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Las ribonucleasas han adquirido un interés creciente com<· 
antimitóticos e inhibidores de la multiplicación vírica, por cuant<• 
son fermentos que hidrolizan, de una manera específica, a lo~ 
ácidos ribonucleicos, factores esenciales de la síntesis proteie<i 
en los organismos. 

Para la determinación de la actividad enzimática de las ri­
bonucleasas se pueden utilizar varios métodos, algunos excelen­
tes, mereciendo especial mención los basados ·o en la determi­
nación del fósforo (3), o en la del azúcar ( 1, 2) liberado como 
producto de digestión, así como el método espectrofotométrico 
de Krx1Tz (5). Todas estas técnicas, sin embargo, presentan 
algunas limitaciones, cuando se trata de preparados enzimático~ 
pobres o coloreados y exigen o el empleo de aparatos costosos 
o prnlijas manipulaciones. 

El método que proponemos en d presenk trabajo se basa 
en la <Ji fusión del fermento en el sen0 ti~ un gel de agar, que 
contiene ácido ribonucleic::> (ácido nucleínico de la levadura). 
Su técnic:i es sencilla (estú inspirada en la utilizada por 8PEYER 
( 1953) parn la cieterminación de actividades trípticas) cons~mt: 
poco tiempc, proporciona buenos resultados y es apropiada pai.1 
efo~iuar determinaciones en serie. Su única limitación la esta­
Llecen aquello.~ factores que pueden afectar a la velocidad de 
difusi6n del em .. !ma, tales como sales presentes en elevada con­
centración. (V-?ase más adelante.) 
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Material y métodos 

Se prepara un gel de agar calentando a ebullición 150 c. c. 
de tampón citr:ato (0,025 rvl de pH 6) y 4 gr. de agar en fibra 
(«Hema Drug·Co.n o de otra buena procedencia, comprobando 
que esté exento de sales de magnesio). U na vez conseguida una 
dispersión perfecta, se agrega a la mezcla caliente una solución 
que contiene 1 gr. de ácido nucleínico de la le,·adura («Nlerck,, 
o de otra marca, que no este despolimerizado), en 50 ce. de 
tampón citrato (0,025 l\I de pH 6) y se agita cuidadosa­
mente, evitando la formación de espuma ; el conjunto se 
filtra con rapidez en caliente a través de una tela de 
nylón y, mediante una pipeta de vertido rápido, se dis­
tribuye en fracciones de 1 S . e. c. sobre placas Petri de 
fondo pl~no de 9 centímetros de diámetro, dispuestas sobre 
una superficie perfectamente horizontal. U na vez la capa de 
agar-substrato ha gelificado por enfriamiento, las placas así 
preparadas se pueden guardar en nevera a 5º C (conservando 
sus buenas propiedades durante unos ocho días), y pueden uti­
lizarse para la determinación cualitativa y cuantitati,·a de acti­
vidades ribonucleásicas. Cuando debe realizarse un ensayo de 
valoración de actividad, la capa de agar-substrato se perfora 
mediante un taladracorchos de 7 ,5 mm. de diámetro, con el 
que se practican cuatro pocillos en cada placa, situándolos si­
métricamente, opuestos dos a dos. En cada pocillo se vierten 
0,05 c. c. de la disolución del enzima en tampón citrato (0,025 M 
de pH 6), para permitir después que difunda el fermento du­
rante 18-24 hqras, abandonando las placas en una estufa regu· 
lada a 37º C. Terminada la incubación se inundan todas las 
placas mediante una disolución de ácido tricloroacético 0,3 M, 
con lo que se consigue que las zonas digeridas por la ribonuclea­
sa, (en las que ya\ no existe ácido ribonucleico) destaquen como 
círculos transparentes, sobre un fondo general blanco opaco 
constituído por el ácido nucleico precipitado por la acción del 
reactivo. Entonces se determinan los diámetros medios de cada 
uno de los círculos resultantes de la digestión : las lecturas 
directas de cada uno de los diámetros se realizan con la ayuda 
de un papel milimetrado translúcido que se coloca entre la placa 
y un vidrio deslustrado iluminado por debajo. 

Si solamente se trata de hacer una determinación cualita­
tiva de actividad ribÓm~cleásica es suficiente depositar una gota 
de la disolución a investigar sobre la superficie del agar-subs­
frato y dejar en incubación en la estufa a 37º e durante una 
hora. Transcurrido este tiempo se revela tal como se ha ·indi­
cado anteriormente. La aparición de una zona transparente in­
dica que la solución ensayada era activa. Este método es apto 
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análogamente para la localización de manchas enzimáticamentc 
activas en un papel donde se haya verificado una separaciÓi~ 
cromotogrúfica o electroforética. En estos casos la dispersión 
caliente del agar-substrato se vierte sobre una bandeja plana 
o recipiente análogo para obtener una capa gelificada delgada, 
y el papel iigeramente humedecido con tampón citrato, se apli­
ca sobn: dicha capa. El conjunto se abandona en la estufa a ~7º 
durante dos horas y el revelado se efectúa análogamente a como 
se ha indicado anteriormente. 

Resultados y discusión 

DETEiüll.:\" :\<..'I<...>:--' I>E LA ACTI\'IDAD DE u¡..;A MUESTRA 

La acti ,·idad de una muestra de ribonucleasa se determina 
por comparaciém de su curva de actividad con una curva stan­
dard obtenida, simultúneamente, utilizando una serie de con­
centraciones sucesivas y crecientes de una ribonuc1easa crista­
lizada ch.· unidades conocidas, que se denomina «patrón» ; se 
emp1eanm co11ce11traciones comprendidas entre 50 y 1.000 gam­
mas .' c. c. de una ribonuckasa de 40 unidades Kunitz/mg., 
obtenida por nosotros, utilizando el método de Kll~I'l'Z (4) mo'­
<lificaclo por .McDo~ALD (6). 

Para homogeneizar los valores obtenidos en las distintas 
placas y hacerlos comparables entre sí; se. dispone el ensayo en 
forma que en dos de los pocillos opuesto~ de cada placa, se sitúen 
porciones iguales (0,05 c. c.) de una misma disolución del en­
zima patrón de una concentración intermedia (por ejemplo, que 
contenga 500 gammas / c. c.). Los diámetros de los círculos obte-
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nidos con esta concentración, denominada «concentración tipo», 
servirán, en todos los casos, para establecer el factor de correc­
ción de la variación individual de cada placa. 

Para confeccionar la curva standard, en los otros dos poci­
llos, de una primera .. serie de placas, se introducen disoluciones 
de concentraciones crecientes de la ribonucleasa ce patrón». Por 
otro lado, para obtener la curva problema, en los dos pocillos, 
de una segunda serie de placas, se colocan las distintas diso­
luciones (de concentración creciente) de la muestra problema. 

Las placas se incuban, todas simultáneamente, después se 
revelan, como previamente se ha indicado, y se calcula el pro­
medio de los diámetros de los círculos correspondientes a la 
«concentraci~n tipo» (en tedas y cada una de las placas de 
ambas series) ; a la media aritmética de dichos valores se le de­
nomina a valor de corrección», y la diferencia entre esta cifra 
y el diámetro medio de la ccconcentración tipo» obtenido en cada 
placa particular, constituye su corrección individual y debe 
sumarse algébricamente (en cada placa) a los valores obtenidos 
para los diámetros medios de la disolución problema, o de la 
:-,tandard. 

Situando en la escala isornétrica de un papel scmilogarít­
mico los valores de los diámetros corregidos y consignando e11 

la logarítmica las concentraciones de las disoluciones utilizadas, 
se obtienen dos rectas paralelas, una para las disoluciones stan­
dard y otra para las del problema. La proporcionalidad loga-
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rítmica que existe entre diámetros y concentraciones, permite 
comparar dos diámetros iguales en sendas curvas y deducir, 
dire;ctamenk, la riqueza enzimática del preparado problema. 

En la tabla y gráfica se consigna un ejemplo de determina­
ción de la actividad de una ribonucleasa desconocida. 

En la gráfica se observa que 1.000 gammas de la ribonu­
cleasa problema producen una zona de digestión cuyo diámetro 
corresponde a una concentración de ribonucleasa cristalizada de 
210 gammas / e. c. y, por tanto, su riqueza es: 0,21 x 40 = 8,4 
unidades/ mgr. 

lNFLUirnCIA DE LA CONCENTRACIÓX SALINA 

Limitan la validez del método y de las técnicas anterior· 
mente descritas las variaciones substanciales de concentración 
salina que, aunque no son frecuentes en las determinZtciones 
ordinarias, deben tenerse en cuenta en determinados casos espe­
ciales. La influencia de las sales se traduce en una modificación 
de la velocidad de difusión del enzima en el medio. Los re­
sult.adqs obtenidos con distintas concentraciones de cloruro só­
dico, sobre una misma disolución de enzima, se consignan en 
la siguiente tabla y gráfica. 



248 J. MARTiN-liSTF.\ ¡.;, l'. PUIG-:\ll'SE'r \:' F. C:\l, \ ºEl' 

Conc. ClNn Diámetro en mili metro$ 
Diámetros 

mols/lltro Con c. Valor l Disolución Corree. corregidos 
tipo _ _:arre: _:_ problema 

- ---
0,005 23,4 23,4 - 0,3 23,1 
0,025 23,0 23,2' 0,1 23,3 
0,05 23,1 23,5 - 0,0 23,5 
0,10 23,1 23,7 - 0,0 23,7 
0,25 23,1 23,l 24,4 - -o.o· 24,4 
0,50 22,9 24,6 0 ,2 24,8 
l. 22,4· 25,6 0,7 26,3 
2 23,2 28,1· --0,1 28,0 
3 23,5 30,5 - 0,4 30,0 

Concentración de Ribonucleasa: 250 gammas/ e.e. 
Tiempo de incubación: 20 horas. 

' ~ 
L.. -5 ~ 

'i:: 
4 ~ 

3 ~ 
~ 
l.... ..... 

l ~ 

Conc. molar C/Ka 
0,10 0,15 o.so 1.0 2.,0 

Obsérvese que las concentraciones de cloruro sódico que 
realmente introducen una modificación substancial sobre la ve­
lqcidad de digestión del enzima, significarían que el preparado 
enzimático ensayado contiene más de un 50 <'{) d('. cloruro só­
dico, 1o cual no es frec:uente. (*) 

Resumen 

Las técnicas conocidas que se utilizan para c.leterminar la activi<.lac.l enzi­
mática de las ribonucleasas. adr>lecen de algunas limitaciones cuando se trata 

0 Al tiempo de corregir· las pruebas de la .presente nota ha aparecido un ºtrabajo 
de DtcK~u:-1, AJWSKAR y KROl'r, ntoclllm . et ntuf>/1ys. Acta, 21, 539 (1956J. en la que 
los autores describen una activación de la rlbonucleo.sa provocada por Jlmltndns con­
centraciones de algunas sales Inorgánicas (ClNa, SO,K,, etc./. 
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de preparado,; enzimúticos pobres o colore:Hlus, y exigen el empleo o <le 
aparatos costosos o prolijas manipulaciones. 

El n11:todo Cl\H.' se propone en esk trabajo se bas:.11 en la difusión del fer­
mento en el ..;eno de nn gel de agar (que contiene ácido ribonucleico) depo­
sitado u11ifon11e1ll'~nte en placas Petri de fondo plano y, según nuestra expe­
riencia, L'S ck realización sencilla y proporciona buenos resultados. La lámina 
del gel dl' ago.r-ribo11ucleico qu·~ posee un espesor de unos 2,5 mm: se 
perfora 11H·dia11te un taladracorchos ele 7,5 mm. ele tliámelro con el que se 
pr:wlil'an nialro pocillo.:; opuestos en cada placa, dispuestos simétrica­
llll'llte. En dos de los ¡:ocillos opuestos se introduce la disolución enzi­
mútica ,.,tandanl, y et~ los otros Jo,; la tlisolución problema, y así se hace, 
t·n una sl'rie de phll·as, c011 co11n·ntracio11L·s crecie11tes de ambas mues­
tra..;, para construir •k.~p1és senda.; cur\"J.,.,, stamlard y problema, y poder­
las l'o111parar. Todas las plr,cas se incuban a :i7° C. durante 18-24 horas, con 
ol1jeto dl' <Jlll' los ~nzi111as difunda11 y digitran d ácido ribonucléico, y 
ti11almL·1ltL· 'l' "r.._.\·clan» inunclá11Llolas con una disolucién de ácido triclo­
roan'.·tico <JllL' precipita al úci<lo ril:011ucléico, con lo que se consigue que 
los di,;l'o,., dl' difnsi{in dl"l enzima len los que el ribonucléico ha sido di­
gerido) 1il'-..taqul'n como zonas tt n11sparent~s en un fondo general opaco 
ck l'olor i>lanl'o, constituido pot c.:I úcido precipitado. Los diámetros de 
lo..; di,;t i11tos discos se leen !-ituatHlo las plr.cas sobre un papd milime­
trado tra11-..p:1re11le que se superpone n un \ idrio deslustrado iluminado 
infL"rion11L·nt t-, y una \"C:-Z aplicadas las correcciones correspondientes a 
l·ada pl.ica, los vak·res h~llados se representan gráficamente en papei 
.;emilog.arít111Íl·o, construyen<lo:> cnr\"as stJudard y prublenw., <le cuya 

co111paraciú11 ,;e pnedc <leduc1r b ~1cti\·ida<l de la disolución in\"estigada 
1l'ara nlteriorl's dl'talles c·pl·r.llorios nos remitimos al texto del - trabajo 
i.in l'Xlenson.) 

El ~11t'.·trnlo L'S exacto y dL· tC.:cnica :'imple y solamente hay que preca­
\·crsL' frente a la existencia •.lt· e oncentraciones :-.alinas cle\·adas, las cua­
les t110llifica11 la ,·eJociclacl dl' difu~i{m del L'I:zima y conclucen a L'rróneos 
n·:-n ltados. 

Summary 

Estimation of ribonuclease activities by the ditfusion 
methocl in aga·r 

Thc: kno\\'n melíwds generally ustd to establish the ad1n­
ties or ribo11ucleasc preparalions offer sorne limitations whe1! 
dealing \\'ith poor or rnlourcd cnzyme solutions, and demand 
thc use of cxpcnsi\'e apparatus or ~)f rathcr complicakcl tech­
mques. 

The method proposed in this paper is based on the diffu­
sion of the enzyme through an uniform layer of agar gel 
(containing ribonucleic acid) spread oYer flat-bottomed Petri 
dishes, and in our experience, is casy lo perform ancl gi,·es 
satisfactory results. 

In thc ribonucleic acid-agar la ver, which should be of about 
2.5 mm thick, four pools of about 7.5 mm diameter ar~ c:un:d 
by mea ns of a convc:nient cork-horer, distributing them snn­
metrically on the dish surfacc _ The standard enz\·me solution 
is introduced in t\\"o of t he oposed holes, whercas· the prohlem 
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solution is deposited in the othcr two; and thc same is repeated 
in a series· of dishes but with increasing concentrationes of 
both samples. All the dishes are th~n incuhated at 37º during 
18-24 hours, so that the enzymes may diffuse ancl digesl Ll1e 
ribonucleic acid, and finally they are «developedn by flooding 
them with a solution of trichloracetic acid, which precipitates 
the ribonucleic acid of thc non digested zones thus appeariug 
whi.te opaque. On the other ha-nd, the enzimatic diffusion disks, 
where the ribonucleic acid has been digested, stand out as com­
pletely transparent, and the corresponding diameters can 
easily be measured by placing the dishes upan a milimetric 
paper lying over a frosted glass illuminated from belO\\'. After 
the convenient corrections have been appliecl, thc resulting 
values are represented graphically 011 a semilogarithmic paper, 
and by a proper compari::;on of thc resulting standard and pro­
blem curves, the activity of th.: investigatecl sample can be 
deduced (for further dctails·, see the preceeding full tcxt). 

'I'he method has proved to be accurate and t he technique 
i.:; simple. The only limitation observed is the presence of high 
saline concentrations in the product examined, "·hich cer­
tainly modifjr the rate of diffusion of the enznne and may 
lead to erroneous re~u lts. 
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