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The treatment of the intact tissue of the Citrullus vulgaris cotyledons with propilen-
glycol and propanol-2 at the 1 % and 3 % respectively provokes an increase in the
output of ureasic activity measurement. This increase is due to higher facility to the
urea penetration in the intercellular spaces.

Los datos que se poseen sobre activida
des enzimáticas, obtenidos por técnicas
que reproducen in vitro el ambiente celu
lar, son sólo aproximados, ya que la des
trucción de dicho ambiente hace variar de
manera drástica condiciones tales, como
concentraciones relativas de proteínas, co-
factores, activadores e inhibidores de un
enzima dado en las células, condiciones
que sólo pueden ser parcialmente recons
tituidas en el laboratorio. Este problema
ha recibido escasa atención, aunque en
algunos casos se ha abordado con éxito.
La estimación de actividades enzimáticas
en tejidos o células intactas se ha llevado
a cabo por «anestesia», mediante disol
ventes orgánicos, de las barreras de per
meabilidad celular, como es el caso de la
nitrato reductasa en plantas superiores
(3) o de la ureasa bacteriana (4).

La ureasa en semillas de cucurbitáceas
y leguminosas constituye una simplifica

ción del problema, ya que es un enzima
localizado en paredes celulares (9). El
sustrato, suministrado de manera exóge-
na, sólo tendría que vencer las barreras a
su penetración que suponen los espacios
intercelulares de un tejido intacto. Esta
simplificación ha determinado su selección
como enzima a experimentar, midiendo su
actividad en tejido intacto de cotiledones
de sandía y estudiando el aumento en el
rendimiento de la medida cuando el teji
do es tratado con algunos solventes orgá
nicos, dándose una posible explicación al
fenómeno.

Material y métodos

Como material de experimentación se
ha utilizado semillas de sandía, variedad
comercial valenciana, con un poder ger
minativo del 95 %, según el test del tetra-
zolium (6). Para estimar la actividad urea-
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sica se incubaban, en un volumen final
de 5 mi, cortes de semillas previamente
pesados, con 100 //moles de urea y 375
//moles de fosfato, a pH 6,9, durante
30 minutos a 37° C. En los ensayos con
disolventes orgánicos, las semillas fueron
previamente mantenidas en contacto con
propilenglicol y propanol-2, a las concen
traciones que en su caso se indiquen, o en
cloroformo o tolueno puros, a 37° C y du
rante los tiempos indicados, antes de po
ner el tejido en contacto con la urea. La
reacción se detenía retirando el tejido y
adicionando 1 mi de ácido tricloroacético
al 3 %. La urea remanente se determina
ba por el método del p-dimetil-amino ben-
zaldehído (1), midiéndose el color desa
rrollado a 440 nm y calculándose por di
ferencia la urea consumida. La actividad
enzimática del tejido se expresa como
//moles de urea consumida/g de peso fres-
co/minuto.

De la misma manera se medía la activi
dad para extractos libres de células, pre
parados por homogeneización de semillas
en un homogeneizador Omni-mixer, de
Sorvall, a 8.000 rpm durante un minuto
con protección de hielo, en tampón fosfa
to 75 mM de pH 6,9 o en los diferentes
solventes orgánicos. El sobrenadante obte
nido por centrifugación a 26.500 X g du
rante 20 minutos a 4o C en una centrífu

ga Sorvall SS-1 se utilizaba como fuente
de enzima.

Para investigar el efecto de los diferen
tes disolventes orgánicos sobre paredes ce
lulares, se llevó a cabo su hidrólisis, en
un volumen final de 3 mi, por pectinasa
al 1 %, celulasa al 5 % o ambas (adquiri
das en Sigma Chemical Co.), utilizando
como estabilizador CLMg 0,5 M, siguien
do las indicaciones de Ruesink (7), valo
rándose los azúcares reductores por el mé
todo de Somogyi (8) y Nelson (5).

En digeridos enzimáticos de pectina co
mercial (BDH) llevados a cabo en las con
diciones descritas en cada caso, se identi
ficó el ácido galacturónico y sus derivados
por cromatografía en capa fina sobre sili-
cagel G, utilizando como disolvente piri-
dina-acetato de etilo-ácido acético-agua
(36:36:7:21 v/v) (2) o sobre celulosa
MN 300, utilizando diisopropil éter-meta-
nol (83:17 v/v) y revelando con naftorre-
sorcinol (10).

Resultados

Semillas de sandía, previamente despo
jadas de sus cubiertas externas, pesadas y
cortadas, eran incubadas a 37° C en pro
pilenglicol o propanol-2 al 1, 3, 5, 7 y
10 % en tampón fosfato 75 mM de pH 6,9,
a tiempos crecientes y medida posterior-

Tabla I. Efecto del propilenglicol y propanol-2 sobre la medida de actividad ureásica en
cotiledones de sandia.

Concentraciones
de alcohol *•

%

Actividad ureásica

Control *

Cotiledones tratados
con propilenglicol

Cotiledones tratados
con propanol-2

30 45
(minutos)

60 30 45
(minutos)

60

■ II, 5,6
1 68,4 74,1 80,0 11,6 63,0 95,0
3 34,5 34,5 63,8 59,3 97,4 140,6
5 31,3 30,3 47,9 50,3 56,6 69,2
7 28,6 23,8 47,0 11,7 47,8 53,8

10 16,1 18,0 20,4 0,0 42,3 44,3

• El tejido control se Incuba durante 60 minutos en tampón fosfato 75 mM de pH 6.9 y a 37° C.
*• El volumen se completa con tampón fosfato 75 mM de pH 6.9.
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mente la actividad ureásica después de
cada tratamiento. Se observa (tabla I),
que, con ambos disolventes, se obtiene
mayor rendimiento en la medida con res
pecto a controles incubando exclusiva
mente en tampón, siendo máximo para
concentraciones de 1 % de propilenglicol
y 3 % de propanol-2. El decrecimiento en
la actividad de las semillas tratadas con
concentraciones superiores debe estar en
función de una desnaturalización del enzi
ma. Resultados semejantes se obtuvieron
utilizando cloroformo y tolueno puros
(tabla II).

Cuando se utilizan extractos libres de
células, preparados por homogeneización
de las semillas con propilenglicol y pro
panol-2 a las concentraciones y tiempos
estimados como óptimos, los resultados
confirman los anteriormente descritos. El
tratamiento con ambos alcoholes, en el
momento de llevar a cabo la ruptura de
las células, aumenta el rendimiento en la
medida de actividad ureásica (tabla III).

Tabla II. Efecto de cloroformo y tolueno so
bre la medida de actividad ureásica en cotile

dones de sandía.

Compuesto

Actividad ureásica dependiendo del
tiempo de Incubación (minutos)

30 45 60

Cloroformo 37,5 136,9 150,3
Tolueno 69,8 81,5 129,6

Tabla III. Efecto de propilenglicol y propa
nol-2 sobre la medida de actividad ureásica
en extractos libres de células de cotiledones

de sandía.
Los extractos libres de células, en los diferen
tes tratamientos, se prepararon como se espe

cifica en Métodos.

Tratamiento Actividad ureásica

Tampón fosfato 75 mM 62,0
(pH 6,9)

Propilenglicol al 1 % 84,3
Propanol-2 al 3 % 124,7

Tabla IV. Liberación de azúcares reductores
a partir de paredes celulares en presencia y
ausencia de alcoholes por tratamiento con

pectinasa y celulasa
Los azúcares reductores se expresan como

/imoles de glucosa/g de peso fresco/hora.

Tratamiento Control Propilenglicol Propanol-2

Pectinasa 5,2 3,6 0,0
Celulasa 19,9 19,5 19,6
Celulasa +
Pectinasa 20,8 20,8 19,5

En estos tratamientos se debe excluir la
liberación del enzima al medio por acción
de los alcoholes, ya que las disoluciones
de éstos, una vez separado el tejido des
pués del máximo tiempo de incubación,
no contenían actividad ureásica detec-
table.

Al ser la ureasa un enzima de pared
celular, se supuso que la acción de los
alcoholes afectaría esta estructura. Al in
tentar la digestión de las paredes celulares
por la acción combinada de celulasa y
pectinasa se encontró que, si bien la hi
drólisis de celulosa no era afectada por la
presencia de propilenglicol y propanol-2
a las concentraciones óptimas, la hidróli
sis del componente péctico por pectinasa
era parcialmente impedida (tabla IV). Es
tos resultados son reproducibles cuando la
fracción péctica nativa era sustituida por
una pectina comercial y se la sometía a
hidrólisis por pectinasa. La pectina, al
0,5 %, era preincubada con propilenglicol
o propanol-2 en las concentraciones ópti
mas para valoración ureásica, a 4o C du
rante una y doce horas, respectivamente,
sometiéndola después a hidrólisis por pec
tinasa al 1 % durante cinco horas a 25° C
(tabla V).

En efecto, no es atribuible a una pérdi
da de actividad por parte de la pectinasa
por efecto de los alcoholes, ya que incu
bando enzima y alcohol en las condiciones
descritas antes de añadir pectina no se
observa ninguna inactivación del enzima.
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Tabla V. Hidrólisis de pectina por pectinasa
en presencia y ausencia de alcoholes.

Tratamiento
Azúcares liberados en función

de tiempo de prelncubación

1 h 12 h

Agua 2,57 2,57
Propilenglicol 2,16 0,12
Propanol-2 2,20 0,17

Hirviendo durante una hora una disolu
ción de pectina al 0,5 % en EDTA 0,01 M
se logra la liberación de ácido galacturó-
nico. Una preparación de este tipo daba
una mancha por cromatografía en capa
fina sobre silicagel G de Rf 0,25, utilizan
do como disolvente piridina-etilacetato-
ácido acético-agua. Esta mancha corres
pondía al ácido galacturónico libre. Si la
disolución de pectina había sido previa
mente tratada con propilenglicol o propa
nol-2 a las concentraciones mencionadas
(durante doce horas a 4 o C), la cromato
grafía del hervido con EDTA sobre celu
losa MN 300, utilizando como disolvente
diisopropil éter-metanol, daba dos man
chas, ninguna de las cuales correspondía
a ácido galacturónico, cuyos Rf eran 0,12
y 0,15. Para un Rf de 0,15 corresponde
un derivado metilado del ácido galacturó
nico, no habiendo sido identificado el otro
componente.

Discusión

Los resultados expuestos en las tablas I,
II y IH demuestran claramente que cier
tos disolventes orgánicos estimulan el ren
dimiento en la medida de actividad ureá
sica en tejidos vegetales intactos o en sus
extractos. Referencias sobre este problema
existían para la actividad ureásica de cé
lulas de Proteus rettgeri tratadas con to
lueno, aunque no se daba una explicación
satisfactoria del fenómeno. En el presente
trabajo, se ha comprobado que, como una
explicación para los hechos observados
en las experiencias realizadas como coti
ledones de sandía, debe excluirse la libe

ración del enzima a partir de la estructura
celular sobre la que está localizado. Tam
poco se observan cambios morfológicos
en las estructuras celulares. El problema
debe ser, pues, enfocado en el sentido de
una mayor accesibilidad del sustrato a
los centros de localización del enzima.

La tabla IV da una primera explicación
del fenómeno al demostrar que la fracción
péctica de las paredes celulares se vuelve
resistente a la hidrólisis por pectinasa
cuando el tejido es tratado con propilen
glicol o propanol-2. Este efecto aumenta
con el tiempo de tratamiento y no es atri-
buible a una desnaturalización del enzima
hidrolítico. Se podría suponer entonces
que los ácidos galacturónicos de la pecti
na han sido sustituidos, quizás en el gru
po ácido, por los alcoholes mediante un
proceso de esterificación o transesterifi-
cación.

Esta hipótesis viene confirmada por el
hecho de que un hidrolizado de pectina
tratado previamente con los alcoholes y
sometido a cromatografía en capa fina
presenta un tercer componente, de Rf dis
tinto al del ácido galacturónico y el ácido
galacturónico metilado en posición 6, que
sería —según la bibliografía consulta
da (10) — un producto de la esterificación
del grupo carboxilo del ácido galacturóni
co por los alcoholes.

Una esterificación de este tipo significa
ría que la población de agua en los es
pacios intercelulares del tejido aumenta,
sumándose el agua liberada en la esteri
ficación a la de la preparación que penetra
naturalmente. Este grado de hidratación
máxima favorecería la penetración de la
urea en el tejido, siendo entonces fácil
mente hidrolizada por la ureasa superficial
localizada en las paredes celulares.

Resumen
El tratamiento de cotiledones de Citrullus

vulgaris con propilenglicol al 1 % y propanol-2
al 3 % provoca un aumento considerable en el
rendimiento de medida de actividad ureásica,
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tanto en tejido intacto como en extractos libres
de células. Se postula que este hecho es debido
al aumento del agua intercelular por esterifica-
ción del ácido galacturónico de la fracción
péctica de la pared celular, lo que permite una
mayor accesibilidad de la urea a los centros de
localización del enzima.
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