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PROLOGO 

Recientemente, el estudio de nuevas formas de explotación de .las 70nas 

áridas , trajo consigo el descubri miento de un nuevo tipo de pla nta poten_ 

cia.lmente capaz de convertirs e en fuente muy importante de materia.les 

Esteroidales : La Yucca filifera 

Las yuccas en general son plantas semidesérticas que crecen en los es 

tados de San Luis Potosr, Nuevo León , Zacatecas y Coahuila, principal_ 

mente.Hasta hace poco se utilizaban como pla nta s de ornato y tenran es_ 

casa aplicación Industrial . La semilla de la Yucca filifera ha resultado 

ser especialmente rica en aceites comestibles y productos esteroidales 
3 

Los esteroides aislados de dichas semillas van acompa'i.ados de varias 

moléculas de a zúcares simples , por lo cual reciben el nombre de glic~ 

sidos . ( Nota : ya se ha demostrado que la Célula puede reali zar la ex 

cresión de compuestos orgánicos de naturale?a endógena y exógena, si 

éstos son convertidos a los respectivos derivados glucur'onidos ; por 



ejem -, los micro somas de Hígado de conejo catalizan la transferencia de 

glucosa, <Ja lactosa y N- acetil glucosamina de sus re spectivos UDP -

7' 41 azúcares a Esteroides ) . 

La semilla al g erminar, echa mano de toda sustancia pote ncialme nte ca -

paz de s er convertida e n energía . En esta fase se e laboran, ó activan, 

las e nzimas necesarias para aprovechar hasta su última fuente de alimen-

to. Dado que la cantidad de glicósido esteroidal es considerable ( aproxi_ 
3 

madamente 15 % ) , podemos suponer que dentro de las enzimas activas 

debe n ~ ncontrar s e las correspondientes glicosidasas . 

Nue stro trabajo tie ne por objeto la separación de las enzimas glicosidicas 

ya que pensamos que una vez purificadas pueden ser e mpleadas como he -

rrami entas auxiliare s en la determinación de la e structura de un glicósido. 

Pode mos decir que hemos demo strado que tales enzimas se encuentran 

prese ntes ; sin e mbargo, los re sultados en cuanto a la purificación, no' 

fueron del todo satisfactorios. Por esta razón, inte ntamos la separación 

e nzimática por un método relativamente reciente , la Cromatografía de 

Afinidad . Incluimos por lo tanto, un apéndice sobre este tópico . 



IDENTIFICACION Y PROPIEDA DES GENERALES DE LAS 

G LICOSIDASAS DE LA SEMILLA DE YUCCA filife ra . 

INTRODUCCION 

Es bien sabido que los carbohidratos se asocian con moléculas de propieda 

des muy distin~as para constituir materiales de reserva alimenticia a la Cé 

lula : Los Glicósidos . 

Los glicósidos son derivados de las formas cfclicas de los azúcares, en los 

cuales el grupo -OH del C-1, es sustituido por condensación con un alcohol 

o un fenal para formar un hemiacetal ( Fig No 1 ) . 

Los Glicósidos se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y 

animal, asi como mundo microscópico de los organismos unicelulares. En las 

plantas, en ocasiones JBS'Ultan ser responsables del color de las flo:-es y frutos 

sin embargo, la cantidad de glicósido presente varra de una especie a otra 

de acuerdo a la estación y condiciones clim~ticas . 
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OHz-OH 

0 -R 

R± H 
1 

Fig . No. 1 .- Representación de l a fórmula ge neral" de 

un gl icós ido. 

1 
Bunge , asegura q ue l'os gh cósidos poseen un papel de defensa contra la inv~ 

s ión de l o s tejidos por m icroorganismos. Este mismo investigador demos -

tró que muchas agl iconas s on a ntisépticas y por ende de carácter bactericida. 

Por ejempl o , cuando la s e milla de a lmendra es invadida, la amigdalina es 

hid rolizada y se libera ác ido cianhídrico que previene la acción bacte riana -

(Fig. No. 2). Muchos otros g l icósidos de orige n vegetal son fisiológicamen-

te activos y se utilizan en e l tratamiento de enfermedades cardiacas. 

~ 
lSJ 
+ 

HCN 

Fig. No. 2.- Hidrólisis en z imática del GlicÓsido amig­
dalina d e l a semilla de almendra. 
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Dent1~0 de l os difere ntes g licÓs idos conocidos, algunos son d e carácter este-

roida l y han sido usados c omo vene nos , la Fil iferina es un e j empl o de e llos . 

E s t e tipo de glicÓs idos se caracte nzan po rque pueden formar espuma cuando 

son ag itados e n s olución acuosa, de aqu í que se les llame e n forma ge ne ral, 

saponinas . 

L a hid rólis is de las saponinas da lugar a l os azúcar es libres q u e bie n puede n 

ser , entre o t ros , glucos a, .galactosa , pentosa ó m e til-pentosa2 (fig. No .. 3). 

C \"'\ .t.C: I.\ 

h~· 
t\t_J 

\\ •::J 1 

C ll 

:::Hi')l-I 

'' '\Kc1' 
\t__J 

1 
C,.; 

Fig. No. 3 .- Hid rólis is del g licosido filiferina 

aislado de l a semilla de Yucca 

filife ra 3 • 

Ha sido demostrado por Bate-Smith 
4

, y por Nordstrom y Swa im 
5

, que la -

m ayoría de l os compues tos fenól icos y a l coholes de bajo peso molecular, -

presentes e n tejidos vege t a l es , se e nc uentran e n form a de gl icósidos (ver -
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también refs. 6 y 7 ) . 

Por otra parte, se ha establecido que ciertas enzimas son requeridas para 

la ruptura de los enlaces glicosidicos (8). De manera general, toda enzi-

ma capaz de hidro lizar un enlace glicosidico es llamada Glicosidasa 

aquellas e nzimas e ncargadas de la hidrólisis de los enlaces glucosidicos 

se denominan Glucosidasas y las que rompen los enlaces galactosidicos 

son conocidas co!1llo Galactosidasas . Ambas enzimas se pre sGntan a su 

vez , e n dos tipos diferentes : a- y B- , de acuerdo a su acción frente al 

carbono anomérico a- ó B- de la molécula de sustrato ( 9-11). 

La importancia del estudio de la s glicosidasas no reside exclusivamente 

e n interés científico puro, pueden ser utilizadas en forma práctica para 

12-13 
dilucidar las propiedades y estructura de productos naturales de éste tipo. 

TEORIA 

Todas las enz imas glicosidicas, de acuerdo a su modo de acción son con-

s i.deradas Hidrolasas. Para la acc iá1 enzimMica se postula un complejo 

constituido por las p.:i.rtes reaccionantes y repre s entado por Enzima ---
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Sust1-c:~ to, e l cual se descompone fina lme nte e n l a e n z ima y l os productos 

hidrol Íticos . 
14 

Von Euler , s ug irié: que para la formación d e l compl e jo 

E - S se r equie r e n dos áreas en l a e nzima: 

b 

t°H 
- c..-

1 
-c. -
_¿_ 

' -C.-
1 

Fig. No. 4. - Represe ntación de las áreas hipotéticas d e 

ad s orción d e l a enzima. 

a.- Adsorción 

b.- Des-ads orción 
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En l a Fig . No. 4, las dos á r eas ovaladas r epresentan e l"s iti.o activo" de la 

e nzima , e n e l c ual e l gl i.cÓsi.do es adsorbido: El g rupo agli.cona en un área 

y e l r a dical carbohidrato e n la otra. Se considera q ue e l á r ea No . 1 exhibe 

una extre mada especi.fi.ci.dad d e adsorción, mi.e ntras que e l área No. II pre­

senta una adsorc ión muy genera l. 

Por otra parte , se s upone q ue l a combi.naci.Ón de la enzima con e l sustrato -

ti.e ne lugar a través d e e nlaces e lectrostáticos y de hidrógeno, fue rzas de 

Van de r Waal s y pos i b lemente otro tipo de enlaces covale nte s débiles. 

De acuerdo a l mecanismo p ropuesto, e l primer paso de l a reacción toma lu­

gar con la ads orción del sust rato e n las dos áreas d e la enzima. Al comple­

jo E - S se adic iona e ntonces una molécula d e agua Ó un i.Ón hidroni.o, so­

bre e l e nlace gl i.cosidi.co y e nseguida se efectúa la ruptura d e l e nlace con la 

consecue nte formació n de un complejo Enzima-Azúcar y Agli.cona. La etapa 

final comp r e nde la desa dsorción de los productos de hidrólisis, de la super­

ficie de la e nzima. 

L a hidrólis is e nzimática difiere de la hidrólisis ácida, solamente en la for­

mación de l c omplejo Enzima - Sus trato ya q u e e l ataque al e nlace gl i.cosi 

di.ca se lleva a cabo por los iónes hidronio en ambos c a sos . El papel de la -

e nzima es p robabl emente proporcionar la activación preliminar de la molé­

c ula de s ustrato, l o cual está de acuerdo con las obse rvaciones hechas de -
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c.ue las e nerg ías d e acti.vaci.Ón de las reacci.ones catali.zadas por enzi.mas 

son m ucho más pe q ueñas q ue aque llas q ue correspo·nden a l as reacciones 

cata l i. zadas po r áci.dos exclus i.vame nte. 

D urante e l período de combi.naci.Ón de la enzi.ma y e l s ustr a to, (e l cual debe 

ser m uy corto) , los movi.mi.entos translaci.onales y v i.braci.onales de la mo­

lécula de s us trato son restri.ngi.dos , por lo que las correspondi.e ntes e ne rgías 

p ueden p rovee r una fuent e de a cti.vaci.Ón. As( mi.s mo, un decremento en la 

e ntropía toma lugar en e l pri.mer paso , y por lo tanto t ambi.én es p os i.bl e q ue 

para este ti.pode a c tivaci.Ón, la e ne r gía provenga pri.mariame nte de la ener­

gía ci.néti.ca de la molécula de s us trato. La a c tivac ión tambi.én puede se r r~ 

s ultado de l a di.storsi.Ón d e l a molécula de sustrato por l a e nzima; es deci.r, 

e n la formación del complejo E + S el enlace gl i.cos(d i.co puede ser de­

f o rmado por e l movi.mi.ento relati.vo de un área r especto a otr a . 

Efectos de los cambios estruc tural es e n i a velocidad 

de hi.drÓlis i. s Enzi.máti.ca.-

A s i.mple v is ta, parecen s er dos los factores q ue i.nfluyen e n la veloci.dad de 

l a hi.d rÓli.sis e nzimáti.ca: la fuerza del e nlace gl i.cos idi.co que va a ser hi.dr~ 

li.zado y la magni.tud y posi.ci.Ón de los enlaces e ntre la e nzi.ma y e l s u s trato. 

El primero de estos factores va paralelo a la faci.li.dad de la hi.drÓli.si.s ácida 

y puede se r evaluado comparando la veloci.dad de r eacc ión a i.guales concen-
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traci.ones de sustrato. El segundo factor no puede ser evaluado rápi.damen-

te, s in embargo, la constante de Mi.chael is puede proporcionar c ierta i.nfor-

mac i.ón. 

De acuerdo al m ecanismo propuesto se puede decir, q ue los s ustratos gl i.cos_i 

dicos más facilmente hidroli.zables, s on aquellos en los q ue e l e nlace glicosf-

dico es más déb il y la adsorción y des- adsorción de sustrato y producto, res-

pectivamente , están balanceados. Cuando los enlaces entre la enzima y e l -

sustrato son muy fuertes , lógicamente l a d isociación de los productos de la 

hid r ólis is r esulta ser un factor l imitante . 

Las características propias de la agl icona también influyen en la hid ról is is -

enzimática de l os g l icósidos . En las series n - a lqu il , la h idrólisis de los -

B - g lucosidos, desde metil- , a noni.l- en la cadena de aglicona, han s ido 

13 
estudiados por Pi.gman y Ri.chtmyer E s tos mismos investigadores enco,e: 

traron q ue cuando l a cadena de átomos de c a rbono es más larga de nueve , el 

gl icósido es ya tan insoluble que no puede ser estudiado bajo las concentra -

ciones usuales. 

S~ ha v isto un incremento progresivo en la facilidad de hidrÓl is is a medida 

q·ue e l largo de l a cadena aume nta. Otras series homólogas, tales como las 

series c iclohexil - y bencil - , exhiben un comportamiento s i.mi.lar. En las 

series de los alcohol es primarios, no obstant e , hay una longitud óptima pa ra 



- 9 -

l a agl icona de s ie te é' ocho átomos de ca r bono ya que , a longitudes mayores, 

la facilidad de h idrólis i s d isminuye . La explicac ión a este hec i10 la podemos 

dar s i pensamos en c.ue e l número de enlaces es mayor entre l a enzima y e l 

sustrato a medida que l a cadena aumenta, por lo q ue e l r econocimiento de la 

enzima por e l sustrato c orrespond ie nte es mucho más rápico y e l complejo 

más est ab le; pe ro, prec isamente por esto, la disoc iación se nace cada vez 

más dificil, convirtié ndose hasta cierto punto, e n inhibición de l proceso 

hidrolftico en general . En otras palabras , e l paso determinante en l a ve locJ_ 

dad de reacc ión es la disociación de los produc tos de la h idrólis is y no e l -

a taque al e nlace g l icosfdico, ni la adsorc ión. 

Quizá no resulte muy obv io, pero es lógico c: ue los c ompuestos con agl icona 

de cadena recta sean adsorbidos más fácilmente y o ue la asociación se incr~ 

menta a medida q ue l a longitud de l a cadena se hace mayor. Las cadenas rec 

tas son más al tamente adsorbidas que las ramific adas tal ve z por su capacidad 

para acomodarse en las áreas activas d e l a enzima. 

Aquellos g licós idos q ue tienen a l os a zúcares c omo agliconas (d isacáridos, 

po r ejemplo) , son d e s ingular importancia porque se ha v is to q ue no s on hid r_::: 

lizados por las mismas enzimas q ue h idrolizan a l os g licósidos ordinarios, o 

heterósidos ( 14 ) . Sin e mbargo, se han encontrado notables excepciones a 

este caso ( 1 5 , 1 6) . 
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Res pecto a los B-ari l glic6sidos, podemos resumir en breves incisos 

lo que ha s ido obtenidos principalmente por Helferich 14 y colaborado-

res: 

a) La introducci6n de los llamados g rupos meta directores en cuc::_! 

quier posici6n, tienden a incrementar la velocidad de hidr6lisis; 

particularmente los grupos aldehfdicos. 

b) La introducci6n de un grupo ami no siempre disminuye la velocJ_ 

dad de hidr6 lisis, debido a que s u caracter polar origina un en­

lance muy estable que dificulta la disociaci6n del producto. La 

acetilaci6n de los grupos amino contraresta este efecto. 

c) Cuando cualquier otro grupo (meta - o para - director) excepto 

el grupo amino, es sustituido en la posici6n orto-, la velocidad 

de hidr6 li sis se incrementa considerablemente. 

d) Los grupos meta directores en las posiciones para, incrementan 

la facilidad de hidr6lisi s , pero mucho menos que en la posici6n 

orto-. Otros grupos disminuy en la facilidad de hidr6lisis. 

e) Los grupos en meta- producen un efecto intermedio entre los -

observados en las pos iciones de orto y para en general, incre ­

mentan la ve locidad de reacci6n. 

f) Cu::i.ndo dos grupos idem se sustituyen en el núcleo aromático, 

la influencia es más o menos a ditiva. 
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De cer.io s aclc.rar que dichas conclusiones se apl ican a la B -g lucos idasa 

y proba Ole mente a la B galactosidasa aisladas de la s9milla de almendra, 

por<:<ue e!1zimas similares de otras fuentes se l lega n a comportar de mane­

ra ba stante diferente. No obstante , constit uye un ejem p'o claro de la in­

~ l uenc ia de la aglicona sobre la fác ilidad de hidrólisis del glicósido . 

Por o~ra parte, no debemos pensar que los efectos observados corres pon -

den a la acción de los d ive rsos grupo s sobre e l anillo ; si estos grupos 

tuvieran efecto sobre el enlace g lico sidico que va a se c hidro li zado, ha 

brfa crn paralelismo entre la variac ió n de la h idrólisis enzimática y la, á­

cida, pero se ha demestrado que este no es el caso . Como ejemplo pode­

mos dec ir que el fe:-i il ·B - g lucósido es hidrol i zado con ácido, mucho más 

rapidamente que e l p - hidroxi acetofenona - B - glucósido; pero éste úl­

ti mo , es hidro li zado tres veces má s rápido prx e nz i mas que e l fen il-B­

g lucó sido simple . 

Concluimos e n que las diferencias se deben indudableme nte a diversas -

influe!1c ias, incluyendo efectos induc tivos y resonantes sobre e l enlace 

gliq)sidico; asi como también, a la adsorción de l g ru po aglicona. Pode­

mos suponer , no obstante, que quizá ocurra la formación de enlace s dé -

biles entre los grupos en p9siciones o-, m- y p-, con la e nz ima y que 

por lo tanto los grupo s en posición orto- posean una mayor influe nc ia 

sobre e l enlace que va a ser hidro liza do 
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A continu<:tci6n d a r emos a lg unas características d e cada una de las en-

z imas estudiadas po r nosotros , con e l objeto de conocerlas un poco más 

te6ri.ca m e nte. 

a - D - g lucosi.dasa 

No;-nbre s is t emático: 

Nombre tri.vi.al: 

Otros Nombres 
(no r ecome ndados ): 

R eacci6n general:_: 

(17) 
E/C. (3.2.I.20) 

a - D - gluc6s i.do glucohi.drolasa 

a - Glucos i.dasa 

Maltasa 

un a - D- g luc6si.do + H20 == 

un alcohol +a - D - Glucos a. 

NO'~a : La ampli a gama de especificidad para los a -D- g luc opi.ran6si.dos 

v a ría de acuerdo a la fuente . T a mbi é n actúa como glucotransfe-

r asa . 

En 1878 se obse r vó que de la acci.6n de la amilasa s obre el a lmidó n se 

obte nía g lucosa y maltosa . Muscu lus y Von Mering habían denominado 

a ésta m isma e n ::::ima g lucasa; otr os autores la han denomina do maltasa 

y muy rec i e ntemente se le ha llamado a - glucosi.dasa (1 8 ). 

La e nzima ha s i.do a i s lada de di.versos t e jidos y se le ha otorgado un -

origen li. sos6 mi.co * (19). 

* En gene ral se supone que todas las e nzimas g licos idi.cas e s tán 

loca li zadas en los li.sosomas y que poseen caracterís ticas t a les 
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como una actividad óptima =i pH ácido . Se ;,a visto que en e l 

homb r e la ausencia , o e n s u caso escasa actividad, de las en­

zimas g li cosídi. cas s on c ausa de trans tornos met a bóli c os i.mpo_::: 

tantes . Muy pocos estudios han conduc ido a de terminar la cap~ 

ci.dad normal de lo s Lisoso ma.3 para degradar g licolí pi. dos y g~ 

coproteinas , pe ro sabemos que todo tipo de material Bi.o lóg i. co 

es degradado e n los li s osomas aunque no se ha podido explicar 

sufici e ntemente éste fenómeno . Los datos acumu lados hasta -

ahora a través del uso de subs tratos artificiales , indican que -

los Hsosomas c ontienen un vasto número de enzimas hi.dro l(ticas 

capaces de romper cualquier tipo de e nlace g li. c o s idico (20, 21 , 22) 

En ::uanto a la forma de acci.6n , se di.ce que e l a taque de una a - g lucosi­

dasa s e lleva a cabo preferenteme'lte s obre e l extremo de la cadena g~ 

cosidica dando origen al siguie nte oligosacári.do homólogo menor ( 23) . 

A l gu nos autores consideran que la especificidad está determinada por e l 

residuo glicosidico ya que la na tura leza de la ag lucona es impo rtante co­

mo se ac la ró a nteriormente (24) . 

Cas i todas las a - g lucosidasas requieren de la presencia de un r adical -

a - D-piranosil para actuar. Los cambios en las configuraciones de los 

carbonos 1, 2, 3 ó 4 , pueden originar la pérdida de la actividad e nzim.§: 

ti.ca, en la misma forma que e l cambio d e la estruc tura pi ranosa a - -



- 14 -

furanosa. En algunos casos, los carbonos 5 y 6 pueden ser sustituidos 

sin afectar la acción de la enzima , pero por ejemplo las enzimas a isla_ 

das de levaciuras no posee n acción sobre a-glucósidos en los cua les el ' -"'~ ·, 

arreglo del C - 6 , difiere de aquél en la D-glucosa . 

B - D - Glucos idasa 

Nombre sistemático 

Nombre trivial 

Otros Nombres 
(No recomendados) 

Reacción general 

Nota 

(17) 

E.C. 3.2.I.21. 

B-D-glucósido glucohidrolasa 

B-glucosidasa 

Ge ntobiasa , Cellobiasa 

un B-glucósido H O 
2 

hol B- D- gluco s a . 

un aleo-

Posee una amplia gama de especificidad 

posiblemente actúa como B-galactosida-
25-27 

sa . Cataliza reacciones como 

transfera sa . 

Ge!1eralment e los glicósidos pre s e ntes en t e jido s vegetales poseen e l 

az úcar unido mediant e un e nlac e B-, por lo que l a B- actividad, es de 
28-33 

re la tiva i mporta ncia e n nuchos casos ,para e l de sarrollo de la planta 
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La B-g lucosidasa es una de las enzimas más abundantes, o al menos pr~ 

sente en la mayor(a de los tejidos animales y vegetales. Posee un rango 

muy amplio de actividad de acuerdo al sustrato sobre el cual actúa y a la 

especie de donde han sido obtenidas (34). 

Di ve r s os B- g lucos idos han sido preparados con s ustituciones en los hidro 

xilos 2, 3 y 4 del azúcar, por grupos metoxi-y p-toluén sulfonilos (tosilos) 

en todos los casos, los derivados resultaron ser inhidrolizables por la -

enzima correspondiente. Se ha visto que las sustituciones sobre el C-6 

de los B-glucósidos afectan la acción enzimática distintamente a las que 

se hacen sobre los carbono 2, 3 y/o 4; parece que en éste caso se tiene 

cierta influencia cuantitativa en la velocidad de la hidrólisis por la vo lu-

minos idad de los sustituyentes. 
( 17) 

a - Galactosidasa E. C. (3. 2. !. 22) 

Nombre sistemático : a - D - galactósido galactohidr9_ 

lasa 

Nombre Trivial: a - Galactosidasa 

Otros nombres 
(No recomendados): Melibiasa 

Reacción general: un a-D-galactósido + H20 = un 

a lcoho 1 + a - D - galactosa 
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A diferencia de los otros tipos de enzimas ya mencionadas, la a-galacto-

sidasa se encuentra en fuentes muy escasas: Café, A!falfa,Levadura,al-

gunas semillas y ciertos insectos. 

Diversos estudios han demostrado que esta enzima es capaz de hidrolizar 

al igual que la B-galactosidasa, a los fucósidos (6 desoxi-galactósido ) y 

arabinósidos configuracionalmente homólogos. filos factores son similares 

en esto s sustratos: el tipo de e nlace glicosidico y las orientaciones de los 

H- y OH- en los carbonos 2,3 y 4 del anillo piranoide. Sin embargo, se ha 

llegado a separar la actividad B-galactosidasa de la B-fucosidasa, lo que 

significa que en algunos casos son enzimas diferentes (35). 

Finalme nte , como en el caso de los otros glicósidos , la metilación de uno, 

o más de los oxihidrilos C-2,C-3,C-4 y C-6, conducen a la completa pér-

di da de la actividad enzim 'a tic a. (18) • 

(17) 
B- Galactosidasa E.C. ( 3.2.I.23) 

Nombre sistemático B-D- galactósido ga!-actohidrolasa 

Nombre trivial : B-gala:tosidasa 

Otros Nombres 
(no recomendados ) : Lactasa 

Reacción general : un B-D-galactósido i- H20 ..... in aleo-

hoH B-D-galactosa . 
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La B- galact osidasa es pro ba blement e la e n z i m a m e jor e s tudia da. No tanto 

po r s u distri buc i6 n e n e l m u nd o de los se r es vivos 3 6 , s ino porq ue ha s ido 

l . . l d f . t l" d 37 a prime r a a 1s a a e n arma pura y cr1s a i za a 

Diversas investi gaciones han demostrado q ue la mi s m a enzima actúa como 

tra nsferasa c on la fo rmaci6 n p r efer encia l de e nla ces g licos(dicos B-(1-6). 

Si n e m b3. r go , ya se ha n encont r ado algunas exce.pciones e n enzimas ais la-

das de i nt esti no de terne r a y e n c ie rtos m i croorganismos , las cuales , en 

condiciones especificas que est án det e r minadas por e l medio y e l tipo de 

acept o r, pueden dar o rigen a la fo r maci6 n de un e nla c e B-(1-3), 6 B-(1-4l
7 

E l análi s is de la e str uctura molecu la r de la enzi ma ha pe rmitido d e t ecta r 

la pr esenc i a de u n grupo i mi ciazol y u n g ru po s ulfihid rilo e n e l c e ntro ácti-

probablemente act uen com o se ilus tra a continua ci6 n: 
. <.:"~~ 

~¡¿<) 

~?.-/ 
-/..'' 
~p 

~-

º
;º"" 
s'r\ 

/ 
~-------

Fig. No. 5 Mo ::Jelo de acci6n e n z imática d e 
la B-ga lact o si dasa. 
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Es importa nte notar la r eversi bilidad de las r eacciones; lo que nos explica 

en muchos casos , la funci6n de la misma enzima como t ransferasa. 

Por otra pa rte, sabemos que la actividad 6ptima d e la enzima se desarrolla 

a un pH ácido , que explicaci6n podemos da r a éste fe n6meno? La respuesta 

es muy simpk~ , ya he mos m e ncionado que la e nz ima posee un grupo imida ­

zo l en e l centro activo y ade m ás se pla ntea la existenc ia de ciertos g ru pos 

cargados negativame nte, como por e jemplo grupos carboxilos . Atendiendo 

a la natu r a leza molecu lar de dichos grupos , es muy factible que estos sean 

los responsables de la actividad de la enzima a pH ' s á cidos . Se puede decir 

qüe e l pk de l grupo i mi ciazol es muy cercano a l extremo básico porque la -

presencia de los g ru.PQls car boxi lo conducen a s uprimir la dis ociaci6n d e l 

grupo NH de l imidazol y por ende , a e levar e l valor de su pk. Sin e mbargo , 

la presencia de iones a lcali nos que tenderían a rodear a los grupos nega tivos 

li be r a r ían a l g r upo NH del imi. dazo l d e la influe ncia de aquellos . 

En éstas condiciones , la di s ociaci6n d e l g r upo NH de l imidazol se ve facili­

t ada y su pk se des plaza a la escala ácida dando origen a un a u mento de la 

actividad enzi m ática (ve r fi g , No. 6) . 

Como :-nuc has otras enzi mas g licosidicas , la B- gala ctosidasa pa rece ser n~ 

tura leza lisos6mica (2 1 y 22) y estar asoc iada a transtornos del m e taboli s ­

mo de los g li c6sidos (38). 
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2. Experimentación 

A . - Materiales y Métodos 

Las semillas fueron recolectadas en e l mes de febrero (1974) en los esta­

dos de San Lu is Po':osf y Coahui la. 

P ara las distintas c romatograffas se emplearon: 

- Sephadex: G - 1 O, G- 200 , DEAE - A 50 y su lfopropi l - ... de -

Ph::trma::::ía. 

- G1ic6sidos: De Sigma 

p-nitro-feni. l-a-D-g luc6si.do 

p-nitro- fe ni. l-B-D-g luc6sido 

p-ni.tro- feni. l-a-D-galact6sido 

o-ni.tro-feni. l-B-D-ga lact6s i.do 

- Aparatos e Instrumentos 

Ultracentri.fuga Beckman L-2HV 

Spectrophotometer Uni.cam SP 600 U. V. 

pH meter Beckman E xpandomati.c 

Determi.naci.6n de protei.nas 

Se llev6 a cabo espectrofoto-métricamente efectuando lecturas a una =280 

nm y comparando contra una curva de calibración preparada con albúmina 

de suero de bovino a diferentes concentraciones . También fueron determi 

nadas por el método de Biuret (39). 
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Determi nación de la acti vidad 3 2 

Co;-i este ~in se empleó : O .4 ml de solución amortiguadora de fosfa to disódi­

co - ác ido cítrico O. 2 M y O. 1 M re spec tiva me nte a un pH de 5. 3; O. 4 ml 

de una sol uc ión de glicós ido cromogénico a - ó B- , según e l caso, cuya con ­

c entrac ión era de 10 ·.nMoles /ml; y O .6 ml de una solución enz imática cuya 

concentració n era determinada en cada e nsayo. La mezcla de reacción e ra -

llevada a un volumen final de 3ml con agua destilada y se dejaba reposar d~ 

rante una hora a la t e mperatura del labora torio agitando ocasionalmente . 

Pa ra de sarrollar la colorac ión propia de l p-nitrofenol li ba:ado , se agrega lml 

de solución de carbonato de sodio O . 1 M ·¡ se compara contra una curva es -

tánda rd preparada ant erio::-mente leyendo a 410 nm la absorc ión . La activi­

dad e sp·:=c ifica de la enz ima es tá definida como los micro mo les de p-nitro­

fenol liberados / min / mg de proteina; La unidad enzimática se define como 

la cantidad que li bera 1 micro mol da p-nitro fenol/min . 

Extracción 

500 g de semilla fueron lava dos durante 15 .nin, con agitación y percolando 

con agua destilada. Posteriormente s e colocaron e n un recipiente sobre algo­

dón h ·.imedo a l abrigo de la luz durante ocho dias para germinación, después 

de los cuales :'ueron trituradas utilizando 1. 5 lt de una sol u 
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ci6n de cloruro de sodio al 0 . 9 % . La suspensi6n es fi ltrada mediante -

una gasa y centrifugada inmediatamente a 4 °C a '3 000 x g durante 20 min. 

El sedi. me~to se descarta y e l sobrenadante se fi. ltra nuevamente en un -

emb;..Jdo Beckman con ce l(ta para e li minar todo residuo g raso. 

Fraccionamient o con Sulfato de Amonio 

A l extracto liquido se le adiciona su lfato de amonio s6li do hasta una con-

centrac i. 6n del 40% de s aturaci6rÍ, ( 40). La suspensi.6n ahora se centrifuga 

durante 15 mina 15000 x g y el sedi mento s e descarta; el sob renadante se 

lleva hasta un 80% de saturación con la misma sa l y se centrifuga a las -

mismas condiciones ant eriores . En este Último -:::aso, la fracción que s~ 

80 
di.ment a constituye la f r acci6n de interés y se le denomin:i.: F 40 

Puri.ficaci6n por Cromatografía de la Fracción F ~g : 
La fracción se dializa empleando una columna de Sephadex G-1 0 (3 cm x 

25 cm) estabi. lizada con soluci.6n Buffer de áci.rlo acético - acetato de sodio 

O. l M de pH 5. P osteriormente una porci.6n de la fracción recolectada se 

pasa a través de una c o lumna de Sephadex DEAE-A 50 ( 1cm x 50cm) est~ 

bi.lizada con e l mismo Buffer. La e luci.ón se efectúa, en este caso , cam-

bi.ando la fuerza i.óni. ca de l medio desde O. 02 hasta 1 . 5 M con NaCl e n 200 

ml de soluci.6n amortiguadora . 
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Ens:guida, s e hace pasar a través de una columna de Se phadex G -200 

(2cm x SO cm) estabilizada con buffer de fosfatos de sodio SmM de 

pH 5. 5 Finalmente, se emplea una nueva columna preparada con Sul-

fopropil Sephadex (1 cm x 40 cm ) estabilizada con buffer de ácido 

acético-acetato de sodio O. O 1 M de pH 5 y la e lución se lleva acabo 

cambiando la fuerza iónica de O 02 hasta 1 .5 M como en el caso de 

la columna de Sephadex DEAE - A 50 . 

Electroforésis 

Las di versas fracciones recolectadas fuerón analizadas en electroforesis 

de disco de poliacrilamida a una concentracion de l 5 % : 

1 g de poliacrilamida; 0.0344 g de N - N-metilén -bisacrila mida; 0.02 ml 

de TEMED; 20 ml de solución amortigUadora de Glicina-tris O .OlM pH 

8.4; 1 ml de sol. de persulfato de amonio fre ,;co de concentración 10 mg/ 

ml . Las electroforésis se corrierón d ura nte 2:30 hrs con 5 mAmp/co lumna 

y 75 vo lts/cm. El tamaño de las columnas era de 6 cm x O. 8 cm. Se utili­

zó como electrolito una solución buffer de O . 02 M de glicina-tris de pH 

8 . 4. La tinción se lleva a cabo con" a mido negro" y las geles se decoloran 

con una solución de ácido acético al 4 % . 

B. - RESULTADOS Y DISCUSION 
De los 500 g de semilla se obtuvieron 

aproximadamente,19 g de proteina,lo que corresponde a un 4% del peso . 
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Se efectuaron determinaciones de la actividad en distintos lotes , a difere!:! 

tes di a s de germinación (5, 7, 8 y 11 dias) y encontramos que la actividad 

era máxima al octavo día. Los resultados obtenidos en este lapso se mues 

tran en la tabla No. 1. 

T AB L A No. 1 

ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS ENZIMAS EN EL EXTRACTO TOTAL(E.T.) 

A LOS OCHO DIA S DE GERMINACION 

ENZIMA: 

-glucos idasa 

-g lu casi dasa 

- ga lactosidasa 

-galactosidasa 

ACTIVIDAD ESPECIFICA: 

6 X 10 - 3 

48 X 10 - 3 

93 X 10 - 3 

6.9x10 - 3 

UNIDADES TOTAL: 

114 

912 

1 ,687 

130 

La acti vidad obtenida en el extracto crudo resultó ser satisfactoria, como 

para continuar con la purifiación. Decidimos entonces llevar a cabo el -

primer paso que consistia en el fraccionamiento con el su lfato de amonio. 

Para ello seguimos las recomendaciones dadas por Bo~rbouze, R. 
32 

con 

una ligera modificación: Bo;_ibouze recomendada añadir la sal de sulfato de 

amonio hasta obtener una concentración de l 45 'Yo de saturación, y separar 

en esta forma la fracción que correspondería a las proteinas que precipitan 

en el rango de O - 45; al anali zar dicha f racción en nuestro caso, encontr~ 

mosque gran parte de la actividad se perdía si respetabamos dichas reco-
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mendaci.ones; deci.di.mos entonces eli.mi.nar solamente las protei.nas que 

precipitaran en un rango de 0-40 y en esta forma seleccionar, posteri.o..!::_ 

mente, la fracci.6n que preci. pi.ta en el rango de 40-80, teniendo la segu-

ri.dad de que rescatabamos la mayor parte de la actividad de naturaleza 

gli.cosi.di.ca presente en el extracto total. Así pués, la fracción F ~g -
/ 

excluye tanto a las protei.nas que preci.pi.tan en el rango 0-40 %, como las 

que son solublas arriba del 80 % de saturación. 

Es necesario di.ali.zar la fracción F ~g para eli.mi.nar la sal contaminante 

y permi.ti.r en esta forma la expresión de la acti.vi.dad catali.ti.ca; la frac-

ci.6n fue entonces ali.mentada en su totalidad a la columna de Sephadex -

G-10 con los sigui.entes resultados en cuanto a acti.vi.dad enzi.máti.ca, ex 

presados en la tabla No. 2. 

TABLA No. 2 

ACTIVIDAD DE LAS DISTINTAS ENZIMAS EN LA FRACCION F ~g 

enzima: acti.vi.dad acti.vi.dad rendi.mi.ento grado 

especifica: total : referido a de 
Ext. tot. puri.f.: 

-gluc. 9 108 94 % 1.5 

- g luc. 58 696 76 % 1. 2 

-gala . 120 1,440 77 % 1. 3 

- gala. 10 120 120 % 1. 5 
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32 
Bourbouze , R. aplicó su fracción a unu columna de Sephadex DEAE-

A 50 y encontró que la porción de proteina qua no era retenida, poseia 

la actividad glicosidica. Nosotros efectuamos la misma operación y OQ 

tuvimos un resultado muy similar. En la Gráfica No 1 presentamos sol<!_ 

mente las dos primeras fracciones. recuperadas antes de llevar a cabo 

la ·elución con el cambio de gradiente : 
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FIG. No 1 

a) Muestra la reco lección de las fracciones 

( Vol de cada tubo 5 ml . ) 

b) 
80 

La FRACClON F 
40 

se ha subdividido en dos bandas F-1 

y F-II cuyas actividades se representan en este histo-

grama comparativo . 

Con el histograma de la Fig. I (b) es posible deduc ir que la fraccion , más 

importante es la F-1 . En la Tabla No 3 se es pecifican los calculas de ren-
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á i miento y purificación para e sta fra cción : 

TABLA No. 3 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA FRACCION F -

actividad Cant. unidades 
enzima: especifica: recup: tot: rend: 

X 10 3 

a - g luc. 22.5 4 . 5 g 94 8 2 % 3.8 

B - g luc. 135.0 " 605 66 % 2 . 8 

a - gala. 280.0 " 1260 68 % 3.0 

B - gala. 20 " 90 69 % 2 .8 

Con estos datos podemos concluir en que es posible que la cantidad de 

e nzima de nat uraleza g licos ídi.ca s ea mu y pequeña y que aún persisten, 

e n esta fracc ión grandes cantida des de otras protei.nas c ontaminantes. 

Es importante aclarar que el r e ndimiento que aquí se expresa s e refiere 

a la a c ti. vi.dad respecto a e l ext racto total; por ejemplo, la a - g lucosidasa 

origi nalmente presentó 11 4 unidades totales, la f racción F-I contiene so-

lo 94 de esas unidades, o s e a un 82 %. Así pués, el rendimiento en ni.~ 

guna de las tablas se refiere a la cantidad de protei.na obtenida ya que e n 

e s te aspecto y frente a los 19 g de protei.na en el extracto total, el 4, 5 g 

de la F - I si.gni.fica el 25 % aproximadamente. 

Every , D 33 y sus colaboradores, lograron separar la acti.vi.dad gli.cosí-

di.ca a- , de la B- , en una razón aceptable, pasando la fracci.6n que es-

taban 'trabajando a través de una columna de Sephadex G - 200; as í que 
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decidimos que e l paso a seguir era emplear una columna de caracteristicas 

seme jantes . Alimentamos en~onces la fra ccio n F-I a la columna y obtuvimos 

los siguientes resultados 

,/.J 

. o¡ 

~ lo.8Jdllt74 f'JC ;,¡ 

) .2 7J' 

/1. .je .¡n r t..J (.C '/O J' eo ') 11 /OC' / ZCI 

a ) 

FIG No 2 

b) 

a) Representa la s eparac ión de F-1 en la columna de Sephadex 

G - 200. 

b) Act ividades de l a s do s bandas obtenida s (denominadas F-Ia 

y F-Ib respectiva mente ) 

Desafortunadamente , la separación no fué tan efectiva como esperabamos 

La actividad glicosidica se r e partió en do s fraccione s ( F-Ia y F-Ib) . 

En vista de que la foaccion F-I b era la me nos contaminada con actividad 

glucosidica a- , pro seguimos la operación de purificación con esta fraccion 

exclusivamente. En la Tabla No 4 se especifican los datos para F-I b . 

TA BIA No. 4 

ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IA FR..l'iC CION F- I b 
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a c t, cant. unidade s 
enz ima : es2.: recu2.: tota les re nd.: 2urif . : 

X 10-3 

a- gluc 35.7 o .9 g 32 .13 28 % 6 

B- gluc 437 390 42 % 9-1 

a- gala 1147 1032 55 % 12 . 4 

~- gala 85 765 59 % 12. 2 

' ensamos que el paso lógico a seguir s e ria emplear una columna de in-

ercambio catiónico, para inte ntar la s e paración definitiva y por lo ta.nto 

e solvimo s utilizar· el Se phadex Sulfopropilico que en otros c a so s ha da-

lo una me jor re solución que el Sephadex Cm- . A continua ción se seña-

a n los resultad9s obte nidos : 

·.3 

• I 

o 
,tJ 6'J<11?/}Ú'/(/Á 

,¡ ) 21,f' 

F' 

a) 
Vo l 

( "'') 

FIG , No 3 

a) La gráfica nos indica la nueva separación de la fracción 

F-I ben dos bandas llamadas F 'y F" . 

tj ~: Actividad c o mparada entre las dos fracciones recuperadas 

F' y F" . 

TABIA No 5 
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IA FRACCION F' 

act. cant. unidades 
enzima: esp.; recup.: totales .. 

---3 
X 10 

rendimiento 

a - gluc. 23.3 0.225 g 5.2 4.6 

B - gluc. 168 11 37.8 4.1 

a - gala. 456 11 102 5.5 

B - gala. 34 11 7.65 5.9 

Hasta este punto podemos decir que la separaci6n de las diversas acti-

vidades gli.cosidicas, no ha sido posible. Debemos hacer notar la dis-

minuci6n de la actividad especffica de cada enzima, atribufda segura -

mente, a cuestiones de manejo y operaci6n. La mayorfa de los inves-

tigadores e s tán de acuerdo en que las descongelaciones y congelaciones 

de las s oluciones enzimáticas acarrean la pérdida parcial o total, de la 

actividad. Por otra parte, la tabla nos indica el rendimiento de la fra~ 

ci6n F~ respecto al E. T., en este aspecto podemos decir que el rendi-

miento e s ya tan bajo que no es posible trabajar con esta fracci6n nuev~ 

mente. 

Separadamente, hemos llevado a cabo el análisis electroforético de las 

diversas fracciones obtenidas. Tal y como se puede ver en la Fig. No. 4 

las variaciones en cuanto al número y posici6n de las bandas, es cero. 

Las condiciones en que se realizaron, nos permiten asegurar que proteinas 

de gran tamaño como es la . B. - galactosidas" (formada de 4 subunidades 
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y con un peso molecula r total de 500 000 daltons ) pueden penetrar a -

tra vés del gel, pe ro que aquellas c uyo peso mo lecu la r es de menos de 

100000 daltons se "salen" del gel fácilmente. Según los d atos r epor-

33 .· 
tados por Ever y D y colaboradores. La a· -glucosidasa posee un -

peso molecu lar de 150 000 y la B-glucosidasa d e 225 000 daltons por lo 

que posiblemente las bandas si corresponda n a las enzimas que tratamos 

de separar y que aparecen en todas las fracciones . 
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Las condiciones en que se efectuaron las "incubaciones" fueron revisadas 

con el fin de determinar si verdade~amente eran apropiadas para p<:!rmitir 

la expresión de la activida d catalítica Óptimamente. La Fig . No. 5 nos -

muestra el efecto en la variación de l p H del buffer; así mismo , se señala 

el e fecto del tie mpo de incubación utilizando la enzima a -galactosidasa: 
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FIG . No . 5 

(a) La actividad enzimática en función 

del pH 

(b) E l efecto d e l tiempo de incubación 

con la enzima - galactosidasa 
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Se comparó también el efecto del buffe r e n cond iciones s imilares , e mpl ea.!2 

do una solución de ácido acético-acetato de sod i o en un caso , y e l buffer de -

fosfato de sodio- ácido cítrico en otro , r e sultando ser más efectivo éste Últi­

mo . Y en cuanto a la concentración de sustra to dec laramos que siempre se 

trabajó con un exceso para que no constituyera una variable más de l expe ri­

mento . En r esumen , podemos conc luir diciendo qu e las condic iones e n que 

se lleva a cabo la determinación de la actividad enzimá tica, s on apropiadas 

y ningún fac tor constituye un e le mento l im itante o de inhibición. 

Con estos r esultados , inte ntamos la separación ya no por e l mét odo tradi.ci~ 

na ! sino por la t écnica r e lativamente nueva de la c romatog rafía de afinidad. 

Consideramos necesario aclarar, c¡ue se trata sol o de un ensayo p r e ! iminar 

ya c; ue a l momento no contaba.mas con l os e lementos adecuados para efectua r 

s u aplicac ión correctamente. 

El apéndice que aparece en la ú ltima parte de est e trabajo, señala objetiva­

merte los reque rimie ntos mínim os q ue deben ser satisfec:1os a l aplicar la -

Cromatog r afía de afinidad . Desde este punto de v ista ya habíamos establecJ_ 

do la hipótesis de que e l r esultado no podría se r satisfactorio, s in embargo 

nuestro planteamiento pareció s uficient emente interesant e c omo pa ra ll eva_c 

lo acabo . 

El DEAE - Sephadex posee c ie rtos grupos iÓnicos q ue le dan l a propie dad de 
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podc 1~ ~1 Lr;:ic r elcctro'.3t[1ti.cilmcnt\'.! ¿¡g rupo;; arinc;s , Cé; d ec ir, a 9ruµos anióni. 

cos o nccg¿¡ tivos . L u snli.c ina e"; un g lucÓ'..; i.cJ o (o-i1i.d rox i- -f':J ('~nc il g luc o s a) 

q ue posee un g rupo rtic il m e ntc ion i zc:t b lc , e l grupo-OH d ·3 l ani ll o il romálic o, 

y q ue a l di s o c ia r se ¡:¡d q uie r e unD ca rga n egat ivo.. T e órico.me n te , ambo~; co~ 

puestos se atrae n por s u s cargas , e n s oluc ión; e n esta Forma e l DE/\E-sephDcJ ~ 

se convie rte e n uno. m a tri z potc.:nc io.l m c n te cDpa z cie se r atacada e s pe::c ífi.carnen 

por l a enzima B - g lucosi.da s a . 

S i. a. est e " G ioad s orbe nte " específico pa r a B- g luc o s i.dasa (montado p revi ame~ 

t e en una c olumnu) añé1dim o s li:1 m ezcl::i enzi. mtí.tica q ue constituye nuestro pro 

b lc m a , pode mos a ntic ipar c:uc l D e nzima correspond ie n te se r á " e ntre t e nida " c 

s u s u s tra to y por ende b rda r á m:i s t ie mpo e n s n l ir que e l r csto. En e s t a for 

m a t e ndre mos a l m e nus , una cJr~ l as c n z ima •5 purificadc.is . 

L a F i.g . No . 6 , r e presen ta por una pa rte l a molécul a d e salicina y por otra s u 

incorporación a l a matri z del Sephade x DEAE - A50. 

(b) 
F IG . No. 6 

(D) . - L D s a licina 

(b) . - Inc orporac ión de b s::i l ic i na a l a miltri.z de Sephadex 
DEAE - A50 . • 
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El resultado de la recolecc ión de la muestra F-Ib, se ha grafi.cado en la -

Fi.g. 7. Observese e l pi.co Último, cuya forma permite sugerir que corre~ 

ponde a una fracción enzimática pura y c. ue en nuestro caso se debe tratar 

de la fracción que contiene la actividad B - g lucosídi.ca . 

.. 
Desafortunadamente, la muestra recolectada no presenta acti.vi.dad enzi.máti.-

ca. S eguramente las condi.ci.ones e mpl eada s en la c romatografía di.eran lu -

gar a l a deacti.vaci.Ón de la enzima. 

Como Último dato, en ninguna de l as fracciones obtenidas en esta recolecc ión 

se d e tectó glucosa libre, lo que nos hace suponer q ue la enzima se asoci.Ó -

fuertemente con e l sustrato de tal forma que su si.ti.o activo ha quedado obs-

truído, y por lo tanto incapaz de manifestarse activamente . 

Dado que los métodos tradi.ci.onale s descritos no nos permi.t i.e ron obtener una 

sepa r ación adec uada, la cromatog rafía de afi.ni.dad parece prometer resolve r 

e l problema. El procedi.mi.ento seguido por nosotros parece se r lógico, al -

menos en t eo ría, para aislar espec íficame nte una de las enzimas. Es cues 

ti.Ón de superar el problema de la desacti.vaci.ón, de meditar profundamente 

en las condi.c i.ones de cromatografía para no i.r a provocar el desalojamien-

to del sustrato por otros grupos ani.Óni.cos y de la t e mpe ratura, c¡ue en pro-

ce sos muy largos suele ser un factor desnatural i.zante. 
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.2 

\ 
\ ·. 

FIG. No. 7 

Recolección de las diversas fracciones 

obtenidas en la cromatografia en DEAE-

Sephadex -A 50 - S:llicina . 
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C . Conclusiones 

1 . - El extracto ¡;rudo de la semilla de la Yucca fil Ífera present6 ac-

tividad glicosídica de la sigui.ente naturaleza: 

a - glucosi.dasa 

B - glucos idasa 

a - galactosidasa 

B - galactosidasa 

2. - La actividad gl icosídica más inte n s a c orresponde a la -galacto­

sidasa, lo que viene a otorgar otra característica importante a 

la semilla de Yucca f. Di.cha actividad enzimática es muy extr.'.:_ 

ña porque existe en muy pocas fuente s naturales. 

3.- Bajo métodos tradicionales no fue pos ible su s eparaci.6n, lo cual 

está de acuerdo con otros trabajos publicados con el mismo obj~ 

ti.vo. 

4.- Aplicando la técnica de Cromatografía de Afinidad fue posible la 

separaci.6n de la B -glucosi.dasa; lamentablemente sin actividad 

e nzimática. 
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A P E N D C E 

LA CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD 

INTRODUCCION 

El término de afinidad cromatográfica se ha r eferido a l uso de adsorbentes 

bioespecíficos en las purificaciones biológicas 1 Y 2 . 

Los métodos tradicionales de purificación de proteínas ( ó enzimas), compre!2 

den generalmente una serie de pasos complicados y laboriosos que a veces nos 

conducen a la desnaturalización de la enzima, con la consecuente pérdida de la 

actividad catalítica, ó en el mejor de los casos , a una mala purificación. 

La técnica de Cromatografía de afinidad, a difere ncia de los métodos conven-

cionales, ofrece la posibilidad de realizar la separación de una manera prác-

tica, aprovechando tan solo, ciertos parámetros fisicoquÍmicos de la enzima 

ó proteína. 

Generalidades 

Ciertas macromoléculas biológicas poseen regiones "local izadas" (sitios -

activos) ·altamente especializados en realizar una Única función. Se cree en 

el caso de las enzimas, que la estructura terciaria de estas moléculas es 

específica para ayudar a mantener la integridad .de estas regiones. 
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Los s itios activos e nzimáticos , efectúan fundamentalmente dos procesos -

fisi.coquÍmicos muy distintos: uno primero de reconocimiento y otro de ca-

tál i s i s 

E + S 
ka 

E - S ------ E + P 

k a 

Las constant es ka y k _ a reflejan la magnitud de la propiedad de reconocí. 

miento; propiedad q ue constituye l a base de los principios fundamentales de 

l a cromatogr afía de afinidad . Las constantes k y k ·a - a , son e ntonces una 

medida de la a fi.ni.dad de E por S . 

E n la apli.caci.Ón práctica de est a t écnica es muy importante que e l complejo 

\ 

E-S, no p roceda hac ia l a d e r echa, es decir, que las especies i.nterac tuantes 

no sean a lte radas q uímicamente como resultado d e l a i.nte racci.Ón mi.sma. -

Por esta razón, en la puri.fi.caci.Ón de un s istema e nzi.máti.co es conveniente 

utilizar i.nhi.bidores m ás que los p r opios su s tratos . En la mi.sma forma, es 

p r e fe rí.ble que e l tipo de acoplamiento sea de c ierta manera "no-enzimático" 

uti.l izando c ompuestos para los cuales no se obtienen alte raciones químicas, 

como por ejemplo: antígeno-anti.cuerpo3 • 

Los requeri.mi.entos de un s istema adecuado para a fi.ni.dad cromatográfi.ca -

están determ inados por: 

- La porc i ón que va a se r p uri.fi.cada 
El acoplamiento de l ligando a la matriz 
Las cond iciones expe rimentales 
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La cromatografía de afinidad, con enzimas enlazadas a soportes sólidos, 

ofrece un sistema más real i.sta para poder explicar el modo de acción de pr~ 

teínas ( Ó enzimas) unidas a membranas celulares. Algunos trabajos de i.n­

solubi.lizaci.Ón de sistemas enzimáticos (con dos o más enzimas enlazadas a 

un mismo soporte) permite suponer que las potencialidades de esta técnica 

son infinitas en aplicaciones industriales 4 . 

Técnicas de purificación 

Se han uti.l izado diversos métodos para pu rificar enzimas por c romatografía 

de afinidad. En general, la proteína que va a se r purificada se pasa a través 

de una columna que contiene un gel o polÍmero "activado"; es decir, al cual 

ha si.do enlazado un i.nh i.bi.dor competitivo ó "ligando". La proteína que no 

exhiba una apreciable afinidad por e l ligando, pasará sin r e tardarse a través 

de l a columna; mi.entras que aquellas que reconozcan al i.nhi.bidor, se rán re­

tardadas de acuerdo a la constante de afin idad en las cond ic iones de experi. -

mentaci.Ón. 
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(a) 

(b) 

(e) 

, ..... --.... , 
/ " (d) 

(e) 

Fig. No. 1 . - Diversos patrones de separación por 

cromatografia, para un sistema de 2 

componentes . 

Caso (a). - Si. el soporte sólido no presenta afinidad por la enzima especi 

fica, se considera un adsorbente totalmente inefectivo y la 

enzima emerge junto con la proteina contaminante . 



Casos (b) 
(c) Y 

- .;5 -

(d) .- Representan diversos grados de separaci6n de acuerdo al re-

tardo relativo de la mezcla protéica en la columna. 

Caso (e) .- Es un ejemplo clásico de s eparaci6n por afinidad cromatográfi-

ca. En este caso, la enzima ha s ido adsorbida específicamente 

y e luÍda bajo condiciones adecuadas. 

La desventaja con este proced imie nto es c: ue e l tiempo de oper~ 

ción puede resultar gravemente extenso. 

Podría pensarse q ue el caso (e) es una exageración del caso (d), sin embargo, 

hay una diferencia importante : En p resenc ia del adsorbent e específico es po-

s ible obtener la enzima con un alto grado de purificación y en forma muy co'.2 

centrada, apa r eciendo como un pico muy angosto en la e luc ión. 

Para poder aplicar el método de la cromatograf ía de afinidad es necesario -

conside rar cuidadosamente la naturaleza del acarreador sólido o adsorbente; 

las alteraciones estereoquímicas del ligando, como resultado de su enlaza -

miento c ovalente a la matriz; la separación del ligando de la matriz (distan-

cia a la superficie sólida). Las condiciones de experimentación, el lavado 

y finalmente la elución. 
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Selección de la Matriz: 

Para ll evar a cabo el enlace de una e nzima a un acarreador insoluble , se -

impone n ciertos requisitos a la naturaleza de l acarreador mismo . Un sopo.!:: 

te ó acarreador ins oluble, ideal para c roma togra fía d e afinidad enzimática, 

deberá poseer las s iguientes propiedades 
4 

Debe inte raccionar muy débilmente con las proteínas para mi-

nimizar la adsorción no espec ífica . 

Debe hallarse libre de r esiduos iónic os q ue podrían causar in-

teracc iones no espec íficas con las proteínas. 

Debe p osee r g rupos quím icos que p uedan se r "activados " 6 

modificados , bajo condiciones inocuas a la estructura propia -

de la matriz para pe rmitir e l enlazamie nto a una a mplia va ri.::_ 

dad de l igandos . 

Debe ser mecánica y q uímicam e nte es table a las c ondiciones 

de a coplamiento y a d ifere ntes condiciones d e pH, fuerza iónJ_ 

ca , t e m per a tura, agentes desnatural izantes y detergentes que 

e n un momento dado pueden ser necesarios para la adsorción 

y/o la elución . 

Debe p oseer una poros idad a decuada para permitir la entrada 

o salida de grañdes moléculas . Por esta razón, las partículas 
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del gel deben ser preferentemente uniformes y esféricas. 

De be mostrar 6ptimas propiedades de flujo después del aco-

plamiento. 

Y por Último ser, lo sufic ientemente hi.drofÍl i.ca como para 

perm itir la i.nteracci.6n entre las dos faces. 

Algunos ejemplos: 

3-7 ¡ · . .d 8 -11 d .d . . Las camas de agarosa , po lacr1am 1 a , y e v1 rw sat1sfacen -

cas i. todos estos requisitos, por lo cual son las más empleadas . Por otra 

parte, r esist e n la acci6n de c iertos solventes no-acuos os y se hallan di.s -

poni.bles comerc ialmente (12) . 

13-15 
Otros soportes , como por ejemplo la celulosa , ofrecen pocas venta-

jas porque además de que s us fib ras son he terogeneas y poseen una baja p~ 

rosi.dad, ti enen una ve locidad de flujo muy pobre. E l poi i.es tireno y poi ím.::_ 

ros semejantes , no solo no son adecuados por su alto poder li.pofíti.co, si.no 

porque tambié n a dsorben inespec ífi.camente muchas otras proteínas. En la 

misma forma, e l Sephadex 4 ' 5 , 16- 18 se ha empleado ocasionalmente en 

las puri.fi.caci.ones de di.versas proteínas; sin embargo , son i.nsufi.c ienteme~ 

t e porosos para tener una amplia apli.caci.6n en cromatografía de afinidad . 

La actividad bi.ol6gi.ca de enzimas, hormonas, anti.cuerpos, etc., decrece 

mucho cuando son enlazadas a matrices como la celulosa y el Sephadex, 
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debido a que las interacciones entre las proteínas y el sustrato, se ven im-

pedidas esté ricamente cuando son de alto peso molecular. El efecto es mu-

cho mayor cuando tales interacciones son importantes, como por ejemplo -

antígeno-anticuerpo. En estos casos, la insolubilización de la enzima debe 

hacerse sobre matrices de estructura muy abierta. 

Las camas de Agarosa (Sepharosa) a diferencia de las dextranas, no pueden 

ser calentadas o conge ladas ya que pueden ser afectadas estructuralmente de 

• 
manera i rreversible . Del mismo modo, no son capaces de tolerar compue~ 

tos orgánicos; La di.metilformami.da y e l etilén gl icol (50% V /'V), no afectan 

adversamente a las resinas, por lo tanto, estos sol ventes son muy Útiles en 

situaciones en las que e l compuesto que va a ser acoplado es relativame nte 

insoluble en agua. 

La Sepharosa puede ser almacenada a 4° C e n suspensión acuosa, con prese~ 

vativos bacterianos , por períodos de tiempo limitados solamente por la esta-

bil idad del enlace del ligando . E s estable a l a acción de soluc iones de O. 1 M 

de NaOH y hasta 1 M de HC I por lo menos de dos a tres horas, s in sufrir 

a lte raciones en sus propiedades físicas, o bien, s i.n romper e l enlace 

MATRIZ - LIGANDO. E stas camas pueden se r usadas repetidamente, aún 

después de haber si.do expuestas a condiciones extremas; sólo se observan 

ciertas modificaciones cuando se ponen e n contacto por períodos prolonga -
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dos con una solución de guanidin- HCI 6 M ó de Urea 7 M, por lo que este 

tipo de desnaturalizantes protéicos pueden ser ut ilizados para ayudar a la 

elución de proteínas enlazadas específicamente, pa r a lavar las columnas -

ó bien para eliminar toda traza de p rote ínas adsorbidas durante e l proceso 

de acoplamiento . 

Un factor importante que debe tomarse en cuenta a la hora de selecc ionar la 

matriz apropiada, es la disminuc ión de la porosidad durante e l tratamiento 

químico . Las camas antes de la activación pueden poseer poros que per~ 

tan la penetración de proteínas con pesos moleculare s hasta de medio millón. 

Sin embargo , dicha porosidad disminuye durante las modificaciones químicas 

reque r icias para la incorporación de l ligando. 

La importancia de la porosidad de la cama se il ustra con e l s iguie nte esquema : 

• 

(a) • (b) (c) 

P art . porosa Insustituída Part. porosa s ustitu ída Part. baja porosidad sus t . 

E fuera = E dentro E f < E d 
E 

f > E 
d 

Fig. No . 2 .- Adsorción de proteína en func ión de la 

porosidad y la sustitución con Ligando. 
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Los estudios de la purificación de la B- galactosidasa aislada de E .coli, -

nos sirve como ejemplo para demostrar la ventaja de una acrilamida polim~ 

d f . d 19 riza a rente a una matrtz e agarosa En estudios comparativos, se 

prepararon las dos matrices (agarosa y pol iacrilam ida) bajo las mismas 

cond iciones y se observó que pese a que la poliacrilamida tenía un grado diez 

veces mayor de sustitución, no fue tan efectiva como la agarosa para la ad -

sorción de la enzima . Se argumenta que muchos de los ligandos deben esta r 

l=alizados en e l interior de la propia matriz, inaccesibles a la enzima ya -

que e l tamaño de la misma es relativamente alto y dificulta la penetración a 

t ravés de l os poros . 

No obstante , es importante recon=er que en ciertos casos la porosidad de la 

matriz no es tan fundamental. Nos referimos a los casos e n los que la capa-

c idad de l a matriz no es un factor limitante o aquellos en los que se preten-

de separar complejos de gran tamaño: Polisomas, Células intactas, fraccio-

nes membranares, etc . Como ejempl o podemos dar el uso de los derivados 

de Naptenpol iacrilamida que han dado tan buenos resultados en la separación 

de linfocitos capaces de reconocer específicamente a l Hapteno20 . Y s imilar-

mente, derivados de Insulina-agarosa, que pueden ser empleados en la rete::: 

c ión de células fantasmas que contienen r eceptores de superficie para la -

insulina 1 En todos estos casos la porosidad no resulta ser importante; 
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sin e mbargo, e s necesario que la matriz no actúe como malla filtrante para 

e l at r apam iento físico de las grandes moléculas en s oluc ión. Las camas de 

grandes partículas esféricas q ue permiten grandes espa c ios e ntre e llas, son 

idea les en s ituac iones análogas . 

Recientemente han apa r ecido t écnicas d e inmovilizac ión de sustanc ias orgá-

. . . . . 2 1 
n1cas e n superf1c1es de v1d r w La tri psina y l a pepsina, han s ido e nl a za 

das covalentemente a camas de v idrio poroso con un age nte acopla nte: El -

s ilano. L os acarreadores inorgánicos como el v idr io , tienen la ventaja de 

se r res is tentes a l ataque microbiano, a la d isolución por sol ve ntes orgáni -

cos y a las alte r aciones configurac ionales como r esultado de cambios e n e l 

pH o e n la composic ión del Buffe r. Desafortunadamente, la adsorc ión no-

específica de p rote ínas en la superficie del s oporte cons tituyen un se rio pr~ 

blema y la porosidad de las partículas de v idrio no facilita e l tráns ito de ma-

c romoléculas . Este tipo de soportes son particularmente Útiles e n los casos 

en los que e l ligando que va a se r inmov ilizado es altamente ins oluble en -

agua. C omo un e jemplo d ire mos que el estradiol ha sido acoplado a deriva-

dos sustituídos de 2-aminoalquil de v idrio, por p roced imie ntos muy semeja_!2 

tes a los emple ados para la activaci ón de agarosa 3 . El flujo de las colum-

nas montadas con este tipo de s oportes es p rohibitivamente lento y e l empa-

cado tan cerrado, que origina a trapamie ntos mecánicos de materiales de -
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gran tamaño. 

Selecci6n de Ligandos: 

E n la preparaci6n de adsorbentes e nzimáticos selectivos, las moléculas pe-

que ñas que van a ser ligadas covalentemente al soporte s 6l ido deben mostrar 

una especial afinidad por la macromolécula que se desea purificar . Con este 

objeto, se puede emplear un efector, un cofactor, un inhibidor, una vitamina 

y en casos muy especiales, el propio sustrato. Cuando una enzima requiere 

de dos s ustratos para efectuar la reacci6n, uno de e llos puede ser seleccio-

nado para inmovilizarla. En general, podemos decir que el s u s trato corre~ 

~ pondiente sol o podrá ser usado para a trapar.a la enzima si en las condiciones 

de inmov il i zaci6n no se favorece la función catalítica de la misma. 

Las pequeñas moléculas utilizadas como ligandos, deben pos~er grupos quí-

micos que puedan ser modificados para enlazarla al s oporte s6lido sin abolir 

o s in afectar seriamente, la parte que empleará para unirse a la enzima; es 

decir, la porción complementaria a la e nzima. 

Se ha observado que en la inmovilizac i6n del ligando, se presenta una dism2_ 

nuci6n en la afinidad entre éste y la enzima . Se ha visto, por e jemplo, que 

s i la fuerza de interacci6n del comple jo E-S es muy fuerte e n soluci6n, del 

- 9 ~ orden de una Ki = 10 M un decremento de tres ordenes de magnitud se p~ 
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senta en el caso del ligando ins olubi.lizado. No obstante, e n estas condicio-

nes s igue sie ndo considerado como un adsorbente s electivo y efectivo. 

Para la purificaci.6n efectiva por cromatografía de afinidad, la parte crítica 

del ligando que va a inte racc ionar con la macromolécula debe estar lo sufi -

cientemente distante de la matriz, como para minimizar las inte rfe rencias 

est é ri.cas en e l acoplamie nto. Este tipo de considerac iones parece ser muy 

impor tante con proteínas de a lto peso molecular, muy voluminosas . Se han 

podido evitar e n gran parte estas dificultades e mple ando l i.gandos unidos a -

uno de los extre mos de un hidrocarburo largo 6 "brazo", que por e l otro lado 

está enlazado a la matriz. 

Acopla miento de l Ligando a la Matriz: 

C ie rtos factores s on d e tomarse en cue nta a la hora de ll e var a c abo e l enla-

zamie nto de un ligando determinado a una matriz c ua lquie ra. Los procedí. -

mientos empleados consideran las p ropiedades fisi.coquímica s d e ambos ele­

mentos así como e l tipo de grupos que van a intervenir en e l enlace. Por -

esta raz6n vamos a discutir un poco sobre la naturaleza del e nlace, su esta­

bi.l i.dad y los diferentes procedimientos empleados para e l acoplamiento. 

a).- Naturaleza del enlace: En casi todos los casos, los sistemas de cro­

matografía de afinidad involucran la uni6n coval e nte entre e l ligando 
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y la matriz. El e nlace i6nico 6 la ads orci6n física, son propens os al 

desplazamiento 6 eliminac i6n de l ligando de la matriz. 

E s tabilidad de l e nlac e: Al m e nos se d e be tener la s eguridad de que el 

c omple jo ligando-matriz es e stable a las c ondiciones e xpe rimental e s; 

de otra mane ra, la e luc i6n de l ligando ocurrirá durante la cromato -

g r a fía . Si esto Último s ucede a e sca la importante , todo e l mate r ial 

de interés (ligante) , podría se r e luído acomple jado con el ligando. 

Cantida d de ligando inc orpor ada al acarre ador: A lgunos e stiman que 

l a eficiencia de l a r e a cci6n de acopla mie nto, e s tá da da por la canti -

dad de ligando no "a trapada ". La cantidad de ligand o unido al acarre~ 

dor r e presenta, t e 6ricam e nte , la capacidad máxima de e nlazamiento 

de l b ioad s orbente . En la p r áctica , s 6 l o una f racci6n de la s moléculas 

puede t e ne r a c ceso a los s itios d e e nla c e ya que la matriz no posee la 

poros idad ide al y por otra parte , una vez qu e una mac romolécula ha -

s ido adsorbida pue de enmascarar l igandos adyace ntes. No obstante 

e s importante t e ne r una de t e rminaci6n más o menos precis a, de l r e!2 

dimiento del acoplamie nto; c on e ste fin e l ligando puede ser remov ido 

qu ímicamente intacto de una porci6n d e l s oporte , por hidrólisi s 6 bier 

por una reac ci6n de reducción cuando está involucrado un enlace diazc 

(2). El emple o r e ciente de ligandos m a rcados " permite el cálculo exé 
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to de l rendi.mi.ento de acoplamiento . 

d) .- l 
. 12 

Procedimientos de acop am1e nto D i.v e rsos procedi.mi.entos se han 

aplicado para la preparación de bi.oadsorbente s . Como se mencionó 

anteriormente, los acarreadores de agarosa, pol iacri.lamida y vidrio 

son los más empleados en cromatografía de afinidad. En general, la 

pre paración de un bi.oadsorbente admite tres variantes: 

La del enlace di.recto del ligando a la matriz 

La del alargamiento del ligando por un brazo que subsecuente-

mente es enlazado a la matriz 

La deri.vaci.Ón del acarreador con un espac iador a cuyos extre-

mos se unen l i.gando y matriz opue stamente . 

Se ha i.nsi.sti.do ya en que las condi.ci.ones bajo las cuales s e lleva a 

cabo la formación del enlace entre e l ligando y matriz deben respe-

tar la integridad de cada uno de éstos . En el cas o en que el ligando 

es una macromolécula biológicamente activa, el enlace debe efectua.c_ 

se con los grupos funcionales no responsabl e de di.cha acti.vi.dad. Por 

ejemplo, en e l caso de enzimas, e l enlace debe llevarse a cabo por -

medio de los grupos -NH2 y/o -COOH, libres. 

De acuerdo a las caract erísticas de la matriz y considerando la na-

turaleza del ligando, se han establecido una s erie de técnicas que p~ 



- 56 -

demos clasificar de la siguiente manera: 

Activaci6n de polisacáridos 

Activaci6n de pol iacr'ilamida 

Activaci6n de camas de vidrio 

Activaci6n de polisacáridos: 

Recientemente se ha propuesto un método de activaci6n de polisasáridos, 

que considerando las experiencias previas, se ha resumido en dos etapas: 

I. La formaci6n de un intermediario reactivo, al tratar el polisacárido 

por unos minutos con una soluci6n de haluro de cian6geno en candi -

ciones alcalinas 
7

' 
8 

. 

II. y la fase de acoplamiento propiamente dicha, que consiste en 

ligar el intermediario con el ligando correspondiente. 
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Fi.g . No. 3. - Esquemati.zaci.6n de la acti.vaci.6r. química de 

poli.sacári.dos, por medi.o de haluros de cían§_ 

geno y acoplami.ento químico de proteínas al 

complejo acti.vado: pol i.sacári.do - haluro de -

ci.an6geno. 
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La reacción e ntre e l pal isacárido y e l haluro de cianógeno parece ser muy 

c omplicada . El a taq ue di.recto sobre ca rbohi.dratos c omo la Celulosa y la -

D extrana, se lleva a cabo sobre los grupos oxi.hi.drilo. La reacción se efec-

túa a un p H r e lativament e alto (- pH = 11) con la formación d e la ci.anami.-

da correspondiente. 

El Sephadex "activado" ha s i.do anal i.zado después de romperlo y secarlo, y 

se ha dete rminado q ue contie ne nitrógeno pe ro no br"omuro. Cuando a di.cho 

soport e se le acopla l a m e til éster a l ani.na, como hgando, en condiciones -

déb ilmente a l cal i.nas, da un produc to con e l mi.smo conten ido de nitróge no que 

en e l S ephadex "activado" . Por lo tanto, durante e l acoplamiento se libe ra -

amoniaco. L as pruebas hechas s ugieren que los inte rmed iarios , así como -

l os p r oductos final es , son princ ipalment e ésteres de ác ido carbónico-imino; 

pero tampoco pue de excluirse l a pos i.bil idad de la formación de un éster 

. 22 23 
c ianato al t ament e r eact1vo . ' 

Se ha e nc ontrado también, q ue las r eacciones e ntre e l bromuro de cianógeno 

y e l S ephadex G-200 se acompaña de un progresivo dec remento e n la capaci.-

dad de "hinc hamie nto" del S ephadex, a medida que la s us tituc ión aume nta. 
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T A B L A No. 

Efecto de la sustitución en las propiedades de "Hinchamiento" de Sephadex 

(50 mg) a varios va lores de pH y a 23° C con bromuro de cianógeno (50 mg 

en 2 ml de agua). 

pH de act . 

9.5 

10.0 

11 .o 

Decremento en el Vol. de la cama comparado 
con el Sephadex sin act. 

G-25 G-100 G-200 

10 10 10 

25 60 70 

50 60 70 

Se ha propues to como una explicación a este fenómeno de "encogimiento", 

la formación de enlaces entrecruzados (cross-linking), lo c ual está de acuer 

do con la formación !mino-ésteres: 

~-- OH .; 

-- o 
~ ¡-- OH 

\ 

C = NH 
:;,r-- OH / , -- -- o 
::::-- OH ...... 

~ 1-- OE ~ 
-- o 

;;1- - 0 H 
Í" 'e = NH - -- ó '/ .... 

/ .... 
/ / 
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El rendimiento de la reacción de acoplamiento depende de las condiciones 

experimentales, tal y como se puede ver en la sigui.ente tabla: 

T A B L A No. 2 

Activación de Sephadex G-25 uti.l izando bromuro de cianógeno, a diferente 

p Hs y cantidad de r e activo. -

pH 
Poli.mero Sol. reactivo 

1 * 11** 
(tipo) (mg BrCN/ml H20) 

10 Seph. G-25 25 10 295 

11 " 25 10 560 

11 " 25 20 860 

11 " 75 20 930 

11 .5 11 25 20 1 025 

11 .5 " 75 20 1 000 

12.0 11 25 20 800 

* 1.- Cant de Gli.-Leu añadidos (mg di.pepti.do/50 mg de 

poli. ) 

**11. Cantidad de di.pepti.do acoplado (mmoles / g de poli.) 
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T A B L A No. 3 

Activaci6n de Sephadex G-25 ( 50 mg) a pH 11 y 23 º C con bromuro de -

cian6geno (50 mg en 2 ml de agua) variando el tiempo de activaci6n: 

Tiempo de 
reacci6n 

3 min. 

6 min. 

12 min. 

24 min. 

T A B L A No. 

Gant. de dipeptido 
(Gli-Leu) acoplado) 

moles/g 

430 

560 

690 

640 

4 

Activaci6n de Sephadex G-200 (50 mg) con Ioduro de cian6geno (60 mg/2 ml 

agua) y Cloruro de cian6geno (100 mg/2 ml agua) a pH 11 y 23 ºCa diferentes 

tpo (horas 

0.5 

2 

tiempos. 

Cant. dipep. acoplado 
(moles/g) 

ICN CICN 

310 500 

855 480 

880 

Rend. del acopl. (°/o) 
basado en dipep. 

añadido 

ICN CICN 

31 52 

96 50 

99 
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Se han utilizado otros agentes activantes ade más del bromuro de cian6geno, 

tal es como los ciana tos orgánicos en un pH óptimo de 10-11 , para poli.sacá-

ricios. La ventaja con est e tipo de agentes es que la activación es mucho más 

rápida que con los correspondientes cian6genos . En este caso, los interme­
e 

diar ios activos son los imido-ésteres y los imido-carbonatos, muy similares 

a los obtenidos en la activación con e l BrCN. 

Finalmente, es importante r ecalcar, que el acoplamiento de proteínas a este 

tipo de soportes "activados" se lleva a cabo a través de los grupos ~mine: -

primarios no-protonados , e ficie ntemente. El medio de la reacción de aco -

p l amiento debe ser e l egido a un pH arriba del pK del ligando; es decir, entre 

7 y 8 para aminas aromáticas , (PKa = 5); 9. 5 y 1 O para aminoácidos (PKa=B): 

y 1 O para aminas alifáticas . Los derivados formados son la Isourea N-susti-

tufdos !mido-carbonatos ó e l carbonato correspondiente (ver fi.g. No. 3). 

Activación y acoplamiento a Gel de poliacri.lamida 

Este tipo de matriz es un copolime ro de acrilamida y N - N'-meti.len bis 

acrilam ida que resiste a la hidrólisis en un rango de pH de 1 a 1 O. 
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-Nz 
1 - e - NH - NHz 

1 

d HN~z 
(a) 

'-:-? {'~) 
- N- C - O 

··_y 

P - NH 2 ... 

.. 
(b) 

11 
- N- C - NH - P 

" o 

Fig. No. 4.- Activación y acoplamiento 

a Gel de poliacrilamida. 

-Nz 

El tratamiento de la poliacrilamida con una solución acuosa de hidrazina, -

produce el gel de acil-hidrazida (a), quién a su vez es es convertido por el 

ácido nitroso a un intermediario clave: acil-ázida (b). Este último puede 

ser acoplado ya sea a ligandos aminados, 6 a espaciadores. 
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Activación y acoplamiento a camas de vidrio: 

El v idrio poróso ha sido introduc ido como matriz para insolubil izar enzimas, 

grac ias al desarrollo de la bús queda de acarreadores adecuados para proce-

s os de producción a gran esc ala. El v idrio es muy resistente a los cambios 

e n la acidez y en el solvente, al daño mecánico y al ataque microbiano, como 

se d ijo anteriormente. La activación de las camas de vidrio se ha logrado -

e m pleando derivados de l 3-aminorpopiltrietoxisilano, como se muestra en la 

fig . No. 5 . En general, hay muy pocos datos, a la fe c ha, del uso del vidrio 

e n c romatografía de afinidad. El Glutaraldehido puede hacerse reaccionar -

c on la matriz derivada de vidrio , dejando e l grupo carbonilo en disposición 

de s er enlazado a la gl icil-D-fe nilalanina, que es e l inhibidor de la - - -

c arboxipeptidasa A 
24 ~~ 
/ ' f It <;J (.)¿z ¿ . - OH t 

~<> n)., 
\)_~¿() 

( Et o ) 3 - Si e~ e~ e~ N~ 

1 

- Si - CHz CHz CHz NHz 

' 
Fig. No. 5 .- De rivación de la cama 
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Aplicaciones 

Ya hemos señalado que la técnica de afinidad cromatográfica ha sido emple~ 

da para la purificación de una gran variedad de sustratos, por e jemplo: 

Enzimas; transportadores, enlazantes represores de proteínas; sustratos -

peptÍdicos, antígenos y fragmentos de la degradación proteol ítica de proteí-

nas; gl icoproteínas y pal isomas; v irus; hormonas; e tc. etc. 

Para dar por terminado el presente trabajo, hablaremos un poco de los pro-

cedimientos empleados para separar la - galactosidasa, ya que se trata -

de un caso con objetivos similares a los nuestros. 

Purificación de la - galactosidasa de E. col i. -

O iversos adsorbentes han s ido preparados empl eando un inhibid ar competitivo 

para la - galac tosidasa aislada de E. col i: El p- amino fe nil - - O - tia 

galacto - pi ranos ido. (Fig. No. 6) 

e 1- MA-k""• - HH -«-.); 

/ 

e 

" -- IVl"'I- (.- - €,j¡z - e.Hz 

Fign No. 6. Adsorbentes preparados empleando como matriz 
la agarosa 
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El d e rivado (a), el cual posee el inhibidor ligado directamente a la matriz 

de agaros a, fue totalmente inefectivo para la adsorción de la enzima. En 

cambio, e l derivado (b), provoca un ligero retardamiento en la migración 

de la enzima que podría ser comparado con la ilustración (b) de la Fig. No. 1 . 

Los derivados (c) y (d) a su vez, originaron una fuerte adsorción resultando 

por lo tanto sumamente efectivos 19 . Con este caso se demuestra perfec -

tamente e l efecto de l as interacciones estéricas entre matriz y "ligante", 

así como la utilidad de emplear "brazos" en la preparación de bioadsorbentes 

para los procesos de purificación . 

/ 

Fig. No. 7. - El "brazo" permite una mejor 

interacción ligando - ligante. 

La enzi ma es adsorbida fuertemente a un pH neutro en columnas que contie­

nen l a r e sina (c) y la elución puede llevarse a cabo con Buffer de pH 10. 

La enzima obtenida por este procedimiento se manifiesta pura en 

electroforésis de disco de gel. Y resulta muy interesante e l hecho de que 
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el monómero de la enzima se ligue al tiogalactósido-agarosa e n la misma 

proporción c. ue la forma tetrámera y qu e bajo las condiciones estudiadas -

son eludidas juntas a un pH de 1 O. 

El monóme ro ca rece de actividad h idrol ftica muy probablemente debido a la 

pérdida de la habilidad para asociarse e n la forma t e trámera activa . 

Los ad sorbentes de pol iacrilamida preparados de manera similar a los derJ_ 

vados de agarosa de la Fig. No. 6, resultaron ser inútiles en la adsorción ó 

en el r e tardam iento de la migración, tanto de muestras puras como "crudas" 

de - galactosidasa de E. col i. S eg uramente la falta de porosidad adecuada, 

el hecho d e q ue muchos de los l igandos ins olubilizados puedan quedar dentro -

de la matriz inaccesibles a la proteína en s olución y las modificaciones estru~ 

turales que se s uceden e n e l paso de la ac ilazida de la activación, son facto -

res q ue se conj ugan para dar origen a un adsorbente ine fectivo 25 . 
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