia ~ediante el 

burbuJoci de ~itr6gen6 y se ajustó al volómen inicial; La 
, - , ... \ 

concentración ·'fJ.nal dt~ 1a.c;.'.1tal¿1sa 'fLté de7.4 X 107-:s ¡iM 

2.1. 3. . Ensayos o_:dmétrié:os. 

cuanti·fi¡:<w la· ai::tivida.d de l<t éat;;ilasa, se midüfron por la 

prctduccfón de o:.:igrnio, en un o:dm1'"tro .Yellm~ Springs Mod. 5~:> y cm 

entrada lateral para el ~lectrodo da _Clcirk. Se utilizó una 

membrana da taflón (tipo est4ndarl. 

11uev.:1m(::nte un,~ ,.Jt:-:flal c~t.ti.b-le- ( r-=1-i mi.:.1nos 'de 10 1:ilF.:·9 ) • 

lb 

.,.1 



1 
En todos los ens~ybs tjue se realizaron par].' medir la actividad 

dG la ca.talasa, se emplearon 20 ¡¡l (e>cepto en el de 

l:.r,1·1no•"',;tabilidád) de la sblución de la en: ima; en el medio 

.-H:1Jcy;c1, és~e vo).umen cort'espcindió a una 1-on1enti"<e.c:ió11 de 7.4 X 

10-'' JlM í·;;e_ di luyó a la_ cenzima en un amorti g:t";dor rl8 fosfato de 

puL.,si.o 50 ml1, pH 7.0); y en el medio m1,:r·

1

.la1" Sr? utilizó t.1na 

cn111~;1ntr<:-"1ci6n do 7.il-·:.X 10~·~:-.s jtM . En .:.unbos mr .. u. ios li.t reacc:i6n sa 

.ln.i.ció c:Óri l:ot adfi:.i.óil de la éri;.:ima ál mr.?dio r2 t''2<CICCi6n. 

Todos los sn~ayos sr~. l lt~Y.O<t"On a cabo a 3'1 ºC , con 2 ml . de 

volt:unr,:n final f211 e-1 ffipd~o de reacción -(amorti.,u;:,¡Jqr de fosfato. de­

i-'''l;;,;•;io .too mM, pH 7. u p.:tra ol cOlnsayo acu.oso y tolueno para el 

r•,1c;ayo micol,O\r) y ,:i u-na v--12l···oc_.__1·· __ -_-dacJ d-el _reg.i.sl;r.11· del p.:oipel de 1.0 a 

?.O mm/~~eg 

,:._,3~--D"j;'?rll)inación d~ la sblubi li.oad d-el 01~no en un inedia de 
1 

mi_r:_c;J_~·~¡___i_o_vg_r'.Uc!,'!.~Ld_g_ __ .API. . .Q.,_?-'--1'::! ... §!D.:.J;_q)_~t_l;'D_Q_,_ 1 

:Jo - uS,a1·'on Jos. -G0cf·1-ie-..:.1s r:-~{j:}ct~'-imr.::n ~a-lt:!~ 2om0- st:L -_ind i-ca a 

1 
i 

cu11 l; i n1..1;.:;i_c i 6n: 

2.2. 1 Por el consumo de oxígeno durant~ la oxidación ele 

cantidades conocidas cJG ditionita. S12 prc;p.Olró una solüc:ión de 
i 

ditianita 4 X ) bajo condiciones anaeróbicas¡ se mantuvo así 

ºC: 

2.2.1.1. Medio .:i,c:Ltoso. 

l 7 



.-Ji. l;irmi.ta '"º agua por •c;l cc:,mbio en .la lectura del 

:;e registraba al adicionar alfcuotas sucesivas 

1 ¡ 
electród~ 

d.e 2 ¡11 Je 
·:oluc.lón de diti.onita ((1.08 J.lmol) al media de reacción; 

/.1) (Fig. 4 Al. 

que 

la 

éste 

;il do la solución r-'t:Ur.>~a de ditlon.il~a ((1.8 pmol) al medo de. 

0.2 t1 de (¡IT 

compa1"'aror 

en 

s~ los 

2.2.2. Por l~ prod~cción de oxigena a partir de la redrcción 

de cantidades conocí.das de perborato de sodio por la catalasa. 
¡ 

' oo~I ;: '' ,::: i :: ,,::'.~,, i ::, d ::::: ::'. ·:: : 1 e::::,:::~:: 1 :: :; 1 ::::::: '. Tº ce 

2 .. 2 .. 2.1. Me.dio acüoso. A 2 ml rJ¡~ un r.:Hiior·l:;i~JLt¿tdor do ,r,.Jsfato 
1 

dr~~ prd:.:\f:.io O .. 1 1'1, pH 7.'() so l.;:: .:'.9t~c1 ~j.:i1··on llO jtl d~ una soiucion 
1 

1.~F.J JH-:r·l·Jor<:1(:0 do sodio (0.38 pmol) y .l.~ t:::n?i.ma. Se registt~ó -Gl 

r··n<:.;L1?!1·"iu1·!nc1~1l-t:·~ ~'ª a.91··c9.::~1ron las mic.:el~:t.s inver·~id.:.\s de l¿\ onzima y 

18 



2.3.ParámGtros cinéticos dG la actividad de la catalasa. 

2.3.1. Medio acuoso. El medio de raacci6n contania un 

amortiguador dG fosfato de potasio 100 mM, µH 7.0 y ~iferentes 

concentraciones de perborato de sodio (de 16 a 120 mMI. 

2.3.2. Medio micelar El modio dí,; re;_¡céión con tenia 

diferentes volúmenG~l dr? la emulsión del s11stral;oí P·:lt'i:I .:\lcc..r·1:car 

g_.4 .. Ensayo de la actividad de la pH. 

2:4.}. Medio acuoso .. Se ll ti l i;: ó Uf1 anlOt' tigliad(Jt' . c:.011 la 

concentración siguienté:. 20 mM de ácido. ci trice, 30 m~i" de 

f0::/-bPO~., 30 mM de _H::>;f!O_~,¡ y 26 mM de tu:idci!dfr,;tiÍba:·tJitúHco; se le 

21juslió el pH con N,:tDl-f rn;;i·lscin Q..1;__g_l., 1'769). ' Lcici pi-/ 's qua ~.;e 
. _" ,.:,.• 

e;>tud:i.aron flteron: '!.O,' 5.o; 6.Ó, 7;0, 13.ú, 9.0, lO.~'l y 12.0. El 

µH 

2.4.2. Medi~ micelár La prepcH'ación ;Je ·las micelas de 

c:.1t:alasa sé hiz_o fi!).f~_ 

la dilución, de .lC1°é112ima 1:10 se hizo por sepat;ado µ,:;ra cacfa 

valor dé pH,· con .el mismo amortiguador que sm utilizO en 
-¡ 

el 

per'f i f de pH 's éfa~l ensayo •'CIJ'l'o"SO (pi-/ '1-. O .:1 12 •. 1)). El ill'"d i LJ dQ 

rt~acción ·contenía la ~1nulQi6n .d8 por~barato de soclio (3 n1M>ov, es 

decir~ considora~do el volumen total del medio donde se lleva a 

cabo la c~tálisis. 

19 



1 

2. ~Jnhibici.óf actividad de la cata1asa con azida de 

2.5.1. Medí este caso el oiedio de rii>acción 

contenía un am rtiguador de fosfa~o de potasio 100 mM, p~ 7.0, 

una solLtción de perborato .de sod.io 19 mM y <'.ÍlicuOtas variables de 

una solución, 11 r3tock.11 de ·aziCÍa 3 X. 10-~.i; M (l.'::ls' c:onc:entri:\ciunes 

fuGron df~ O. 15 ~ 6 JLl•j). 

i:il 

2.5.2. prepa1·ó 

11;e:•:clar 100 ¡11 de un~: sdluc'ión:-de <Úidn 3 ·x 10- 4 M con '-100 ¡!1 

Medí micelar·. La emulsión del inhibidor se 

-"':::e---,--=.,~-.--- ,.-- oc __ -.·-- -_7-: 

de 1.111a soluci["n de AOT en un ··tL1lJo ~le •~nsayo de 15.0 X 2.0 cm; 

Se sonicó por 2 min y se .üsó 'ta'f cual en los 1msayos. f::l medio 

de reaccicm co sistió de la'eniUlsión de perbof'ato de sodio n.4 

rn~llov y aUcujJtns vat'i.ables de la •omuh;i.ón di~l inhibidor (las 

con<:enbracianes
1 

del inhibidor "fu.:.H"cin L:.\s mismas quq para t~l 

. i . 
2.6. Termoestabili~ad de la catalasa. 

1 

2.6.1. Medí~ acuoso. La enzim~ que se utilizó cin los ensdyos 

; 

~e d luy1~ 1:5 ~n lJn amo1~tiguador de fas·rato de potasio 50 01~1, pH 
. . 

7. O En uri h1bo de ensayo tapado de 10.·0 X 1. 3 crn se inculJ¿11··on :5 

ml de l.a <:ÚJlución cm LÍn bal'ft:l seco CLab-Llne Instruments, Inc. 

60, 70 y 80 •c. Se sustrajo una ali¿uota de 100 µl para medir.la 

;\ctivid~d enzimá.hica 

20 

... ' 



1 
contenia un amortiguador de fosfato de po~asio 100 mM, pH 7.0 y 

un,3 solución .de pet•borato do sodio 19 mM. 

2 .. 6.2. Medio micelar .Las rnicolas de catala~ise pr~pararon 

como se indicó en el apartado 

dilución en to lu•?no 1: 5. Se 

2.1.2. 'f,ºn 25 y 5,¡11 de .agÍ.10/ml 

a partir :Je la cua(~s·~ hizo·· 1.1na 

tnmaron . .). ) ml de ésta di ll.;c i ón '! 

'S'ie colocaron en Lln tubo· ele r~nsaya de 1¡.) X 1..0 CIÍl tapado; ;,,1 

tubo se incubó en un baílo seco a las temperaturas ~iguientes: 50, 

.SO, 70, 80 y 90 ºt"J'.:.. El medio de· reacción contenia· l,;i emulsión de 

pc~t'bo1•ato de sodio C4Ó rnMfov: [.;:i i·eacción se inició al. agregar 

Lma al.íc•.tota de 100 ¡11 .dt~ las micelas invl2rtidas. de. la enzirna, a 

lncc; 1.0, ::::o y :~so · min dé. la inculiación a· la tEúnperatur'a 
1 

cot•1·F:•spnndienta. La actividad de la anc::lmk ~;e midió a 30 •e en el 

1 
1 

1 

'..-' l 

-.' 



III RESULTADOS 

:3. 1. Determinación de la solubil._idad de_Lq_;:ú_geno en un medio de 
··' 

invertidas de _AO_J ___ .Q. 4_. __ J::! .•... e..[l _____ t.QLh!..'ª-0..Q.,_ P.,wa poder 

c!E?terminar los ¡Jat~ámetros cin.é1;icos 1Je c1Jalr¡uiet~ f"'8i:\CC Í 6n 

enzimática que involucre la proc.lucci.ón o con-:-;umo t.lt.> o:dgeno, en 

t.tn medio orgcinico .cipolar, 

solubilidad del oxigena en La mt-edi.c:ión de la· 
.;,. 

l~dra oiJb;;n~·H' la solubiliadad dr~l o:-:in•~no cm 121 medio ;;1icc;l.::1t' 

se u.ti 1 i ;:a-ron dos métoclos · i.le · ¡, i tí.J l ación: <.mn quimico -y ·el- otro·-

t=nz.iint\"l;ico. 

ul.;i lizó una mamb1·'ana di? teflón. A conti.nuaciCw'i· Si~ J.asc.:ribt~n los 

1·esultadc1s obtenido·~ por c:ad,1 uno de los mút.oclos .. 

3. 1. 1. Metodo químico., El sistema ¿¡cuoso sirvió c~no control 

pa1·a la detci•minaci.ón de la solubilidad del a:dDeno en f?l medio 

mi.celar, 

oxigeno por la oxidación de la dibionita ·en a~Jos medias. La 

rc.:icciém qulmica que se. l li?VÓ a c:.:ibo 'fuó 

Jimol1:.~s {)c..?/.-nl <1-landbnok of Chf?111islry <::tnd ¡:·1·1y~_;ics, 



····~ ·······• .. .. ;{. -~···· 
3.1.2. · Método enzimáttco. 

'.·_ ' ··, 

dr.! t12rrn i nar la .'p r6ducc i ón 
::'.~.'";' ,,:~:::.-~~-~-:\: 

do· o;dgeno, ·entonce·s >f_Lté · riecésario 

m.':int~mer el meclio de -,~e<.\cción b¿;jo C:ondicio~~s-· a1~aer6bic"1s. J_¿; 

m.:rnera como se despl¿;;:ó al m:i9¡2no de laSi soluciones- fué por el 

bttrbLij!?o_cle ün· flu,jo de nitrógeno. Mediante_ el elc:ic:tródodC? Clark 

de oxigenó en el medio. En (:?Sta~ c~n~aayo la producción de ¡:n:fgeno 

cJ~? por 

::1 i gu i E!n te: 

lo cot.'Ta. L,, •·eaccióo •••imfüca foé lo 

r.atl.,,.lasa 
21 l:oO -1· :2t\li1DO,,. ·---~¡-·-------·- O,. + N.'l_,.,HBD::s + H""BO,_. 

1 - . 
Se dc:te1·1ninó por r.es\:C? m,étod6 una ;¿ól1.1bilidad par'<'I el o:dgcno 

1 ' - -_ -
er1 el medio .. -m~ct'llzq' __ de_Jj·-'.1-.,Jlffi(jl§!F dt~·_[:b/ml. Esto Vi:\101' ful'.> cd 

mismo que 5f:.7 8ncqr(l;1"'Ó fJ~.:H"j ~~ rr;é~-6d6·.:-__ qu{miC'o. ·Los t~ógistros se 

m1.1c:st1-,:u1 on,. la fifJLtra -4. l -·:'.·,. :;· 
i 

Obl;cmi.clo ol valor ch':l la! corié:en_tt•ac:ióri rl<?l o;dgeno en el medio 

fué ·foc1;iole ºini.ci<~r _el estudio, de la cinética 

_. -.- - . -

dr::tcrminar la con5.tante df:? afinidi\d,: la ve:tocfd-.:!.d ___ nfá:·:ima, el 

la sensibiUdc:td a un inhibi.dor 

'..:e· r~.alc111 ó 1:::-l va l!JI"' (](? t'.ln por~ ff1r?Llio de agua tri tit\d.-J.. 



O.OSIº 
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A 
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i 

L min 

AGUA 

' 

NoB0.3\ 
0.38JJmol 

,_...._.. 
10 seg 

B 

ditionjto 

O.Bprnol 

i 

TOLUENO 

t 
NoB03 
3.3 ym1~_ • ._.. 

1 min J.0- seg 

Fin. •1. Dc-t•cTmiqar:i1Sn -Je la solubilid.;_d -.-Jel o:dg12nD-,,n -,?l toltteno 

:~~:2.1. Obt;c~i"'min1,ú-.:i.6n dr2 Vm. 

~L '.?. 1,, J.. 1?1.l':J.,;:\yO c~tC:U1J!~C1 

lc"::c;.d.l12 --

.. 
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20 40 60 80 100 120 

Fig. 5.- Curva ele? saturi'.lci6n de la ncti·1i.d"d de? la r:atal.:.sa cm 
<~l m<?din «cuoso. l'lmcw~igu.'\dor dt? fosf.:1lo dr? po\;,~,sio 100 mi•1, pH 
7.0; cEd;.-:\la~;a 7.4 X 10-·~ J1M. Los enswyo$ se hif:ieron a 30 ºC. 
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catalann en el íl\~dio acuoso.. Condiciones de tral1ajo descritas en 
la Fig. 5 
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. . 
3. 2. 1.2. Medio micelar. El valot~ de Km en (.'¡QT/tolueno se 

pumde calcular considerando sblo.la fase ~cuosa CKmw.> o el 

volwnen total O<m.;;v>· de.l medio de t'eac<:ión <Lüisi y t:1agíd 19861. 

'físicamente toma en ·cuenta l:odo <?1 vorwnen dando se l.leva a cilbo 

la reacción ~~~imá~ica' Con basa en lo a terior se calculó el 

valor 

invertidas 'de AOT/toluano. El valor de Km v 

rnM). La Fi9.' 7 y 8 scJn las gréifi.cas dr~ rlrva de sa~Llración y 

n:ipr<9S€'.!1"1tac:lón de Eadie-+lofstee para. º~. <~c2dl"o' micelac· 

E".l ·v;üor .de.~ velo1:idad má:dma (act1·11.d¿\c espec1f1ca) para el 

1 
<i1CL1oso y mir~C?Liit' 'futl 37. 14 y yl. 60 mMol O,.,/min/mg m~.:d :Í. L1 

t·PSplo?C t;i V<lffii?ntE!. ¡ · . 
3.~~.2. Deb?rminación de ~(p_._ Esi:~ const¡nte,:se defi.ni)? como el 

n1'.1mr,H·o dr.: moles de SLlstrato tr,Jris-·fóf'mados ·Ror- mim.1to_ por mol de 

lJ . j 'i t. •. t J . t • b . 1 d; . -ó .~. 
·;;•.t •.1n1rac ac ·1.ya .º c:en·cro e~ a .t ;ico aJo ca

1

n ~c1ones., poamas. 

La ,;~\.t.:11.'i\sa P-stá ·fo1·mada .Por 4 subun.frladc:;s, cada ,una. c'ontione 

' 

3. 2. 2. 1 .. Medi1.J. 'acL\oso. f',:wa este p<1rb.mEitra se det'ermín6 un 

3,2.2.2.· Medib micel~r· El valor de Kp para el medio 

donde - se· 
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Fig. 7.- Cut~va da satut~ación de la actividad de la catalasa en 
el medio micelar 0.2 M de AOT en toluenn. Tolucno, una allcuota 
vari..,..ljle d(~ 1\1.,no,,. 40 m11 y Ce t.:\lasalov 7.4 X 10--:. JlM. El sus~1·uto 

~1e uti li:::ó en form..:\ de: urnuls •'Jn y la c.:\talasa t?n forma de micclas 
invE~rtid.~s (ver matc:::·l"'ial y ff, todos). Los en~;;ayos se hic::ieron a 30 
ºC. 
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VEL:OCIDAD 

[NaB0 3J 

4 6 B 

( j.Jtnoles rn~2 rnin-
1 

) 

Fig. 8.-· Curva de Eactie-1-lofstee para la actividad de la 
ce.ta lusa c~n el medio miceli:lr p. 2 11 ele AOT c:m tolu~~l"IC\: Condiciones 
de· trabajo descritas en la Fig. 7 

29 



CATALASA: PARAMETROS CINETICOS. !Tabla!). 

Actividad 6speci~lc~ 
CmMol O::::/rnin/mg) 

Meciio acuoso 

3 .. 1 X 1()'~ 

37.1 

Tol.ueno 

15. (J 

3.6, X lOb 

28.-6 

3.3. 

acunsn.s son muy 

dependientes del valor del pH del medio donde se llevan a cabo. 

Tod.:1s 1.:is rJnzima~;; pt:l~e1=n un "./.J.lot .. dl~ !:ll~ óptimo c;ari:\c·l;er·ís·l; i.cci 

En la realizdción de este tr~l1ajo ~~ C(Jr1~ider6 importante 

AílT/tolUcno con la qu~· preser1ta en ql mGdio acuoso .. 

En ~sta ensiyo se utilizó un dmortiguador qu6 amortiguara en 

un ,Jmpl i.o r/11190 de pH rh? :.?. a J.2 'e.ver. 1HiÜGrit1l y 

3. 3.1. Medio.'acLtoso. El v'-llor ci<?l pH ópl;irno íl·~rw la ac1;ivirck1d 

.:rn 

..,, 



4 6 8 ~10 12 

pH 

Fig. 9 .- CLtrva da pH-.activ:iciacl dt.l 1a catalasa en el medio 
ac:uoso (1:1·-Q) y on C?l m0dio micP-lar O. 2 M de AOT' on tolLteno (./,--,'\). 
i"ledio <lcUo:;o. Amortiouador: 20 rnM de ácido citrico, 30 m~i de 
f<l-ld''(J,.,, :30 mM de' Hc:E<O,,,, y '?6 ml1 d1~ ttciclo JiotiJ.h,,1,bi.túrico,' se 
ajLtstó con NaOH. Catalasa 7.4 X 10-~ µ~y NaBO~ 20 mM. El 100 X 
de activi1bd de la rmz.ima 'fué dt'? i.0:32 ¡1mnles º"' mi.11- 1 pH ·7.0. 
Medio org.~nico: c;e ut.ilL:ó el ,<:1ma1'i;igu.:ido1' :cm hes di2sCt'ito y 
(catiO'tlasa)ov 7.4 X 10-"'" pM y (/\!i:1DO;,Jov :) 111t1. r::1 100 X de la 
,7'cl:ividr:1d de la r.:!nzima s~ f;?ncuenl;ra a p/-f ;J.O y fu& de 14.45 
pmo!es 0 2 min- 1 • El cu~';i;rcYl;o ::8 ut i 1 i z1'.J r.:n f,:;¡"'ma dc:i C·i1;ulsi ón y la 
1:,.J.l;~lr:\'.ji.'\' 1-]n forma do m.ir:elciS invot"tida'3 (\/C?I" m.=tt~ri.31 y m1~todos). 

l~n'"..; 1.~n,_.>1.:.1yus '..3t;i hic:ic-i·•on a 30 <>C i:::n· ¿\rnbo~i in.-:·dio~,~. 



la solución de la enzima a pi::'1rtir de li3 cual se p1--ep¿\rar•on las 

mi. cc~l.3.s. El val )r ele pH' óptimo par¿¡ el medio nr9ánico se 

cmcu11tr·ó i:o:ntre lo; valores de 8.0- 9.0; por c.:or1si~]uien l;e, 

ociJ,;e1-vó un corrimicn to alc<:;l ino de uni:\ unidad d<2 pH respGcto al 

3. 4.1. Medio CU050. En mr~dio .. -:tr:un;.;o l:::i.s .cn:~i,n.:.-i.s prese11ta11 

sensibilidad ante' ciertos inhibidores, qye hacran que. estas 

pierdan parcial J totalmente su activfdad. 

l. d12 .su inh.iliic:li:i1 se prodLtce poi' 5 X 10-'• M de f(Cl\j y 2 X .to-"-' M 

dt~ l\lal'I:-$ t:::in r2l med"o ¡:;\cuoSo, c:ir1 el caso dt~ la 1:¡:\t.:tla<.:;1:.t d(? pl.::1nt-as 

1 
(10'" ls to117 19~í:'i). . I 

i:::n · r::<::;·l.:t::i mr?d10, LOO l. ele F.\C:tlvidacl rJ13 1;?. (7:11zima 

'-
.. 't't'c·~.·· .. ·.•.1on1.·J1'ó'. 1·11~,-1 .ll~ 1mole~ J O · ---.. e,_,,.,_ -~·1· 1 .. ' ",.,·l "'. de .__, ·- 1. a . 1 .... ,~-··1· J .. :;;) (8 :.~ m1n • _, t<.::;~J· :'.:>Gt·~o ::-. ,, 

1 
,:\(.:ti.vi.dad residLtal ·c1e la cn;.:"ima cuando é3C •.1tiliz6 ;:,l inJ·1ibidor. 

- ¡_ ···-- - .. ·· ···-·· - ·- ····-
r::1, :10 l. de la inhilJición d1~ la acti,;irl.J.d de li1 ·c.::d;al<isa ·c;e 

1 

observó a Ulli1 conc~ntracióh de NaN3 de 5 X 10-7 M. !/er ·figura 

1.0. 

Se llevó.a cabci el cns~yo de inhibición ~e la activirlad de la 

por 

su 

sunsibilid.ad ante es:te .. inlii_bidm'. 

3.4.2. 

~orrespondió a 4.87 ~moles o~ min-•. 
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Fig~ 10 Cur--va de inl1ibición _de la actividad de la cat~lasa 

por l.:t <.12ide1 de? :.;odio cm •~l 1ncorJio ,c,cuoso ( ...,-., l y en el 1n•~dio 

1nir:elar 0.2 M de ,;or '"11 tolurrno <A -Al. MC?Jio <.1cuoso: 
,.~•t1H:H~·{; i.Qu .. :-.dor· dG ·fo~3·fato do potw~-do 100 ml'I, pH 7. O, N.--:;.BO:.:r. 1'-7 mM 
y ;:\lícuo~.:\s v;wL11Jles •le i'lc:.~1.s 3 X 10-"' M, ,;e inició la 
rr..'1c:ci.ón ul .:191·r•9;,r la nn;.:irna 7.4 X 10--"' ¡1t1. El 100 f. de 
i·:\ct;ividad dr~ la c:~nzima Í"Llé dt? 0.!504 1rmol1~~1 s 11::."? min- 1 • Medio 
urgim.ico: (cal;c.\lc"1s;:1lov 7.4: X 10""'" ¡1M, <1•1;"\Jm,,.Jov 3.4 n1i'1 y 
dl. ü:uot'1•1 v.:11·L:11Jlos de una r.rnulc;.ión de l•L·•l'b .3 X 10··"' 11. El 100 f. 
de cH:l;ivid."ld de l..:t r.11:-:imc. fué do '1.87 ¡1111CJl<?~; Ll-o, rnin-- 1 • El 
su~~·l;1·"'Etl;o y r:-l inhihidor ~:_;,~ lt~ili;.:a1·--on en forma. de r::mulsión y la 
r..:•1tala::.3 1:n fot·ma dc.1 mi.cF~l2.s inverl;idi:\s (v1:-r 1n.:.·1Lt:.•1--.i.D.l y métodos). 
LDs t-?11'.:.~.7-~yus ::;r? h ic: i.c:t'an L:u1na c::·n c~l t2n:;:;¿'\yo ¡;cuo·_¡,o y a 30 ºC en 
,!:..mbu~=5 mc::d i 1Js. 



i 

1 
.:1c l.. i vid :id residual ele la catalasa a una ~oncc;ntración de Na.N"' 

(1 X 10 - 7 t1)ov. 

Termoestabilidad de la catalasa. Al alterar la~ condicio~es 

d::l iiH~dio ,..:1mbii~nte d~l estado nu.tivo de un . .;:\ .proteína, ,~H~ produce 

•?l fr?1;t';c;;e110 de cl<Jsnatural i ;~acilin de la majromolécula. Esto se 

1r,:::i1"3 vc.1rie1nclo la tcr.1,1Gl'i1i;u1'a, al. pH dc.l ,¡']di.o o las propicd,?.de;; 

d8"l d,i<.:3q.lv~(~.nte .. i.c1Jo=o 111.:.di..:u11.;a JL1 ¿~dicit'Jn (.e so1Ltl:ü5 or·g~':lnir:os e 

.1.•c;c1obL11ni•211to rl•~ 1¿1_ proi;~:111.~, debido a 1<:1 lórcJida do los e~L?.ces 

•:•:ivali:•ril:o;-; quF; mantii:;nc•n estc1bl<~ su estructLra n.3ti"'ª e Tan-ford, 

1.760). Ol;¡~o l.;ipo d12 inl;eraccionC?~5 no r:rr·.',·:\lt-:~n.tqs qut? c:ontrjbuyen a 

l.ci ,,~;t.:.l.li.1 i.dacl dP. la ·prOteina. ;:;011: lo'; ¡:.ui:,ln tes dr2 h idró1:¡enn, 121 
1 • 

-~· .. ;·fi::1c:to l1idrof6bico y i·as intcJr.Jcci.011;.::is c:ilc~cl;rn:;t.~\tir:,J.<::5 7 siendo 
. . 1 '. . 

i.c:1s º1JGs pri.ff1C.·l .... 1'::'15 -J.¿\s.· qu8 c:ontribuyl}n 1.?n ma
1
ytJr grc:\dn. 
1 

. . 1 
El - cl~i~~0Tv~1i-tc?---jl.~e9-;;.t-~un-.-p;;Jpcri-- muy -i-111rwr-f;a:nte ya qua-- dc:teP1Tiina 

. 1 

J.n. 11L~:i.~-:initur:I df:? la•.:a ·fuE~1 ... za~; ~rHJ cova!t:?ni;G-s .. de i:1qui se P~·:plic..::~ el 

1.nl;r.::-ré<.:l cit? t~<;:;tucJi;.:i..r la l;i::-rn1nr;•st,-:tbilidad de una r-2nzima. en un 

la mayor cantidad da ~g~a ~e sus~ituya por un 
i 
di.so] vP1itt:i Oi"Q{tn:ic:o .:qJt:Jlar. 

la 

1.'784) • Fnl;rc~ lLl<..:; t7..111zim-::"\S qut: sr.? han 

. ·.:. /~ 



Todas estas 

1984; 

i•Jli».'!'l•ar y Crol;r?D.u, 19f:36l. 

Unn rtHJdi·ficnc:ón al método anb"s dr~sc:rito es la tr¿ms'f1.01'enc:ia 

(mC?dio Ú!? 

:nic:r~l,:-i.s invcrl;i(j,35; 1 c,'85). En 

presentan :nayor 

Dur,~111i;t~ la -rF~.:\lí.zacit'°}n d~ r~~tr~ tr·.::1b;,\j1:> y ¿~on b~>:?t:?· en ltJ· i;i.n·t;es 

d1;;':;r:ri ·~o, se tJc,:;r::irfó r:¡uo ~~c.:~-:5Ul l:.;.;-..rí..1. .mc~Y in·~cit-... 8\;;;_,nté d(~:?i.;t?rm1nar la 

l0rmuostabilidad do la c:atalasa en bl medio de AOT/tolueno. Lcis 

3. 5. 1. Medio acuoso. 

inr..:ubt:\c:ión d~ 50 QC la r"2nzi111~·:.:\ F:resentw la. 1ni:::1m~ .:cicl;ivid;~\J qcu? 

i;i,ene '" :.~O ··e (cont1'ol de 100 'l. d0 nc~ividod qu"' cDrl'e,;pclnde a 

EH1 le)~ primr2ro~:; mir1ul:os (5 y 10 fnin). t"'eepectivarnente.. [os 

3.5 .. 2. Medio micelar 125 µl de agua/ml de tolueno, ¡.¡,,= 7.0). 

r:11 l·:\ c. .. l;,:.:.~ .. . :, pl""';·:''::G:ntu ol lüO /. ,j;·;.; ':.3U €\1-,: . .tvid.:~d 

di. ,~~·fíl i.1'1Ui r, 

-.' 



MEDIO ACUOSO MEDIO MICELA-R 

Tiempo de incubación ( rnln) 

Fig. 11 .- Curva de termoestabilidad de la catalasa en ral 
111GcJio c1cuoso ((i), en el medio micclar NJT / l;oluo110: ~Jo"' 7 (B) y 
t'I..;,=-= 3 (C), a l,"1s ternpePaturcis indic.;:-1cL-:?.s. M~dio c1CUO!:~o,. 
i1morti.[Ju.:nJor do fo,:;fato de.potasio 100 r;,M, pH 7.0, NaBO,,. 19 mM y 
cc¡i;,;l¡_;csa 7.4 X 10--,~; µM i11cub-H1a a la temperatura 
co1·r10:.<opondirmto. El 100 t. de ;.1ctividc<d do lci r;nzirna ·fué 0.384 
¡11nol0s IJ2 mi11- 1 • i'lr;dio 1nic:el.:H' (r.,01t,-,LE:alov 7.'l X 10·-;,; JlM y 
CN~DO~>ov 10 m~1. El 100 ~ de activi~~LJ 1io la enzima. en este 
mc-cJio 'fué úe .38. 76 J.HnCJlQs o ... ? min ~i. ~30 usó c~l su':.~:;~rata en 
for·m-::\ de r::mulsión y lil cal.;al,·)sa en fu1-~111a de~ micclas invi~rtidas 

(vor matr~rial y rnétorJo~). Los c~·ri~;(.~yos :".:;.l: l1ic:icron a. 30 .,C EJn 

'-<.mb 1J'3 1nt:Ó Í tJS. 



!.. de su actividad; rnicn !;ras que en el ff1edio acuoso en 1:?sas 

condir:: iones la enzima ya na prosenta actividad. A las 

tc·mw-;ráturi:\s de 70 y 80 •e de incuhJción la cal;cilc,sa 

una caída un p<:JCO_ m.;\s d1 ... :_\sti.ca E!il su .'.·:\t:Ci.vid3.d onzirnática. u=i. g. 

11 8). 

3.5.3, Medio micelar 110 µl d~ agua/rnl de toluena, w0 = 3.0). 

<?;:pfi~·.;,, ~i. Ja.mayor termoc>st,,,bi 1 idad qur= adquierE) la r:'at.:üas~" en 

el rrieclio mfceL:w SI:! dd1e 0.1 mtmor ccntt2111tlo de ªDua en al 

este e11sayo se mu8stra11 .en la ·fiQ~ra 11 C. 

A la te¡nperatLtt,a do 70 ºt: y 10 min de incubación, la i:2n:::.ilíla 

A csl;a mi.sm ... ~ 

tempora~ura can .30 ¡¡¡in de incub2c.i.ó11 la c;n::ima cons1'!i·vó un :57 'l. 

de GU actividad par~a un t 11~= 7~0 y un 70 % para el caso Jtj w~~ 3.0 



¡ 

locu16o. 
IV DISCUSIO ~ 

.•.¡ 
.:.···. 

Sólubil.i ad del,.__.Ql:Íqeno en el medio micelar. La solubilidad 

del oxfger·ro en u1~ disolvente;_orgá~~co ras var~ias V8ces mayor si se 

le compara 'C0/1 la .'lllf? se presenl;,:1 en agua (Tzr;-Chia y :<e11netl1, 

1984). 

La sol.ub · l icJ¿\d qü,e se d12termin6 para Gl w:dgeno 1;i1 el Lolúi:nó 

¡1mo.les O:olrl> a 30 •c. El, vc\lor que se r12porta p,ir.3 la 

,.olubil irladl:del 1~:d9bno,en tolucmo pw-o es dQ 7 ¡11110.les de o,,/m.1. ,; 

ID ºC y 1 atm ,• pos.i.l.Jlo e::plic:ar esta di·fcrcm1:L:1 en·t1'<? t?l 

Vdlor <2::pctlme11loal y <ql \t,:ilo~~ qu•~ se~ t'•0 pn1·t,, con [Ja,;e •211 t1·es 

.::1·.:-;pci.:.:tos-,-gue-conl;r.i.b-LfYen r'.:\ la .~3ult(U.i11.dad rru~nor d~ un gas t2n una 

disolur.:iéin. ¡ El grado de la sol1.1bilidad de •.m 9""' depcmdc;; cfo la 

prr.:1!1:il'.'.J11, 14' temp8raturia y· la ·fuGr::~n :i,ón:ica dt:~l ;11cdin. L·-:1 

solubi.1 idr.ldi do un gas· en un l Íqu).do di·a.minuye con 1?1 ,;.u11JE~nto de 

1.~ tF:rnp•?l'a'tL1'ra. A b:l1~:pé;:•¿¡f;Úra,constante la s.oluhilidad di'? Wl oas 

---,- ... · . 

ei.:\'.> on red .1 fé¡uido '<l1ar'on y F'r¡.¡l;h.,,1, 
,, 

molécul-.::16 c.~lr9.:.1d;::t!3. d.i~;mln~~1ye L·:\ ~:¡rJl11bi l l(k\d de~ un CJ,_:;.s f:]f1 uri 

.l iq1J id1J. 

::~d 

..;' 



tolueno 

menor ya que se ut1lizaron las condicione;:; 

se hizb el orisayo a una temperatura 

mayor (3(1 º.Cl, a. una presión al:mo:o>·férica mcanor (582 mm l·lgl y ;;e 

utilizcl~on molécula~ cargad~s <ADTI~ 

cierta cantid¿;ct' de .agua.' 

y 

Pari11netros cin•'iticos de la- a¡;:1;ividad dr¡i__Jca catalasa. En lo 

quo se refiere al valor cie Km p~ra el medio_~cuoao'y el medio 

c:nmp..:.11--.-:u:ión ~::on sl ÍT1t".?dio ¡;1cuosa. AlJnque a~bos ~alor6s se 

c11c1.lr:~11 l;r1::xn d1~n tro de:) 1 mi '..~rño- or'CJon- c:lf:9 ma9t1 i tud, se --pile-de ~ugeri r: 

quL-~ la E•l1Z·ima pi·'t~'..~t?fll;f;;i. 1.Jllf:\ m{~l}'C~I" c.1.·finidi~.d por• -t~ll ~'iLl5brat:o en est(; 

11!1::11 io mic:elar. 

.~-qui inri\;, ... i psi na 

rri.p•;ina 

L i.•oo::i.m., 

l•'.m(rni"ll 

0~6 

JI.O X 10--'" 

lO. O X lo·-'" 

(l. 4 

::;,3 X to·-"' 

sc7 h;;. cb;_::;c:1~v.:.1do qut? l..::-.s !211z:i.rT!::l';;¡ con cic?rto Qri.:-\do 

~' 



hD.n n0ali;:.-.-L10 una serie de estl!dios en los se 

calculan las monocapas do agua que rodean a la enzima (lisoii al. 

Se ha cmconbr,:1do que ncJ es nec:esario que una nionocapa. de , gl!a 

con menos de una mono1apa 

ya ti1.:?rH? acl;jv.id21.tl -y ,.:J. medida que ~:;e lncr~menta .lc_:i. hidr·atac ón, 

J.,, activid<td 

Ll 

y de cSta ·forma atacan. uniones pF:ptídi1 as, 

~) 11 .tcD· . .; id i t: :::ts, r~·l;c:. fJl;ro 

e11 su·: sitio -activo p~ra ·funcionar 

amin(J/.u.:idos, 

1 ! l \t:. l) t ;:::·~; r< polares que SI? 

111.icntras que ·10:;; 

rc:t.:jid1.1.os l1id1 ... u·f:ób~.cu!:5 sr::i üncu1J11trun c.::il:t.ti l; 1:·¡s en el interior 

E11 c·l_ c_¿)S1J de li:~i)Ltl·.~idad~;:'.~!.:•Of:íca11,.--:i,¡· ... ac1 l ll1C.?dio c3.CtlOSO y 

·11) 



,:;·ficiencia en el p1'Dt:•'lSO cataliti.co ya qtt(? el número dr~ recambio 

c's prácticam12nte i.gual en los dos m·r2dl.os. 

Con base en los t~osulbado~ nnteriot~as, se puede sugerir que 

l;tJdas o l~ ~ran Jn~yorí~ de l~s niol6culas de l~ enzinla· que son 

trans·feridas ctl mt::d:io mic:t7:lé\t"~ permanecen a.c:tivas. y que ádr.:.:m~~s la 

• velocidad de·-1a ~~táli~is; por lo_ ta~d;o, se puede cons.i.der~ar· ;_-tl 

En algLtnos ~ascis, Sfl h,7'1 peportado mwyor actividad para una 

ve1:es 1nás gran~e c11 cil ntcclic micclnr, comparado con el m~dia 

:tCUOSO del 

disolvente utilizado; 

~C~u~r-·v~ª~~d~e~~P~H~~P~ª~1·_a __ l~a~ac ti vid ad de 1 a ca t r>. l RS<>.. 

i 
en ~1 modio acuoso 

Goldsi:•?in, l?ú8 y 

1'/10). El vc1.lor d!?l pll óptimo en el t;;.1.1.uc:no 'ftté dG 8, 

('idr~más r'.IE~ 

e] 1 



i 

1 
,·,hc;é!1'VÓ un 1 corrimüml;o alc:alino d1: una unidad de pH C?n 

1 r1111pa1~a.ción cjan el medio é\CUoso. Estt~ corrimionto de Ltna unidad 

·lo pi~ es t·eal, ya qw~ en estudios d1? m·IN de ''"F' r~n el media 

1J1-~5nic::o 1.:;;ólc St? obi;erva .un cnrr:imic·n~o du .menas de? 0. 11 Unidades 

d1~ pi 1 con re~pec l;o ;;11 medio acuoso (cm el caco de un amo1-1;iguador 

CSrni l;h y Luisi, 1980) • En compar.,:1c i óh con oti·--as 

;_:>11Zitnas int•?gr¿\das.a. mi1.:e_las ir:t\'CH~tidas, 

u·,,;t·~ tipo di? corrimiento alcalino <L,:c1ri;son !~.L <:il_, 'i 9l37; Sánchc~z-~ 

1988; 

'íc.i.u·1i:1d,;\, 197'1) • {'.omo erio11nplo do osl;o SE.' ·i;:iE'f18 la ¿¡r.:tivid;:td cJP­

r:".[;ic~colaf'.a P·''Cª la i?n2ima pol {fr,•nol···o;d1'.hsa en 1nicolas invertidc1S 

de Brij 96 e(1 c:.iclnho:·!iJn_n; 12!:5~.:\-- 8n~:irn2'. prc~sen·~a un corr.imir.:onttl 

ülc,:1l .ino dG 
1

üna úni.d.n.d de pH respecto al mc;dio ;;cuwon CSáncl1<".;z··-
l 
I· 

~ rrer y Fªr~la-Carmona, 1938). Ti:lmbién 

L:f.:npu1·--~.:1111is,nt:a _l.:\ __ ~~~-q~l~~Ff!9_~-~~~l~'-?ir}_~_ soluiJ.i l .i.·:¿~cL.1 .:::n 
. 1 . 

i.nVL':rtidas de' AOT/isor.l;ano (8,:.rba1-ic y l.ui.•·;i., 1'7fJ1). 
1 ' . . 

!?..0'D2illi.J icll.~. d~--d=e~~l=ª~-c=a~t~a~l~"=ª=s~,:1~ante · _J-ª--.fl;;i.9.ª-. .. '·llL .. ..3Q.c!..:\Q,_ La 

.-~cl;i.vi.d::Jd de. la cat.?.lé\!::ia en el mr2di.i;.) ,:.cunso y (;?'11 el rnc~dio 

rn i.c.:r;lar, · ;:L\V.l1do sa uti 1 i:::¿,1 a 1a a~:-.id::\ de ~sodío como inhibido1~· es 

Y'I que la un 

.;r 



dü!:snatur-al iz.1'.:\nte que rompe l¿¡i;; unior1es que mC\11 ti1::incn la 

c'st1'1.1ctt.1ra nativa de la .en:.-:ima (puentes de hid1•69eno, enlaces 

-.' 

Cuand~ la c~t•las~ se integró a un sist~~a de: micelas 

invertid<:'lS, de AOT I to 1 ur2no y •:,;e realizó el 

!'.JOCO más' 

-, -

ti'ab~Jos. 

mi l;nconcirio.185 

toJt.u~no; Ayalc1 !E_I; ___ ,_slL_ 1986). Tambión es el c~sa de la 

contenido de aaua. 

mt2di.o mi.cr:~la.r m1.t10~;t1--~.1n quL? la i.::.•11;::ima t.":?s má~:; 

,3, con 



i 

p1y;i 11 l. i cJ,-.1rJt~S ._de que se. pierda la estructura tridimensional; de 

esa m.nera es más difici~ que ocurra su desnaturalización. 

Se rleterminat"cn re~~l~~dqs sim·ilá~cs p~ra la enzima a-

quiino ripsina,_ .solúbilizada en de 

(;IJT/i! octano. A ~~dida qu~ disminüyen los val~t"'es de Wo aume11ta 

la te1 moe~tabiiidad de la enzima en el medio mlcelar <Barbarie y 

l_i..dsi 1 '731.) .• 

apoya1'i.an 1i?l hachó 

dto• q11e la en;:ima. r1;iquiere_ de poca agua para llevar a "cabo s1.1 

es . __ des i t_", 

~anfcrmaci6n c~tallticamente activa, de tal manera qua es muy 

01"'1Jb;'.IJ)]r:i quP só16-·]1:;l' sea indispt:lnsable c·ierl.;a C.::1r1·hidi::1d de agua 

;vwa·· ¡sL: ·fur:ci.onami~n~~; Lo ant1,rioÍ' (;1.19i.c01~e qu<? ia m."yor 

~i2rinc:6st;.;dJil:i.dad cJr~ Ta l"?nzima en lt'.Js medios rn"icoli1res responck~r!a 
1 

.t un r~r:nor c.:onl;t::ní,do de i:19u .. ':\~ Mo Cibsl;anto, c:mte hr2~:hó t·r.:.~quic:rG di,? 

t.tn ·~Jtudlo '~á~ detallado pnr~ podor cof1cl1Jir con m6~ 

i'C?SpP1~l;o del pz.\p(~l d1-~l .aDU.a 1:~11 funci6n -.. -¡ del w,~, 

: :··1··11fJt~5ltü1il i.d~'";,d ...! 1.:: u11.:\ cn-:-:imci {:,.~1.uble 2n t.tr1 d:i,.·nlv1:2n·l;e 

!jt]. 



1 
res 1.t 1 tó ser un'a. técnica confiable en la medición 

V CONCLUSIONES 

del c:1:111sumo o:.prod t'c'ción de o>:fgeno en un c:J:lsolve11te orgb·iico 

:1polar. 

El ensayo pola·r Jgr<'.dico que se real izó con la ay1Jtla del 

-0:.S 

•:orno e~; 0?1 c:a~;o dé: L~ 1:J~1c:ción qüe ca tal i ;éa ·la cata 1<;1sa y ¿\l ta 

,,,,;l:abi.lidHd: 'm 81 Ta¡:'fso de LtnC\ hoi'a sólci se pi121'do <el 5 l. ch:l 

Co11 lé\ ayuda tfo 0[sta técnica ;;o pudo concluir lo siguicmte: 

1.-.La solubili.di.~I del o>:lgeno m1 ,,,1 tolueno fuó ~;:lr0te vr2ce'1 

1 
rt11~1yor t:fl .. tc.; qn ... i.:i.gu,:L i. . ~ 

2.-~ Lz.\ c:cii;~l.::t·5-a- ht~f.~s;erít6 (as ;~iguenl.;12s ,c:ar·acl~~rísl;:icc:1s c!n el 

m<cdlo rnic:oL:'r dá flOT~ b:>l\u:?n·a en c_nrnparac ión c:cm '"l. mi:dio .:>•c:t.10»0: 
1 . 

::'. :~:: :::.:::: ~~¡:~:' ::::t~~I'. 
1:) Un va J. u r di~ 1 at: ~ iv id c-:\d ·espc~c í f i c:a muy· p(1t'GC i.do. 

el) Un c.,11·11Ji.o ~n el valor de "u pH óptimo y· un c:o1•rimi0ml;o 

alcalino do una unidad de pl-1: 

·f) M0yor tG~moe~~t~bilidéd en ~l í1i~di.rJ mic8l~r· con mnnor 

..,, 
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