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RESUMEN

Se ha estudiado la obtención, purificación y propiedades
de la fumarasa de levadura dc panaderia.

a) Se ha puesto a punto un método de dosaje de la activi
dad enzimática, independiente de toda consideración sobre la cinéti
ea de la reacción. en él se comparan los consumos de fumarato por
la muestra de enzima en un tiempo standard (medidos con el metodo
permanganimétrico de Straub), con una curva patrón calibrada en uni
dades cnzimáticas arbitrarias.

b) Se han obtenido extractos acelulares de fumarasa por
autolisis en fosfato de polvo acctónico de levadura. El proceso de
extracción se completa a pH 7 en 5 - 6 dias, dando 1a enzima en for
ma totalmente soluble, con rendimiento y pureza comparables a los de
las mejores preparaciones acelulares obtenidas por desintegración me
cánica de la levadura.

c) Se han ensayado diversos métodos de purificación en los

extractos acelulares: la clarificación inicial con gel de fosfato dc
calcio, seguida de un fraccionamiento con sulfato de amonio (0.40 —
u 0.60 sat.), un fraccionamiento conacetona a pH 7, y dos fracciona»
mientos con sulfato de amonio a pH 8 y 6, dió una preparación de una
pureza 12.5 veces mayor que la inicial.

d) La enzima de levadura cataliza la reacción reversible
fumarato + H 0

2

con una constante de equilibrio Kap =

;:=:E L-malato

=3.8,apH7y309.
Este valor está comprendidoentre los hallados para otras fumarasas.

e) La actividad sobre el fumarato en ausencia de sales cs
óptima a pH 6.3; la presencia de fosfatos corre este máximoal alca
lino. Los cationes alcalinos y alcalinotérreos no tienen influencia
en la reacción de hidratación, los aniones arseniato, fosfato, sulfg
to y borato son activadores, y lOs cloruros, bromuros, y nitratos,
son inhibidores (el fluoruro es indiferente). Los cloruros ademásin
tensifican la inactivación térmica de la enzima, que en su presencia

es protegida por el fumarato. La cinética de la reacción de hidrata
._/a. 0472/” .' FriOI v3 5
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ción en presencia de fosfato diluido demuestra un efec o activador
del Fumarato en concentraciones mayores de 4 mM,que no se obserVa
¿n fosfato concentrado; éste también aumentalas constantes cinéti‘as
du la reacción, y además resulta inhibidor cuando se pasa de U.C5 E
a Gel M. Éstos resultados son Semajantes a los obtenidos con la ficha
rasa cristalizada dt corazón de cerdo, y el mecanismodesarrollado
para esta da cuenta de aquellos hechos.

f) La fumarasa de levadura se diferencia de la enzima eu
cerdo en su inactivación rápida a pH inferiores a 6, y nn su :unuuri
miento de sulfhidrilos libres indispensables para su actividrd catan

'Jiea: es inhibida por 105 reactivos para tioles o-iodosobxárnzvm3.);
jamelaminilfenilarsenóxido y p-eloromcrcuribenzoato (el más eficaz),
ÉrenC¿al último es reactivada Por la cistcina. Los sustratos y -1¡4.

I-l) osfate proteg n la enzimafrente a los tres reactivos: con el seran
rial la protección de los primeros se extiende hasta 10-4 M (del ora
¿en de la constante de Michaclis) en tante que el efecto protector
del fosfato es pobre. De acuerdo al modelo propuesto, el o los sulfn
hidrilos Se hallarian en el área activa de la enzima que forma cl
complejocatalitico enzima-sustrato.
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La hidratación reversible del fumarato a L-malato

900- OO

+ HzaoF“) ¿38H
oo‘ éoo‘

es Rïfi importante reacción enzimática del mecanismofinal de oxi

dación de metabolitos en gran número de organismos. Descubierta en

131‘ por H. Einbcck<1> comocorolario de una serie de investigacio
nes sobre la respiración y oxidaciones celulares, estudios poste
riores establecieron su papel en la cadena de reacciones que por una
parte oxidan a los productos de degradación de hidratos de carbono,
gra is y proteínas, con la liberacion y transferencia de energía re
tueridu por las actividades vitales, y gue por otra parte intervie
nen cn numerososprocesos sintéticos: fijación de anhídrido carbó
nice, formación de carbohidratos, proteínas, lípidos y ácidos nu
cleicos. La imgortancia de la reacción catalizada por la fumarasa
se Vuenvrehorada por su eïtraordinaria difusión en los seres vivos
(se l- H; esoontrado en bacterias, levaduras, hongos, plantas supe
riores y animales invertebrados y vertebrados) y también por la gran
SPLÍViÓqGcatslítica que han demostrado ciertos organismos, compara
fia U)J otras reacciones relacionadas a ésta.

Jn este trabajo sc ha estudiado la obtención, purificación
y varias propiedades químicas y eatalíticas de la fumarasa de la le
'vaunrs de panadería Qaegnargmxpcs.cergyigiae, Previo a la exposición
de esti? es adios, haremos una relación de las investigaciones que
Ha cenducido ul conocimiento actual de la enzima y su actividad,
en diversos organismos.

.Qeseeor-i.Ir':.'i-_9_r}.t.0.de. .19. i‘wnsrsasa- _En sus estudios sobre respiración de

tejidos aniwalcs, y sobre la oxidación de diversas sustancias por
estes mismoste'idos, Thunbergpor una parte, y Battelli y Stern por
otra, observaron casi simultáneamente que algunos ácidos din y trl
púrboïflicos (succínico, funárico, málico, cítrico y aconítico) te
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niin la propiedad de aumentar los intercambios respiratorios del mús
y también que podian ser oxidados a CO(:2)

1 y H
<3) 2 2aerobiosis ; en particular se suponía que el

culo de rana 0 por la
papilla de UUjidOLen

ácido succinito era primeramente oxidado a málico. Corroborando la
hipóbenin cae los ácidos dicarboxilicos son intermediarios en los

procesos oxidativos vitales, ¿inbeck aisló e identificó los ácidosenceinieo y fumárico en extractos de músculo( y afirmó que el se
gundo es el producto inmediato de la oxidación del primero.

¿stas investigaciones llevaron a Einbeck al descubrimiento
7d I L9 de lu reacción de hidratación del fumarato, que encontró re

vorsiblez_3 cuyo producto afinnó que era el ácido málico ópticamente
inactivo “ . La naturaleza enzimática de la reacción fué establecida
ver Battelli y Stern J cue denominaron "fumarasa" al fermento solu
ble correspondiente, y estudiaron sus principales propiedades y dis
tribucion en tejidos animales. Contemporáneamente,Dakin identificó
al producto de la hidratación comoácido meálico ópticamente activo,
5 aojrvó que el ácido Dmnálico no es atacado por la enzima(6).

Definidas asi las caracteristicas de la fumarasa y su reac_
¿i6n, siguieron numerosas investigaciones sobre su distribución cn
los seres vivos, sus propiedades y su papel en el metabolismo celu
lnr. en 1941, Laki y Laki, de la eSeuela de Szcnt-Gyorgyi, anuncia
ron 1a cristalización de la fumarasa de corazón de buey Su resulu

(o (9)tudo fué rectificado por Scott y por Racker ‘ que encontraron
¿ eizima habia sido adsorbida en la cristalización de otra pro

teína ev ¡menbiticada. Por último, en 1951, Massey obtuvo cristales
(lo) con los cuales tanto élüúf‘H (q f4. rasa de cora7ón dc cerdo

JOY?Alhuït) v sus colaboradores realizaron una nutrida serie de in
Vüsïlb¿uluúüs sobre las propiedades cataliticas de la enzima, que
llevarin a un conocimiento muycompleto dc su actividad.

Distrieueifin de la fumarasa. (5)Los trabajos de Battelli y Stern seña
lernn ya ¿ue la enzima se encontraba en cantidad considerable en te
jidos animales de ¿ran actividad metabólica: higado, músculo, riñón,
pulmóny cerebro. Los estudios posteriores han demostrado su presen
cia cn les siguientes organismos:



(11, 12,) (11;Bacterias: Escherichia coli , Pseudomonasaeruginosa y
h . AEscudomonasfluorescens 1'), Micrococcus lysodeikticus(l3),
hemopnilus pertussis<15>, Pasteurella pestis<16), Mycobacte

; w ‘. (17) _ . ..(l7 a)rlum tuoerculosls y azotobacter Vinelandil .
Hongos:Aspergillus niger(18), Mueorstolonifer(19).
Levaduras: Saccharomyces cerevisiae.
W . . “l . . (22)Lrotoz arios: Trypanosoma cruzl(L ), Paramec1umcaudatum .
Plantas superiores: habas y arvcjas, cereales, hortalizas y hojas

de vegetales verdes (ver(¿3), .
- . . . . 2 2invertebrados: langost1no< 3) y otros< 5).

(23;Vertebrados: ¿nóuila, bacalao, músculo de rana
(25).

y conejo: gló
bulos rojos, higado y músculo

Los trabajos de histoeuimica de los últimos años han reve
,. . . . . . 26lado la distribueión intracelular de la fumarasa( ); se la ha encon

trado si .ure xsooiada a las mitocondrias, particulas subcelulares
con üufleT03¿Se intensas actividades metabólicas y que son asiento
del SÏSÏVMQcnzimático que lleVL a cabo, entre otras, las reacciones
del ciclo del ácido cítrico, el transporte de hidrógeno y de electro
¿es de lis oxidaciones correspondientes, las fosforilaeiones asocia
¿as y el sistema en el que está comprendida la fumarasa.
L%_ÉHH?XÉÉÉHFP;JéasLÉYÉQQÉQaÉ?EÉhfifiïfiDfiüfiíJiQÉQZÁELQÉ°

Los primeros in
HiciOs de la existencia de la fumarasa en la levadura surgieron con
e? hallazgo por Müller(¿¡) de la transformación del fumarato a L

Jantatn y 000, y los estudios de Dakin(28) sobre el origen del L-ma
lpto gue aparece en la fermentación de azúcares puros, y que también
ic forma cuantitativamente en presencia de fumarato. Comoanteceden
tes se conocia la existencia de succinato en el contenido intracelu

k‘.Jlar de l¿ levadura y la asimilación por ésta de L-malato, duran
te la ferm‘ntación alcohólica J

La fumar sa fué finalmente demostrada en g. ggrgvisigq
n . “O . . . .por Jauohsoun(¿ ), en 1931, quien encontró act1v1dad hidratante del

Ünx¿r¿to en células enteras de levaduras de alta y baja, y en prepa
Tunes secos v extractos de Lebedev de levadura de baja, y comprobó
la existencia de un equilibrio fumarato-L-malato en su presencia
“1- . . ... . . .“ ‘, estudiando también la esp9011101dady los requerimlentos para
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.fl _ . , , ,,,(32)la act1Vidad de la enzima .

es interesante hacer notar que otros investigadores han nc
rado la existencia de la enzima en la levadura de panaderia (de alta):

(25) (33)tanto Clutterbuck comoKleinzeller en experimentos con cé
lulas enteras, no pudieron encontrar actividad frente a1 fumarato ni
al analato, respectivamente. Este resultado negativo, entre otros,
llevó en un momentodado a Krebs a descartar, para la levadura, el

4).31019du los ácidos tricarboxilicos comoposible via metabólica

¿1.32.¿massage .621..e..l__m..et_a_bgl.i_s.__m°0e___lul_a..r=aluvinqlilaqiáas

I'l.ï+-.-'»'.<-‘-;I'1.i¡e19.8..993912592.
Comohemos señalado, el descubrimiento de

ls reanefitn c talizada por la fumarasa tuvo lugar comoconsecuencia
de un; scric de investigaciones sobre los mecanismos de oxidación y
respiración celular en tejidos animales, y se vió que esta reacción
CXplicabüciertas caracteristicas de la acción de los ácidos dicar

bocilicos de cuatro curbonos (U4) en dichas oxidaciones.
Los resultados de los trabajos de Thunberg, Battelli y

(35, 20. 34)utern, y Einbeck, fueron integrados por el primero en u
na “teoria general de la degradación oxidativa de los alimentos sim
pxcs” en la que éstos serian quemados a CO y H 0 mediante una serie2 2

deshidrogenaciones combinadascon hidrólisis y decarboxilaciones,¡lu

¿utilizadas por deshidrogenasas generalmente especificas; el H seria

oxidado a H2Oo seria tomado por otros sustratos hidrogenables; y el
¿of resultaría de lOs mecanismosaccesorios de hidratación y decarbo

../

Ai] ción. El esquema de reacciones propuesto por Thunberg y por/,_.
Pnoop‘3]¡ era el siguiente

Uarnohiïratc»——+-2ác. láctico-¿ÏEíy 2 ác. pirúvico-{ÉÉ}; 2 ác. acético
/ l.

ác' acetlco ác. succinico

285 2 J; 2H
ác. pirúvico ác. fumárico

_ o
¡Is co2 h 1/ H2

ác. oxalacético<gZÍÉ——ác. málico
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Este esquema desarrollado en base a la teoría de Wieland

sobre mecanismosoxidativos por deshidrogenación mediante la "activa
ción del hidrógeno", explicaba la formación de succinato a partir de
carbohidrato, piruvato y acetato, y justificaba la existencia en los
tejidos de las reacciones a partir del succinato al oxalacetato; su
debilidad residía en la reacción de condensación del acetato a succiu

nato, que nunca pudo ser demostrada experimentalmente (y tampoco ex“
plieaba el papel del citrato comosustrato fácilmente oxidable a suc
rinato).

Toeniessen y Brinnmann(34), en base a experiencias de per

fusión de músculo con piruVato y acetato, encontraron en 1930 que el
úlïimü no originaba suceinato, en oposición al piruvato, del que se
ustenía algo de suecinato y fonniato. Propusieron, comopaso alterna
tiVo a la conde.sa¿iñn de acético a succínico, la polimerizaeión de
¡iráviao ¿ 2,5udicetoadipico, que por la pérdida de los dos carboxi_
lun (una foniiato, daría succínico (y éste sí seguiría el esquemade
Enunberg-thOp ha5”¿ pirúvico, que volvería al ciclo). Este mecanis»
no, capuuialncnte en lo que se refiere a la formación accesoria de á
cido fórmieo, nunca pudo ser verificado.

I’.+tp.0.1._%9..l.a._ïlyyï22:1:¿_s.a-e11._.@.__rrios.c+ni.sm°del transporte de hicllïésoeh .20.

fintre 1934 y 1937 Szent-Gybrgyi y sus discípulos

evtudiaron el papel de los ácidos C4 dicarboxílicos en las oxidacio

nos celulares y comoresultado de sus investiïaciones propusieron u»
la teoría sobre el mecanismode esos procesos 36 que se basa, entre
Atras, en los siguientes hechOs experimentales de importancia sobre_
-._-.'li ent (2"

a) ul descubrimiento hecho por szsy y Szent-Gybrgyi en 1934 de
la acción estabilizadora del fumarato en cantidades catalíticas, so
bre la respiración de suspensiones de papilla de músculo en solucio
Las, da,- :1'“os.€'atos.

b) 1m reVersibilidad de la oxidación del succinato a fumarato, en
Jaula de suecinodeshidrogenasa.

a) la característica dc la succinodeshidrogenasa de ser cl único
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sistema enzimático conocido entonces, capaz de acoplarse con gran e
festividad al sistema de los citocromos y citocromooxidasa de War
burg-Keilin, para el transporte de hidrógeno.

d) la existencia en el músculo de la fumarasa, con una actividad
estalitica muyelevada "comparablea la de la catalasa".

e) la alta capacidad de reducción del oxalacetato a L-malato por
la málico deshidrogenasa del tejido muscular.

f) el efecto protector del fumarato frente a la inhibición de la
respiración muscular por el malonato, protección que conducía, en ae
rob o is, e la acumulación del succinato.

La teoria de Szent-Gybrgyi explicaba cl mecanismode trans
porte utl hidrógeno proveniente de ciertas deshidrogenaciones impor
tant s comola de los glúcidos, que en el músculo se transforman en

(cido nirúvieo, mediante reacciones que no pueden acoplarse directa
nente al sistema de Warhurg-Keilin, y que pueden tener lugar con la
seducción concomitante del oxalato a L-malato. En su forma final la

teoria admitia que el H de un dador (metabolito) activado por la des
hidrogenasa correspondiente, es transferido hasta combinarse con el

e? respiratorio, mediante una compleja cadena de sistemas enzimáticos
redox. ¿eta cadena de reacciones estaria constituida por la cesión
de los H del dador a la cozimasa; la cozimasa reducida transfiere sus
¿es H al sistema oxalacetato P . . >-L

3 ’ máIieo deshidrogenasa
tu, por medio de la cozimasa y el fermento amarillo de Warburg, cede
e , . —2H .00s d al Sistema fumarato ¿a . . 3-succ1nato , que a susuceinodesñidrogenasá'
vez se oxidl a través del sistema de eitocromos-citoeromooxidasa de

—malato , y és

flarbvrg_ieilin, para regenerar el fumarato inicial.
El resultado del proceso total es la deshidrogenación del

'uúor inicial y la formación de una molécula de H 0; los mediadores2
de les reacciones intermedias son regenerados en su estado original

enceda cesión de H. Los ácidos C4 dicarboxilicos actuarian en sus
respectivos sistemas enzimáticos no comosustratos en el sentido tra—
djeional, sino "activados" formando un complejo estable con la enzima
un el que la respectiva estructura de 4 C es capaz de tOmar 2 H satu

.¡raoeo sus valencias, o de cederlos quedando sus valencias en un esta
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du nás o menos libre; el papel de la fumarasa seria el de mantener uw
adecuada proporción entre las concentraciones de ambos sistemas

pudor, a través de la interconvcrsión de fumarato y L-malato.
La teoria explica el efecto protector del fumarato frente

al malonato (inhibidor especifico de la succinodeshidrogenasa) supo"
iiuudo vu; 1a afinidad del fumarato por la enzima es mayor que la ¿el
:wnuinito, y aún del malonato, por lo que desplaza a éste de 1a com“

1‘" u,cián inactiva con 1a enzima, y por captación de H de las reaccio
DFMUJVHÜUSse transforma en succinato; el succinato es desplaya

gar el malonato a su vez, y aparece en el medio comometabolito
líïxvo.

s esqnemapropuesto por Szenthyórgyi es el siguiente:

Formento
z/amarillo

H.y /
'--s__\

Í H a Codes“
Í hidr gcnasa

JG F'fl'qlll)C'T'IO'T ‘ nl m- í, \ ' 1_ ,. J u. h. .Uila ' a. l ,2 l _lUïlQ¿Sa L ° Hooc H “¿or
Codcshi (activaó\fi\

drogenasï

"lEl mecanismo de ozentmGybrgyi perdió gran parte de su inteu
s cuanüo su descubrió la existencia de dos sistemas enzimáticos ea

es de mediar en cl transporte de H entre las coenzimas I (cozima
J1« DEN)y coenzima II (TPN) y el sistema de los citocromos de War“
aurg-Kiilin: estos dos sist‘mas son las citocromos c-reductasas d'
levaïura e higado especificas para DPNo para TPN, que hacen inn000«
UJïia la intervención de la succinodeshidrogenasa comoeslabón entra
.1ndS uoonzimas y la cadena de los citocromos.
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Quedasin embargocn pie la eventual intervención del sis
tema de 1a málico deshidrogenasa en las deshidrogenacioncs desde el
oivgl de triosafosfato hasta posiblementecx —cetoglutarato, para da:

4)succinato 3

Rapel_de_la fumarasa en el ciclo de los ácidos tricarboxilicos.
En

1937 Krebs y Johnson(37) integraron en una nueva teoria los conoci"
uiuntos acumulados sobre las oxidaciones celulares, tomando como Íu1
dvacntor de la mismalos siguientes hechos experimentales:

1) la rápida oxidación dc citrato, isocitrato, cisaconitato y
netoglutarato por el tejido muscular.

b) el efecto catalitico del citrato en la respiración tisular,
comparable al del succinato.

c) la sintesis del citrato por el tejido muscular a partir de o
'aCctato.
d) la formación oxidativa de succinato a partir de fumarato u o

Ka

xalacetrto ( de 10s cuales es precursor normal en acrobiosis) cn el
ngido inhibido por malonatou La reducción anaeróbica no tiene lugei
en prcecacia de este inhibidor.

El punto d) sugería un mecanismociclico con pr0C°sos oxi
¿ativos intermedios,y en el quc participarian los ácidos C dicarbou
XÍliCOS. Fundado cn ésto, Krcbs retomó la primitiva idea de Thunbcr5,
unpliánúoli con la participación del citrato y sus derivados, y modi»

LUGndOtotalmente el modo de entrada del resto dc ácetico en el cin
3.10 .

Jl esquema original de Krebs establecía la oxidacifr u _

2to u3a6o3 (último término de la degradación anaeróbica de la glu»
,)sa, en forma de triosafosfato o lactato) a piruvato, y la introduc‘
ión de un resto de d0s carbonos en un ciclo de reacciones de dcgra»
avión oxidativa del piruvato con el oxalacctato, para dar citrato:

este compuesto es transformado por la "ctrico deshidrogcna a" (aco
aitasa + icocitricc dcshidrogenasa) en ¡x—cetoglutarato; la dccart
-ilaeión oxidativa del último da succinato, y la posterior secucnr’

reacciones es la familiar transformación de los ácidos C dian'
suceinato, fumarato, L-malatO'y oxalacetato. Este a su Vc'
condensarse oxidativamcnte con otra molécula de piruvato

:ilicos:
ÁJuelve a
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rceomienza el ciclo. El resultado neto del funcionamiento do este mc
canismo es la oxidación completa de una molécula de piruvato

2 2

con la regeneración de todos los elementos intermediarios del ciclo.
GH3—“CHCOOH + 2% 02 = 3 CO + 2 H 0J

Las posteriores investigaciones que se realizaron en múscu
lo, higado y bacterias, han csclarccido muchosaspectos de las reac
ciones de este mecanismo,y han establecido las interrelaciones del
mismocon las otras actividades metabólicas celulares.

Se comprobó que en el higado y bacterias el piruvato, com
bustible del ciclo, puede ser la materia prima para la formación de
los intermediarios del mismo,mediante'su carboxilación anaeróbica a
oxalaCetato (esto independiza al tejido de otras fuentes de suminis
tro de ácidos C dicarboxilicos necesarios para el ciclo)(39). Se ha

4
aclarado el mecanismode incorporación del resto de dos carbonos en
cl citrato, que procede por la decarboxilación oxidativa del piruvato
a acetilucoenzima A (verdadero compuesto inicial del ciclo), y la

. , . . 41condensac1ón del ultimo con cl oxalacetato para dar Citrato ; se
lna descartado al cis-aconitato comointermediario entre el citrato y

(42),el D-isocitrato sc ha dilucidado el mecanismode las reacciones

(42), cx-cetoglutarato
(43)(esta última con el intermediario succinil-CoA) y del L-malato

(39, 44)

do decarboxilación oxidativa del isocitrato

(enzima "málica" de Ochoa)

Asimismo sc ha observado que a través del ciclo sc puede
oxidar los restos de 2 C prOVUnicntesno sólo de los hidratos de car
bono (vía piruvato) sino también los que resultan de la degradación
oxidativa de los ácidos grasos a acetil-ÓOA; también son oxidados por
el ciclo los restos carbonados de los aminoácidos convertibles en o

xalacetato, piruvato o cx-cetoglutarato (por procesos de transamina
ción) 34) y a la inversa, del ciclo pueden obtenerse los esQuelctos
carbonados para la sintesis de esos aminoácidos.

Una función muy importante adyacente al ciclo es el aprove
chamiento de la energia liberada en las oxidaciones del mismo(45).
En el ciclo en si se ha observado la formación de uniones fOSfato ri



Ex). .n.un Q

_1o_

cas en energía, en la reacción de fosforolisis de la succinil-coen
(43); también se forman en la decar

(41) P
sima A para dar succinato libre
doxilación oxidativa del piruvato a acetil-coenzima A oro la mg
y'r proporción ¿e fosforilacionos está asociada a los mecanismosde
traisgartc de H y de electrones dc la succinoxidasa, y los que oxi
dan a la: coenzimas I y II (DPNHy TPNH)reducidas durante el funcig

r
(4)). ¿ste mecanismodo transferencia de energianamientfi del ciclo

responsable del aprovechamiento vital de una gran parte de la o
nzrgí; libra de oxidación total del glucógeno y la glucosa.

El esgucmaactualizado del ciclo, con algunas reacciones
l;ter¿les importantes, es cl siguiente:

UUOH COOH COOH QOOH COOH
SH, . —2H H H o H —2H HerIfiH2<’F (""PÏ H¿—á’>3flMi?
COOH 1/ COOH /_,.í-9’ COOH ) COOH (7) COÉH

“A //’ =/,/' ‘ —HSCoA

W}10825: (e) (6) “ H2°J/ l/u'f 2 u ‘ P)
CH3 ¿ici-13 O-S-CoA
eo —---.>r COLS-CoA (1) H2
COOH /,‘- H2

wm) COOH

j iipidos —HSCoA
" A (5) —2H(F)

\IV "lueó “ono —COQ

CH3 ¿a - ÏOOH QOOH ‘OOH COOH

¿EH ¡ (P) EEH2 QHOH —2H o -002 ¿go
¿ooíïz ; * Ho —COOHH HQ-COOH (————)H—COOH(————) H2

cïucgcq QHQ (2) CH2 (3) H2 (4) ¿HgCOOH 600H ÓOOH COOH

_ ¡{20%) (22/1 Hzo ¿f (F)
QOOH QOOH

gH gmng

g-COOH QH2H2 H2
COOH 00H

Los sistemas enzimáticos que intervienen en estas reaccio
nus son los siguientes:
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(l) anina condensante de Ochoa
(2) Aconitasa
(3) Isocitrico deshidrogenasa (TPN)
(4) Isocítrico deshidrogcnasa (Mn++
(5) CK—cetoglutárico deshidrogenasa (DPN)
(6) Enzima fosforilante de Kaufman
(7) Succinodeshidrogenasa
(3) Fumarasa

(9) Málico deshidrogenasa (DPN)

(A) Enzhnas del metabolismo intermedio del glucógeno y de la glu
cosa

(B) Sistema de la pirúvico-oxidasa (CoA)
(C) Sistema enzimático de la p-oxidación de los ácidos grasos

(como acil-S-CoA)

(D) Sistema carboxilante del hígado
(E) Enzima "málica" de Ochoa (en el higado de paloma)

(F) Transaminasas (estas reacciones deben ser acopladas de a pa
res).

El ciclo del ácido cítrico fué primitivamente elaborado pg
ra ex licar los mecanismosde oxidación del piruvato en el músculo

m (34)pectoral de paloma . Los estudios posteriores han mostrado que es
te eseuema puede ser aplicado a varios tejidos de los mamíferos (mus
eulo, higado), y que las enzimas que intervienen en el mismotiene“
una difusión muyamplia en organismos uni- y pluricelulares. Es pro
bable que el ciclo, o partes del mismo, actúen en otros casos con

funciones no semejantes a las que desempeñan en el músculo de mamifg
ro. En Escherichia coli se ha hecho un estudio muy completo(46) de
los procesos metabólicos, empleando 014, N15, S35 y P32. De esta
vestigación surge que las reacciones del ciclo son empleadas por lw
bacteria comoherramienta de sintesis de los diversos compuestos
¿:eridos para su crecimiento, pero es posible que la energia '“*fi“i—
da de la oxidación de la glucosa no derive del funcionamiento d:l ci
elo.
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¿l papel de la_fumarasa en la levadura: los mecanismos¿y¿¿gggggiág
del ac:16.0.31. ¿124.?an
"""' La levadura de panaderia está especialmentea
daptada para el consumode azúcares, principalmente glucosa, como
fuentes de C y de energia requeridas para sus funciones vitales. El
proceso mediante el cual obtiene esa energia puede conducir en anae
robicsis a la formación de etanol y 002, o a la oxidación completa a

002 y H2Oen presencia de 02. Ambasvias metabólicas tienen una serie
de intermediarios comunes, entre los cuales el último, el piruvato,
ocupa una posición principalisima. La dilucidación del mecanismode
oxidación de la glucosa implica conocer el del piruvato, lo cual es
facilitado por ser éste casi tan eficaz sustrato comola primera.

Los estudios sobre metabolismo del piruvato en la levadura
le han asociado frecuentemente al acetato, otro sustrato de aquélla,
amarmeno han efectivo; este nexo posiblemente se debe a una analo
ig ;ou lOs euoucmasmetabólicos en los tejidos animales, donde am

b0s t JLQHun mismo mecanismo oxidativo, y también a la posibilidad
mnla levadura de obtener el acetato por decarboxilación oxidativa
r; el ¿»Jir-iarlm o .

un lo que sigue se resumen las investigaciones sobre di
chas vias metabólicas en S. aerevisiae, encaminadas en los últimos
tielpOS a decidir sobre la posible existencia y funciones del ciclo
del ácido cítrico en este organismo.

Cuando Jacobsohn demostró en 1931 la presencia de fumarasa
en la: levaduras de alta y baja(20 creyó que este hallazgo apoyaba
la extensión de la teoria de Thunberg-Knoopa las mismas. aunque va
)ias investigaciones posteriores rechazaron esa interpretación, la
íunarasa quedó incorporada a los esquemas del metabolismo oxidativo
de la leVadura propuestOS hasta ahora.

El esclarecimiento de la via metabólica del acetato en la

levadura tropezó con una dificultad no siempre reconocida: la falta
de permeabilidad du su membranapara los aniones di- o polieargados,
rue ,uedc obviarse trabajando en medio ácido (que reprime la ioniza
ción de los ácidos orgánicos)(47) o destruyendo la capacidad selecti
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va de la membranacon un tratamiento de congelación c)n aire liquido

o 30? sólido, y fusión posterior (48, 49). Este hecho fué causa de
que algunos investigadores no encontrasen ciertas actividades enzimá

(25) (33)),ticas comola de fumarasa (Clutterbuck , Kleinzeller aconi
3 otesi (¿rebs(J4)) y ciertas deshidrogenasas que pudieron ser demostra

Gas mediante uno de los procedimientos de permeabilizaeión antes des
(47, 48, 49)critos

(50)
Los experimentos de Jieland y colaboradores sobre for

mación de citrato y suceinato durante la oxidación de acetato (que,
mareado con deuterio, aparecia comoprecursor de los mismos) fueron
interpretados por éstos en base al esquema de Thunberg-Knoop, y pos“
tulando una reacción lateral de condensación del acético con oxalaeéw
tico para dar cítrico.

Lynen y col.(47’ 46), mediante el uso de células congeladas
o en medio ácido, demostraron la capacidad de las mismas de deshidro
ganar los cuatro intermediarios del ciclo del ácido cítrico: citrato,
túwcetoglutarato, succinato y malato, y también la inhibición por man
innato de la respiración en medio de acetato, y su recuperación por
fumarato, con formación cuantitativa de succinato. Estos hechos, aná
logos a los encontrados en el músculo, fueron explicados por Lynen
suponiendola existencia de un ciclo del ácido cítrico semejante al
dal “úsculo de paloma. También descartó el funcionamiento del meca

nÍSEOio agent-Gybrgyi sobre transporte del H de las deshidrogenacio
n03, JTthO que el malónico no inhibe la oxidación del alcohol a áci
úo acético.

La experiencia fundamental de incubación de acetato y fu
marato en presencia de malonato, fué repetida por Lynen(53), con ace
tato Ceutcradoz el succinato formado estaba mareado en un 33%, demos
trando que el acetato era un precursor, y descartando la reducción
del fumarato por la fumárico hidrogenasa de Fischer y Eysenbach(54).

La hipótesis dc Lynen sobre la via metabólica oxidativa
del acetato a través del ciclo del ácido cítrico, fué apoyadapor

(53)
vTninhouse y Millington que estudiaron por incubación con acetato
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uarcado con 013, la distribución del isótcpo en el cítrico, succíniw

¿o 7 CO?producidos; sin embargo admitían que, en parte, el succíni
co se formaba a través de un mecanismo que no comprendía al cítrico.

Barrón y colaboradores(56), en experimentos con piruvato y
leVadura de panadería, concluyen que la vía de oxidación correspon
1 .f W ¡xr.LVA1to tiene por intermediarios al acetato y succinato; observan la
. anulación de este último por inhibición con malónico en medio ácin

y la capas aidld de la levadura de oxidar succínico y cítrico
2L: Jujíhi. .321bazzc a estas observaciones proponen que también el pi
' viCñ e; OXidmea través del ciclo del ácido cítrico.

¿asta ahora hemoshecho mención de trabajos que justifican
:tcncia en la levadura del ciclo del ácido cítrico comomecam, -_,._;. ¡3.:

113m0principal de degradación aeróbica del piruvato y el acetato.
¿qien rc ha querido encontrar evidencias favorables al ciclo en los

rijaicntes argumentos:
Se ha podido determinar en extractos acelulares, o en célum

tratadas para aumentar su permeabilidad, la presencia de las si
ticrtes enzimasvinculadas al ciclo del ácido cítrico:

acctoucocnzima A guinasa(57’ 57a)
aconitasa(j’ 48’ 49' 55’ 58’ 62’ 63)

isocítrico deshidrogenasas (TPNy DPN)(48, 58, 59, 60, 62, 63;
a —cetoglutárico deshidrogenasa(48’ 58’ 58a)
succinodcshidrogcnasa(48' 61! 62)
fumarasa(20’ 49! 62, 53- 1. 862
milico deshidrogcnasa(4 ’ )

¿zode verse que el sistema enzimático requerido para el ci
clo “até aparentemente completo, por lo que existe la posibilidad de
muy.32. funcionamiento. Más aún, dicho sistema está organizado en partícu
las subcelulares(64’ 65) que se comportan comomitocondrias<65’ 66):

a intravitalmcnte con Jano B, son capaces de oxidar aeróbica
úcntc los ácidos tri y dicarboxílicos del ciclo (el fumarato y el ma
lato con menor velocidad que los otros), y en aerobiosis oxidan el

¿iruvato a CO2y HZO,sólo en presencia de cantidades catalíticas de
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los ácidos del ciclo, siendo el malato el más activo; el malonato in

hibe la oxidación del piruvato activada por succinato comoácido C4,
pero el agregado de malato reactiva el sistema, y la cantidad de pi
ruvato oxidada depende de la de malato presente<65).

Se puede observar que todas estas caracteristicas son muy
tejantes a las que se dan en tejidos animales en los que se admitep. (9

funcionamiento del ciclo: se podria inferir de ello que el ciclou'

opera en la oxidación del piruvato y del acetato por la levadura.
Hay sin embargo opiniones en contrario: el hecho de la exisu

tencia de una serie de enzimas no prueba que éstas actúen en un cier
(49),te sentido exclusiVamente ni tampoco lo demuestra el que estas

:nyim s están organizadas en estructuras intracelularcs diferencia
iasKOS). Gonrespecto a la via oxidativa del acetato, Linnane y Still
en sus ya aludidos estudios con mitocondrias de levadura 65), enconm
trsron que el único activador que posibilita la oxidación del acetato
por aguéllas, es el cx-cetoglutarato (a diferencia del piruvato, fren_
te al que son activos todos los intermediarios del ciclo). Unaposi
ble explicación de este comportamientosingular seria el requerimien

e la formación de acetil-S-GOA para entrar al ciclo, formaciónCuto

rue en la levadura se realizaría acoplada a la liberación de succina
to de la succinil-S_COA, producto de la decarboxilación oxidativa del
<x—cetoglutarato (recuérdese sin embargo que en presencia de acetato,
axilacetato, Con, ATPy Mg++los extractos de levadura desintegrada
sintetizan citrato<57). Pero quizás la razón es más compleja: Krebs
y col.(49¡ han realizado experimentos con levadura tratada con nieve
carbónica, que destruye la selectividad de la membranaen forma seme
jante al tratamiento con aire liquido<48). En esos estudios han podi
do establecer que el sistema que oxida al acetato tiene propiedades
cue difieren del correspondiente para succinato: la inhibición por
" (47, 56)nalenato ds la oxidación por células en medio ácido requiere
para el acetato concentraciones de inhibidor muchomayores que para
succinato, no es reversible por lavado de las células y no es obser
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vable con células congeladas, en concentraciones de malonato que in
niben totalmente la succinodeshidrogenasa; además, el efecto protec
tor del fumarato para la oxidación del piruvato en presencia de malo
nato, que con células en medio ácido resulta en la acumulación de

(53)) depsuccinato (Lynen ende de la concentración de células usada:

cuando la suspensión es diluida no se observa el efecto protector. En
otros experimentos en los que la levadura congelada se incubaba en
icrobiosis con acetato radioactivo, se aislaba una serie de hipoté

ticos intermediarios en su oxidación: succinato, fumarato, L-malato,
—cetoglutarato, formiato y acetilacetato: ninguno era radioactivo;

3 por último en un experimento comparativo entre levadura fresca a
pH 5.0 y levadura congelada, la incubación de acetato radioactivo y
succinato no isotópico producía en el primer caso una apreciable ra
dioactividad en el succinato, mientras que en el segundo no se obser
v;ba succinato mareado.

Krebs concluye que el mecanismo de oxidación del acetato no
incluye ninguno de los metabolitos estudiados, y que por lo tanto el
cielo no opera en la levadura comovia oxidativa del acético. Pero
tada la precenoiw de sus componentes, sugiere que el mismo, o partes
de él, actúen en la formación de los intermediarios para los procesos
sintéticos que requiere el crecimiento de la levadura.

El papel sintético del ciclo ha sido confirmado en microor
sanismos comoEscherichia coli y Torulopsis utilis, por los estudios
de Roberts y col(46) (a los cuales ya nos habiamos referido); pero
ésto no excluye que para el primero se postule, en base a estudios

. . . . 46a . .sobre mutantes con def1010nClaS metabólicas< ), que la oxida01ón
ial acetato se realiza a través del ciclo.

_ M . a .Hang, uneldelin y col.(53 ) han estudiado en la levadura
de panaderia la sintesis de aminoácidos totales a partir de glucosa,

piruvato, acetato y CO2,utilizando C14. Sus resultados son interpr"
feCor :uponiendo el funcionamiento del ciclo comovia de entrada de

restos de 2 C, y además admitiendo un mecanismo de fijación de CO2
obre el piruvato del tipo de las reacciones de carboxilación de Wood



-17

y derkman, o de Ochoa, a oxalaeétieo o málieo. Pero para explicar el
origen del aspartato obtenido por crecimiento en acetato, postulan un
ter cr mecanismode condensación de dos acetatos,del tipo de Thunberg.

Comepuede verse, hay una serie de interpretaciones contra
dictorias de muchos experimentos complejos, en los que la modificación
de alguna de sus condiciones hace obtener resultados completamente di
ferentes. El problema de decidir sobre el papel del ciclo del ácido
cítrico en la levadura, y sobre otros mecanismosen el metabolismo del
acetato, aguarda todavia una decisión terminante; posiblemente ésta se
pueda obtener por el análisis cinétieo de la incorporación de los res
tes atóLicos de un cierto sustrato (por ejemplo el piruvato o acetato)
en los diferentes metabolitos intermedios de la célula, con lo que se
podrá trazar un mapadel flujo de esos restos atómicos, y estará con
testada la pregunta sobre la via metabólica de ese sustrato en las
condiciones elegidas.
'[osibleshrglagiqneg_metabólicas inmediatas de los sustratos de la fu
marasa en la levadura.

Independientemente de estos esquemas sobre meca
ninmosoxidativos en los cuales podria estar involucrada la reacción
de le fmnirasa, Se ha observado en la levadura una serie de activida
des enzimátieas que tienen por sustrato ya sea al fumarato o a1 L-ma
late. La: enzimas para el fumarato conocidas en la levadura son:

a) cueeinodeshidrogenasa: es una flavoproteina que contiene Fe, que
entalizs la oxidación TOVUrSiblGdel succinato a fumarato, acoplada al
sistema de los eitocromos-citocromooxidasa(48' 61).

b) fumarieo hidrogenasa: es una flaVOproteina diferente de la ante
rior, que es activada por iones Fe++, y cataliza la reducción del fu
marato a succinato (prácticamente irreversible por el alto potencial
de reducción del leucocolorantc que se acepla)(54).

c) argininosuceinasa: cataliza la adición reversible del grupo ami
Jógene terminal de la arginina sobre la doble ligadura del fumarato,
cundo argininosueeinato. Es el paso final del mecanismode sintesis

la arginina, por condensación de citrulina y aspartato a argininow
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succinato y la posterior liberación de arginina y fumarato (a su vez
el esqueleto carbonado de la eitrulina proviene del glutamato)(67).

d) adenilosuccinasa: cataliza la adición reversible del amidógeno
en el núcleo de la adenosina-5'-fosfato (AMP)sobre la doble ligadura
del fumarato, dando adenilosuceinato 68). Se cree que es el paso final
en la sintesis de AMPen la levadura; en Escherichia coli se ha demos
trado que el adenilosuecinato se forma a partir de la inosina-5'-fos
Tato (IMP)y aspartato, asociado a la hidrólisis de una unión pirofos
fate de la guanosina trifosfato (GTP)(69).

e) aspartasa: esta enzimainterviene en la adición reversible del

hfl3 sobre la doble ligadurs del fumarato, para dar aspartato. En las
suspensiones de levadura de panaderia secada no pudo demostrarse su

’70)pr;w;neia\
/

\ “¡71, 72)(EL: OI’VOIJr

pero dado que esa actividad fué encontrada en levadura
72 . . .( ) sugieren que las cond1c1ones deHaehn y Leopold

trlbajo elegidas para la primera investigación no eran óptimas (lo
raul explicaría el resultado negativo), y dejan abierta la posibilidad
de la existencia de la aspartasa en la levadura de panaderia.

La única enzima demostrada en levadura cuyo sustrato es el
mealato, es la málicedeshidrogenasa(48)zcataliza la oxidación rever
sible del mismoa oxalaeetato, teniendo por aeeptor de hidrógeno aco
plado al difosfopiridinonucleótido (DPN).El oxalacetato es la fuente
principal de aspartato en la levadura, por transaminación acoplada al
glutamato; además se condensa con la acetileoenzima A para dar citra
to, y puede deearboxilarse reversiblemente dando finalmente piruvato.

Todas estas posibles vias metabólicas no han sido todavia
evaluadas en su importancia relativa, ni en el flujo de compuestos a
través de las mismas. Un esquema que muestra sus eventuales relacion
aus, centradas en la fumarasa, se acompañaa continuación.

En él Se puede apreciar el papel que toearia desempeñar a
diearboxilieos y aminados: el ct—cetoglutarato se

(59). ¡Z .. L lx U5 y (Jl i ¡‘l ‘s 4
ria el fionpuesto ue fijaria nitrógeno aminico

precursor de una serie de aminoácidos tanto los de C5 como lOs de C4

o 33 (estos últimos por transaminaeión del oxalacctato o del piruva
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to). Un mecanismoadicional de fijación de amoniaco, la reacción de
la aspartasa, no se ha confirmado en la levadura de cerveza (v. s.) y
udemásde ello la escasa actividad encontrada en la levadura de ba
.(72 . .
Ja ) y en Propionibactcrium y Pseudomonas<7o) hace pensar que, de e
xistir, este paso no debe ser metabólicamente importante. '

El aspártieo, a mas de dar origen, con su esqueleto carbo
(46), aetuaria comotransportador de gruposnido, a varios aminoácidos

.E2-, interviniendo no solamente en reacciones de transaminación, si
ze también cn la formación de diaminas intermediarias complejas como
los mencionadosargininosuccinato y adenilosuccinato(67’ 68), y estos
campuestos, por una reacción semejante a'la de la aspartasa, se escin
¿en en la otra rama dc la diamina, liberando arginina o ácido adenili
eo (ambos con un grupo -NH ganado en el proceso) y fumarato. El pro

2

:¿so noto ha sido la tra sfcrencia de un grupo —NHdel aspartato de
2

l; eitrulina o el ácido inosinico; el fumarato, por la intervención
es la fuma asa, málico deshidrogenasa y transaminasa acoplada al glu
tamato, regenera cl aspartato, y se cumple de esa manera un ciclo ami
nativo completo.

Hemosseñalado estos dos ciclos para destacar que la fuma
rasa está incluida no sólo en la malla de reacciones que obtienen cner
ia de combustión y producen esqueletos carbonados para la actividad0-7

:intítica de la leVadura, sino que también participa de la incorpora
ción y transferencia de grupos amidógenos en compuestos fundamentales
comolos transportadores de esa energia (la familia del ácido adenili
co) lo: aminoácidos básicos indispensables para la formación de nu
cleoprozeinas reguladoras de la reproducción celular.
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QABIÉULÓ II

|".Ï.=."TODOS:2 ERIIxíEhTaLijS GENERALIQÉ

.11: DOSAJE 133; LA ACTIVIDAD DE FUMARASA

En condiciones definidas, existe una relación precisa entre
la cantidad de una enzima presente en una solución y las cantidades de
sustrato transformadas por acción de la misma. La medida de dicha canu
tídnd de enzima (o dosajc de la actividad enzimática) en unidades ar
bitrarias, se realiza midiendo esas transformaciones a lo largo de la
seaueión, y aplicando a esa determinación la relación empírica o teóm
rie: hallada entre la concentración enzimática (actividad) y sus efec
tos.

Jn el caso de la fumarasa se puede observar la desaparición
u form ción de ambos sustratos, fumarato o L-malato, midiendo por mé
todos adecuados la concentración de los mismos a tiempos diversos; con
¿SÜOSresultados se puede calcular la concentración del catalizador,
sea aplicandolcs un tratamiento cinético que presupone un dado meca
dismo do reacción, o bien comparándolos con los obtenidos con alícuo
tas dc un extracto enzimático patrón, de actividad arbitrariamente en
lefiida.

I_u Métodos de determinación de los sustgaïgg.
’Los dos procedimientos

de desajo de la enzima implican el dosaje de fumarato o L-malato du
rante la reacción. Entre los muchosmétodos de que se dispone para es

txñ determinaciones, varios de los cuales se han utilizado en los do
: jun de fumarasa, podemos mencionar:

1) Métodos de dosajc de fumarato:

i - Gravimotrices: l - precipitación con C13Fe en alcohol 20%, y
pesada o medida del volumendel precipitado rojizo (Batolli
y Stern(l)).

2 « precipitación con NOHg y Degaña del precipitado (Mann y
(2). 3Haarmann

ii —Velumétricos: 3 —precipitación con N03Hg, redisolueión y oxi
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dación del Hg+precipitado a Hg++, y valoración de éStÜ con
soN‘ (3totz(3)).

4 —precipitación con N03Hg,rcdisolución y bromación de la do
ble ligadura; ol Br2 en echso sc titula con IK y 8203Na2

/
(Szcgcdy(+)).

(6)permanganimetriu cn mcdio sulfúrico (Straub , Butkcwitsch
(38)).

iii u Manométrico: 6 —hidrogcnación a succinato con Zn y HCl y de

J“.

y choroff

turminaoión nanomótrica de éste con succinoxidasa (Krebs,
dmgth y Evans(7)).

iv a Colgrimótrico: 7 —precipitación del complejo fumarato-Cu+*
’Fvéïtïrfi%nación colorimétrica dcl Cu++en el precipitado
con dietilditiooarbamato (Marshall, Orten y Smith(8)).

v _ Espectrofotomótrico: 8 —medida dc la densidad óptica dc solu
cionus de fumarato cn una amplia banda dc longitudes de 0n

(9))da entre 300 u 205 milimicroncs (Hacker

bl Métodos de dosaje dc malato:
i u Polarimétricos (estos métodos permiten decidir sobre cl isómcro

presento en la muestra): 9 —formación del complejo malato
uranilo (cuya rotdción muy oxaltada es del mismo signo quo
“l iSóero PTUSÚntG)(Dakin(lo); Quastcl y Whetham<ll)3
Clutterbuck(l2); Jacobsohn(l3); Straub(14)).

lo a polarimutria del complejo malato —molibdato (dc rotación
muy aumentada y dc signo contrario a la del isómero presen

. - l . . .to) (Aucrbacn y krüger< 5) o determinac1ón de la rota01ón
‘ÏÜJ-¿QJJIJO .

/;;alat0 u molibdato —citrato, muchomás sensible quo la an
(16)).

Colorimótr10033 ll —oxidación del malato (ambos isómeros) con
turior (Krebs y Eggleston

HnO4Ky BrK, y procipitsción dcl derivado dibromado con di
nitrofanilhidrazina, seguido de su determinación colorimó
trica cn medio alcalino (Puchcr, Vickcry y Wakeman(l7);
Suonalaincn y Arhimo<18)).

iii u Eluoromótricos: 12 —métodos basados en la formación de pro
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" J du condensación de intensa fluoresconcia, por reacu(LUX? 50 S x,

ción en medio sulfúrico concentrado, con [3- naftol (Lei
O .(2 )); con re(19); Loewus, Tchcn y Vennesland

¿22),
niqger y Katz

. . 21 .soreina (Guinn Barr< ); o con homoumbeliferona (Humme
iv u “anométrieos: 13 —decarboxilación simple a ácidokláctico por

el Lactobaeillus arabinosus (Nossal(23)), o por el Bacte
rium gracile (Rentschler(24); Gachot(25 ) (ambos métodos
específicos para ácido L-málico).

v u Espectrofotometrieo: 14 —decarboxilación oxidativa del L-mala«
to a piruvato (especifica), por la "enzimamálica“ de higa
do de paloma, en presencia de trifosfopiridinanucleótido
(TPN) y de iones Mn++; se sigue espectrofotométricamente
por la reducción del TPN, a 340 milimicrones (Ochoa, Mehler
y Kornberg(26)).
De todos estos métodos, el más accesible por su relativa

sencillez y falta de exigencias de instrumental, es el de permangani
netria de fumarato. Desarrollado por Straub en 1935 para la investi
gación de ácido fumárico en tejidOs animales, fué utilizado cn 1941
por Lnki y Laki<27> para su dosajc de actividad de fumarasa, y poste
riormentc Scott y Powell<28> y Scott (29) lo emplearon, con modifica
Oiünuu, oq sus estudios sobre propiedades cinéticas y purificación de
la misma enzima.

:1 metodo de Straub se funda en las prOpiedades reductores
de la doble ligadura del ácido fumárico, puestas de manifiesto en su
ïuHCCiÓncon el permanga ato de potasio en medio sulfúrico; este pro
Ceso rompeoxidativamentc la molécula, con una relación esthiométrioa
taórie; de seis equivalentes oxidimétricos de permanganatopor cada
mol de ácido fumárico que reacciona.

ll _ Estudios sobre el método permanganimétrico para fumarato.
' En base

dl mítedo de Straub hemospuesto a punto un procedimiento para titular
:umarato, en el que se han considerado los siguientes aspectos:

a n Estudios cuilitativos
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1-. ¿Lagoclit‘iCidadde la reacción: la solución diluída por
ningunmt) de potasio (0,01 —0,05 N) es rápidamente decolorada, en so«

lución salfúrica diluida y a temperatura ambiente, por el ácido fuma
rico, pero no por los ácidos alcoholes comoel málico o el tartárico.

2- punto final de la reacción: si se deja gotear solución de
porn nganito de potasio 0,02 N sobre una solución de ácido fumárico en
¿oido sulfúrico 0,5 N, agitando muybrevemente durante el agregado de
add; got , se observa que lOs tiempos sucesivos de decoloración dc ós
iñu son muy cortos (del orden de 1 segundo) a lo largo de una conside

Pablo adición de reactivo; al acercarse a la relación de 4 —5 equiva
l nton da permanganato por mol de ácido fumárico presente, lOs tiempos
le decoljración van auLentando muypaulatinamente a 2 y 3 segundos por

=ut;. El tiempo de 4 segundos se d; para solamente una gota y la inme
“i to posteriir a ésta tarda en decolorersc 5 —6 segundos, tiempo que
se mantiene constante durante el agregado posterior, gota a gota, dc
un: consider ble cantidad de pormanganato de potasio.

El número de gotas en que sc desarrolla este cambio de
Dï.nn;3 du d coloración, dependc de la cantidad de fumarato presente

‘wio: con muestras de lO micromoles de fumarato se utiliza lO—

13 got Á en ¿l intervalo del cambio; con 4 micromoles el número de go

rs: a 4. —5 (MnO4K0,02 N).

11 débil color de la gota de MnO4Ken proceso dc ser redu
mida un la solución, puede ser observado más o monos fácilmente de a

ÜHUÏÜUJ la forma del recipiente, la iluminación, el volumen de soliw

uiód, ctm. ¿emos comprobado que en el caso de tener unos 4 —5 ml de
¿oiuuión en un vaso dc precipitados pequeño, con un fondo ligeramente

forma de cúpula, se puede observar una débil tonalidad rosada que
y. no se advierte si colocamos la solución en un erlenmeyer del mismo
volunen. Hemosaprovechado la mayor sensibilidad que ofrecen estos va
"33ns, cnpleíndolos comorecipientes de titulación de fumarato a lo
"muy? du todo ul “trabajo.

Hemosvisto también que, trabajando con sOluCiÓn de per
ganganata La pothsi) 0,02 N, el volumen de 0,025 ml por gota es el miu
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nimn adecuado para su bue a observación en 5 ml de volumen total, en

les vasitos Precitados.
En base a estos resultados, se ha adoptado comopunto final

de la reaCción, la gota de 0,025 ml que produce durante 4 segundos co
lor rosado, tal comose observa en un vasito de precipitados de 25 ml,
con fondo en cúpula, y con un volumen presente de 4 —5 ml. Este punto
es relativamente reproduciblc.

b —Estequiometria de la reacción:
En el curso de los ensayos de titulación del fumarato se ha

observado que no existe proporcionalidad entre las cantidades de fuma
rito presentes y los volúmenes de permanganato gastados en la reacción:
en una experiencia tipica se titulaba en tubo dc ensayos cantidades
crecientes de ácido fumárieo, empleando solución de permanganato de
JÜÜflSiO0,04 N. Los resultados se dan en la Tabla I: se observa (salvo

en el caso de 2,50 micromolcs de fumarato) una ligera pero sostenida
tendencia e disminuir el equivalente por mol de fumarato presente, al
aumeet r las cantidades de éste. Aúncuando las diferencias en el coe
ficiente es'equimótrico son pequeñas, obligan a introducir una correc
ción si se desea obtener con relativa exactitud la cantidad de fumara
to presente en la muestra titulada. Comose verá más adelante, el mé
todo Je dnsxge de actividad prescinde de estos aspectos de la rección.

c u Condiciones de trabajo adoptadas para nuestra experiencias de
rutina:

Se titula el fumarato en cantidades entre 3 y 10 micromoles

con an4K 0,02 N; se emplea una bureta de 3 ml con punta adelgazada
n "A‘ 11.; a gotas de 0,025 ml, y comorecipientes de reacción vasos de pre
nipitade de 25 m1, de vidrio delgado, con fondo en cúpula. La mues
trc, generalmente de 0,5 ml, se diluye en 2,5 —3,5 ml de ácido sulfu
rice 0,7 N (ácido concentrado de d = 1,92, diluido 1:50) de manera de
tener un Volumentotal de unos 5 ml en el punto final; el reactivo se
agrege gota a gota con agitación, esperando la total decoloración an
tes del agregado de una nueve gota. Cuando el tiempo dc decoloración
llaga 4 segundos, el volumen de reactivo usado se toma comoresulta



Tabla I

._¿je uipnetría de la titulación de fumarato con MnO,K“mi. ,_ 4

¿e toma cantidades crecientes de fumarato de sodio en 0.5 ml-de solu
ción de SO HP 2N; se titula en tube de ensayo, con'MnO4K0.04 N en u
na burcta áe'punta capilar, que da getas de 0.015 ml; punto final: go
JJ¿ Gaeilnrad¿ en 4 segundos; determinaciones por duplicado.

gguivalentes MnOgK

ÏÏQÏÏÉZ) m1. ?;gííedio) mel fumarato

12.50 1.525 4.88 t 0.05

TG.0 1.245 4.98 t 0.06
7.50 0.975 5.20 t 0.07
5.00 0.66 5.27 t 0.12
2.50 0.31 4.97 i 0.20
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do de la titulación. Este dato se utiliza sin correcciones en el desa
je de actividad.

¿EL_¡-Consideraeiones sobre métodos de desaje de fumaggsa.
Para medir

la conCentraeión de una enzima en una solución activa, se puede proce
der según dos métodos diferentes que tienen una base común: la canti
dad de enzima presente se mide por sus efectos, y éstos serán iguales
p;ra iguales cantidades de enzima, en las mismascondiciones.

En lo que estos dos métodos difieren es que el primero no
presupone una relaeifin conocida entre las cantidades de enzima presen
tes y sus efectos, y se obtiene aquéllas empirieamente por comparación
de éstos con los efectos de cantidades conocidas (en unidades arbitra
rias); en cambio el segundoparte de una relación preestablecida/gfigi9
ma n consume de sustrato. y no es menester calibrar el método para me
dir en unidades arbitrarias la cantidad de enzima.

¿n la literatura se enc entran varios procedimientos de do
saje de fumarasa, que se basan en consideraciones como las mencionadas
en segundo término. Los hay que procuran medir 1a velocidad inicial de
la reacción, para una concentración de sustrato que sature la enzima,
es decir, que asegure que el factor limitante del proceso será la can
tidad de catalizador presente. Estos métodos exigen la medición de la
aparición o consumode sustrato en función del tiempo, y la extrapola
ción gráfica de esta transformación al comienzo de la reacción. La vc

loeidad inicial mide en estas condiciones la concentración de enzima
presente. Entre otros, han utilizado estes métodos Oehoay col. (26),
{aeker(9), Massey(3o) Frieden, Bock y Alberty(3l), Hirsch y col.(32)
y Nossal(37).

Otros métodOS,basados en estudios previos sobre la cinéti
ca quimica de la reacción realizada en condiciones análogas a las an
terieres (el factor limitante de la velocidad es la concentración de
enzima) admiten para el proceso un cierto mecanismo, y mediante la a
plíoaeión de las correspondientes ecuaciones al resultado a un tiempo
dado de la concentración de sustrato que se consume o que se forma,
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calculan la concentración de catalizador presente, Asi, Laki y La-

ki(27), sup)nen que la reacción de hidratación del fumarato, con una
concentración inicial de sustrato 0,025 M, transcurre a velocidad
constants hasta un grado de avance de la reacción cercano al equili

brio, y una esta velocidad es proporcional a la concentración de enzi
na: de aquí, el consumo dc sustrato en 5 minutos de reacción, nos mide
la aotivi‘ad prCSente, en unidades convencionales. La misma suposición
respecto de la canstancia de la velocidad de la reacción la habia he
cha anteriormente Cluttarbuck(12).

Jacobsohn y col.(33) , mediante_estudios polarimétricos de
la cinética dc la hidratación del fumarato, concluyen que el mecanismo
de ésta corresponde a una reacción reversible de ler orden en ambos

sentidos: encuentran que, partiendo tanto de fumarato como.de L-mala0
to, la expresión k = k + k = l 1n.-3L-- se cumple a/largo del 2 t xw-x '
“¿Ca reacción, pero el valor (kl + k2) (la sumade las constantes ci
neticas de primer orden, de la reacción directa y la inversa) difiere
para ambos sustratos, siendo a 3790

(kl + k ) = 0,5 (k1 + k2)2 fumarato L-malato
Este hecho, que Jacobsohn deja sin explicar, no es compati

ble con el meCanismopropuesto. Independientemente de ello, estos in
era proporcional a la

(33);
vestigadores hallaron que k = (kl + k2)fumarato
cantidad rc enzima presente en el ensayo, en condiciones dadas
consecuentemente utilizaron este dato comomedida de dicha cantidad,

y definieron(34) la "capacidad de hidratación" ("Hydratisierungsfáhig
koit") o Hf = E-LNS en que k = constante cinética hallada

g e = concentración inicial de fumarato
g = peso seco de la preparación enzima“

tica utilizada en el ensayo.
due según estos autores mide la actividad especifica (cantidad de en
zima por unidad de peso seco de la preparación enzimática) del mate
rial que se utiliza en el experimento.

El término Hf asi definido depende de la concentración ini
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cial de sustrato en el ensayo de actividad: por lo tanto, para medir
el contenido de fumerasa de una preparación (su actividad especifica
se podrá utilizar esta expresión si se conviene cn que su valor es só
lo comparativo respecto de otras medidas, expresadas con la mismacon
Centración inicial de sustrato. A este respecto consideramos que la
expresión g (con los mismos significados anteriores para k y g) mide

D‘
C)

la actividad especifica independientemente de cualquier condición expeu
. . . 35rimentïl. Del trabnao men01onad3( ) parece desprenderse que en todos

¿un dosujes los autores han empleado como sustrato, fumarato de sodio
.l Ite sodio en eincentrACian inicial 2 p (en ácid) fumárico); con esta og
servneión es fíeil trinsfarmar sus Valores Hf (para esa concentraeifin)

k ‘ . ea - , ue VJlldeZ ¿engrel.
G

PosteriorMente se han ocupado del problema Scott y Powell
(20;) a. . . . .' cue encuentran que las :ïirmaCiones de Laki y Laki no sun sosteni
bles, y uneándñ e en el resultadv anámalo de Jacobsohn y col. ya menu

ei nad\, rechaza: el esquemacinético aplicado por las mismos, Propo
een un¿ UXgHeÉÍÓn¿nulitiea basada en un mecanismo de fármaeión reVer—

-ihle de eemplejis de la enzima con ambos sustratos, complejos que por
un proceso de activación podrian dar el complejo enzimática del otro
,, ‘... J...Lrgu‘_:

fmlsrato FLC-¿fm. rrñf um. = L-mal . ¡:1 —mal.51‘ L-malato
superficie de la enzima

Lwexpresión de la marcha de la reacción que se obtiene de este plan
teo reproduce lOs datos experimentales de Scott y Powell, y permite
calcular, en base a la medida de la concentración de un sustrato al
tiempo t, la velocidad inicial de reacción, que mide la concentración

(29)).ñle enzima (Scott

En nuestro caso hemospreferido no formular hipótesis algu
na sobre l: naturaleza de la reacción con la fumarasa de levadura, si
no comphrer la acción sobre el sustrato de una muestra/gggocida de en
zima, con respecto a las de una serie do alicuotas crecientes, conoci
des, de un mismo extracto activo tomado como patrón; método semejante
en esencia al propuesto por Bodanskypara medir concentraciones enzi
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(39).naticae an general

Realización práctica del dosaje y cálculo dc la actividad:
definicion da la_unidad dc fumarasa.

Este dosaje de la actividad enzi
mática fué rduliZHdO prácticamente adoptando condiciones de trabajo
parecidas a 113 de Laki y Laki: a 2 ml de buffer fosfato 0,2 MpH 7,0

se añaden en un tubo pequeño la enzima, completando el volumen a 3 ml

con agua destilada; se termostatiza a 309 y se incuba durante 5 minu
to: con 1 m1 de fumarato de sodio 0,1 MpH 7,0; la reacción se inte
cruüpa pAr agregado de l m1 de solución de ácido tricloroacótico 20%.

55njunt mente con cl tubo con enzima se preparan un blanco con enzima
win fumarato, y un testigo con fumarato y sin enzima.

Los tubos de dosaJc se centrifugan, y los sobrenadantes se

titulan con MnO4Ksegún la técnica antes descripta, tomando 0,5 m1 de
nuestra.

Jona sc puede ver, la enzima actúa cn un medio de fosfato
¿,1 My fumarata dc sodio 0,025 K pH 7,0; la cantidad total de fumara
tv presente es dc 100 micromoles.

d 4
¡alcula de la actividad dosada: Llamamos T al volumen de MnOK gasta

r titular 0,5 ml de liquido dc dosajc
m ° volumen gastado para 0,5 ml dc blanco (corresponde a las sus

tancia: reductoras presentes cn el extracto a medir)

ft; volumeng;st¿do para 0,5 ml dc testigo (que contiene 10 micro
olc: dc ácido fumárico)

'73a_ TH= Tf: volumen gastado para titular el fumarato presente
c1 U,i ml de liquida de dosaje. T

n . f .
La rclac15n C = lOC (l —5- ) ¡imoles ("consumo") nost

mida en un: cnc la no lineal la proporción del fumarato inicial trans"
dormda por la enzima cn L-malato: esta relación ¿si hallada no cs 19

_ rea001ón
proporciín en si, dado cue el coeficiente estequiométrico de la/titu—

lación con MnO4I,varia con la cantidad de fumarato Presente; Pero Pa'
ra cada proporcifn
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Iïgïiïípgïüh'(‘LÏQÉLHEÏEBI_____existirá un sólo valor de C = lOO(1 —711-:) [uma-100pmoles iniciales t
les, si se mantiezen constantes todas las condiciones de la titulación.

En todo desaje de actividad realizado con el prOCJdimiento
untedicho, la preporción de fumarato transformado por la enzima depen
derf sol:.ente de la cantidad de ésta presente; y por lo tanto esa
e ntidad esthrá directamente vinculada a la relación C ("consume") ob
tenida para esc dosaje particular. Si ahora tomamosuna serio de ali
euflt‘s er cientea de un extracto activo (por ejemplo desde 0,02 ml
Hastn l nl) y medinas para las mismas los respectivosuconsumos"C ten
dremos una curva que nos relaciona los C obtenidos Can las cantidades
de enzima presenten en las alicuotas, que serán proporcionales a sus
Vsiúyunes.

DefiuiniSn de la unidad de fumarasa: Para asignar al extracto enzimá

tiee p trón una concentración enzimática en unidades definidas inde
pendientempnte de dicho extracto, y consiguientemente medir en esas
¿vic de? le actividad de cualquier otra 201ución, hemos procedido en
la Siguiente forma:

Se extrapol; la relación.
"consumo unitario": _1¿_¿EEQ¿5L___.

vol.alic. x5 min

ñlumun de enzima cero, obteniéndose Co; esa relación nos dará C ¡1
enla tr.nsfnrnadss en l minuto por l m1 de extracto patrón en 4 ml de
Jun cat\ de sodio 0,025 My fosfato 0,1 M pH 7,0 a 30Q si no existiesu

la reacción inVersa (es decir, es una medida de la velocidad inicial

¿e hidrat uiin). CuandoCO= 1 ¡umol/ ml/ min. se tiene realizada la
unió d de actividad enzimática por ml de extracto; y en general cl Cn
asi definido sezí la conCentración de enzima en esas unidades por ml
de extreeta estudiado. Se asigna entonces a 1,0 ml de extracto patri

la actividad Cq correspondiente, y con un simple cambio de esca as en
el gráfico correspondiente se tiene la curva que vincula las unidades

1(A, ¿UtiVidCd enzimática presente un el dosaje, con el "consumo" C resh
peutivo. Juande SUdesea medir la actividad enzimática de una solución
00""0nncida, n' obtiene ul "consumo" C correspondiente a una alícuota-s.)\r L>v
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de la misma, se interpola en el gráfico C - Actividad, y la cantidad de
unidades dc fumarasa asi detenninada se divide por el volumen de solg
ción enzinática empleado en el dosaje; esto nos da el número de uni
dades de enzima presentes en un mililitro de sOlución activa.

Hemosesquematizado en la Tabla II la forma de disponer los

desajes de enzima, y los resultados obtenidos para los "consumos"
corresgondicntes a alicuotas crecientes del extracto patrón, a pH 6.0
y 7.0, con estos datos se construyeron las curvas de "consumo" C vs.
vcluren de enzima presente, en el Gráfico I. Se observa en ellas que
contrariamente a lo que afirman Laki y Laki, la relación entre "con
zune” ob:orvado y cantidad de enzima presente no es lineal, ni si
quiera on el ánb'to de los primeros 40 fi de "consumo".

También aparecen las curvas de "consumounitario" vs. enzima

orcseite, cue oxtrapoladas a volumen de enzima O (cero), nos dan, reg
poctivamente, las "actividades"del extracto patrón, a pH 6.0 y 7.0:
Aa = 32 u/hl, y A = 42.5 u/ml.7.0

A lo largo de todo el trabajo hemos medido las actividades
enzimáticas a pH 7.0 (excepto que esté expresamente indicado de o
tra manera). Por ello hemostomado para nuestro extracto patrón
j = ¿2.5 u/ml, y consiguientemente hemos dibujado la escala superior
¿al gráfico en unidades enzimáticas, a pH 7.0.

Tvm¿ —Consideraciones cinéticas sobre la curva_dg_d9saje de la fumarasa

Las curvas experimentales de dosaje a pH 6.0 y 7.0 nos sumi
nistran una serie de valores de los "consumos" C on función de la

cautidad de enzi;a presente 3, medida en las unidades antes definidas.
la Ill hemosreunido algunos de estos valores (interpolados

’1.ficc I para una serie de L crecientes) y-con ellos hemos

calculado las Canciones loglo(a - C) para a=76 hasta 84. Si represen
tamos la fmailia de curvas loglo(a - C) vs E, podremos ver que con
iertos v l res de a, a saber a=76 para experiencias a pH 6.0, y a=84

para cKporiencias a pH 7.0 (Gráfico II), se obtienen funciOnes prác

ticamente lineales, de la forma loglo(a - C) = bE + d.
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thcnyign d “.920urxg de dasaje de la actividad enziggggg¿¿—.a...

'u ¿Lcuba a 309 C durante 5 minutos, 2 ml de fosfato 0.2 M PH 6 o J
.”, funurnsa y agua destilada hasta complot¿r 3 ml, ccn l mi dq

vqrfi de sadio 0.1 M pH 6.0 o 7.0; se interrumpe la reacción own 1 ml
¡e ácid) tPiClfirO¿OÓtiCO20%. Se centrífuga y titula por duplic d

funnw

l.\ ’\
) s, .

:1 Col sobrenad nte acidificado con 2.5 m1 SO4H21:50 (v/v), con Maui:
preparan testigñs sin enzima y un blanco de 0.5 ml du0.0? N.

sin sustrato.
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Desviación dc las titulaciones:

Titulación de fumarato C
¡finO4K5 ¡nl

Tf=Td-Tb

pH 6.0

HHHNMNNMNN

O

H-p-qF'FHy-Pty->‘J
uvm<m<>czu1o-q\m.>

2.62

‘¿gcrjmentos a pH 7.0
3.02
0.04
0,06
0.08
(3' .1L,‘

0.15
0.?0
0.40
C),'7\‘
3.00

T.
.... _ h'

‘ 11
' b

2.54
2.50
2.43
2.40
2.27
2.10
1.96
1.54
0.09
\‘.8Q
2 . 74

‘?,6Ó
13,05“)

lOO0O

.Gomw-Pxnm

Cowoom'omC-Pp=.

l-‘E-‘I-‘MNNNNN

C

c -4H «yo

2.71

0.16/ml onz.

= 100 (l —

¡lmoles

OOO.IOOO

MCDOJODOJw-PU'IU'IOONUTNKOONOCDKOONUJ\a->cpF‘F'H

Tt

30
32.5
31.6
21
20.6
22.4
19.8
16.4
11.4
11.2

'_uO\

)í\)

O

."J¿uHkaO‘

o

o

"’I-JNÏULAJUJN
L\H\i(‘00l\)f\)0LCO

¿nzi—
i 0.015 ml.
T

.2) ___’v‘.&¿=¿<;1.<¿_s__E ml X 5 Lin
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aqfiiyidad presente; pprygLfigifipsgjp‘dpi;g_fppapasa

ïQñHitdÏñ ña la Taola IL. Abscisa'inferior: Vuluucn de extracto ga
trfiu ur ¿n la reacción. Abscisa superior: unidades enzimátiuas
g a enfufl un la reacción (pH 7.0). Ordenada izquierda: “consumo” U de
°1nqr t” 5 minutos. Crdenada derecha: "onnsunmunitaria” ds fuma“¿ZM

r; o pgr¿ 1 minuto y l m1 de extracto patrón.
“consuman J a pH 7.0 en 5 minutos; curva de dOSujG de la 0Q
zima (absoisa superior).

Jurv¿ B: "consuuo unitario" a pH 7.0.
Jurva J: "unnamo" G a pH 6.0. 6:115 l‘úï'Ll..L‘l‘tuso
Jurv; : “consuwn unitariñ” a pH 6.0.
Fumarctv «.025 M, fmsfato v.1.3; volumsn, 4 ml, iuuubauión, 5 minutos
a 5093.
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Tabla III

un. ..

.Qggqggggqml¿¿_gg{¿L¿ga¿E.“g RH¿,0 y T.0._pgra diversos valores Q9 a

pH
"J

U. C,¡1nolos

1.813
1.752
1.699

1.643
1-597

1.550
1.496
1.447

1.389
1.332

1.881

1.775
1.681
1.597
1.505
1.398

1.290
1.161
1.011
0.813
0.534

a = 79

1.833
1.775
1.724
1.672
1.628

1.585
1.535
1.491
1.439
1.389

1.898
1.796
1.708
1.628

1.544
1.447

1.352
1.243
‘ 194

0.978
0.863

a = 81

1.845
1.789
1.740
1.690
1.648
1.607
1.560
1.519
1.470

1.423

1.908
1.810

1.724
1.643
1.568
1.477

1.389
1.290
1.185
1.061

0.969

1.863
1.810

1.763
1.716
1.677

1.638
1.594
1.556
1.512
1.470

1.924
1.829
1.748
1.672
1.602

1.518
1.439
1.352
1.262
1.161

1.090



Resultados
a = 84.

Funcioqgs log(a —C) vs. E

de la Tabla III. Curva A: pH 6.0, a 76. Curva B: pH 7.0,
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Se observa que la recta a pH 6.0 reproduce muy bien los
puntos Obtenidos de la curva de dosajc, que llegan a C = 54. En cambio

a pH 7.0 Se Abserva una regular concordancia hasta E = 28 (aproximada
mente C = 60) y por encima de éste la desviación es marcada. Esto nos
indiearíu cue la ecuación empírica anterior es útil hasta este limite
de connum).

Jstï ecuación es análiga a la que nos da el curso de una
re eciin reversible de primer orden en ambos sentidos (ya postulada
ywr Jacobsohn y COlv (34) Para la fumarasa)

Xi) - X“I .lg.--__:. = _ - t
_L X _ XO (k1 + k2)

en dando: x3 = concentración inicial del reactivo que desaparece
k

x = concentración del reactivo al tiempo t
xx = concentración del reactivo en el equilibrio
k = velocidad especifica de la reacción directa

e

l
k0 = velocidad especifica de la reacción inversa.
En el caso de tener una reacción de catálisis hemogénca,

src; ecuacion se transforma en

{' '" _ Ix - x 1l + k2) t D

en conde: E = eincentración dc catalizador

ki y k; r las velocidades especificas para la concentración
unitaria dc catalizador. Los otros términos tie
nen cl significado anterior.

int: ecuación nos da
'l r ._. = _ I nln (x xo) (kl + k2

La identidad formal de esta expresión con la ecuación empiu
) . t . E + ln (xO - xe)

rie; (l) es inmediata, si adaptamoslas siguientes equivalencias:
m0.43 k'

( 1

jos Se realizan en periodos de 5 minutos)
+ kg) . t = b (término constante puesto que todos los dose

x w x = C y por lo tanto x — x = (x - x ) — C = a — Co e o e
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X-X=C‘.

log (xfm x ) = d
\) x)

Este nen sugeriría que los va cres de g o de g para pH 6.0
y 7.0 nos es crían dundñ las concentracignes de L-malato en el equili
bria a ambospH. Este hipíte is no es muysostenible, dada la discre
pancia entre g y antilog g a ambospH, y también parque repetidos es
tudios sobre el ecuilibric de la fumarasa (ver el capitulo V)(3l) mos
trgrdn que el mismoes independiente del pH, entre 6.0 y 9; mientras

que l)s parámetros g y g dependen de este último.
Un: estimaci n de cutis consideracinnes, y del hecho de no

reproducir lvs res ltadas experimentales de "consumos"por encima de
C = 60, y de que esas "cansumos" no son los que tienen lugar en reali
dad, sino nrdificados er la no linearidad de las titulaciones perman
¿animétricas (Ver más arriba), nos lleva a concluir que la ecuación
enpiric: nall¿da es sólo una primera aproximación grosera para la di
lucidaciín del mecenist de reacción, la cual requiere un tipo de ex
periment¿ci'n muchomás szpleta y precisa que la que nos ha llevado a
nucstrñs resultados anteriores.

3...: .9.<>_N__UENT_2-m__uION.._P_@.T_‘¿LI.CA

Al cumienzo del trabajo se siguió, con pequeñas modifica
ciones, el método turbidimétrico de Stadtman, Novelli y Lipmann(36),
¿un ácidc tricloroacóticn. P)steriormente, y con el fin de tener ma
yur repreducibilidad en las determinacicnes, se adoptó el método colo

(37) qrimátrico de Lcwry y col. us emplea el reactivo fenólice de Fo
lin —Ciocalteu y un reactivo de biuret modificado; la curva de cali
brgción 30 hize con serealbúmine de bovino cristalizada.

C — ¿XPRSJÏON D4 LA PUREZA DE LAS PREPARACIÜNES

El grade de purificación alcanzado en una prepanción se

ECÜíïP'r 01 Q,u¿ r t, 3 sea la cantidad de microlitros de fumaratnJ. SLL. Z‘. )

Cansiüorudz C)m) gas perfecto a OQCy 760 mmHg, que es transformada
en una nara pwr un mg de proteina de la preparación, a dilución infin
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uitu. En nuestro caso

IQ __¿¿L¿fiy¿grgto_gpnsumido‘ mgprrtcina x hora
. ¡Hueleo min litro
3-—-.----= x 60- x 22,4 ¿i-——-— E____n1n.ml hora 44unol = -—- x 1344 pl/mg/h

P mgproteina/nl P

I_J__— 1‘qED__I_CI0N __D_EL PH

Excepto en donde se indique lo contrario, todas las deter
ningciïncs de pH se hicieron colorimétricamente por comparación con
1.2 soluciones buffer de Sórensen.

1

Los indicadores utilizados fueron
C roja de metilo (pH 4.5 - 6.3), rojo de fenol (pH 6.3 —7.8), rojo

cresal (pH 7.5 —8.5) y azul de timol (pH 8 —9). Cuando se medianCC

soluci)nes que nu contenían proteinas se pudo emplear en el intervalo
EH5 u 7.5 el azul de bromatimol (en presencia de proteinas es adsor
bL=>par óstzs y vira al amarillo).
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Hemoshecho ya referencia en la introducción a los estudios

realizados en diva sos organismos y tejidos animales, sobre la distribu
ción intracelular de la fumarasa. De esos estudios se ha concluido que
esta enzimaforna parte de las mitocondrias, en las que estaria encer
rada, en solución, rodeada por una suerte de membrana(l)

Los estudios sobre distribución intracelular en la levadura
han dado resultados que dependían fuertemente de los métodos de obten

ción de extractos aeelulares. Hirsch(2), trabajando con un desintegra
dor mecánizo de alta eloeidad, obtuvo extractos de levadura en que la

actividad de fumarasa y aconitasa no sedimentaba por centrifugación di
ferencial. Nossal diseñó un desintegrador ultrarrápido de gran eficien
cin, con el cue pudo preparar(3), con tiempos de agitación muycortos
(10 segundos), extractos acelulares de levadura de panaderia en los

que aparecia asociada la funarasa a una fracción particulada sedimentg
ble entre 3500-10000 x g, y que exhibia una serie de actividades de
fieshidroganasas vinculadas,al ciclo del ácido cítrico(3a); al aumentar
los periodos de desintegración hasta 90 segundos toda la actividad de
fumarasa y de aconitasa pasaba de la fracción Sedimentable a la solu
ble (z 10000 x g). Posteriormente, Linnanc y Still(4) consiguieron ob
tener con el agitador de Nossal preparaciones subcclulares particula
das, een las prOpiedades bionuimieas y de tinción de las mitocondrias,
y que eran capaces de oxidar fumarato y L-malato (véase el Cap. I, In
trodueu ón). EntOSresultados indican que la fumarasa de levadura está
Formandopïrte de las mitocondrias, y que su asociación con éstas es
lo suficientemente fuerte cono para requerir un tratamiento de solubi
lización intenso.

También se concluye lo mismo de los estudios de Krebs y col.
(5)sobre permeabilidad de la membranade levadura tratada con nieVe
carbónieaz se observa que las suspensiones de células asi Condiciona
das son permeables al fumarato y L-malato, entre otros metabolitos, y
que éstos tienen acceso a la fumarasa intracelular, capaz de actuar sg
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bre los mismos; pero la enzima no es solubilizada por este tratamiento.
Es frecuente que en la levadura, comoen otros microorganis

mos, se plantee este tipo de problema para la extracción de una enzima.
L; primera preparación soluble de un sistema enzimático intracelular
fuí realizada precisamente a partir de levadura, en 1897, por E. Buch
ner(6), que obtuvo por desintegración mecánica y prensado de las célu
las, un extracto que producía la fermentación alcohólica de la glucosa,
y al cue denominó "zimasa".

Posteriormente se han desarrollado otras técnicas de prepa
ración de extractos acelulares, aplicables a microorganismos, y con e
11m2se ha obtenido soluble la fumarasa do diversos origenes; también
se hallaron proeedinientos para aumentar la permeabilidad de las mem

(7,8,9)branas respecto de los sustratos enzimáticos y poder asi demos
trar las actividades intracelulares de microorganismos.

La primera preparación acelular de fumarasa de microorganig
(9)nos fué obtenida por Jacobsohn quien en 1931 preparó, a partir de

levadura de Cerveza de fermentación baja, un extracto macerado de celu
las secadas al aire (extracto de Lebedew)con una baja actividad dc fu

(10)narasa. Euastel obtuvo paralelamente extractos acelulares activos
a :artir de suspensiones de Escherichia coli en buffer de fosfatos,
por autolisis a 3790 durante tres dias; también preparó extractos acti
vos de células de Kicrococcus lysodeikticus lisadas con saliva o clara
. . ll
de huevo, a 37-459C, durante unos HlnutOSÉ ).

Recientemente la enzima ha sido solubilizada de diversos mi
croorganisnos, en general por procedimientos mecánicos de disgregaoión
. . , . . 12)de las estructuras celulares: en Mycobacteriumtubercu1051s( las e;
lulas se congelaban y fundian repetidamente, y luego eran molidas con

(13),polvo de cuarzo. ¿n Pseudomonas fluoresccns se prensaban mezcla
das can polvo de Pyrex en un: prensa bacteriana de Hughes, o se agita
oan cun perlitñs de vidrio ("ballotini") cn un dcsintegrador de Micklc.
qen Escherieaia coli y Azotobacter sc obtuvo el extracto por desintegrg

. . lfición són1ca< r).
Estos métodos han sido aplicados también a la levadura, so
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mcti nde sus celulas a una agitación mecánica muyintensa, con balloti
ni. Trabajando en esa forma, Hirsch(2), Nossal(3’3a) y col.(15) y Lin
nano y Still 4 (ya mencionados anteriormente) obtuvieron extractos que
tenian diversas distribuciones de la actividad entre las fracciones
partieuladas y no sedimentables, de acuerdo a las condiciones dc disgrg
gación elegidas.

En este trabajo hemospreparado los extractos acclulares de
Tumarasapor autolisis de levadura secada con acetona y éter.

Jste método, fundamentalmente diferente de lOs procedimien
tos mecánicos ya mencionados, fué desarrollado y empleado por primera

vez por Albert, Buchner y Rapp(16), quienes lo aplicaron justamente a
la levadura, para la obtención de la "zimasa? por un método alternati
vo del primitivo (molienda y prensado de las células). Aquél es una for
ma del tratamiento con solventes orgánicos (etanol y butanol entre o
tros, además de los mencionados) que se emplea para deshidratar prepa
racivnes celulares o particuladas (por ejemplo mitocondrias), modifi
candolas estructuras celulares, labilizando los complejoslipoprotei
cos, aumentandola permeabilidad de las membranasy posibilitando la
solubilización acuosa de ciertos componentesno extraibles de otra ma
nera.

La aplicación de este método a la extracción de la fumarasa
ha dado resultados satisfactorios: ha permitido prepararla a partir del
bacilo de la tuberculOSis(l2a), y en nuestro caso hemos obtenido la en
zima totalmente soluble y libre de particulas activas scdimentables,
extrayendo con buffer de fosfatos, polvos acetónicos de levadura de pa
naderia, de acuerdo a la observación de Stoppani (resultados no publi
cados) sobre la presencia de fumarasa y aconitasa en dichos extractos,
preparados según el procedimiento indicado más abajo.

Paste. experimental.

Latcrial biolójieo dc partida: ,de ha utilizado levadura de panaderia
Saccharomycesccrcvisiae producida industrialmcnte por la Cia Argenti
na de Levaduras E.N. Este material se obtenía fresco prensado, y adi
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cionado de fécula para su conservación. Un análisis microbiológico reg
liz ¿0 en este laboratorio no reveló ninguna contaminación biológica
significativa.

Para su posterior manipulación, la levadura (un paquete de
1/2 kg) se lava suspendióndela en l-1,5 ls. de agua corriente, y se
centrífuga; se separa la capa de células de la de almidón, y aquéllas
vuelven a suspenderse en agua corriente; por último se filtra con suc
ción, hasta total escurrimiento del liquido de lavado. La torta de le
vadura asi preparada ce guarda en frio (O-BQC).

Pre araeión de wolvos acetóaieon de levadura:
P ° i ‘ ° 250 g de torta dc levadu

ra fria se suspenden en una licuadora eléctrica con 600-700 ml de ace
tona seca, a —1890;después de un minuto de agitación se filtra con
succión por un buchner frio. Se repite el tratamiento otras dos veces,
manipulando rápidamente para evitar que la temperatura suba por encima
de 590. La torta de la tercera Ciltración se lava con dos porciones de
150 ml dc 6t>r etílico libre de peróxidos, a —18QC,se escurre bien con
succión y se extiende sobre una hoja de papel de filtro, desmenuzándo
se bajo una corriente de aire de un ventilador eléctrico. Cuandoel
polvo finamente dividido y muy blanquecino está seco, se lo guarda en
un desecador al vacio con hidróxido de potasio comodeshidratante, y
vaselina líquida para absorber la acetona remanente. Este polvo acetó
nico, obtenido en un rendimiento dc 100-120 5/250 g torta de levadura
lavada, es estable indefinidamente.

Obtunción de extractos acelulares activos:80 g de polvo acetónico se
dispersan con licuadora eléctrica en 325 ml de solución de fosfato di
potánico 0.092 M. Se deja esta suspensión a temperatura ambiente duran

te l-2 horas, controlando periódicamente el pH con indicador rojo de
fenol. Se observa una caida de pH pronunciada, a veces hasta 6-6.5, que
debe corregirse por agregado gradual de amoniaco (solución concentrada
1: M), llevando el pH a Y-7.5. Se deja en heladera durante 5-6 dias
cin agitación ocasional y cuidando de controlar y corregir el_pH de ma
nera de mantenerlo entre los limites de 6.5-7.5. Al cabo de este tiem
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po durante el cual se consumenlos metabolitos de las células por la
actividad de sus sistemas enzináticos (origen de la acidificación de
las extractos) se ha liberado la cantidad máximade fumarasa que pasa
a la solución. ¿1 extracto tiene un olor agradable, aromático y algo
sulfhidrico; de acuerdo al pH que haya predominado en la extracción
se obtendrá liguidos de color obscuro (alcalinos) o claros (ácidos).

El extracto se centrífuga a 2000 rpm, se decanta el sobre
n Cante y el precipitado de material celular se reextrae suspendiéndo
lo en 100 ml de buffer de fosfato 0.092 M, pH 7.0. Se deja en heladera

hasta el dia siguiente, se centrífuga a 2000 rpmy el sobrenadante
claro se reúne con el extracto anterior, previo toma de muestras.

Una precaución importante de esta preparación es impedir su
acidifieaeión por debajo de pH 6.5: a pH cercano a 6 la enzima se i
nactiva gradualmente, y cuando la acidez se hace mayor la pérdida de
actividad puede ser total.

ilíasjiliesïas.
51 metodo que hemos utilizado para obtener los extractos de

fum3rasa nos ha dado preparaciones satisfactorias tanto en rendimiento
de enzin¿ como en su pureza. En la Tabla I se resumen los resultados
ObteniGOscon varios extractos preparados según este procedimiento: la
cantidad de enzima obtenida a partir del polvo de levadura es conside
rable. “si, por ¿ramo de levadura seca se obtiene nonnalmente entre
260 y 278 unidades en solución, cifra variable que puede depender en
tre otras cosas de la partida de levadura usada (cuyo contenido en fu
marasa estará determinado muyprincipalmente por la tensión de 0 duw2

(2a)), de pequeñas diferencias en la operación delrante su crecimiento

secado acetónico, y también de la marcha del proceso de extracción, es
peeialmente en lo referente al pH que predomine en ésta. Referido a la
leVadura fresca, aquel resultado nos da un contenido minimo posible de
105 u 112 unidades de enzima por gramo de células enteras, con un

Qf‘ujnara-‘Lto = 350 -—375.

La concentración enzimática y actividad especifica de los
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polvo acotónico de levadura

El extracto total su componedel sobrenadante de la extrac
ción y de los lavados del precipitado ya extraido.

l‘rájp'c'LI‘adO do
polvo acotónico l l l 2 3 3 3

Extracto A: B: c D E F G
Polvo acotónico
utilizado, g 52o 295 150 500 492 508 123

F'sfa“ .
¿;;fií:jjïígj É; 4.65 4.65 4.35 4.35 4.06 4.06 4.06
Tiempo de ox- r
traccifiu, dios o 6 5 4 5 5 6

bnbronadanto de
la CXÜIRJTZiÓH

Actividad, u/ml 62 66 65 -— 80 81 80
.'.,... - ' Lai r¡

“digg?” total 10401“ "¿Si 375 -- 1225 1210 288
qunarato 3200 3400 337o —— 224o 202o 243o

AïïtÏ399ïu E 2oo 210 250 —- 250 238 234polvo nooo. g

¿xtracto total A + B C D E + F G

Actividad, u/nl 58° 47.5° 7o 78 67
Actividad total

102 u 194oo 419° 139o 2620 328
qumnrato 3170o 31700 "“ 2380 233o

--¿‘«°-'b-iY-i-‘-Ï3ï‘—íw7% 238: 278 278 262 266polvo acot. g
Q ,. MJ“ .L .fumaiauo 320+ 375 375 352 358(polvo acot.)

eEstos rosultados so han calculado por suma de los volúmenes, activi
óadas y proteinas totales do los sobrenadantes y lavados de la ox
tracción.
J.¿En asta LXquinuntO ol rendimiento un enzima es bajo, debido a pér
:1.L:‘f'.:: '_‘..(:L‘.id\..1'1t;‘.ÏÉ("r3 on la contrifugación.
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diferentes extractos ha oscilado entre 40 y 80 unidades/ml y qumara
to = 2000 y 3400, predoninando los extractos con 60 n 70 u/hl y Qf =
9500. ¿sus Variacinnos.en la concentración de los extractos totales se
kan debido u los diferentes tiempos de extracción empleados; cuando se

fije ese periodo en 5 —6 dias, la actividad de los primeros sobrena
eantes se hncin 65 m 80 u/ml, y es en esas condiciones que se obtenía
el rCnfiiuíifltÜ antes mencionado. Tambiéncontribuyen a ese efecto las
mirareneias en los volúmenes dc los liquidos de lavado que diluyen el
sobren d nte original. Las diferencias de actividad especifica entre
ies diversos extractos indican que las sucesivas preparaciones no re
¡roce iia el gredo de solubilización de las proteinas que acompañana

Cumarusa; est" efecto no se ha podido correlacionar claramente con
us condiciones particulares de cada preparación.

¿studio del proceso de solubilización de le enzima:
Una vez suspendido

,1 polvo ükfltóniCO en la solución de fosfato, se ha seguido a lo largo
*a ln extracción la marcha de la solubilización de la enzima; parale
v=neute se estudió la distribución de actividad de fumarasa en las
distintas fracciones obtenidas por centrífugación diferencial de la
¿sustH-n‘xsión.

Jn le Tabla II y el Gráfico I se dan los resultados obteni
Jïa ee” des extractos en autolisis: en ambas experiencias so ObSOTVa
que el proceso de extracción es regular y continuo, y que la velocidad
een vue "u solubiliza la enzima es semejante en los dos casos: aproxi
aaïamente 10 unidades /hl por dia. La mayor cantidad de enzima extra
ída en el experimento 9854 durante las primeras 8 horas (curva A) P0
siblenente se deba a un predominio de pH más altos (8.0) qUe para el
experimento 4155, en ese mismo periodo. Aparentemente en ninguno de
los dos experimentos sc ha llegado al final del proceso de extrSCCiÓn
pues no se observa la meseta correspondiente, ni aún a los 5 dias de
tratamiento.

Respecto del estado de la fumarasa en la solución, los



1133.1113

3531115149. .d.e.l..y.r_o__0.o_s.o_51.9. aritraaqién ¿12.1.85 ._Jï_1.1_1ï¿eara8.a.

sr. se. _s_u_9.1..:s_1=..lzi_b_u..q.i_ó_n_.qn..l_qs._eïi1:apj_o_s:

Las preparaciones diferentes de polvo acetónico de levadura (A y B)
LOextraen con P04K,H 0.092 M, en proporción de 4.65 ml/g de polvo;
urante la extraceign Se mantiene el pHentre los limitcs siguientes:

extracto n, pH 6.8u8.0; B, 6.2—7.l. Las muestras tomadas a los tiem
nee indicados aq centrifugan inmediatamente a 2600 x g, dosándose la
.actividad y proteína de los sobrenadantes; en el experimente B éstos
se Ïrwccinnaa por Centrifugaeión diferencial a 10000 x g, y se dosan
los sobrenudanten y preeipitados suspendidos en fosfato 0.01 MpH 7.

QK)Ji Diempode Extracto total Centrifugación diferencial
wonto extracción sobrenadante sobrenadante precipitado

horas 2600 x g 10000 x g 10000 x g
activ. Qf activ. Qf activ. Qu/nl u/hl u/hl

A 8 19 1900

24 28 2000

48 34 2000

72 42.5 2300

3 24 22 1900 19 3050 0 O

48 26 2400 28 3700 O o

72 39 2050 40 3100 0 O

96 47 2400 50 3200 O 0

120 56 2850 57 3000 0 0
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4.9, l¿ Tabla II. .
actividad total soluble en el extracto A libre.de céluu

¡3 oFJ

2 actividad total en el extracto B libre de células, son
luble a 2600 X g.

z ¿otividad del nxtracto B, soluble a 10000 x g.
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ÜracoioncmiontOGpor centrifugación diferencial demuestran que la totau
Lidad de la actividad extraída de las células (soluble a 2600 x g) r0"
side an la fracción no sedimentable a 10000 x g, a desde el primer
Hi“ C; ÜXtÏuCCiónï no se ha podido observar en ningún momento una dife
anbid significativa de actividad entre el extracto total libre de có
lul.s, y su sobrenadante a 10000 x g. Esto excluye la hipótesis que la
Í; ïusa pasa a la solución comoparte dc mitoeondrias u otras partieuw

Tec subcelularcs, y Cue se separe de ellas on un proceso posterior Lue
quïefiu lugar en 1a solución; y la lentitud de la marcha de la solubi
liZ¿CiÓE demuestra cue previo a esta se requiere otro tipo de fenómeno,
"fu;u1lblcm.}tü de autolisis, que tendria lugar a nivel de las estrue

iutr23olulares, labilizando o rompiendolos vinculos de la fuma
'ou .‘¡i

Discusión

La cantidad total de fumarasa presente en la levadura no
)quñn ser MUÜldüpor métodos directos. La falta de permeabilidad de la

(19, 20, 7, 5).CLDTna para el tumarato y el L-malato no permite su do
Sujd en la célula fresca, entera; pero ciertos métodos de alteración dc
no; permeabilidad (congelamiento con aire liquido o nieve carbónica)
izcen detoctable la presencia de la enzima en el interior de la célu

(E)1,, J

En la Tabla III hemos reunido los resultados obtenidos por
varios autores en sus preparaciones de fumarasa de levadura, recalcu
l ado sus datos para nuestras condiciones de dosaje, haciéndolos com
;h2“)l“s a los nuestros. Entre ellos hemosincluido la única determi»

.,“ción conocida ce actividad en la celula no disgregada (pero tratada
(5)con nieve carbónica); con estas Krebs y col. obtienen un qumara—

to 210 aproxiwidamente (que corresponde a un contenido de 160 unida
xnaaa de enzima por irene de levadura seca). Nuestros resultados de ac

.U....., .. . , . . Qt1v10_u Cóïanldfl un los extractos (Tabla I) nos indican un fumarato
.1..'_'¡11;”) 7:.

(w_)¡L

t r para las celulas enteras (rendimiento máximoalcanzado),
VK ,aa conseguido extractos por desintegración mecánica duran.‘i(:- o
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(15)

Hipo de preparación, factor de conversión f.c.Ü (véase la
¿ágina siguiente) y Qnumaratoobtenido.L , .

Levadur: ae panaderia tratada con nieve carbónica, descong¿
lui lavada y suspendida en agua destilada; f.c.=2.75.

21D

'.‘.
LA“,

Qfumarato
d.c¿;uvi¿iue 59H (normal) cultivado en aerobiosis o anaero
giosis, suspendido en fosfato 0.1 MpH 7.3, y desintegrado
con "billctini" en un avitador ultrarrápido; el extracto eg
toro ¿ü el sobrenadante de 1700 x g; f.c.=0.88.

2 2310 (aerobiosis); 346 (anaerobiosis),i
.‘ »- .nbaarato

WgCu paeaderia, fr sea, suspendida en 01K 0.9%, des
in: ¿rada a 195 e n "ballotini" en un agitador ultrarrápido

1rate lv, 30 o 90 segundos; el extracto entero, sobrenan
\.qte fio lVOUx g, es fraccionado por centrifugación dife

'|- v" “C A
- - ¡rencia., y

vudura)‘
(0.4 para el peso seco/peso húmedode lea

2

tiempo de ufumarato
qgitación extracto precipitado precipitado sobrenadantc
segundos entero 3500 x g lOUUOx g 10000 x

895 107o 87o
3o 905 269 420 137o
90 93o 48. 41 1460
¿CtiViddd máximaextraída, u/g lev.(peso seco) = 320

(levadura entera) = 435 (Tabla lC,(3a)).

lo 750

x

'furrarat o

LÜVÜJHÏude pauaderia, fresca, o tratada con nieve carbónin
ca x descongoladu, desintegrada durante lo segundos según'\()a’ï frae
3 l O, 3.1K:

el extracto entero, sebrenadantc de 1000 x g, se
C ñpor centritugación diferencial; fuC.=u.J.ñ

Sobrenadantc
10000 x g, f

material
do partida

extracto precipitado
entero, df 10000 x g, “f

*f 107o 103o 1220

990 760 1120
<3();¿-Ïelzï:uas

(la Tabïa ccdtinúa en la página sig.)



Tabl%_III (continuación)

É J.c. —“actor de conversión de los ravultados originales, obtenidos
en coniiuianoz de osaje diversas, al pasarlos a las condi

stn; de u¿to tribajOr consumode fumarato 0.025 L en focfato 0.1 h
\ gnn¿I , a 3L-u. Para obtcAer los factores de conversión se han usado

lo; re¿u1tados de Lassey<l7) sobre vel)cidades de la reacción direc
t: invcraal e influencia del pH, de la temperatura, y dc diversos
agi.rfi , sobre las mismas; tarbieñ se utilizó el coeficiente dflgï—

9
D

Üífmlóu holar del fumaruto a 240 m}1hallado por Alberty y col.
u-F sc ha estimado los siguientes factores de conversión: fosfït )7 .1 F,,f.c.íl.0; 003HNa0.0166 MpH 7.3 (Krebs y col.

¿"ernus G.1 I pH 7.o (ostiñado por analogía con otros aniones)
' L

V

".c.=2.¿, «malato pH 7.0 a fwnarato pH 7.0, f.c.=2.6; L-malato pH
7.3 a fumarato pH 7.0, f.c.=2.0; conversión de tejperatura, 2090 a
“¿fl 2,“ J. r) ,,- ., ¿.J.=l.6; 2590 a 3w93, f.c.=l.25 (para fumarato); peso soco de
Ji levadura (fiïtijndo/ f.c.=U.40 (8/8 levadura fresca).

Jl f.c. para cada autor es el producto ds los f.c. parciales
iétollajos correspondientes al pasaje desde sus condiciones de
jo, a las dc este trabajo.

. "J"usd.



.47.

te 90 seg., cuyas distintas fracciones, sedimentablea 0 no , totaliza
ban sumadcsun qumarato = 435. ¿sto nos hace inferir que las condicio
nes para que se revele totalmente la actividad enzimática presente, rc
cuieren una solubilización completa de la-enzima. Nossal ha encontrado
comoevidencia adicional dc esto, el hecho paradójico que la actividad
de un extracto ¿celular original es menor que la sumade las activida
des de las fracciones obtenidas por centrifugación diferencial, y menor
¿ue la actividad del mismoextracto rcconstituido con esas fracciones
(siendo es: diferencia del orden del 10 —25%). Esta actividad intrace
lulnr potencial es muyalta comparadacon las de otras enzimas relacio
n das metabólicamentc con la fumarasa

transformir ambossustratos, uno en otro,hace pensar que en condicio

ngs fisiológicas las cantidades intracelularcs de ambosmetabolitos
están DTODubICMUHÜcen un cuasi equilibrio.

La eficieqciu d: la extracción:
Los resultados publicados hasta ahora

sobre ext? Htos de levadura con actividad de fumarasa, han sido obteni
das poc desintoqrución mecánica de ésta. Por este método se ha llegado

«- (33)),extraer hasta 325 unidades/ g levadura (peso seco) (Nossal con
iactividades espec ricas en la solución de Qf = 1460, y Hirsch 2 por

un procedimiento análogo ha obtenido extractos con of = 2310. Nuestras
preparacianes se comparanfavorablemente con esos extractos, puesto
-uu con un rendimiento en la extracción del 85%del de Nossal, se ha
'V¿1 ¿ado a actividades especificas 2.2 veces mayores que las suyas, y
._.I .4 veces las de Hirsch. Jl factor que condiciona esto es el método de

turas Celulares solubilizaria proteinas que no se obtienen en solución
cuando se produce la autolisis de esas estructuras. Aún cuando no sc
conocen bien los mecanismosde labilización y solubilización de 108
ucnnenentcs celulares, esa diferencia es fácilmente comprensible si se
piensa en la inespecificidad de los métodos mecánicos frente a los fe
iómnnosde de integración enzimática que tendrian lugar en la autoli
sis durante lu extracción de nuestros preparados.
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CAPITULO IV

PURIFICACION DE LA FUMARASA

El interés despertado por la fumarasa estimuló sucesivos
intentos de purificación de la misma, que condujeron finalmente a la
cristalización de la enzima obtenida de corazón de cerdo.

En 1923 Tsuchihashi<l> purificó parcialmente la enzima de
hi¿ado humanopor precipitación con sulfato de amonio. Posteriormente

(1941) los estudios de la escuela de Szent Gybrgy sobre la función de

los ácidos C4 dicarboxilieos en el metabolismocelular, llevaron a
Lahi y Laki (2) a una considerable purificación de la enzima de co
razón de vacuno: obtenían un producto cristalino con una pureza 28
veces mayor. Scott(3) estudió este método de preparación, y concluyó
que los cristales no eran de fumarasa; ésta era arrastrada por los
primeros, y posteriores refraccionamientos con sulfato de amonioper
yitian purificar aún más la actividad que se obtenía comoprecipitado
amorfo.

En 1951 Massey anunció haber obtenido cristales de fumara

(4), por un método sencillo y que daba excelensa de corazón de cerdo

te rendimiento: la enzima cristalina tenia una pureza 2100 veces ma
yor que el extracto inicial. Posteriormente a este resultado, Alberty

5 . . . . . .( ) también obtuv1eron la enzima cristalina de la mismafuente,y col.
con un metodo de preparación aún más sencillo, si bien el rendimiento
no llegaba al de Massey.

La fumarasa de otros organismos no ha sido purificada to
davia. En ese sentido, aún cuando las prOpiedades de la enzima de e
sos origenes sean semejantes a las de la enzima de Massey, la distin
ta naturaleza y variable complejidad de los diversos extractos plan
tean problemas de purificación diferentes de los que fueron resueltos
en el corazón de cerdo. Tal ocurre en la levadura, en la que hay que
buscar otros caninos para purificar la enzima.

En lo que sigue se describen los estudios sobre purifica
ción llevxdos a cabo con nuestros extractos, y los ensayos previos
seore la estabilidad de la fumarasa en los mismos.
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Qs_abilidad de la enzima: estudios preliminares en los extractos cria

Con el objeto de establecer la resistencia de 1a enzima a
condiciones ambientales extremas, y fijar asi limites de seguridad pa
ra la buena conservación de la actividad en las operaciones y expe
riencias que se describen más adelante, hemos sometido los extractos

diversos tratamientos a pH y temperaturas variados, observando pos
terio “ente la actividad.residua1.

A —Consxrvación de l: enzima: . .. . .V v ‘ La act1v1dad de las SOluCIOnOS enzimá

ticas se puede preservar congelándolas a —l890, y en este estado se
Conserva indefinidamente, con muypequeñas pérdidas: una fracción de

actividgd 12o u/ml y Qf ü 4000, después de permanecer 7 meses en la
congtladora perdió 8%de su contenido enzimático. La conservación de

las soluciones a 2 —5 9C no es tan eficiente, y en dos o tres sema
nas se producen inactivaciones considerables (debidas quizás a desa
rrollos bacteriines). A pH7 la enzimatolera bien las temperaturas
Iasta de 30 9Cpor periodos de varias horas, lo que permite trabajar1.)

a temperatura ambiente

B - “s a '.' a e a \ 'ga a °" s : . .
n t bilid d de li enzim pH leLr os El lntorvalo Óptlmo de PH

para la conservación de la actividad a 59C es de 6.5 —8; a medida

que las condiciones ambientes se alejan de ese intervalo, las pérdi
das de actividad aumentan. Se han realizado experiencias de acidifi
cación de les extractos, descriptas en la Tabla I A, en las que a
temperatura ambiente se llevaba alicuotas de un extracto a diversos
pH, neutralizándolos a les 30 minutos, centrifugando y midiendo la
actividad remanente en el sobrenadante. Les resultados indican que
por debajo de pH 6 hay inactivaciones significativas: a pH 5.8 se ha
perdido 13; de actividad respecto de la inicial a 6.4, y a pH 5.2 la
perdida llega a 43%; en el Gráfico I se puede ver que la curva de ac
tivid d reme.ente cae en el lado ácido con pendiente cada vez mayor
(una experiencia similar con un extracto menos activo dió puntos a



g u ¿yt bilidad Gpii engyiq_ugpimexfiippjo_originait
d.i.V.’vi..1.“.S.°.S. 1>_H...á.<>_i.d_18.

Uïfiuriquflïüv di“arva*os, los extractos A y B son acidificadó
Civersas gi, ; t mgardtura ambiente; a los 3Cminutos se ¿:ntriï:

“a g s; ¿aulvuliuú xau hidrfixidñ de amonio 4 h. Se mide la activid.
d' 1A: ïfbfun du tas: en aubos experimvntos el resultado para pH 5,7

Ciïiddd rulagiva 1do, y Su refieren al mismolas ot? :“¡ÜÏÏH, Í)‘.';'..‘ á

.,;hividudun Dbtuiídas.
,ïtrioto pH Actividad Q” . Actividad

h f. J 1 M ¿umarato ¿.alcunzatc TCmanfltL, u/ml relauiva
A =lOC

( pH.5.8 )
1470 115
lCC- 100
1450 65.5\'\,‘ICn

I

l-‘PJN LJ(WL-J

tu

\".x)?

Ce O' 2 58K.) l'u‘u'

5 490 80

B -- _¿u'_::-¿_'t'cv,rb_.i_1_É.('ï._;1_d_dq _;L'¿1__(;‘_l'l_Z.i_I:iÍ:ÏL_Rqrii': 19‘ng _c_1'1 m_eld_i_0_ Ia_l_ciailli_nloi

"im- puriTicada, de actividad = 32 u/ñl y deJnk )r¿D¿ru ¿fin de ¿Am im
fi ' - . . . ‘ - n 1 - v ’ '¿a " 2* -v >\ an medi) de fosxatos 0.04 M, se lleva al pH 1gIunurato _ “’"‘ í °
diu do own Eidr’xidu d; ¿monio 4 h: no hay formación d urbidcn 0
jre=i'zvzd). “mtüdiutxüunt 3; vuulv; a ajustar el pHa neutraliJGL,
aan ¿vida ¿inviaï J M, j CL¿ide la actividad remanente.

95 dlwdlZüdO Actividad remanente
unidades % del inicial

7.0 160 100
9.5 95 59
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Gráfico Í

á8'33

NU'l

cnC)

A-etividadrelativaIremanenlé

¿stabilidad de la ggzima en medigfiácido

Resultados de la Tabla I. Los extractos se llevan a diversos pH durag
te 30 minutos, a temperatura ambiente. La actividad remanente deSpués
del tratamiento se expresa como% de la actividad del mismo extracto
a pH 5.8. Extracto Azc> .— Extracto B: A .

l.
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pH 5:8 3 5,4 que se supCTPJBUDmuy bien en la curva anterior) y la a

cidificacifin hasta pH 4 - 5 conduce a una inactivación completa (Ta
bla II) que puede ser aminurada por la presencia de sulfato de amonio
conocatrado. Para-e1amente a eses pérdidas dc actividad se ha observa
do el enturbiámiento creciente de la solución, y grados de acidez alta
provocan la aparición de grunos y coágulos (a pH 4.9 precipita, en u
“É €33001ónpurificada el 44%de la proteina); estos precipitados se
salubilizan si inmediatamente de formados se alcaliniza el medio, pe
ro l; inactivación ácida de la fumarasa es irreversible en todos los
'31?‘.ï>'-.‘:'3 .

la experimentos similares (Tabla I B) en medio alcalino a
1L=.9 se h; beurvndC también una evnsiderable inactivación irrever

pihl¿ dl la enzima (41%) pero no se producía ningún precipitado o tur

—Tetabilid d t‘nnica: . . . .“J V Frente a la desnaturalizaeión térmica la enzi
presenta su Sptiuo de estabilidad a pH 6.1 - 6.3. En la Tabla III

Ju dan la: resultados de varias experiencias en que el extracto enzi
ná le: s: ealentaba por periodos y a temperaturas y pH diversos. La
zonï de pH en la que se conserva parte de la actividad es estrecha:
tzntó a pH 5.8 comoa pH 7.0 la inactivación por calentamiento a no
¿”a de 559 C, durante 15 minutos, ha sido total.

Las mejores resultados se lograron calentando el extracto
en usa forma y en el intervalo ya menciv ado de pH 6.1 —6.3; en esas

evadicianc; se obtiene un precipitado voluminoso de proteina desnatu
:.liz¿da, y el sobrenaCQntc, totalmente transparente y de color ama
rilla, oñse“ una actividad por ml entre 45 y 65%dc la inicial a pH
neutro, cui una PuruZfi que puede llegar a 1.5 veces la original. La
pérdida de tetiviiñd es elevada, y se agrava por el volumen conside
“¿hle de extracto retenidu‘per el precipitado desnaturalizado: en el
UItTuCtÚ3 el r ndimiento total de actividad fué de 33%de la canti
dad inicial de enzima, arte de las pérdidas se deben al proceso de
acidificzeifin de la solución para llegar al pH 6.1 —6.2 buscado: en



Spjyyyïfiidpd ¿¿;¿;t¿bi;j4yqd_ e l¿ï_qnzipu1_qn mpdj¿y'¿“ifip_

QFÜÏ DC FÁJE 3?%1ÉÜ%ÏÍLMdO.EQÏPFlÉ9.

fl unLu g¿*uvui:* G: ¿ctividad = 32 u/hl y de “fumarato = 142UUse
llüV -u y? LL pj ¿ug Se 11(103, cua ácida citri¿o l M, LA un mod

JI f.t r' “uufutoc C.Ü4 h y Lúlfutü de amonin de la sutura ión
,u .11ïïí”fl¿; inucúiat¿mcute y cg SUJandü el precipitado en

“o 3m n! 7 v ¿1 nobrtnadgn,o s; ajusta a las nueva: aundici nas
' y pH, s, Juntrifuga y su suspend, ul nuevo prou

É: ú 9o ‘ fio. Se JidaJ lds autividados de lOs pr cipit¿do:.

-L.h;1 “¿g v1.neiu: ¿ui*ifiuacióq dal medi, y post riñr agrugud(
del JHlfhtÜ de amonio.‘ Totales

rgaugúrados
¿. ¿u un alonio, sat. O 0 O 0.4 0,6 _u_—

,ÏILZUÉ'.) 70o 4.9 309 3.9
¡»7.1: .5.) I ,_ ‘* ; . tamil, u lot) 2 o o v 2

c \ ' "v'JLïLLU

P cwg,r¿fia p inicial 100 1.2 O O O 1.2

grab,1u; r nt¿.rada . o 9
, , . lOO 44 2u 6 4 u2

¡o 111¿-,1(.1

o ¿;-i,n in: ¿¿3q¿¿dj de sulfato de am.nio y postcriñr aoidi
fi“;ción.V Totales

recupuraGOS
V1.1;I ")J.Li"ï,Á'LL-tn o “‘"""

'ÍP_¿_4¡ C total, u 160 2 26.6 1.8 30.4
; :ïLCJ.L¿ A inicial lun 1.2 16 1.1 18.3
pgotquy r :Hp.rwda

"y iAIj.1:LL.1l



299.13.341.4:;

¿pactivapión.tín®i9a_da lïMQQZÜÉQ.CP198.0xtra9t95

¿1 Dïtráfit) ori¿inal (A, B, C, o D) sc lluva ¿n frío al pH indicado,
cun {;ido citriá 1 Mo hidróxidv de aaonio 4 M. Su calienta a lu
twwpy tura indicada ddïñfltc 15 minutos, y se enfría rápidgmcntc; s<
ÜÜLÉla ¿utividmd La a? dnbrhnadaatc límgido.

fixtr;q pH al ACtiV. Qf un Temp. Activ. remanente Qf del
tn canzado en frío frío alcag en el calentado cal ntado

u/ml zada 9 u/hl % inicial
A 5.8 8. —_m 552 o o _——

_.‘o4 60

2

5 _"_- 559 o ¿u -m

532. 1870 55 9 24 74 3330
7.5 4V 2450 559 6 15 830
7.5 50 2880 559 o o o
7.3 45 2450 559 0 O C

.. < 42 217o ——— ..

2-1 «u «m— 559 27 65 3260

. {á 1 3 224o _-- __
5 .1 _..- _--- 55 9 . 5 su 290g:

3 50 2450 569 22.5 45 2420

___.. _. _-. _

51 attracto D os ul sobrpnadantu dul extracto original D, clarif}
cado cod gol de'fosfato de calcio.
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el extracto B la pérdida de enzima en este proceso fué de 28%y de só
lo 19%¿el inicial, en el calentamiento en si.

"lantJnisi’uies: 1. . . . .-‘m“-*—--'- Las cone1c1ines óptimas para la preServec16n de la actl
vidad durante las diverses nanipulacianes de la enzima, requieren una
Jennerature no ¿ayer de 309, y un pH de 6.5 - 8.

A

A temperaturas más elevadas el pH óptime de conserVación
(w.\¡Ab hice menor: 6.1 —6.3; pera se observan inactivaciwnes considera
bïes. Las pHbe'és, inferisres a 6.3, traen en frio una gradual inac
tivaci‘n irÏÚVuTSiblu, que se acentúa mucho cerca de pH 5; aún a pH

1 v h¿n ÜbïchÜdO pérdidas grandes de actividad en periodos de va

ri'e día. d, Éurñeifin. Tambiénhay inactivación a pH superiores a 9.
Para le canservación de las diversas preparaciones lo más

¿prjpigdj es nentenerles congeladas a —15a -l89 C, preferiblemente a
"uarümrlgs en solunión a 59 C; la fusión de esas preparaci nos no pro
voca inuctivaeinnes significativas.
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Purificación de los extractos

Los extractos cnzimáticos cuya preparación y algunas pro
piedades Su Eescribieron en los capitulos anteriores, son soluciones
complejas de proteinas, ácidos nucleicos y polisacáridos en un medio
de sales inorgánicas -principalmente fosfatos del buffer de extracé
ción‘ y metabolitos de ajo peso molecular y eoenzimas que han difun
dido del cuerpo Celular.

La purificación de la enzima involucra su separación en ma
jQF o menor grado de esos compvnentes y su concentración en volumen.

Se ha estudiado la aplicación de varios metodos de fraccio
namiento a estos extractos, con resultados variables. Merceda los
sismos se ha llegado a tener fracciones activas con una pureza de
lO —12 veces la inicial.

a) Desnaturalización termica diferencial

Basa o en los resultados de la Tabla III sc habia utiliza
53 en las primeras preparaciones una etapa inicial consistente en un
calentamiento a 549 durante 15 minutos, a pH 6.2. Se obtenia una puri
ficoeión de aproximadamente1,5 veces, con una pérdida de actividad
del 4C —50%; el extracto quedaba muy clarificado. La poca reproduci
bilidad de este paso, y 1: inactivación considerable que implicaba
(llego en varios extractos al 70%de la inicial) aconsejaron abando
nar este procedimiento.

b) Tratamiento con gel de fosfato de calcio

Conel fin de clarificar los extractos iniciales, oscuros
ligeramente turbios, se introdujo un tratamiento con gel de fosfato

de calcio (preparado según Keilin y Hartree(6)), que, en las eondieic
nes de trabajo, no adsorbe la enzima y si arrastra impurezas diversas.

El extracto (a pH 7, en buffer de fosfatos 0.092 M, y con

una fuerza ifinica minima¡1; 0.20 - 0.25) se mezcla cn frio con 0.1
valumen C; ¿el de fosfato de calcio (56.5 mg peso seco/ml); se agita
y deja 30 minutos, y se centrífuga. El sobrenadante, que contiene to
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¿a la actividad inicial, ha aumentado su qumarato en un lO - 20%y
se -a clarificadn notablemente: es un liquido transparente de color

::L'.';'.".1"illc . _

En la Tabla IV se dan los resultados de experiencias preli
xinores realizadas con ÍPRCCiJnUSactivas diversas, y de operaciones
de rutina cen dos extractos crudos, según sc describe más arriba.

Comese pueíe observar, la recuperación de la enzima en la
Fracción nó adsorbida es prácticamente cuantitativa; esto se debe a
la alta concentración de aniones polivalentes (fosfato) que impide la

(7)). Eninorción de la mayoria de as proteinas presentes (Colowick
audios con baja concentración de electrolitos la enzima puede ser to
talmente ¿aserbida por el gel de szfato de calcio (véase el Apéndice

sobre adsorción de la enzima).
c) Fra ci namientos salinos con sulfato de amonio

El Traccixnzmiente con sulfato dc amonio de extractos acti

vas en ÓiVerSJSestad¡s de pureza (extractos crudos, calentados, tra
Ü”:JÜeen ral de fosfato dc calcio, o provenientes de fraccionamien
tos s"linuo o con S)lventes) permitió una apreciable purificación de
la enzima, con buenos rendimientos.

Se ha realizado numerosos fraccionamientos, que podemos
clasificar en ensayos preliminares, fraccionamientos de rutina, y cur
713 de precipitacifin de la actividad de fracciones purificadas.

¿‘íünd‘s ex “rimentalesz. . . . .k p” Se ut11125 en la mayoria de los fraccionamien
to: sul? to de amonio p. a. (C. Erba o Riedel) puesto que con calida
iee inferiores se observaba una inactivacián muypronunciada de la en
Ziuï La droga Se agregaba cen agitación, en porcianes pequeñas de
¿alución s turada a 59 C (para precipitar Volúmeanes pequeños) o como
sólida bien pulverizade en mortero.

La conCentración de sulfato de amonio alcanzada en una opc
r ción se expresa comofracciín decimal dc la saturación total alcan
z.ble: en ;l :a5? de aunentarse la concentración salina dc X m1 de u
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.ïiïmïe aii-3:11. f1: J o: -. .e..x."¿}".¿a‘3.t.9.i3__.C.9I1..íí<é.1.51,9. .de. _.C.a.1.c_i.0.

A - fixp TiuflÓiaS prgliminnrus: Sc tratan cuntidadcs igwalcs du un
_ miamo extracto, a pH 6.2 y un frio,

con ,¿ntidgflcs cr ui ntpu d“ gel de fosfato de calcio; se eluyc 01
prucipitudo con solución ds fosfato 0.1 L pH 7.3 y sulfato du amozta
; fi. Extractos A (original 3aluntado), B (original calentado) y C í"
ri¿inal). Las actividades y proteinas totalus obtenidas se expresan
cnmofl de la G.3tidid inicial.

¡xtracto tratado: A B C
Autividau tütg;7 u 77 - 178 68
Prutcin; int l, mg _.
ufuaarhtv 365o 3020 21“;

4.1 agrcgado:
vago sua-o, mr},¿

Vïlumcn final, m1 7.2 7.2 16 16 16 16 3.0

18 35 56 112 = 224 448 55

Jobrvnadantu:
actividad total p 93 89 94 84 100 93 98:5
Proteina total fi 104 79 85 71 83 76 77
Éfumdrato 33Uu 4050 3400 3600 3650 3720 2680
Purificación, Venus 0.0 1.1 1.13 1.2 1.21 1.23 1.27

udsgído:
Actividad total Q u 3 0.5 0.7 3 6 ———

B —Prqparacionds du rwbina: Jl extracto original a pH neutro y un
frio su trata Con 0.1 volumpn de gol i.

finafato dd cmlcio (56.5 mg/ml du residuo sde ), s. cantrifuga y dub¿
:hq il prccigitada. Extractos A y B (respectivamentu); volúmenes,
3350 y 400 nl; actividadus totales, 262000 y 33000 u; proteinas to?
luï, 1480uv y 19090 mg; qumarato, 2380 y 2330. La actividad y prc
thin; tfitalua obr.nid;a sp uxgrusan Comow del inicial.

thr:uto tratado A B
Gel ¿grug Go, pupo SLOO/QTOtuinü_t0tal, mg/mg 0.13 C. 4
pH hul tratiyiwnto 7.1 7.4
Jobruagtgnta:

AL:tivid; ¿1 to 134;]- 911 100 97 ‘ F;
:rntcina bflt&1 g 87 88
b. o ,

‘xumqrato_ 273 2569fifurliinanlón, vccus 1.15 l.iu
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na solución de saturación A pir agregado de v m1 de solución satura- s
¿e sal (saturación 1.00), la saturación final de la mezcla es:

'f
v x A + vS x 1.00

v + vs
s =

'|o“ donde Se supone que el volumen final de la mezcla es la suma de

los volúmenes de los componentes, y se desprecian efectos de contrac
oiin de volumen.

Cuando hemos empleado droga sólida para aumentar el grado
de saturación salina dc la solución, hemosutilizado para el cálculo
¿e la suturacifin resultante el nomogramade Dixon(8

En las precipitaci:nes sc controlaba el pH, agregando, pa
'hl,1¿ ente al sulfato de aminio, solución de amoniaco concentrado
H.nbn al pi deceado (medido ésto con indicadores).

La suspensión del precipitado en el liquido madre sc deja
ba repisar en frio (5° C) entre 30 minutos y una noche, y se centri
“uggbu a 3000 —4000 rpm; cuando fue posible, la centrifugación se
Lizu ; 59 C,

F1l precipitado de cada operación se disolvia en una peque
": cantidad de buffer de fosfatos, y se dializaba contra solución di
liiaz de buffer do fosfatos a 59 U, durante 12 3 más horas. La salu
oién resultante generalmente se elarificaba centrifugando a alta vo
T.uidad (10000 —12000 rpm) y se guardaba el sobrenadante a -l89,
firnvia redida del v lumen y toma de muestra.

¿“multaCosz"*--m-'-- En los fraccionamientos tanto de extractos crudos comode
fracciones purificadas por calentamiento y adsorción, la actividad
precipita a pí 7 ontre 0.40 y 0.50 saturación de sulfato de amonio
/.¡I,Éübla V).

C‘Jlos ensayos e precipitación a pH variados no dieron dife
-neias “o sinpwrtxuientc significativas, dentro del intervalo de es
hili ¿fi ¿o 12 enzima; cuando el pH era 5 o menor, las pérdidas de

.et viano por inactivación llegaban a ser totales.
Estzs resultados Se vier>n confirmados en los fracciona
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Frbuuívúnplüufipfl'fipfi qdlíayp de gppgiqr_oqsgypp prpljfiflpprqg
Los reuu]t¿dus de actividades totales do las fracciones

tunida. 3C expreuan comofi del total inicial.
flrdupipq mi rip fi2_}_ Tres porciones do un extracto original calenth

do a 559G y tratado con 381 de fosfüto de culcin (dobividud, 17 u/hl; prot;ína, 10.4 mgml; fumürato, 222G, y
lumen, 7.0 ul muda una) sv fraccionan a pd 6, 7 y 8 respectivamcnt
el pi s. ¿ju ta con ácidJ citrica l Mo hidróxid dl amonio 4 M. 1.;

su di ualv0u un “Cafato 0.1 É pH 7.
C,

y, .l'. r1.¿fuC1pltuüÓS

pH ¿orto de Actividad qumarato Purificación
saturación total fi veces
i2.ïu4).4 0 O
L .).5 88 7950
O.6«1.0 2.9 176

_o,4 o O
-V 3 92 830u

—1.U 2.0 113

U.O«U.4 O 0
. 0.6 92 7300Ü. o o

CCCON

o CNi\,.

(‘LuoOLMOOUJC;

w

_firg¿qi1n mi ¿sus ¿9'2_M 3: D03 extractos (2 y 3) calcntados y clari—
ÏiCddOS, análogos al anterior (¿ctivida

in“ 1Q ., v . . .ï or r , o .
dpñ, ii. 1\.? d/nl,ñqfumgrdto, 1000 y 21003 volúnunes, 80 y 37o mi,
r: Hanclv-m¿ua , su 1raC01onan en frio, a pd 7.0.

“rJCCiond ¿orto de Actividad qumarato Purificación
mi n30 E2 saturación total, fi veces

U.O—C.4 l 950 0.5
U.4—O.6 65 5000 2-7

3 \)ol\)"()off." 4 a2 ¡7
J U.4_0.6 100 3260 1.55

¿r u.iyddm1,fito N2 9; Un extracto original no puriÏioado (activid f,
47 u/hll quññra_o, 2180, volumen, 30 ml) nm

. _ _ ‘ l - ¿(a _ __. .Iran 1"n¿ ¿ pH l.u aon noiunión saturada de sui:¿to de amonio.

= Antividqd Q _ Purificación
4. r ¿A .- fumaratoru bOqu, p veces

5.8 630
U,4_O,6 81.5 5350

Ï-O. C

Jnrtu de
suturaci

U'IUJ
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mientos de rutina (Tabla VI),.que se realizaban a pH 7.0 y a 59 C, y
en los que la actividad se recuperaba en la fracción procipitada a
0.40 —0.60 saturación, con rendimiento del 80 —90%; la pureza de la
Fracción activa CFR1.8 —2.3 veces la inicial. Para obtener buenos

rendimientos el pH de la preparación debe mantenerse en tOdu momento

alrededor de 7, y es c\nveniente limitar el tiempo dc diálisis a un
dia. pues en otras condiciJnes hay peligro de inactivación (Véase por
ejemplo en 1a Tabla VI el fraccionamiento N9 15).

en algunos fracciunanientos se pretendió aumentar la rela
eión de puridicaciín estrechand- el corte de saturación: entre 0.45 y
O.H0de saturación preoipitaba 787 de la actividad, y la pureza (en
el experimento N9 14) aumentaba 2.3 veces. Este modo de Operar no es
conveniente en un primer fraccionamiento, en que los limites de la
curva de precipitación se amplían por interacción con las otras sus
toncias de l; Mezcla couplcja que acompañaa la enzima.

Eanpoeoes útil ensanchar ese intervalo de saturación (co
no se hiciera en los experimentos N9 15 y 18 esperando rendimientos
¿e enzima mayores) porque cae la pureza de la fracción activa resul
tante.

Jonbinando 1a clarificación con gel de fosfato del extrac_...t.

to original, v dos fraccionamientos sucesivos con sulfato de amonio,
L)

nl primero (N9 18) a pH 7.0 entre 0.40 y 0.65 y el segundo (N9 19) a

a pH 7.5 —8.o entre 0.45 y 0.60 de saturación salina, se obtuvo una
ar¿puraci<n activa een un rendimiento total de 63%de la actividad y
un? purificación de 3 VeCesrespecto del extracto original.

Surgig ¿e Hrqeipitación de la enzima en soluciones de sulfato de amo

‘¿¿5Lus int rvalos de saturación en que tiene lugar la precipitación
de l; activid d, de sus Soluciones de sulfato de amonio, dependen de
lxs sustanei;s cue la acompañan,especialmente proteinas y ácidos
nucleieos. Enla Tabla VII y el Gráfico II se ha descrito los resul
tados de fraccionamientos salinas detallados de preparaciones de dis
tinta pureza inicial: Qf = 3880 (Fraccionamiento N9 4, pH 7);
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Se srabaJ- ein e ¿riceoo o;i_inales tratados con oel de fosfato de
calcio ( i.r:ctos clarificados) excepto do de se indica, agregando el
'Lifata de :¡o io sólido, a 5°C y con a¿itición mecánica, y ajustán
uose ei ;" J 7.0 con hidróxido de amonio 4 M. Los precipitados se di
suel en en ponia o 0.01 MpH 7.0, y ¿e aializan según se indica. Los
reouit.uoo ue ac.ivit:qca .otales de las fracciones obtenidas se exppe
e.” Ciru fi del iouil inicial.

Fraccie¿auicnïo i_. cxïracto eloriiicedo (actividad, 36 u/ml- pro
tcín;, 17.; mU/ml;qundra+o, 2750, actividad

totzl, 37200u). El greciyitado activo se di liza en frío uninoche,
caznza fo lúLO 0,0; L ¿H 7.0.

Corto de JCÉLVÍQ.Q Q,“ Éurificación
sd;ir=ñión total fi ' veces

0.4MO.C 91 ¿300 2.¿

Fracoicngniento Ï3 14‘ ojtrncto Clúrificht (¿czividad, 66 u/nl, ¿ro

tu; ngooo a) '1 nrizéïí?ïéuÍÉ-sznl; Q ï3t°'_3100; ?CtiVidad to, . . ii t m ¿i o ,iuico, O. +9 sae., se ¿eva con SO»
'e sulfato de ;:on;o 0.45 533.3 pH 7.0, y el lavado se reúne
orina: aobrcnid> TO. 31 corte activo s: dializi a 5°C primero
q“u: ue zi‘ ¿a (oifilisis rápida con quitae'ón) y luer contra

;0-1;uo ¿.01 “H 7.0.

una
¿"o v

Corto de ¿ctividad Q L Purificación
_ “___ W ¿ _ a funarauo,gtiga,ión botai p veces.

O.45»U.ÉO 78 7200 2.3

=raccion..ien;o N? 15“ curricuo clarificado (actividad, 77 u/nl; QÍU“

lav. el tii e: ¿reci¿itudo con solución ue sulfato de anonio 0.40 sat
3 oc ¿roccoc c050 on el fraccionamiento anterior. Se dializa las free
cioner obtenid:s contra fosfato 0.01 MpH 7.0 3 luego contra fosfato
6.01 h pH 6.3.

CCÏt; de Actividad C Purificación. 'fumara+o
putLrJClÓn total % L veces
n 00.0‘40 4.5 980 0.35

O.4C-O.62 68 ° 3900 ° 1.4 °

Ll hijo rendimionïo y pureza se ¿71‘ ‘-. JnLn",;ue a una inac*i'ee'v'l‘.‘ ‘ciór durant= 1; ;‘ ' ' :;;_.

'J

0

(continúa la Tabla VI)
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c tracto clarificado (actividad, 64 u/ml; pro
teína, 33.6 mg/ml; qumarato, 2560; actividad

o l, 31400 u). Se lava cl primer precipitadó comoen el fracciona
micnto F° 14; se dializan las fracciones

5

Fraccionsniczto FC 13

obtenidas contra fosfato
0.00 M pH 7.0.

Corte de Actividad Q Purificación
¿ \ .,_ ¿ . J fumaratoSduuÏaCth total w veces

o.oomo.4o 8 129o oLS

0.40-O.65 86 4750 1.85

F"¿ccionamicnto N° 19: fracción precipitada entre O.40-O.C5 sat. del
fraccionamiento N0 18 (actividad, 150 u/ml;

4; 4 ug/ml; qumarato, 4750; actividad total, 26400 u). Se
trabaja a pH 8; los precifiitudos suspendidos en agua destilada se dia
lizen exhaustiVJmente contra fosfato 0.005 MpH 7.0.

Corte de Actividad qumarjto Purificaciónsaturación total % L r veces
0.00¿O.45 14.5 3650 0.8
O.45-O.60 78 7050 1.5
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Los resultados de actividades y proteínas totales de las fracciones
obtenidas se expresan como% de los totales iniciales.

fraccionamiento N0 4. Una preparación precipitada entre O.4-O.6 satu
ración de sulfato de amonio (actividad, 54 u/nl;

¿roteíno, 18.7 mg/ml; Q. , _ , 3880; actividad total, 3950 u) se
fraccion; a pH 3 con solggïgfitgaturada de sulfato de amonio. Los pre
ci3itados se disuelven en fosfato 0.1 MpH 7.0; el último sobrenadann
te a 0.70 sat. se mide como tal.

Corte de Actividad Proteína Qf t
saturación total % total % umara o
0.00—O.4O 7.3 11.6 2450
O.40—O.45 21 lO 8250
O.45-O.50 30, 8.2 14300
o.50-o.55 34 15.3 8570
0.55—O.6O 2.7 21.2 500
O.60—O.¿5 0.2 15 47
O.65—O.7O O 9.3 O
sobrenadante
de 0.70 sat. o 8'5 o
suma de las
fracciones 95.2 99.1 —-
obtenidas

(continúa)
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gabianlll (continuación)
Fraccionamiento N0 12; Una preparación purificada por fraccionamien

to con acetona (actividad, 130 u/ml; proteina,
14.0 mg/nl, qumarato, 12500; actividad total, 12400 u) se fracciona
a pH 8 y 506 con sulfato de amonio sólido. Los precipitados se disue;
ven y dializan con ÍOSiutO 0.01 MpH 7.0.

Corte de Actividad Proteína Qf t
saturación total % total % umara o
0.00-0.42 2.5 4.5 6900
0.42-0.44 0.2 0.4 6750
0.44-O.48 6.4 8.2 9600
0.48-0.b: 25 14.9 20800
O.52-O.56 27.6 11.6 29500
0.56-0.60 17 11.9 20600
0.60-0.65 1.5 7.8 2360
0.65-O.70 0 4.3 0
0 70-O.75 0 1.6 0

sobrenadante o 1.o ode 0.75 sat.
suma de las
fracciones
obtenidas

C O N O'N ON I‘J
lI|

’‘

Fraccionamiento N0 13: 31 corte O.52-O.56 sat. del fraccionamiento an
terior (N012) (actividad, 670 u/ml; proteína,

¿7.2 nQ/ml; qumarato, 33300; actividad total, 2350 u) se fracciona a
MH6 3 5°C con solución saturada de sulfato de amonio. Hasta 0.48 sat.
aparece una turbidez no sedimentable; el primer precipitado se obtiene
entre O.48-O.52 sat. Los precipitados se disuelven y dializan con fos
fato 0.01 M pH 7.0.

Corte de Actividad Proteína Q f
saturación total % total % fuman“
0.00—O.48 turbidez no sedimentable -—
0.00-0.48—0.52 26.5 24.2 36100
0.52-0.54 15.6 13.6 38500
C.54-0.56 17 14.8 38000
0.5ú—0.58 5.4 6.8 26000
0.58-0.60 3.2 6.8 15500
0.60»0.62 4.3 8.6 16700
0.”2—0.64 1.8 4.9 12200
O.64-O.7O 1.8 6.5 9500
suma de las
fracciones 75.6 86.2 --
obtenidas.
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Requltados C; 1» flabla VII: fracción de la actividad inicial que prg
oipita al alegnzar el grado de saturación indicado.
Curva A, 2 fraccionamipnto N9 12, a pH 8°
¡filrva '13v : f rar; Cio 11.11311ent o N 9 1 3 , a pH 6 .
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Qf = 12500 (Fraccionamiento N9,l2, pH 8, Curva A) y Qf = 33300 (Frac

¿innmniento N9 13, pH 6, Curva B).

Se puede observar que el efectu más Visible del aumento de
cureza de la preparación, es el corrimiento de la curva de precipita
¿iin hacia las concentraciones salinas crecientes: con una pureza ba
ju el intervalo de precipitación es de 0.40 —0.55 saturación; al.uti—
liz r fracciones iniciales máspuras, la actividad precipita entre
0.47 —O.60.Además sc puede Ver un ligero estrechamiento de la banda

precipitación y la pendiente del mismatiende a aumentar (sobre to
en la Gurva B). Se observa también (comparando las curvas A y B)

escasa influencia del cambio de pH (8 y 6 respectivamente) en la¡_J '_J

:\lubilidad de la enzima en esas ¿soluciencs.
Esta correlación de los resultados con la pureza del prepa

V.Cuinicial se explica porque cen el aumento de esta última, disminu

¿en los fenómenosde coprecipitación y adsorción en precipitades,debi—
Ju: a las interacciones de los componentes del complejo sistema en
Lau se encuentra la fumarasa. . .

En el último de los fraccionamientos mencionados (N9 13,
Uan2 B) la pureza de las fracci-ncs más activas obtenidas, no aumen

tï grandemente respecto de la inicial: se llegó a Qf = 38000 para cl
verte 0.52 —0.?5 'aturación ‘alina, con una purificación de 1.14 Ve
ces la de partida. Esto nos indica que ese material ya no es suscep
ti.le de purificación mediante los fraccionamientos con sulfato de a
gunio. Incidentalmente, la fracción de Qf = 38000 fue la más pura de
las obtenidas en este trabajo: su relación de pureza era 12.5 veces
“igor que la del extracto original con el que se preparó (Qf = 3100)

d) Ergccicnanicntos con solventes orgánicos

¿1 método Ce precipitación fraccianada de proteinas con
unlvcntes orgánicos, en frio y con ba'a fuerza iónica, fue aplicado a
¡iversas preparaciones activas purificadas, provenientes de fracciona
nientos con sulfato de amonio.
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Mótvdos experiMentales: LOSensayos realizados pueden ser divididos en
experiencias prelirinares y estudios detallados.

Las primeras se realizaron con un equipo precario, consis

tente en una centrífuga comúnde laboratorio, cuya carcasa, con una
aislación térmica exterior, se cubría en su parte inferior con nieve
carbónica desmenuzada.Las centrifugaciones se realizaban entonces a
temperaturas muybajas, que podían llegar a -209 C, y que paulatina
mente subían hasta -59 y aún 09 al final de la operación. El ambiente
interior de la centrífuga era muyrico en anhídrido carbónico, por lo
que se tenía que tapar los tubos para evitar la acidificación de su
contenido. En algunos experimentos no fué posible evitar el congela
¿iento parcial de los tubos, con su consecuencia de la precipitación
del contenido en condiciones no controladas de concentración de sol

'ente. A pesar de todo esto algunos de estos fraccionamientos con ace
tona dieron indicaciones útiles sobre el comportamientode las prepa
raciones de estos tipos de ensayos; en la Tabla VIII se ordenan esos
resultados, que fueron obtenidos de la siguiente manera:

El preparado activo, generalmente en un medio de buffer de

fosfatos diluido (0.01 M, pH 7.0) se enfría hasta cerca de su punto
de congelación (09 —«19). Se le agrega con agitación, y enfriando,
la acetona a -189, en un volumen medido; se controla y corrige el pH,
con indicador y amoniaco, y se centrífuga a 3000 - 3500 rpm durante
15 _ 30 minutos. En todas estas operaciones (salvo la centrifugación)
se cuida de mantener la temperatura al mínimo por encima del punto de
congelamiento de la mezcla. El precipitado se disuelve rápidamente en
buffer de fosfatos 0.01 M, pH 7, y se dializa centra el mismo, en
frío.

Al sobrenadante, mantenido en frío, se lc vuelve a agregar
aeetona helada con la mismatécnica anterior, para recoger una nueva
fracción.

La concentración de acetona se expresa como volumen de
solvente fi volumentotal, y se calcula con la siguiente fórmula:
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Experiencias realizadas con la centrífuga enfriada por nieve carbóni
ca; la temperatura oscilaba en un intervalo de —10°a—15°C.Los resul
tados de actividades totales de las fracciones obtenidas se expresan
comoí del total inicial.
Fraccionamiento N0 l" Una preparación precipitada entre O.40—O.55sa

turación de sulfato de amonio, y sin dializar '
(actividad, 30 u/ml; proteína, 3.8 mg/ml; qumarato 10500; actividad
total, 300 u) se fracciona con acetona, corrigiendo’el pH con hidróxi
oo de anonio 4 H. Los precipitados se disuelven en fosfato 001MpH 7.

Condiciones de precipitación Actividad Qf
Intervalo pH final Temp. total % umarato

acetona fl V/ï °C
0.0-32.5 7.0 —3 3.8 4100

jL.5-44.0 6.3 —3 21 lOlOO
44.0—5l.0 5.6 —6 52 21200
51.0-59.0 7.4 —ll O O
59.0-68.0 7.3 —6 O O
6Ü.O— ¿.0 7.3 —6 O O

Fracci namiento N0 2: Se realizan dos fraccionamientos paralelos, a
pH 6 y 7.6 respectivamente, sobre una prepara

cifin urecipitada entre O.40—O.55saturación de sulfato de amonio, dia
liZan; contra fosfato 0.001 MpH7 (actividad, 12 u/ml; proteína, 2.8
ng/nl; ¿fumdr3t0, 5800; actividad total, 120 u). Los precipitados se
suspenden y dializan con fosfato 0.01 MpH 7.

Condiciones de precipitación Actividad Q
. H intervalo total % fumaratop acetona % v/v

6;l—6.2 0-30 23 5400
30’40 79 19000
40-50 lo 7300
50’60 6 4000

7- 6 o—3o—4o—5o o o
50-60 5 3000

(continúa la Tabla VIII)
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Fraccionariento NO3, I a una preparación precipitada entre
. - sat. de sulfato de amonio, dializada

(actividad, 27 u/Ll orote na, n 7 Hg/ml; W 7700* actividadr " a ° “ " ‘ fura ato’ ’total, 1450 u). “ r

Condiciones de precipitación Actividad qumarato
pHfinal intervalo total %acetona % v/v

7.9 0-30 3 7200
6.0 30-40 16 11500
6.1 40-50 53 19400

Eraccionamientos NC5 y 6 Se utilizan sendas preparaciones 5 y 6,
precipitadas entre 0.4—0.6sat. de sulfato

dc amonio, y dializadas contra fosfato (actividades, 166 y 175 u/ml;
proteínas, 42.2 y 41 mg/ml; qumarato, 5050 y 5700; actividades tota
les, 13300 3 14000 u, respectivamente).
Preparación dondintnes de precipitación Actividad Qfumaratoingervalo . total %

acetona %v/v pH flnal
5 0-30 6.7 6.6 4150

30-50 6.7 65 8400

6 0-30 6.4 ll + 4200
30-50 i 7.o 38 + 10800

+ . ... . . . . T+ El bajo rendimiento de la frac01ón 30-50 en el fra001onamiento 1° 6
se debió a la rotura de varios tubos durante su centrifugación.
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v x Ac + v x 100v/ l l 2Acetona fi ( /&) a. v + vl 2

en donde vl = volumen de la fracción a la que sc agrega la acetona
. .. . . v

Acl = concentración de acetona de dicha fraceión, como%( /v)
v2 = volumen de acetona agregado.

y en la que se supone que no hay contracción de volumen durante la
mezcla.

Los estudios detallados se llevaron a cabo en la misma

forma que los anteriores, empleandouna centrífuga refrigerada Inter
nationa . Se procuró mantener la temperatura de todas las Operaciones
cercana al punto de congelación, pero cuidando que esta no tuviera lu
gar. Se realizaron tres fraccionamientos con acetona y uno con etanol
(alcohol de 969 considerado como100%); la concentración de solvente
se ealculaba según la expresión dada anteriormente.

ïggggïgggïzTanto lOs ensayos preliminares (Tabla VIII) comolos frac
cionamientos detallados con acetona (Tabla IX) a con alcohol, mues
tran claramente la estrecha dependencia entre la solubilidad de la
cnzina y el pH del medio, on soluciones con solventes orgánicos. Es
ta relación se hace muyvisible en cl experimento N9 2 (Tabla VIII)
en que se haCen dos fraccionamientos paralelos con acetona, a pH 6 y
7.6: en tanto que en el primero la actividad precipita mayormenteen
tre 30 - 40%acetona (79%de la actividad inicial) a pH alcalino se
obtiene la primera precipitación de actividad ( % dc la inicial) cn
tre 50 y 60%de acetona.

En otros fraccionamientos se ha observado también esta

tendencia de la enzima a precipitar en concentraciones de solvente
mayores, cuando cl pH aumenta; en el experimento N9 12 (Tabla IX) se

obtiene una considerable separación de la actividad (45%de la ini
cial) entre O L 36%acetona, en el intervalo de pH 5.9 - 6.7 (tuvo
lugar una acidificación del medio no controlada); en cambio en los
fraccionamientos N9 ll y 13 realizados a pH 7, 108 PTGCiPÏtadOSBeti
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pm«_i; ¿t-' r .liz dos c-n una centrífuga rcfrigcrada "Int.rnationa1?
Los YLCQflaúvs d; actividades totales de las fraccirncs obtenidas se
hipi san nïgv H dc? total inicial.

Frdcoiunimiunto EQ 11: Se trabaja a pH 7.0 y —3a "590, con una pro,-w
paración precipitada intra 0.4U—0.60sat. dc

ul'dtw de «genio, dializada contra fosfato 0.01 h pH 7 (actividad,
z «ind, 39.3 mg/hl; wfumarato, 6300; actividad total,

int fvals thiViddd Q“ furificación
4_> f , u ¿ _ lumaratc _úhfu‘fla wv/v b'bdl H veces

u—2a 0.3 6850 —n_
2 “.7 7100 «m

Ó, O. 164o “,_
ii 46 18700 3.0

.4—50 20 11400 1.8

,.

Fraccionamicntn N912: ¿royaración inicial procipitada entre 0.45
«U.60 sat. de sulfatu dc amonio, dializada coa

tra ”osfat" U.Ul P pH 7.0 (actividad, 258 u/ml; proteina, 54 m¿/ml¿
funarrto, 7-00, activid¿d total, 690UUu). Tcmperatura, -5 a -890.1.. d,

Jonfi i noc d, prncigitazién actividad un PurifiCación' a Iumaratou ,. total w vecespH Tinal
r 9 ‘ 

o 7.0 19 10800 1.5
e . .. . . . .e La pr ¿creión elevada dc acc1v1dad cbtcnida en la primera fra001ón
(¿-35 p auetüna, 45 h activid¿d) se debe probablemente a la acidifi

ión no 0“ntroluda (pH 5.9) ¿uu tuvo Tvïar paralelamente a la pre»it
Fraccionimicnto 19 13: Se trabaja a pH 6.9-7.l y —l a —109C,con una

mezcla de variqs prcparacioncs reunidas (dcti
Viddd, 190 u/ml; protcina, 37 mg/hl; Fumar t , 6900; actividad total
36000 u), Cializadn contra Ïïwfato 0.0i Mpñ 9.

int PValo activid¿d Q“ Purificación., . ¡umaratoacct na w v/v total p veros
v-ZO O 0 .__

30“37 G.3 420 __i
37M4o G.8 5100 -««
40-47 1.0 llDC ———
47'53 9 7”““ 1.06
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_vos se obtienen por encima de 38 y 47%acetona respectivamente; y en
un fraccionamiento con alcohol a pH 8.6, la actividad comienza a pre
cipitar por encima de 5 fi solvente (3.3% del inicial entre 50 - 60%
alcohol).

¿sta regularidad de comportamiento pudo observarse sólo
eualitativamente: las diferencias entre fraccionamientos con acetona
realizadOs en iguales condiciones de pH y presencia de sales, son muy
apreciablcssestos cambios de comportamiento sospechamos que pueden de
ïerso a las Variaciones de temperatura de uno a otro experimento (hay
evidencias cualitativas en este sentido) y a las diferencias en el
contenido de ácidos nuclcicos para las diversas preparaciones inicia
los: éstos últimos, en medios de fuerza iónica y constante dieléctri
wa reducidas, forman con las proteinas complejos cuya solubilidad di
fiere de la de éstas, y traen comoconsecuencia el ensanchamiento y
corrimiento de los cortes activos de los fraccionamientos con solven
i,

¡11‘l.I-..;

La purificación y el rendimiento en enzima de los fraccio
!hhiont03 ha sido variable,/gegfi Ïgfggïgggg'a 7, se recupera en el to
tal de los precipitados un 65 - 75%de la actividad inicial, y un
50%de esta puede obtenerse con una pureza 2 y media a 3 veces la i

n10111 (fraccionznientos con acetona N9 2, 3 y ll) en las fracciones
pTJClpltJdfis en el intervalo entre 30 - 50%acetona (según el pH de

En".r; ii.pit ¿c ión) .

Todosestos resultados aconsejan realizar los fracciona
xientos con acetona en un intervalo de pH entre 6.2 —6.5 (con lo que

¿a actividad precipita a concentraciones de acetona más bajas, y dis
minuyenlos peligros de desnaturalización por el solvente), y separar
en Cada experimento las fracciones (presumiblemente entre 30- 50%a
cetoni) con mayoractividad y pureza: esto permitiría sortear la ya
¿cncionada falta de reproducibilidad de estas operaciones.
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Discusión E conclusiones sobre la purificación de la enzima

La naturaleza compleja de los extractos acelulares que
centienen la fumarasa, exige la combinación de varios métodos para u
na purificación modesta de la enzima: en cada uno de estos procedi
mientos las interacciones y perturbaciones de los demás componentes
del sistema a purificar se manifiesta de diferente manera, lo que
genuite su gradual eliminación.

La sucesiva aplicación de los siguientes métodos: clarifi
eición con gel de fosfato de calcio, fraccionamiento con sulfato de
amonio entre 0.40 —0.60 saturación, fraccionamiento con acetona a
pH 7.0 entre 38 m 44% (v/v), y dos fraccionamientos sucesivos con
sqlfato de amonio a pH 7.5 y 6, respectivamente, tomando las fraccio
nes precipitadas entre 0.52 - 0.56 saturación, dió comoresultado una
preparación 12,5 veces más pura que el extracto original, con un ren
dim ente total de 2.5% de la actividad inicial (Tabla X).

La consideración de los sucesivos pasos, su rendimiento en
actividad y eficacia purificadora, nos indica que a partir del frac
CiCÚuÜiufltOcon acetona, las subsiguientes operaciones no dan purifi
eaciones que justifiquen la baja recuperación de la enzima. Deberá
buscarSe cendiciones de separación más especificas que permitan ren
dimientos y purezas mayores. En este sentido, los experimentos de ad
sorción (véase apéndice de este capitulo) y de tratamientos térmicos
cen protectores (Capitulo V) señalan una posible via a seguir.

Comparandoel esquema anterior con los procedimientos de
purificación de Laki y Laki(2), Massey(4), y Alberty y col.(5), se
puede ver una semejanza en el comportamiento de las fumarasas de co
razón de buey, de cerdo, y de levadura: son precipitadas de sus solu
ciones por el sulfato de amonioentre 0.45 - 0.60 saturación, estre
nïándosc el intervalo al aumentar la pureza. Pero la analogía entre
¿mbaspurificaciones no va más allá: tanto Massey comoAlberty utili
zan un primer paso de alto rendimiento en actividad y pureza, consis
tente en la acidificación del extracto a pH 5.2 en que precipita iso
e óetricamente la fumarasa, con su separación de gran cantidad de im
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Irijcïarchy‘»..dp.la. ;Ju_r.i.f.iG.a.C.i,ó;1._fi;

Fracción Rendimiento Q” Purificación
_. . _ .- ¿umaratoact1v1dud w veces

de la inicial
thr¿oto ori;inu1 100 3100 1.00
th“°cto Clari‘iiafio con p»

“5 ,. r. 1 - . 97 3390 1.08'01 du f0"'ut0 o. 0a1010y):

Fracción prccipitudi entre
0.40-O.60 saturación de 38 6300 2.0
sulfato de amonio

Fracción prccipitada a pH7.0
cntrc 38w4mñacetona (v/v) 40.5 18700 6.0

Fracción precipitcda a pH 8
entre O.52—O.56saturación 11.2 29500 9.5
de sulfato de amonio

Fracción precipitada a pH 6
¿ntra O.52—O.56saturación 2.5 38300 12.5
de sulfato de amonio
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purczas. Comoso vió ¿n cl capitulo anterior, la fumarasa de levadu
ra no tolera lOs tratam'ontos ácidos por su inmediata inactivación, y
esto hace desechar esto tipo do operaciones dc purificación.

Otra oiraunstnnoiu quo hac; necesario optar por métodos di
fcrentos es l; ya reforid: presencia, on los extractos de levadura, do
polisacáridos y SOhTutodo ácidos nuclcicos, abundantes en ese orga
nismo, y cuyas inturnc jones con las proteinas tornan menos selectivos
los métodosdc purificación tradicionales.



A éndice

Adsorción dc la enzima

. La adsorción o la posterior elución de ciertos componentes
de sistemas biológicos es un método fructífero que se ha aplicado a
la purificación de muchassustancias naturales, especialmente de tipo
proteico, comohormonas, toxinas y enzimas. Su uso se practica hace
ya muchosaños, y desde los trabajos de Nillstátter sobre purifica
ción de la peroxidasa c invertasa mediante cl empleo de adsorbentes
diversos, ha quedado incorporado definitivamente a la metodologia en
zimática.

La fumarasa de origen animal ha podido también ser purifi
cada por este procedimiento: en uno de los pasos iniciales de la pre
paración de Laki y Laki<2> a partir de corazón de vacuno, se emplea
gel de fosfato de calcio para la adsorción de la enzima, y se la elu
ye luego con buen rendimiento y aumento de pureza. Davydova(9) en
cuentra cue el gel de alúmina es un mejor adsorbente que el de fosfa
to de calcio para la fumarasa. hassey<4) vuelve a adsorber la enzima
de corazón de cerdo con gel de fosfato, con una elución de rendimien
to cuantitativo y buena purificación; y en un paso posterior por un
método de adsorción fraccionada separa de la solución ciertos compe
nentes no activos, enriqueciendo de esta manera la pureza de la pre
paración, y posibilitando la cristalización de la fumarasa.

Respecto de la fumarasa de levadura, habiamos visto en los
estudios sobre purificación de los extractos crudos, que la enzima de
los mismosno era adsorbida por el gel de fosfato de calcio.

Conel fin de estudiar las condiciones que harian posible
dicha adsorción, y para explorar nuevas vias de purificación, hemos

cnsayado el uso del gel de fosfato de calcio y el de alúmina."5" so
bre fracciones activas de diversa pureza, que habian sido dializadas
contra soluciones de baja concentración iónica. Los resultados que se
describen más adelante indicaron que la enzima es efectivamente adsor
bida por los agentes mencionados, en condiciones adecuadas de trabajo,
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Y que éste puede constituir un método eficaz para la purificación de
la misma.

Métodos experimentales: .En una serie de ensayos se han empleado como

adsorbentes gol de fosfato de calcio, preparado según Keilin y Har
(6)

tree , y gel de alúmina "“f" según Willstatter, preparado de acuer
do a las instrucciones de Bauer(10).

Del gel de fosfato sc han utilizado dos preparaciones, una
con un periodo de envejecimiento de un año, y la otra hecha reciente
mente. El gel de alúmina habia madurado durante 4 meses, y la reacción
Je calentamiento con amoniaco indicaba que se trataba de la modifica

ción “K'h
Los tres geles se acidificaron hasta pH 6.2 con ácido fos

fórico: el pH se media con indicadores en el sobrenadante claro des
pués de eentrifugar una porción de gel.

En las experiencias en que asi se indica, la porción de
gel se centrifugaba y se desechaba el sobrenadante, antes de mezclar
lo con el extracto a adsorber. Este procedimiento, recomendadopor
Colowick(7), tiene por fin evitar la dilución de los sobrenadantes de
la adsorción, con el liquido que dispersa al gel.

L°s fracciones activas empleadas en estos experimentos
rovenían de un fraccionamiento con sulfato de amonio: se trata de

"O

los cortes 0.0 —0.45 y 0.45 - 0.60 saturación; ambosfueron dializa
lo; exhaustivnmente contra buffer de fosfatos muydiluido: el primero
tenia una concentración 0.005 M, y el segundo 0.0024 M. Las activida
des y purezns de los mismos eran, respectivamente, 74 y 210 u/ml, y

Q"‘umarato, 3000 y 6100.
La forma de disponer las operaciones era, en general, la

La preparación enzimática se ajustaba en frio a pH 6.2 con
ácido fosfórico l M; para ello se empleaba como indicador rojo de me
tilo. Se diluía convenientemente con agua destilada y se mezclaba en
Trio (59 C) con el adsorbente, previamente centrifugado; se controla



ba y volvia a ajustar el pH, y se dejaba en frio un lapso de entre 15
minutos y tres horas. Se centrifugaba a 59; el sobrenadante se guarda
ba para su dosaje, y el precipitado Se eluia suspendiéndolo y centri
fugándolo 4 a 5 veces con porciones sucesivas del eluyente elegido,
generalmente a temperatura ambiente d a 35 - 409,

Res lt 2 - . . .u ados 19) En todos los experimentos ha habido una Significativa

_adsoreión de enzima, que en condiciones adecuadas ha llegado a ser
total (Tabla XV); Esto ha sido pcsible por la baja concentración ió
nica del medio de adsorción (las preparaciones enzimáticas tenian sc
lamente fosfatos por debajo de OÍOO5M, y los adsorbentes, el electro

lito correspondiente a su solubilidad), y también por emplearse un pH
minimo —pH 6.2- compatible con 1a estabilidad de la enzima.

29) El gel de fosfato de calcio envejecido tiene una menor
capacidad de adsorción total que el gel fresco y también difieren 11
geramente en su capacidad de purificación relativa de la enzima: en
¡A os experimentos de las Tablas XI y XVse adsorbe una misma fracción

purificada,con geles envejecido y reciente, respectivamente; se obser
va que mientras el gel envejecido da un eluido de 0.55 mg de proteina
y 3.75 unidades de enzima por mg de gel (peso seco), los valores co
rrespondientes para el gel reciente son 0.77 y 4.0 respectivamente: es
comosi el gel envejecido conservase Su capacidad de_adsorción de la
enzima en un grado algo mayor que para las otras proteinas.

39) El gel de alúmina "1'" es un adsorbente más eficaz que
el de fosfato de calcio, fresco o envejecido, pero su capacidad de pu
rificación relativa de la enzima es semejante a la del gel de fosfato
envejecido. En la Tabla XI se obtuvo para el gel de alúmina eluidos
de 0.79 mg de proteina y 5.45 unidades de enzima por mg de peso seco
de gel; comparándolos con los valores correspondientes de 0.55 y 3.75
para el gel de fosfato enVejecido (ya mencionados) se observa que la
capacidad de adsorción es mayor, pero la pureza de ambos eluidos cs
semejante (Qf = 9300 y 9200).

49) En adsorciones realizadas a pH 6.0 y 6.4 (Tabla XII)
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Jn; prop aración prccipitida entre 0.45-Ü.6O sat. de sulfato dc amou
nio, cuyo contenido de sales (fosfatos) es cn la mczula final 0.0016
N, su trata durant. tres horas a pH 6.2 y a 590 con geles de fosfato
de calcio (envejecido) o dc alúmina "¡ "; el gel ccntrifugado se elu
yc con 5 porciones dc fosfato 0.2 MpH 7.2. Mezcla final: enzina,
105 u/hl, protcina, 13.2 mg/ml; gel de fosfato de calcio o de alúmina,
pcso seco (rccpcctivamuntc) 14.1 y 6.9 mg/ml. Eluycnte, volumen to;
tal/Volumcn dc mezcla, 0.83 ml/hl. Resultados de actividades y pro
tcinaw totaLes dc las fracciones obtenidas en w del total inicial.

Gel adnorbcnte Fosfato de calcio Alúmina "3 "

Actividad no ad;orbida,fi 8 53
adaorbida (por áiïer noia) w 52 47
claida, fi 50 36

Proteína no adsorbida, fl 61 65
adsorbida (por diferencia) fi 39 35
cluída, fi 33.5 23.5

qumarato inicial 6100 6100
dcl no adsorbido 4700 5000
dul adsorbido (por diferencia) 8200 8150
del eluido 9200 93C0
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Trcv porcisnus dc una preparación precipitada entre 0.0—O.45Sat. dc
sulfato de amonio, se tratan a 590 a diferentes pH (exLCrimento A,
pH G.0, 3, 6.4; C, 6.4) con la misma proporción de gel de fosfato de
nalcio enVujcuido. Mezclas de adsorción: enzima, 37 u/mlg proteina,
16.6 mg/ml; gel, peso seco, 14 mg/ml. Se eluye el gel precipitado con
porciones ïuuCSivas de fosfato 0.2 M de pH 6.8 o 7.3 (experimento A,
u.5 ml/hl de mezcla, pH 7.3; B, 0.4 ml/hl, pH 6.8, y luego 0.33 ml/hl
pH 7.3; G, 0.56 ml/hl, pH 7.3). Resultados de actividades y protei
nas totalan da las francioncs obtenidas en % del total inicial.

lxlurimento A B C

ictividad uw adsorblda, fi 14 16 16
adsorbida (por diïarencia) % 86 84 84
oluída: lar. cluido % 70 60 78

29 cluido % __ 10 __

Erotuina no adsorbida % 25 24.5 25.5
adsorbida (por diferencia) fi 75 75.5 74-5
221111661:lor. ¿luido 73 46.5 37 47.5

29 (¿11,116.0 70 —— 9.8 ..._.

quz'xarato inicial 3000 3000 3000
no adsorbido 1620 1920 1850
adsorbido (por diferencia) 3440 3340 3400
eluido: 1er. eluido 4400 4900 4900

29 eluido ———— 3200 -nu
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Unapreparación precipitada entre O,C«t,¿5 sat. de Silfdtu ¿a ¿mcni ,
dializada contra fosfato 0.005 k, es tratiga a pH 6
de fosfatñ dc calcio envejceido. La mezcla de adscrc.a“ _
21.2 u/ml; proteina, 8.3 mg/ml; gol (guso seco), 11.; mg/ml) SL dis
tribuyc en siete alicuotas que sc centrifug a, sc ruuncn Los s crr¡¡
dantes (iguales) y los procipitados dc 3,? su cluy n individueluuni;
con cuatro porciones sucesivas de la solución que Sc indica {Vulumcn
utilizado, 0.69 ml/mg gel, puso seco).

A - Adsorción: resultados dc actividadcs j ¡rcb\í.a: ÜOÏbILS\ . (,1
total inicial.

Actividad total: no adsarbida, fi 12.9
adsorbida (por difcrcnijaï, p 6741

Proteína total: no ad orbida, p 39
adsorbida (por difuruncia), fi 61

qumarato del inicial 343o
del no adsorbidc 1150
del adsorbido (por diferencia) 4900

B - Elüujófl: cl adsorbido sobre el gol tiene actividad = 1.65 u/mg de
gol (puso seco), proteina = 0.45 mg/mggel, y 'fumaï;;,
= 4900. Resultados dc actividades y proteinas +wsa1cs c
luídas on % del total adsorbido.

Hluyanto pH Actividad fi Proteina fi Q3 ¿¿umarauo
FOSfato 0.05 M 6.6 16 38 2050

Fosfato 0.10 M 6.6 42 52 295o

Fosfatn 0Q2O M 6.6 81 62 C406

Fosiato 0.05 M 7.0 48.5 48 Kang

Fosfato 0.10 M 7.0 81 55 7?QC

Fosfato 0.20 M 7.o 88.5 68 5350
Fosfato 0.01 M
fumarato 0.01 M 7'0

l) i.)
l

lxI- o
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Unapraparacián prucipitada entre 0.0-O.45 sat. dc sulfato dc amonio
de aCtiVÍdad = 74 u/ml, concentración proteica = 33 mg/ml, y" fumar;
to z JOGO, ws tratada a pH 6.2 y 590 con gel de fosfato dc calcio c7
vcjcciüo, prcviamcntu ccnbrifugado, cn 4 adsorcioncs sucesivas, cada
una con 7.1 mg (puso scco)/hl dc preparado activo. Los procipitados
dc las adsorcioncs se eluycn a 4090 con fosfato 0.2 MpH 7.0, cn prg
porcionuc dc 0.59, 0.61, 0.55 y 0.54 ml/ml preparado inicial respec
tivamcntc. Resultados dc actividades y proteinas totales dc las frag
cionuu aluídas cn fi del total inicial.

AdsorCión (cluido) Actividad % Proteina # qumarato
19 12.4 11.6 3000

29 18.2 11.9 5200

39 26.4 10.4 8000

4g 18.9 8.1 7300

SObÏÉÏïÏHt“ 7. 2 45 500
suma dc las
fracciones 89 83 ___
obtenidas
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Unaprupar¿ ión preuipitada entre O.45-U.60 sat. de sulfato de amo
nio, con una concuntración salina (fosfato) de 0.0024 M, sa trata a
pH 6.? y 59d con seis porciones sucesivas de gol de fosfato de cal»
cin rodi nt HOfitupr;parud0, centrifugadas antes de su uso. Los pra

ipicad a H; ¿el Cnn 105 adsurbidus se eluy n a temperatura ambient;
con sucesivas pornionoz de fosfatu 0.2 m pH 7.0. Preparación inicial
antivióad, 43 u/ml, proteína, lo mg/ml; rf , 5800; volumen,

.G ml. RmultadOw do las actividades y prg%cïñgg totales de las frah
ui=nuu cluidae, en fi del total inicial.‘CN

Fracción Gel empleado dluyonto Actividad Protgina Q”’ - - fumarato
(peso seco), volumun, total % total w

mg m1
A 5 s ,ïó \ d1‘ 1‘19?“ n' 13.7 21.0 17.5 690€,

(.‘ltliCaO

Q ” ¿3.: 1'," _ 

2 ¿if-i”: lón' 13.7 2.; 20.5 1.5.2 7300¿-11 C.)

33 adsorción,
“luídñ 27's 3°“ 43-0 26.5 9400

4g ud *rción,1-0160 205 3-5
TF ad;or414n,. 2/.5 °.O U 77 Ocluiuo L '

S? “¿nor.ifiu' ,. " 27.5 1.o o 0.9 o¿lu103
sobrpnadadtu

—-— — — O 3.8 ofindl
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" * w N v. ,s r‘ _,‘ e)Qa —3UL(j, 2‘41 ,m¿24.:(¿un d; qumal.¿¡to_5 uOO1¿—Prepa aCJAón de 11mm.; 35,)
1,; ¿voy «31cm, CMCÏÏÜ “dqvmc .0“ gol I‘mClGl’l’te, seis ¿Casamcrvncs
"L9?" 73¿CCUjÏVïl-Ï‘ (Tx-Ï‘bl‘d 741V) o ¿nlcusivus (“Habla XV) .

Adsorcióu L "5.2 y 593, 3.7 7*";(tu ïí‘;s;:fï:...'t:.>0.2 I‘fipH 7.0.
¿'ÏJSC'saS. 01:11¡71745 ¿NÚMÏLO." ....»,".Ï‘.(¿WS? sum) agro» T,21:?"¿u 13; ads")?

J.’ - 5 La; 41;).

=7 t}: seco)

)

,’ í» , . - N- -. ww. .W, m. e 1.. a- -...»;«.1.2.4 y) CJ“;:4]Om m; y; L’u u’)tuu. 4L.
Oixúrtrxafi, vs: ‘vs (1. ‘rmhan; ,ls-ífiam/Cawï' Lce,(ÏJ.para?! -:.

CJI'ÏL’LSg-“uíí1-:;Lcc; IadSWI'oïLóA:n_/G,
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¿o obtiene una recuperación de enzima y purificación ligeramente ma
:ores en el eluido que proviene de pH 6.4; 78% y Qf = 4900 contra 70%

4400 (a pH 6.0). Esto puede deberse a una lenta inactivación del
adsorbido a pH 6.0, dado que los sobrenadantes de la adsorción daban

en amboscases cifras semejantes para la actividad no adsorbida, y la
cantidad de proteina en ambos eluidos era la misma.

59) En experimentos de adsorciones sucesivas sobre una
:snu nuestra de enzima, sea con una preparación purificada y gel de

“osfato de calcio fresco (Tabla XV) Comocon una preparación de baja
'rrcsa y gel envejecido (Tabla XIV) , se observa que las sucesivas
croiones de gel adsorben cantidades decrecientes de proteina, hasta
-otir1a prácticamente (Gráfico III); pero la pureza de la enzima ad

:orbida paralelamente comienza en la primera adsorción con un valor
¿ercano a1 de partida, y aumentahasta las últimas fracciones activas,
:¡yeudo después bruscamente al agotarse la enzima en el sobrenadante.
‘-tu noe indica que la afinidad del gel por la enzima es mediana: pre
vi a ella fija otr s proteinas más afines y después de desaparecer
.cu‘lla, todavia quedan en solución ciertas proteinas más resistentes

a la adsorción.
Se puede ver sobre todo en experimentos con gel envejecido

/ .Kfiablas XI a XIV) que cuando la relación REQÏÉÉBÉ;BÏEÉEEEÉtiene unpeso seco de gel
valor del orden de 3 o más, la cantidad de proteina eluida por mg de

1 Jci -s mas o menos constante, del orden de 0.5 para el gel envejeci
,1ue. En el experimento de la Tabla XIII se partia de una relación ini
cial de 0.73 mgdc proteina presente/ mg gel, obteniéndose todavia un
cluído de 0.45 mg/ mg gel. En cambio esta regularidad no se observa
un Ja actividad adsorbida: ésta depende fuertemente de la composición
de la mezcla proteica que la acompañaen la solución inicial y se pue
de dar el caso (Tabla XIV) que, a pesar de disminuir para varias ad

agtividgd presente
peso seco de gel ’

un las mismas Operaciones la adsorción de la enzima por mg de gel.

norciones sucesivas la relación inicial aumenta

hate nos indicaria que (en una aproximación grosera) el gel adsorben
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te tiene una cierta capacidad de adsorción de ciertas sustancias pro
teieas, tal que llega a saturarse en forma más o menos indiscriminada,
con 0.5 mg de proteina/ mgde gel. Pero, respecto de una cierta prote
ina, su tendergia a ser adsorbida compite con las demás presentes, y
ello trae comoconsecuencia que ciertas proteinas sean adsorbidas con
mas facilidad o antes que otras, que a su vez lo serán gradualmente,
a medida que vayan desapareciendo de la solución las primeras.

69) Las condiciones de elución han demostrado ser un fac
tor adicional de importancia para la recuperación y purificación con
venientes de la enzima.

En varios experimentos (Tablas XI, XII y XIII) la cantidad
de enzima y de proteina que se ha adsorbido en el gel ha podido ser
calculada por diferencia entre las cantidades de actividad o proteina
iniciales y las remanentes en el sobrenadante de la adsorción, supo
niendo que cn este proceso no hay desnaturalización o inactivación de
las mismas. Al cluirse posteriormente los geles, la recuperación de
los adsorbidos no fué completa en ningún caso y se pudo observar que
de acuerdo a esas condiciones de elución elegidas, se obtenían frac
eiones con rendimientos variables, y en las que la pureza de la enzi
ma era mayor o menor que en el adsorbido.

El proceso de elución ha sido estudiado parcialmente en
los experimentos correspondientes a la Tablas XII y XIII. En ellos se
quede ver que el aumento del pH y de la concentración del eluyente
producen efectos paralelos: la elución de una mayor cantidad de pro
teina y de enzima. Estos efectos no se dan de igual manera: a pH 6.6
y concentración 0.05 Mel buffer fosfato-elrve 38%de la proteina pre
sente, pero sólo 16%de la enzima; y el mismo eluyentc a pH 7.0 tri
,lica la elución de enzima (a 48.5%), pero la de proteina aumenta en
sólo 1/4 de la anterior (hasta 48%).

Pareeeria que el aumento dc pH es más efectivo que el de
la concentración del eluycnte para eluir la enzima, preferencialmente
ro pecto de las otras proteinas: a pH 7.0 el buffer 0.1 Mnos da un
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, mido con un qumarato = 7200 (1.5 veces el del adsorbido) y 8I% de

renuperaoión de la enzima; para esa misma recuperación, a pH 6.6 y
cncentración 0.2 M el qumarato ha bajado a 6400 (han aumentado las
:roteinas inactivas) y al eluir con buffer 0.2 Mde pH 7.0 se obtiene

dll recuperación mayor (88.5%) pero con un Qf relativamente inferior:
5350.

En el experimento de la Tabla XII, aunque no es cuantitati
‘rmente comparable al de la XIII, se observa la máximarecuperación
lo la actividad (93% del adsorbido) y pureza (Qf = 4900) a pH 7.3 y
¿oneentración de eluyente 0.2 M, por comparación con una elución com
onfista, en que primero se usó buffer 0.2 MpH 6.8 (eluido con 71% de

v;cuperación de enzima y Qf = 4900) y luego el mismo buffer 0a2 M pH

¿.3 del casayo paralelo (con 12%de recuperación de actividad y Qf =
3200). Es interesante hacer notar que aqui se ha llegado en ambosen
snyos a la misma elución total de proteina, y que en el segundo ensa
yo se habria inactivado parte de la enzima que se ha podido obtener
on una sola elución a pH 7.3.

Por último, en el experimento de la Tabla XIII. se hizo un
ensayo de elución con el sustrato a pH 7.0, en una solución de buffer
diluido: fumarato de sodio 0.01 My fosfato 0.01 M. La recuperación
de enzima y proteina en el eluido fué semejante: 30.5 y 28%del ad
sorbido, respectivamente; la pureza (Qf = 5400) apenas mayor que la
de este último (4900). Estos resultados pueden ser comparados con los
obtenidos eluyendo con fosfato 0.05 MpH 7.0: en este último caso,

el mismo pH, la fuerza iónica es aproximadamente doble de la del

¿luycnte anterior ()¡=O.11 y 0.052 respectivamente). Aqui se obtuvo
una recuperación igual para la enzima y la proteina: 48.5 y 48%, con

Te = 3000 (análogo al adsorbido).
Estos resultados no indican un efecto ostensible del sus

trato sobre la elución de la enzima: con una pureza semejante a la de
el rendimiento es bastante menor que con un buffer inespecípiñtiüa,

Tino de fuerza iónica doble. Ciertamente no es un efecto del orden
l)

l encontrado por Hoppel y Hilmoc<l , quienes eluycn la pirofosfatg
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sa inorgánica de levadura con una muypequeña concentración de sus
trato, pirofosfato inorgánico 0.001 M. Esto no excluye la posibilidad
de encontrar condiciones de elución bien especificas que permitan un
alto rendimiento de enzima y al mismotiempo una purificación considg
rable.

Conclusiones: . u . . .' La :umarasa puede ser adsorbida cuantitativamente y elu
ida con buena recuperación, utilizando gel de fosfato de calcio o de

¿lámina "'U". Es primordial tener una baja concentración de electro
litos (0.01 M) y un pH entre 6.2 y 6.4.

Son condiciones convenientes de trabajo: una preparación
diluida, con concentración proteica entre 10 - 20 mg/ml; una relación
de proteina /peso seco de gol dc fosfato de calcio no menor de 2 —3
mgfing,y que puede ser mayor; desarrollar la operación en adsorciones
sucesivas, tomadasvarias porciones de gel centrifugadas que totali
cen alrededor de l mggcl/ mgproteina inicial; eluir las diferentes
porciones de gel separadamente, comenzandopor un cluyentc diluido y

ácido, como buffer de fosfatos 0.05 MpH 6.5, y terminando con un
buffer 0.1 MpH 7.5 que contendrá la mayor parte de la enzima con una
pureza doble al triple dc la inicial.
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CI API'ULO V
l

¿agiïrï-J‘DADESQUIHIpAs Y alumnas DE LA FUMARASADE s. CERCEVISIAE

La hidratación reversible de dobles ligaduras es una reacción
conocida en quimica orgánica, que puede transcurrir en solución acuo
sa y a temperaturas ordinarias, en presencia de ácidos fuertes dilui

(1, 2: 3). Este tipo de reacciones tiedos y medianamente concentrados

ne lugar también en las células, catalizadas por enzimas especificas:
se conocen, además de la fumarasa, una serie de enzimas capaces de sa
turar dobles ligaduras, ya sea con una molécula de agua, o introdu
ciendo un grupo amina primaria o secundaria: entre ellas la aconita
sa(4a’ b), la crotonasa(53’ b) y la 5-dehidroquinasa(6) (hidratasas),
y la aspartasa(7), argininosuccinasa y adeniloSuccinasa(9) (amina
sas). Es una caracteristica de todos estos sistemas llevar a un equi
librio entre los reactivos; por lo demás demandanen cada caso condi
ciones particulares de composición del medio, presencia de cofaotores,
etc., que no permiten generalizar sobre el mecanismode la reacción.

La fumarasa de diversos origenes, tanto de microorganismos co

mo de plantas y animales superiores, ha sido muy estudiada en sus prg
piedades catalitice°_ Iasta 1051 babian aparecido numerosostrabajos
(entre ellos una larga lista de K. P. Jacobsohn y colaboradores) en
los que en forma semicuantitativa se habian establecido las caracte
risticas principales de la enzimay la reacción correspondiente: equ;
librio, especificidad respecto de los sustratos, inexistencia de co
factorcs indispensables, activación por varios aniones, especialmente
fosfato, curva y óptimo de pH, calor de la reacción total y energia
de activación, constantes cinéticas para ambossustratos, efectos in
hibidores de diversas sustancias e inactivaciones por diferentes agen
tes. La disponibilidad de la enzima cristalizada de corazón de cerdo
(lo), y de un método espectrofotométrico simple y muypreciso para la

(ll), permitieron primemedición continua de la marcha de la reacción

ro a Massey y luego a Alberty y su grupo de colaboradores, encarar es
tudios muydetallado" " '“ï’ d“ ,s sobre las propiedades catiiticas
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de la enzimapura. ¿fichas de las caracteristicas encontradas previamegt
e fueron rzinvestigadas, y se pudo establecer la influencia del pHyd C

de los uniones sobre las dos reaccfiones opuestas; la existencia de una
serie de inhibidores coupetitivos cuyas constantes einétibas estudia
das en funcion del pHarrojaron luz sobre la estructura del sitio ae
tivo dc la enzima; se volvio a investigar la termodinámica de la reac
cion total, y 1a energetica del proceso de activacion de los reactivos.

El grupo de Wisconsin hizo un detallado analisis cinético de
ambasreacciones, directa e inversa, especialmente sobre las relacio
nes entre el equilibrio y las constantes cinéticas, y sobre la influen
cia que tienen en estas el pH, la naturaleza del buffer usado, y los
mismos sustratos, juntamente con estudios sobre el estado dinamico deI
H labil del L-malato en presencia de la enzima. Todos estos resultados
han hecho de la fumarasa de cerdo una de las enzimas eatalitieamente

mejor conocidas.
En lo que sigue transeribimos nuestros resultados sobre algu

nas caracteristicas de la actividad de la fumarasa de levadura: equi
librio, influencia del pHy sales diversas, constantes einétieas del
fumarato, y accion de algunos inhibidores. Conose vera, aquellos si
guen en lineas gene ales las observaciones hechas con enzimas de otros
origenes. Ademásdemuestran que, comodiferencia esencial con la enzi

ma de cerdo, la de levadura es una enzima tiol, cuyos grupos sulfhidri
los son protegidos por los sustratos y por el fosfato contra 1a accion

. e .de los reactivos espeeificos.

o a I, l, o , I_Identig¿eaeignflde_lqsflproduetos de la reac01on 3921natiea

La enziïa cuya obtención y purificación hemos descrito catali

za la desaparición del fumarato en las soluciones de doseje. Con el ob
jeto du identificarla inequivocamente, hemos estudiado el producto de
la reaccion con el fumarato comosustrato, y también su actividad frog
te al L-malato. Nuestros experimentos demuestran que efectiVamente se
trata de la fumarasa, definida por la hidratación reversible del fwna
rato a L-ualato.
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n I I I I I,e;rzenta;. a) Aislam1cnto c identifica01on dc los productos
.l' _ _. ‘ .Ide reacc1on a artir del iumarato: En una soluc1on en la que la prepa

n, n , I I I. 'g , ara01on en21natica actuo score fumarato de sodio en ausencia dc otras
. . . . r r .' esustan01as, se identifico por una tecnica de crometografia de parti

0, I I 'n v g, n oeion sobre papel, aCido malico. Se procedio en la Siguiente forma:
Se incubo a 30C C durante una hora, fumarato dc sodio 0.05 M

pH 7.2 y enzima en concentracion dc 3 unidades/ml. La reaccion sc in!
t rrumpio calentando el tubo en agua a ebullición, y sc sedimento el
coagulo de proteina por centrifugacion a alta velocidad. Ibs muestras
de la solucion limpida se sembraron paralelamente a dos testigos, uno

de fumarato de sodio y otro de acido L-malico, cn una misma hoja de pg

pel WhatmanF° l, y se corrieron en cromatografía unidimonsional desf
cpndentc, con el sistema dc solventes butanolzacido propionicozaguazz
46.5 ml:21.0 ml:32.2ml 12); los acidos libres se revelaron con verde
de bromocresol.

Se puede ver en el Gráfico I un dibujo dcl cromatograma reve
lado. Las muestras D y D' de ambos extremos son las de la solucion in
cubada con la enzima; la muestra Mes de ácido malico y la F es dc fu
marato.

Se observa que las dos manchas que correSpondcn a D y D' se i

dentifican perfectamente en posicion, forma y tamaño, con las manchas
del acido L-malico (M) y del fumarico (F) (las "colas" dc las manchas
de acido L-malico son caracteristicas de este).

Este resultado nos permite afirmar que el producto de la acti
vidad de la e zima sobre el fumarato cs el malato. El método cromato

grafico no oe capaz dc decidir con certeza sobre la configuracion del
isonero optico preSentc: esta ultima podra ser establecida por metodos
holarimetricos comoel que se describe cn el parrafo siguiente.

b) Estudios sobre el equilibrio a partir dc ambossustratos:
en “¿p¿rinentos sobre equilibrio se establecio que, al igual que el tu
marato, el Ismalato es un sustrato de la misma; ademas se comprobé que

partiendo indistintamente de uno u otro reactivo (en iguales concentra
I l ociones iniciales) sc alcanzaba 1a mismaconcentra01on final dc fumarato



Vt..41f_1o_:.toüi>ó_nv ¿los EQI'IO'CZLLCIÏ ‘l.a_l_r_ej:v¿coi,óinV_o1gz_i;1igá_t‘i_oual

¿rgfía de pertición en papel, unidimonsional descendente, con
cc solventes butanolspropiónicozqgua (véase el texto).
y D': solución con fumarato y el producto de reacción!testigo do ácido málico.
uestigo do ácido fumárioo.
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Í . .." .. .' .
(o de L-Wnlzto). Por ulti o, se verifico, por nod1c1onespolariaetri

. . _-ICÍS, qu) el nelsto produCIdo e partir de fumarato es el isomcro Lp.
‘. I I o C ILc han TLCllZCdOlos Siguientes experimentos: se incubo durant

te 12 horas, a 30°C, dos soluciones de fumarato de Tris (Tris = triste

(hidroximetil)miinovetano) y L-malato de Tris, respectivamente, de
concentracion inicicl 0.02 f, pH 7.4, y conteniendo 0.55 unidades de
nüirc por ml de wescla. Se detuvo la eaccion por acidificacion, y

Zunhode coagulir por calor y centrifugsr las proteinas, se determine
"r ":ndcs alicuotas de nubns mezclzs de equilibrio, fumarato por per

“ingenia trim, y Irm212to por polarihetria del complejo malato-molib
to-citrato (13)'

e . .i .En muestras de dibos liquidos d; reec01on, que contienen igua
I

l s alicuotas de las soluciones iniciales, se han obtenido los alguien
f.

tes resultados de Hudid s por los metodos monolonados:
Titulación de funerato .‘cdida dc malato
13.31040.02 N, ml a: (2 dm), ° iTcuilibrio a partir , ,

de funnrato 0.02 fi. 2‘23 . 2'98

Águilibrio a partir 2.26 +2.61
a; IF alïto 0.02 É. 2.23 +2.59
* ¿o agred=ce al Ir. V. Deulofeu y al Ir. O. L. Galuarini las medi
ciones polariïetricas.

Se puede observar que con los dos reactivos iniciales, indis
tintawznt , se llege a un punto final comun, ya se lo mida como fuma
ruto o co“o Lamalato (las diferencias de lecturas para el malato se
nu‘d n deb r a la presencia de proteína que no ha coagulado igualmen
t. unlbs tr;s casos). Estüpor supuesto corrobora l: igual capacidad
En rwbes r; etivos para actuar comosustratos de la enzima. Ademásse
obser" ÜUuel signo de la rotación optica del complejo halato—nolib
anto-eitr to es positivo: esto corresponde al isonero I—malato(Krcbs
y Egglcston<13)), que se obtiene en el equilibrio, no solo cuando sc
p rte del nisno comosustrato, sino también a pertir de fun rato. Ésta
conprobfcion vi ne a completar lo dicho en el párrafo anterior, sobre

I
"ron tegrñfi“ de los productos a partir de fumarato.
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. . . fquc SlQnCS: La an21na que ¿studiamos catallza la ron001on reversi

+H20
fumaratoFui L-mala‘to

Actúa, pues, comola fumarasa de los tejidos animales, según
lo estudiïran Battolli y Storn(14), y Ihkin(15);

r .
nicion dmlos primeros, la enzima os por lo tanto la fumarasa dc la lg

de acuerdo a 1a defi

4vadura dc panadcrla.

.. _ ' A

¿5.179.d.%28._.59.b.r.4¿..151. Ca ¿9237.1513 20.1”...1Í-iÏP-Éï F“¡153.7-.

Se hñn 11 vado ñ Cabo uxp rin ntos d¿stinñdos h comparar c1

co portswionto di 1m “nzima de luvaáura con 1h de otros origgn s, us
hxci lfl nte respecto del couilibrio qu; si'ostablgc; un su prcs noi? y
d la irfluüncifl cui ¿j rc“ la composicióniónicr del deio sobr; 1hs
ÜÏOpiCÏÏÉJScat liticas. Estos exp rihgntos qua sp dcscribnn f conti
nuñción, hac n ros 1tar la an lo¿ic cOnlas car ct¿risticnc d; otras
n¿unir ens yd gstudiad‘s.

-. | 1 0'i) Constrntc du ¿Guilidrio u; la reacc1on._.“ -_«7... h... "a. ".J ..,..--..n... r.-"uh__n-. __ _1. _ .,Cuando n. ¿inback dUSCÏlbIO
(16) .z . '
x en 1919 1h nio: t eion dul fumïrxto por la pñpillc o musculo, ya

' f . . . ..estab1.cio uuu si produ01: un a uilibrlo con el malato :ormado. Los qq
tudios post riorqs han resultado on constantcs dc equilibrio qu; dis

I
cr pan *pr citolgfi nt; sa¿un los autoras y la unzimautilizada; ¿ntrc

. . n 1 '.¿t s dqter1nh01nnns s; hün VIuctuado algunas con pr p racos dc c lu
. . f 11:2 y ;ztractcs da 1 Vïdurï d: c;rv za y de pñnhd.r1a (Jacobsonn y co»

_ 17 18liboracorgs( ’ )).
fiúplqando pr.pfrhdos cg funárïSI PuTiIiCRÓT7 diñliZïÍ5 cn la

¡uu s pu dïï dgscart r otras actividadas qu; modifinucn el Sist na f;
nal, h ÚOS¿studiido .1 ¿cuilibrio a partir dc fwnrrato o du Iwmalato
0.02 H, a p: 7.5 v 30°C, un aus nci: dc otrés sflcs. A continuación sc
dvscrib n nv-stros zx; rin ntos.
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P'rtu evn;ritcnta1: Las drogas empleadas fueron: ácido fumárico recrig
calizado, p.f" 29400 (tubo cerrado); ácido meálico de Pfanstieh1,p.f.
16300; y tris-(hidroximetil)-eminometsno (Tris) de Sigma Chemical Co.
Sus soluciones se prepararon con cantidades equiValentes del sustrato
y de ¿"is,,ajustándolo a1 pH deseado con hidróxido de sodio.

u I u I o l ILa nrepar2c1on en21matica libre de sales (fosfato re51dual, de
t rwir ¿o según Fiskc y Subbarow(19), 2Á4 x 10"3 M) t nie una activi.

dad = 110 u/rl, y Q = 3700.
fumarato I l

Las mezclas de reaccion estaban inicialmente constituidas por
Í I l o c3Qnl rie solucion dc sustrato (fumarnto o Inmalato de Tris y sodio)

0.02 pI-Z7.5-7.6, y 0.15 m1 de enzima (0.5 96v/v) que .dan una concen
- a , I n tracicn finnl de 5 u.en21maticas/hl. Se degaron en un termostato a 30°

n n, I,4 durante 12 horas, y se interrumpio la reacc1on con el agregado de
0.? volúmenes de solución de ¿cido tricloroacético 20 96. Se coeguló
1: proteini cal ntando l: mezcla durñnte 5 minutos en baño maría hir

'iarüc; se centrifugó y titulo fumárico ¿n el liquido claro. La titulg
ción se comparó 7 un testigo de fumarato de composicion idéntica a la

cl' dc reaccion, en cl que se habia reemplazado la enzima por agua
destilïel.

Titulecion del fumárico: se realizo por permanganimetria según
Straub (vc: Métodos, Cop. II). Parc obviar le falta de proporcionali

:stacvinetrica entre las cantidades de fumárico presentes y las de
permanganato consumid s, se tomaron volúmenes de muestra “ue consumian

“ur aproxirrd nante el mismo volumen de reactivo: en un Ámbito pequeño
volúmenes se conLidero que el consumo de permangñnato es pr0porci0r

nl1 r1 funcrato titulado.

fin la Tabla I se dispone el protocolo de las determinacio
pfcctuadás. Se v que tanto a partir de fumnrnto como de L-malcto

sc ha 1195260 a un: misma composicion final: 21 96 de fumárico presente
r upccco del sustrato inicial; esto nos demuestra que se he aleanzrdo
un v-rïrd rc equilibrio. La constante aparente de equilibrio K resulap 
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Tabla I

. .f . , _ _I _ r _
.QÉÉEFLAEQEEQHHQQHLÉHQQÉEÉQHÉE_ÉE-Éïïlllhrlode la rea001on en21ma*v‘

LT m zcla de reaccion está corpuesta por 30 ml de fumarato o Ipmal:
de Tris y sodio 0.02 fl H 7.5-7.6 y 0.15 ml (0.5 9; v/v) de enzima
(actividad = 110 u/nl, fumarato = 3700) que dan 5 u/ml finales; sx
mantiene aI3O°C durante 12 horas, y se mezcla a 0.2 vols. de ácido
tricloroacetico 20%', calentandose a 109°C durante 5 minutos. El c;¿
trifugado claro se titula en medio sulfurico con KHnO40.02 N. Ana)
¿nmente se procede con testigos en los que se reemplaza le enzima ya;

destilada. K,3 = (Lmalato)éq/(fumarato)eo.vP

Tïnarimcnto euuilibrio equilibrio equilibrio testigo testign
Sustrato fumarato Ipmalato Irmalato fumarato fumaratc

705“?7.6 7.5-7.6 ---- --
7-5 702"703 7.2 """' ""

Titulacion de
fumarato:

Vol‘mn d‘? 2.50 2.50 2.50 0.50 0.50muestra, nl
I u"

numero Qp 4 4 4 6 6titulaciones

Kl‘inO4 prom; 2
y desviacion t o
promedio, ml

6 2.26 2.23 2.15 . 2.15
025 2 0.0075 1 0.0025 1 0.006 á 0.016

nhn04 para 25 2.26 2_25 2.23 10.75m1 de muestra

Concentración
de fumarato en 0.00420 0.00420 0.00416 _—_-_
el equilibrio, H

K 3.76 3.76 3.81 _____
ap
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(Irm318t0)1.
K = ......,.........-.-.L_'..(-'_-.= “19.- = 3.8

I) . í ,,-..
(fumwihto)ec

donde (Inn313t0)eq y (flunarato)ñc designtn las concentraciones totflcs
V; .I . . . .ic los suvtrntos en todas sus formas ionicas, en el equilibrio.

Los valores de K“? a 30°Cregistrados en 1: litorsturs, son:
_ r

autores prepara01on Kap
._ l 1 A _ I

krcbs, Bnytn y(qo) Iumarasa do un extracto de mus. l. . . "‘Evans culo de pal me, no purificado 3.54
21 ' I

Scott y Poue11( ) fumsrnsa de corazon de vacuno, 3 5 3 7(de su fic. 2) purificrda ’ '
17 Mi“... ‘— n. - " , 1
massey fuuuihsh oe corazon de cerco, 3 55 3 7(5; sr fis. 12) cristïliZCd“ ’ °
_ 23 n I _

300K y A1borty< ) lHüCTCSG ds cor zon oo cerdo, 3 06(de su fig. 3) cristrlizvda ‘J

Se puede observar que nuestros resultrdos están muy aproximadfmonte cog
prcndidos entre Éstos. P"r las discrepancias hallados hñy slgunas ce_
3“r: la constintz sporxrta de oquilibrfo d pende, entre otros por;metros¡
C‘ 1' in rza ioniCF del medio(23), factor inportonte en este caso para
oxplic r la vari cion de Váloros. Adanás debo tenerse er cuenta que ol

todo do dotorïin cion de K seguido en esos casos implicr ol dosaje
de uno lo los sustratos, en el e uilibrio, y el cómputo de la concen
trrción del otro po: dif rencia del primero con su concentracion ini
niïl: ostc introduc: cn K ol error de la determinacion analítica, dos
vcc;c, :uï.:t"ndo su propio error. ¿n nuestro caso, el limite estimado
de error del retodo pormnngnnimstrico nos daría un? imprecisión de 496
en 1' constünt. det :ñinada.

Jacobsohn y co(%ahanobtenido algunos resultídos de equilibrios
rn yr s rei: de celulas enteras de levadura de panaderia y de cerveza,
y taroiín con cxtrscto de Lebedewde está ultima. Sus determinaciones,

- ea 38°C, der constxntcs “uy boaas (2.8 por: lovsdura entera de panaderia
- .' . . .1.53 par" lo de cerveceris). Estos resultados fu ron obtenidos en in

a ecubfcionos lergcs (¿ a 4 dlas) y no se ha computado ol eventual consu
.. l . .'Woc2 los sustratos por las celulas V1VCS,en ese periodo, por lo due

.nuodzn estor of ct"qo: do errores grsndos.
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. n P. . n . . I . . . -. ' . a

11) .I.1.1.'-'3.1}í':-_1ï-.C.1.Ï_ 310.629.2.09.190. .la a9.t.111.9qd.. hidratante: de lr?- onzw

q. .-. o . 1. al.Es oicn conoc1dü lo influen01a del pH y del mocio ionico en la

¿ones sq haactivijad d: los enzimas. Cor l pfumarDS" de diversos orí
n . n - -- ' I -‘ n n 'co probado l: :x15w.nc1a d; pt 0Dt1m08oo act1v1dñd, v se observo cl gU

“acto activador dc varizs sales, en esp301 l los fosfftos. En lo funñrg
o CTíStÏliaÜdn d; corhzor ¿o cerdo, esas carrctorísticcs han podido
otr intorprat dan co? un nodolo en cl que -os grupos ionizablns do l?
.nzino (cuyas const.n oa do disociación son rfjctadüs tanto por los
nurtr too comopor div rsos :nionos) son los r08ponsfblcs dc l" activi
C¿dcatïlitica du l" misna.

Los Ustudios qu: lu¿¿o datallunos donuestran en lo ¿151m? de

luvndura prOpiud“d;s cotiliticna s,rnja-tcs 3 las de la enzima de 003
Coy de Eschurichi: coli: curva de pH, falt: de influencia de los cntig
nos alealinos y rlcalinotérreos, y activación por los anionas poliva
lort s; o influcnci: del fumñrato y dal fosfato ¿n las constantes ci
níticas do l: reaccion du hidr"t cion.

’l-‘ñ- 4- » ,- -.. '- ,. .., .Ju" g ¿XUo_lfl.nt l. . .r . .
‘" * x La ¿n21ma (una preparaoion prc01p1tada entre 0.45

I
«0.30 saturicion de sulfato de amonio, dializada oxháustivhnente con
tra foof to diluido) tenia cono único agregado salino ¿l fosfato rosi

.r -3 . ' .
dual ¿n concentra01on 2.4 x 10 M (detorvlnado segun Fiskc y Subbarow
(19)).

Las drogas orploadrs fuoron: ácido funírico rocristfliZ”do va
rias v ces, p.f. 294°C; tris-(hidroximetil)—aminomotano do Sigma Chc
“lC'l Co. (en lo sucesivo "Tris"); las demÉssales ¿rán reactivos pñra
análisis (s; agradoco al Dr. E. Cabib una muestra dc fluoruro dq sodid.

Las soluciones dc Ácido fumárico Su n;utrálizrron al pH desca
Go ocn baso libro Tris; en los oxpgrimcntos do 1: curva d; pH s: nidio
ut‘ con potenciomotro y electrodo do vidrio, a tenporotura ambicnto.

La curv: de :ctividad vs. pH (Tabla II) y la influencia de as
Liv: Srs Silos onsayadns (Tablas III y IV) so obtuvieron incubando a
10°C dur nte 5 rinutos, alícuotas iguales de enzima, on 4 m1 totales

. ( . .. , . .C: ur nacio qu; cont nia funcrato do Tris 0.025 f dol ph 1ndlCñdO, fog
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fate 5 x 10"5 M (residuo de la preparrción enzimátie“) y li S‘l que s.

indica en ceda caso. LCreacción se etenia con l ml de ácido triclorg
‘cetico 20 96 (p/v); dr el sobrenadante claro se titulaba por pernhng¿
ninetriw (Cap. II) el fm: r to residual. Previo cílculo del Hconsumo"

C de fumzrïto (por compar cion co: un control sin enzina) se determir;
b: l“ rctivi d obsarvada en el Gráfico I, Cap. II.

És: ectivid d asi obtenida es una medidhsunicuñntitativa d; la
fetivided verd dera (dada por ln velocidad inicial de hidratación del
ÏU“ÜÏÍÉO)y ello resulta de las diferentes condiciones de desaje adop
tadas en estás experidneias reapecto de las del Gráfico I (composicion
y pH del medio variablei, comparadas con le presencia de fosfato 0.1 T
pi 7,0 para al ultimo), que pueden llevar en cada caso a formas dife
rentes de la funcion "eonsumo"-actividad; a pesar dc esto; comoh me
yor "consumo"corresponde siempre mayor actividad, con estos resultados

se puede establecer "elncioncs comparativas dentro de cad: grupo dc e;
perimentos afines.

Las constïnt s cinéticas de la reacción de hidrrttcion fueron

estudiad"s cen la preparacion de enzima entes descrith, incub ndo ali
cuotas iguales con fumcrnto de sodio en concentraciones decrecientcs
(entre 20 y 2.2 HM), y en p"esencia de fosfato 10 o 100 mNÏpH7.0 a

temperatura ambiente (:proximad mente 20°C). Se midió lr velocidad ini
cial C; desaparición del funerato, por el metodoespectrofotonetrico
de Rackdn(11), siguiendo 1d disminución de 1: densidad óptica D a zoe

n}; en funcion dal tiempo, y oxtrapolnndo gráfiCrmente a t = O la velo

cidrd vi = dD/dt.

Resultrdos: lu La actividad e diferentes pH en ausencia de sales.
En la Tabla II y el Gráfico II se representan las actividades

observadre a 30°C en medios de fumarato de Tris 0.025 H de diferent t

pH entre 5.91 y 8.11. La curva resultante tiene un máximo a pH 5,3, y
wnbasrrnrs later les desarrollñdes en distinto grado: la remï acid?
se extiende unas cuatro décimas de pH, cayendo la actividad un 9 9Q,
y no puede observarse su prolongacion hasta pH menores, debido a le

- c n I t Icrecí nte inactiva01on de la enzzma en los Mismos (Cap. IV). En la nó
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A0.t_i.V.ï'L.<1.a.6-. í. .14: .fiwtisl.r.=»; Qïüfiíïefi. EL. san. _a_t_1,s.e.n.cr.i_a_51.9. _v.«I--.'-'-.t:

“h.1n medi) de 4 ml ú; fomf¿to 6 z lüWSH, Xpntfl de otras males,
pH nue se indica, 30 incubd a 309G dur¿nte 5 ninu cs, la enzima (u
L‘.‘¿‘liüczdu.,,í¿:..;-.l¿.,hk;¡sa.bo: 470.0) y fumarato de Tri}; (¡.U25N. Se intcr'r'..1':-"

row "216.2.uu.»1 ¿21de trioloraac-¿tico 2o,; (p/v) y ti‘t'v
el ¿u “r.;ü rc; augl “1 el contrifugado claro, por permagganim;t;¿

“ '"' 4 _uoú C de Enduratc por oomparacifin con un “013:.J
s. comuta la actividad un el Gráfico I, Cap. II. ¿x c;fi

'“:;1izngdo.

i u , ,-'¡ _-.. v

"Cunaumo"3 actividad Actividad
micronnlcu unidades relativa, P

5.91 31 9.6 91

,.3 33 10.5 lCC

‘N O Iv/\ ( Í\) ¡.1 I
L-J

o O ,. \J1 N1



.Qlïáïij 3.0. LRI.

(0-)

Actividad

0'!

Karla»; "m ¿ql DH de la .a‘.:.;tliyi_d.¿g._d';._1lin_r'¿1fc‘a.11‘t_¡ _ ¡:ïjsg;¿_¿¿r_a.j3_al.«A.........
En. .aJAsacslxifl.¿“89.195.

Kcsnl’cacbs d, le. 1‘a‘ola II. 1p.;.arat‘) 0.025 1;; inuubauiín a JUE.) c111»
I‘an‘tc 5 1;:LLL1H‘ÜÜSJ
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na alcalina Se ha podido observar, en un intervalo de unas dos unida",_ 4, . . . ..,.des dc ph, un: caida aprOXimacarcnte lineal de 60 °/o de 1a activ1z e
naxifla; si se extrapola hasta la actividad 0, la rama llega aprexrqw
dañcnte a pH 9.5, y tonendo este resultado con las debidas reapzvas,
el intervalo en que se desarrolla la rama alcalina de la actividcd,
ria de unas tres unidades de pH.

Esta curva es comparable a las obtenidas en otros dos trñber
24) I . . . - .jos: Manny Woolf( con celulas lavadas de Escherichia cell, lle¿ny

r- , u 'r "can a 3(° a un nax1no a ph 9.35, y su curva de campana se completaba
(25)

9perfectrmente en ambas raras entre pH 5 y 7.6. Massey utilizando
snziua de cerdo cristalizada, en ausencia de sales y a 23°C tuvo un tí
x110 de actividad no muy pronunciado a pH 5.6, y sobre todo la rwr‘_ A
calina teníauna pendiente suave, cada Vez menor: entre pH 4.8 - 7,0 la
ariacion de actividades no sobrepasaba 30 °/o de la maxima.

Otra curva indicada en la bibliografia es la de Hassey y Alber
Wes)
en ausencia de sales se ‘an extrapolado a partir de los resultados

., s . .. 1, obtenida tanbien con animü de cerdo, en la que las activaeaoes

25°C de velocidades iáximas (calculadas) en presencia de concentracios
nes decrecientes de fosfato, para diferentes pH. Esta curva, muyre¿u
lar y de pendientes medianas, tiene su maximo en pH 6.5. No es enteran

vente comparable con las anteriores ni con 1a nuestra, debido a Que en

su computo se ha eliminado el efecto activador de los sustratos en con
Centraeiones medianas y altas, efecto cuya correlacien con cÍ ‘
ser diferente a la de la actividad simple.

Entre las posibles causas de discrepancia entre nuestra curv
v las obtenidas por otros autores, están además de las que hacen a Tn

naturaleza de las diverses enzimas, dos dc indole experimental: l; pj,
sencin de fosfatos en concentracion 6 x 10-5 H, que puede haber desplr
zado ligeraiente el máximode actividad hacia los pHmás altos y sehr;
todo pueden haber levantado la rama alcalina, haciéndola meno: ;H.ihá»
da; y tambiín el hecho de no medir velocidades iniciales con fut TNÉQ
en condiciones en Que la reaccion inversa de deshidratación de; L-W‘l“
to es despreciable, sino Que sc observan consumos de fumaratc rushïïtr
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tes de la diferencia entre .nbss reacciones, significativas en las con
diciones de trebrjo: con ello entran en juego las difuanCiaS en les
curVas de pï part ambos sustratos, que pueden modificar el dibujo dc
le curvs original para velocidzdes inicialis con fumarato.

2- Influencia de diversos cationes y aniones.
Se ha estudiado l: actividad hidratante de le fumarasa en pre

sencia de una serie de entioncs y aniones de importanciñ fisiologica.
Experimentos comparativos preliminares indicaron que a pH 7 y a 30°C,
en ausencia de otres sales las actividades frente el f naruto dc sodio

de exonie o de Tris, eran semejantes dentro del error experimental.ílg
t; r,sultrde permitió usar, en todos los ex erirentos que siguieron,
fumarate de Tris como sustrato con un buen poder buffer entre pH 6-8,
y omitir todo otro componente con funciones de amortiguador del pH.

Utilizando ‘se sustrdto sc ha comparadola actividad en ausen
cia y en presencia de una serie de cloruros de cationes alcalinos y
alcalinoterreos, y de sales alcalinas de varios uniones.

Los resultados de los experimentos en presencia de los cloru
ros de diversos cationes (Tabla III) nos indican una leve pero soste
nida disminucion dz la ectivided en presencia de los cloruros de litio,
sodio y potasio 0.025 H y e calcio, bario, magnesio y mangancso
0.0125 H, disminución que en el caso del calcio y bario alcanza al lO
por ciento de la actividad en ausencia de sales, y Que con los otros
cloruros es intermedia. Estas diferencias de actividad son significar
ti es, ¿nos ne obstante ser dades por diferencias de "consumo" C que
ustán epe-es por encina de 178 desviaciones expornnentales del dosajc,
todze ellas están afectados del mismosigno (cosa improbable en verda
d'res errores accidentales). Las mis es nos indican que los sales nn
tes NJnCiÓHTdÓS(todas en igual concentracion final de cloruro (01-) =
0.025 M) son ligeros inhibidores de la fumarasn.

Tara determiner el efecto de diverses sales alcalinas sobre la

Actividad, e pH 7.0 y 30°C, e han realizado dos series dc experien
cias (Tabla IV) con dos preparaciones enzimaticas diferentes; sus re



fic j; enireacnc1.61de.._c1.i.y<.s.r.s_a.s..821.r:.. —. .n-o _ -..

¿&f.l.u.e¿19.i.a__.d.9,L<2.s¿_.<¿a_ïi_°.rxcs

c 5 r.¡:i.nv.1to'si medio de 4 3.11totales cio f1.u;:::xr¿1tode
ari: 0.025 fi, y c1 cloruro 481 eatión indicado, en concentración en
uivalcnte (le) = 25 ML. 5“ dosa la actividad comoen la Tabla II.
¿:rixcacog ¿or duplicado; sc disgonen testigos con enzima sin sales

A

controle; gin enzima.

(';.12:.‘Z.;.;¿‘.(1.1.5 unidades, ‘¿f .¡arato = 470w) e incuba a pZAI7.0 y
"ltr : .

--' .1 .l “1.73152.
.L4.)t'ï

Tal concentración Actividad Activ.obsorvada. . . ‘*“f“""'r"““7v
JTGÏCAÉU uel catlón, uh observada,u ACth. ela sales

__._._ __._ '8 . o loo

011,1 25 7. 3 91

¿Lia 25 7.5 94

25 7.8 97

máx-1 12.5 7.2 90
7. 2 90

¿17; 12.5 7.5 94
' ‘ 7 3 91

Resultad' r:c¿lhulado en base a una exp riensia posterior.



¿1.a .ïïïl‘4l'.a.lïd.s.a. 2.113.239912.Qe.Pixar-(5.61.8..s.al.e_s.=

9.a...l.9.¿4)_..ïalli.QHf¿%

:2 LJZLJH(prugaraciwnes A y B, 12.2 y 16.5 unidades totales, y quu
¡ar’tc = ¿lux 7 550m ros¿ect;vamonte) se insuba a pH 7.b y 3090, Gu
rsnï; y iguun , en un medio de 4 ml de fumarato de iris 0.025 L y
1 sal bl ¿lijw rue se indica. Se dosa la actividad como en la Tabla

, :[}1PÍLÜJÜOBpor duplicado; se disponqn testigos con enzima sin
les, controles sin enzima.

“¿l pregunte Jonccntración actividad ¿QÉEXLobservada /.-_-.. .-.-.. __. 7°del enión, mm observada, u activ. sin sales

Preparacián enzimática n
u 6.2 lCU

¿1L lbp 5.0 81

Brx inc 5.3 85

j ‘ (31':le) 100 12 .0 194

1'30 8. 2 132

lu; 12.2 197

PrCJarauión enzimática D
«—— 8.0 lQO

NO ' 100 6.3 85

i ,(.¿_,.,<",11)1 los 16.8 206
«c.\ka,.;x)' 50 18.5 232

s ?;» leo 8.0 100

igc,(i;,i) lCO 17.8 224

iw¿(í-,..ü)¿FNa 50+5o 17.5 218
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sultndos Son ovpar blas cntr. si, por rcfcrcncio a las respectivas ag
tividñd s cn dusoncif d; s los.

So han ustudiado los halogcnuros fluoruro du sodio, cloruro y

bromuro d. p3tïSiO,/%%trüt0 du potasio y las sales dc ácidos polivalon
- 'rseniato de sodio, y

tos barato do sodio, sulríto du amonio, fosfato do sodio y potasio, tg
dos 0.1 Ü cn sus anioncs; además sc hicieron dos ensayos, uno con fos

fato 0.05 H y otro con fosfato y fluoruro, ambos 0.5 H. No Sa pudo uti
liz r ioduro ni sulfooianuro dc potasio por interferir con cl n¿todo
p rn ngániuctrico d: titulïoion dc fwnarato.

D; ácuchO con 13s rosultados dc activacion ro ntiva, las sap
loa artudiïdos pued n ClïSiÍiCñrSú cn dos grupos: uno comprendo al
flu ruro, cloruro, bromuroy nitrato, sales todos Quo c no han tenido
influcnci" cn lo actividad (como ol fluoruro de sodio) o la han dismi

{ /nuidc cn un 15-20 °-. q5* (las otras tros sales monovalontos). ul otro gru
po en cambio ha donostrado un noto efecto activador: para cl borato so
ObSuTVTun aumcntc d; actividad dc 32°Á , y las otras sales doblan la

actividad: ol sulfato la aumcnta 94%4, ol fosfato (promodio para 0.1
H) 101°Á , y cl arsoniato (ol más potente activador entre los ensaya
dos) 124°Á,. És interosantc observar que cl fosfato cn concentracio
nes mcnoros (0.05 H) os un activador todavia más eficaz, pues la acti

vidad suba on prcscncia del mismo 13204 (efecto ya encontrado con la
cnzima dc conejo por Cluttorbuck(27) y por Davydova<28 con la prepa!
racion dc Laki y Laki<29).

sugerido por ciertos resultados obtenidos con la succinoxidasa
(Slator y Bonncr(30), Stoppani y Brignonc(31)) sc ha cnsayado cl posi

blc cfocto sinorgico dc los iones fosfato y fluoruro, actuando simultá
nczmontc cn concentracion 0.05 H (cada uno). Se obscrva una activacion
ligcrprcntc menor que para el fosfato 0.05 H solo, pcro cstc ofocto no
os comprrnblo a los obtenidos on cl sistema onzimático citado.

1h la companácion dc los ofcctos observados con scrics dc sa
lcs d, un Wisno aniÁn (como cl cloruro) o cation (sodio o potasio) sc

c 0 o ' I Ipued; astablcccr ol papel de las difcrcntcs ospcoios ionicas on las in
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hibiciones y activacionee obtenidas.
Respecto del efecto de los cationes, en la Tabla III se vc

que la: diferencias en poder inhibidor de los diversos cloruros ensg
yqdor, son poco significativas, aún con cationes de carácter tan di

+. . .+ _ ++ ,. ++ 4ver¿ nte como el Hi o R frente al ng o yn . Si sc toma en cuen
ta gue la concentración de C1—en todos los experimentos era la mis

ma, eso efecto inhibidor se interpreta fácilmente atribuvéndolo al
Lnión Ul’. ¿s a Interpretnción sc ve apoyada por una comparación con
lnu resultados obtenidos en la Tabla IV con diversos halogenuros de
sodio y potasio: mientras que el fluoruro de sodio Ó.l Mno tiene e
fecto cinético sobre la reacción, los cloruros de sodio y de potasio
0.025 1-;(Tabla III) inhiben 6 y 3 73, y el cloruro de potasio o.J_M

(Eabla IV), 19 fi, respectivamente. aqui se ve que el efecto de la sal
de sodio ha variado el tenerse comofluoruro (sin inhibición) o como

ele nro (que en concentración cuatro veces menor, inhibe); y también
füu al aumentar la concentración de Cl‘ de 0.025 L a 0.1 H las inhi
bicionos obserVadas en la Tabla III se cuadruplican, aproximadamen
tu. Podo esto nos hace pensar que los cationes cnsayados no influyen
significativamente sobre la actividad hidratante de la enzimaen las
dondioiones experimentales elegidas.(aún cuando se puede prever des
9142üfiitnt08 del oguilibrio enzimático en presencia de los cationes
¿lealinotérreos, por formación de complejos con los sustratos, diso
eiados en diferente grado(52)).

Aceptada la conclusión anterior, cabe admitir entonces que
los efectos activadores o inhibidores observados, corresponden pri
mordialmentea los aniones presentes. Esta interpretación coincide
con las de investigadores que han trabajado con otras fumarasas:
Manny Woolf(24), con células de ¿seherichia coli, Massey<29), y A1
bcrty y col.(32), Con enzima de cerdo.

Sobre su modo de acción, sólo tenemos un indicio que está de
acuerdo con 10s resultados de los autores mencionados: la relación

de meujvidados hidratantes medidas en presencia de fosfato 0.10 L a

1) L'I

,
u.0 y 7.0 (véase le Tabla II y el Gráfico I, Cap. II) es aproxima
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damcnte 0.7, en ausencia de fesfato, para los misnos pH (Tabla II y

Gráfico II de este capítulo) es aproximadamente1.2.¿sta inversión
.d; la reïición de velocidades respecto de la que se observa en ausen
cia de sales indiflu una activación muchomayor a pH 7.0 que a 6.0.
fed: es untinar el ¿rado de activación por fosfato 0.1 Ma pH 6.0
combinandoeste: resultados con el de la Tabla IV sobre activación

por fosfato \.l a pH7.6: siendo A,6 y A,7 las actividades rclati
vas w pH 6.0 y 7.0, en ausencia de fosfatos, y AP,6 y AP,7 las corres
hïndifiuteü actividades relativas en presencia de fosfato 0.1 M:1.‘

A 6 AP 6 AP 7 . AP 6
. .1... 1.. . I ....:J—-. = . 0 -——L- = . . . '-'-L" = o o
A’7 l 2_, A3,? O 7 , A’7 2 0 A,6 l l

Re ulta de arts cálculo aproximado que la activación a pH 6.0 por
fesfato G.1 Mseria de l.l veces, comparadacon la que tiene lugar
a pH 7.0, de 2 veces. ¿h estudios de este tipo, Mann-y Woolf(24)
habían llegado con fosfato 0.2 Ma-3790 a las relaciones de 1.05 y

(25)3.1 veces, a pH 6 y 7; y Massey observó con fosfato 0.067 M a

2376, 1.9 y 3,1 veens, respectivamente. Para estas discrepancias son
válidas las reservas hechas respecto de la curva de pH: nuestras me

didas de actividad implican obserVar la resultante de la diferencia
de dos procesos, la hidratación del fumarato y la reacción inversa,

-a,expennas del producto formado; ambasreacciones son afectadas dife
rantenente por los cambios de pH y por el fosfato presente, y ello,

.1» a la; diferentes condiel ies experimentales, puede motivar,
er u rtx, que nuestrOS resultados no sean totalmente comparables a
los Y! apuntadosu

Sin embargo, éstos son en lineas generales semejantes a los ya
¿escritos con otras fumarasas: además de la falta mencionada de efecu
tv: cin/ticos de los cationes alcalinos y alcalinotérrcos<excepto una
activación por kg++encontrada por Jacobsohn y Pereirae3)) se ha ob
rervado que lOs aniones fluoruro(34)
,\ , (25).:0'! l anuro
32,33,35)

!

cloruro, bromuro, ioduro y sul
t;

son inhibidores, y que lOs aniones fosfato<24’2“’27’28’
Citrat0<24’25), sulfato(25933),
to(25)

arseniato, arsenito, bora
to y selena son activadores. La inhibición de los primeros se
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.. . . . I , _ .1 _..proouco dcnriniando 1a rínn ¿Cidñ de lo curva de rct1v1o d vs. 9:, lo

' - I . c 1 . . : . -..xr corra c1 orti o du act1v1dfo (disminuida) hÍ01Í los DLrss ¡_tos;
. . 1 .f _.. I _105 lor c activ gore? tanbien corren cl ph Optimoa1 alcélino, pero

. . -. - I 'v ._ . V' 1 t:xaïtrht" 1‘ rara ñlc‘linfi oc lu curva '. Nuestros oosorV“01oros
u - , o:obrt 1? act1vac1on por el fosfato ensamblan muybicn en esta nodo go“
n , a 1., 'V“CClOH, or cuanto 1a activa01on a ph ' s6 (rama ac1da) es mucho11(‘""T p

“ Por qt; DZ ¡.0 (rama alcalina).

3« Tus constantes cinéticas de 1a reaccion de hidratacion.

Dead el clásico traBajo de fichaelis y Henten(35), so ha ¿e
3 1.751 Cola interpretación de las caractcristicas cinéticas do las

“cci n's enmirátichs on térninos de un modelo que on su conce: ión

ari 1‘"1 co*ir\:d: 1: formación reversible de un complejo intermedio
a partir do lá etnia: y el sustrato, el cual tiene 1a propiedad de dq_S

I
co pon rs: irrovcrsíblcrontc en los productos de 1: reaccion regeneran

1dc 1? rziïa liorgz
- k1 k3¿“J*51#ES————->E+P
l _ k2

leido 31, onzina libzc; Sl, sustrato libre; ES, complejo intermedio;. l.
ve1001d7dos eSpGlel—, productos de la reacción total; k k2 y k1' 3,

individuales. El desarrollo dc estr«_s de 17€ reapuctivas reacciones
'3In“QCRDÍSWOnos llova a 3

V
m

- s + T
‘15

S

V.
1

:k.-E
3

r.o, concentrñcior total de sustrato; Vmford;

o linitc (a altas concontrrciones de

1' .» . a n o 'Iexpresion de 1a veioc1dad 1n1c1al de reac01on

o , q, v91001dad max1

S\, proporcional a 1a concen
k2 0 k3

tr cion dv 1; enzira; E , concentracion total de enzima; KM= _. 1 .-
, C1oonst nt; de ¿ichaolis paro el sustrato (en la interprotrcion dc

. __ 3-53) h . . .Wricgs y Laldñnu(J pari ol entodo de IluJO estoc1onñr10), que den
tro d; orplios limito: es independiente de la

d; modificaciones, anr
inturprctnr muchosresultados

Est; HOC“niSHOescueto ha sido objeto

¿odos y amnliaciones que han permitido
-n CucinÉticos con enziras divcr.os (a este ¿eSpecto o un buen ejemplo 1

oro'un primer ataque al problema1ÍHÚH”ïÍ' d; corfzon ce ccr60(3l)). PJ'.

n , a oconcentr701on cc enzrwa.
0..
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consiste en el estudio.de la aplicabilidad de la relación de Michae
lis-Menton a los resultados cinéticos experimentales.

Smsuele para ello estudiar, para cantidades iguales de enzi
ma, la relación entre las concentraciones iniciales de sustrato y
lan velocidades iniciales observadas, representando funciones adecua
das de las mismas. Asi se ha sugerido, entre otros, los métodos de
representación de tiehaélis y Menten (v. Vs. s), Lineweaver y Burk

(x
U 1 l . . 0(3) (“VS.ü‘),y 4 )

Vi S
con propiedades especiales, que permiten observar si se cumple la ni

y Hofstee ( E} vs. vi), cada uno

. Ij)-) tüfils de los primeros, y computar sus constantes caracteristicas
PL V .

L: m

un nuestro caso hemos aplicado el método gráfico de Lineweav

cr y Burk, representando las inversas de ambasvariables vi y s; la
ecuación de hichaelis-hentcn da en esta forma una recta cuya ordena

da al origen es l/Vm y cuya abscisa al origen es -l/KM (Dixon(4l)).

Hemosmedido por el método espectrofotométrico de Hacker
a pH 7.0 y temperatura ambiente (aprox. 209G) las velocidades

iniciales de hidratación dc concentraciones variables de fumarato de
sodio, por cantidades iguales dc enzima, en presencia de fosfato lO
y lOC mm, los resultados obtenidos se agrupan en la Tabla V, y hemos
representado sus inversas en el Gráfico III.

Se puede observar que el tipo de curva obtenidc a baja y a
¿lts concentración de fosfato es muydiferente. En tanto que la segun
ds nos ds prácticamente una recta (curva C) tal comolo prevé la teo
ria dc Ji haelis Lentcn, los puntas para fosfato lo mMno se alincan
.ino gue las dos ramas lineales A y B de la curva, a bajas y altas
concentraciflnes de sustrato, respectivamente, se unen por un segmento
de curva con un pronunciado cambio de dirección, entre 4.0 y 6.66 mE
de concentración de funarato. Considerada cada una de las tros rec"

tus A, 3, C, independientemente, las constantes cinétieas que las de
finen son
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Jon tgnte3_qin(,‘gas del qis_q4qqípmpgfifipZÉpmqrqsa:

¡{8.1.0.913 4719i .i.fl..i_C.-ï...1_ 5.. 51.6. ..ï1.i..<1.r_aïc.€a°.-ÏL.Ó.n.

u variación (e la densidad óptieh del sistema rcaccionante
- 4 wi;iricrones, casino óptico = l cm) en Sanción del tiempo; se
agola rrá”i¿amcntc la velocidad inicial vi = dD/dt. anzima, lu/hl
rato, 'umurato dc zodin; ¿edio de rcanción, fosfato 1C o 100 mk

xtr
..1..-:I

p? 2.0, a tsjüar¿tnra amaicnt (aprox. 209d).

fato, Fumarato, Velocidad
concentra¿ión Cuncsntración inicial vi

mfi inicial, mfi' 10' min’
10 20 26

6.66 17

4.’o 14

2.86 13.7
2.22 13.2

100 20 39.2

6.66 18.3
4.0 11.6
2.86 7.0
2.22 6.4
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11.:; (lo Linuwuavar y :BLITlï’<JU),de los rusa];
tadws de v¿1ooidades iniciales de la fablg V. Curvas A y B, A : reag
ciones en LOwaÜOlo mï; curva U, o 2 reacciones en fOsfato 100 mM;

T 7.0, tomleraüura, ZOQC(apr0X.).¡“A ¡

presentación según el método
J‘



, mM v , 10‘3min'1

. (fosfato 10 mM, entre
Recta A 2.22-4.o mMfumarato) 0‘40 15'8

(fosfato lO mM,entre
ReCta B 6.66-20 mMfumarato) 7°2 35'5

Recta C (fosfato lOO mM, entre 4o 1202.22-20 mMfumarato)

En estos resultados se observa una dependencia muy acentuada
de las constantes cinéticas con las concentraciones de sustrato y de
buffer, la que indica que en esta enzima opera un mecanismo de reac
ción más complejo que el supuesto por Michaelis y Nenten, especial
mente cuando la concentración de fosfato es baja; cuando ésta aumen
ta el mecanismo de Michaelis-Menten vuelve a operar, observándose la
recta C correspondiente a su vigencia.

Conesta constantes se podria calcular, dentro de los ámbi
tos de validez respectivos, la velocidad inicial de hidratación para
una dada concentración de fumarato, en las condiciones de la experien
cia. En el intervalo de fumarato 4.0-6.66 mMpara medios de fosfato
lO mM,las constantes serán intermedias entre las de las rectas A y
B, y estarán dadas por la pendiente de la curva en cada punto.

De estas constantes sólo tienen valor absoluto las KM,inde
pendientes de 1a concentración de enzima; las Vmsólo tienen valor
relativo entre si, puesto que en nuestros experimentos no conocemos

la concentración molar E0 que permitiría obtener las constantes k3
(que si tienen valor absoluto). Por lo tanto las KMse prestan a ser
comparadas con las obtenidas para otras fumarasas.
Las primeras estimaciones de la constante de Michaelis de la fumarasa

(

extracto de higado, obtuvo K
(43)

fueron hechas por Jacobsohn 42) (a 3790 y pH neutro, sin buffer, con

M = 3 mM)y por sus colaboradores Pereira
y Da Cruz (que en las condiciones anteriores tuvieron KM= 3.5
mM).Massey, trabajando con enzima de cerdo cristalizada, en ausen
cia o presencia de fosfato 0.06 M, a 239G, determinó a pH 6.35 KM:
1.8 mM(25), y a pH 7.0 (en fosfato), 3.3 mM(22), sin observar ningún
efecto del sustrato sobre las constantes cinéticas en un intervalo de
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u)HUJntrJCi)nUS de fumareto 1.65m8.3 mL, tanto :n ausuneia en oir
edmouJ yr,eunui¿ ha fosfato.

Sin uuoar¿w, la "icrte dqpuflduduiüdq le: .Instant.z Uiiuti
.2n la e)neuntra,i6n d: funerat. y de fosfatw, cu ya hayas den”

arit) para la enzima de levaïire, ha Sid; hallada sin lugar a dadas
para la ?umaraeaCu cerdo, posterilrnente al trabajo de hasscy. Al

(32)berty y col. encontraron ¿ue a 2590. para una dada concentraciBn
de fosfato, sr, =-'í,)t.;1.1aneurvar, de Linew ,av.;r---J*irk cuyas CÚMStELIltuS

an ,ntab n ,on la ueneertrsoión de fumaratc, tal e0.o hemosvisto
can nuestra enzima, y el aumenti -e la concentración de fosfatü eau
saba un correlativn aumentode ambasconstantes cinéticas para bajas

cou,entr.eicnes de fumarato, y una disminución de la KMa altas CJH
centraciines de sustrato. Undetalle de interus es la coincidencia de

su» rcsultadrs de KMa 259Gpara fosfato 5 y 15 mMcon nuestras dotar
¿inaciñnes de K para fosfato lO mM:

M

Concentración de fosfato, mM 5 15

K mm pH 6.5(32) bajas 0.13 0.47
14.0 6.6

BT fumarato
- n

altas Vfumarato

bajas G 0.26 0.33)(44)
J fumaratopH 7.

Tambiín es semejante la relación entre las Vma alta y baja concen
tración de fumarato: a pH 6.5, para fosfato 5 y 15 mmobtienen res
pectivamente 2.4 y 1.6, nuestros resultados nos dan una relación de
2.25.

¿n cambio el efecto de altas concentraciones de fosfato (lUU
¡JJ es eúmpletamontediferente: nuestra recta, comolos resultad s
de Alberty y 031., muestran que el fosfato concentrado es capaz de
suprimir los efectos de una concentración de fumarato creciente so
bre la cinética de la reacción. Pero mientras cue estos autores en

cuentran que sus KMa altas.y bajas concentraciones de sustrato con
vergen a un valor de 3.3-2.0 mM(pH 6.5-7.3) cuando 1a concentración

de fosfato aumenta, nuestro resultado es más de diez veces may r° J¿

ca parecida ocurre con la Vm: en nuestro caso el fosfato ÜDHÜufltradW
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cuadruplica la velocidad obtenible a altas concentraciones de fumara
to can fosfato diluido, y con la enzima de cerdo la activación es
bastante menor.

En interesante notar que con la enzima de levadura, al pasar
de fosfato diluido al concentrado (10 a 100 mM)en tanto la velocidad

limite crece unas 3L5 veces, la KMha aumentado en casi 6 veces su
magnitud. Es e efecto prevé que trabajando en concentraciones de sus

trato no saturantee, la activación por aumento de la Vmno es tan in
tensa como la tendencia a una inhibición por aumento de la KM,y que
con aumentos adecuados de la concentracioñ_de fosfato, podriamos lle
gar a observar una disminución de la actividad hidratante de la enzi
ma, cuya intensidad dependerá de la concentración de fumarato. Esta
situación efectivamente se ha podido verificar experimentalmente: 1a
actividad de la enzima frente al fumarato 0.025 M (concentración no
saturantc) en medios de fosfato 0.05 M (18.5 unidades) es 12%mayor
cue la observada en fosfato 0.10 M (16.5 unidades) (Tabla IV), lo
que indica un efecto inhibidor del fosfato en altas concentraciones,
que corrobora lo anterior. ¿sto implica la existencia de una concen
tración óptima de fosfato, intermedia, que en otras fumarasas (cone
jo, vacuno) es justamente 0.05—0.052 M(27’28).

i ii) 2.6.0.165}..659;diverses..i.ns”1}m.d.9.1:as.

Ademásde los anioncs monovalentes ya vistos anteriormente,
aetúan cono inhibidores de la fumarasa una serie de sustancias de

¿uy diversa naturaleza, y cuyos mecanismos de acción son también muy

diferentes. Junto con varios compuestosorgánicos sencillos, rclacig
nados estructuralmente a los sustratos de la enzima 45), y que son

(46), se ha encontra
(47,48)

!

p . . . (49) .sustan01as tripanoc1das , y Ciertos pg
(50)

inhibidores competitivos de la fumarasa de cerdo
de que otras sustancias comolos metales pesados

(35)
y

los coloran
tes ácidos y básicos
lielectrolitos naturales comola heparina , decreccn la actividad
de las distintas fumarasas. ¿n ensayos hechos con los nitratos.de cg
bre y plata (metales pesados), el agente quimioterápico tripanocida

u
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urea simétrica del m-aminobenzoil-m-amino-p-metilbenzoil-l-naftilami
no-4,6,8—trisulfónico (Bayer 205, Moranyl, Suramin, Antrypol, y en lo
sucesivo abreviado comoB205), y el ácido l-naftilamino-4,6,8-trisu;
fónico (en lo sucesivo NATS)que es parte de la molécula del anterion
se comprobó que estas sustancias inhiben la enzima de levadura, como
a sus homólogas de otros origenes.

Parte eXperlmental: La preparación de enzima (precipitada entre 0.45
—0.60 saturación de sulfato de amonio) se incubó en alicuotas igua
les con los cuatro inhibidores, a pH 7.0 y 3090, en ausencia de sa
les (fosfato residual, 7 x 10-5 M) durante 15 minutos. Inmediatamen
te se dosó la actividad don fumarato de Tris 0.025 MpH 7.0 (4 ml)

en ausencia de fosfato. Medido el consumo de fumarato por permangani
metria, se calculó con el Gráfico I, Cap. II, la actividad remanente
(en unidades enzimáticas). Se define la inhibición

Actividad con inhibidor
Actividad sin inhibidorI % = lOO

Resultados: Comose indica en la Tabla VI, los cationes pesados Cu
y Ag y el B205, en concentración l mM,inhiben totalmente la enzima;

con NATS5 mMse llega a una inhibición casi total, 86 %. Estos re
sultados son análogos a los obtenidos por Jacobsohn y col.(47’48)
para la fumarasa de higado de varios mamíferos tratada con cationes
pesados (lO-3 a 10-2 M), y también se asemejan a los de Questel(49)
con diversos ureídos y sus ácidos sulfónicos constituyentes. Este
último encontró que el B205y una serie de ureidos de naftilaminodi
salfónicos análogos, en concentración aproximada 0.2 mM,inhibian

casi totalmente (para el B205 0.19 mM,I = 68 %) la fumarasa de cera
bro de mamífero, y comprobóque los ácidos disulfónicos constitutivos
eran inactivos en concentraciones cuatro veces mayores (0.8 mM).

Nuestros resultados; obtenidos con concentraciones de B205
y NATS5 y 6 veces mayores que las respectivas en el trabajo de Quas
tel, demuestran con inhibiciones también mayores la diferencia de ag
tividad inhibidora entre los ureidos complejos de alta afinidad por



gggia VI

_-T-_2L‘r¿:i.12_i.c_i.ó.n_,519.13...h.i_<ir33;üac¿@1¿nainájiea.112%.}??? a 0

gn_pgggencia de diversas sustancias

1ncubacgón de la enzima (14 unidades, 4.1 mg proteina) en fosfato
7 x 10-5 H pH 7.0 (3.5 ml totales) con varios inhibidores, durante
13 ninutos. Dosaje de la actividad remanente con fumarato de Tris
“.Ü25 ï pH 7.0 (4 m1); temperatura, 309G. Experiencias por duplicado.

Inhibidor Concentración Actividad Inhibición
(4 ml) 10‘3 M remanente,u

—_— ——— 7.2 —

(N03)2bu 1.o o 100

N03Ag 1.0 O lOO
B2OE 1.0 O 100

NATS 5.0 1 86
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la .nziua, 7 sus ¿ciaos sulfónicos’libres.

¿o Se ozedc iztablcc rL en baSU a nuestro? experimentws; la

naturaleza du la acción inhibidhra del 3205 y del NATS.estudios ria
(57) dlizad)s con la succinodeghidrvgenasa vmngtrarnn para agD“Srsaq

tivo: una inhibición cowgctitiva. Conla fumarasa du cer.br unastel
observó un bfuáto protector del fumarato front, a urcidos análogos
del 3295, lo cu, yodría sugerir para este caso un m,canisno d; inac
tivacion n; UOflpetit VDsin» pone reversible, pero sus resultados,
obtenidos a pH 7.4 y 439G, son inchuros, por la posibilidad du ¿feo
tos d, inactivación tér ica y su protección por el fumarato, dificiu
los de estinar (al rcagccto véase más-adelante "Observaciones a bre
la inactivaeifin tírwica de la fumarasa" . en cuanto a la inactiváción

por ¿3* y íu“, las altas conecntraciones de reactiVo usadas no per
mitvn hasta ahi asignar significado especifico a ese efecto. En la
:¿Cïión si¿*iente so demuestra que la fumarasa de levadura tiene tio
luñ libres esenciales para su actividad catalitica; ello explica la
in ioiuión ¿or metales pesad,s, pero ésta también podria producirse
por otron mecanismosgue no involucran sulfhidrilos.

ESÍZHÉÁPP._.S_°P?s¿....SPAÍÏPÁQIEAQE .9..S.<:‘.11Ív;..i..a..1_.<?_.93.

nara .19...agtiviiaisaial.iii?a
Las teorías actuales sobre la actividad enzimática ad it n

«un el poder catalitieo que tienen ciertas proteinas sobre su sustra
to está dado por la estructura particular de aquéllas, y dentro de
voto concepto general, por la existencia y configuración de ciertos
grugos cn las cadenas laterales de los aminoácidos constituyent;s,
primordiales para esa actividad catalitica.

La dilucidación de las estructuras de los "Centros catalitim
camente activas" exige previamente el conocimiento dc la naturaleza
de esos grupos laterales indispensables. ¿n general, en una proteina
s; podrán encontrar las cadenas laterales correspondientes a la vcin
tcna de aminoácidos que se han identificado comosus constituyentes
naturales. De estos restos de aminoácidos, varios tienen propiedades
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especiales por su reactividad iónica: sus grupos guanidino, amino,
oxnidrilo fenólico, sulfhidrilo, imidazol y carboxilo intervienen en
equilibrios ácido-base regulados principalmente por el pH de la solu
ción, y q e obedecen a constantes termodinámicas caracteristicas de
cada grupo terminal ionizable. El estudio de la dependencia de la ag
tividad biológica de una proteina respecto del pHy la temperatura
ha pennitido correlacionar los cambios de actividad con las variacig
nes en la ionización de ciertos grupos funcionales en la molécula,
estableciendo asi la participación directa o indirecta de los mismos
en el proceso que se estudia. Jste método ha sugerido los grupos fun
cionales responsables de la actividad cataliticg de varias enzimas
(37’53), entre ellas la fumarasa de corazón de cerdo<26’46).

Sin embargolos resultados están sujetos a criticas, porque
la correlación con el pH o la temperatura se hace de acuerdo a un
cierto modelo de mecanismoelegido para la interpretación de los da
tos experimentales, y ademásporque las constantes termodinámicas ha
lladas pueden atribuirse a más de un grupo funcional, debido a la su
perposición de los intervalos de variación de las mismas en las difg
rentes proteinas.

Otra solución del problema consiste en el uso de reactivos
específicos para los distintos grupos funcionales, que los modifica
rían de manera de no poder ejercer más su función catalitica o auxi
liar. Se han desarrollado en este sentido procedimientos para bloque

(55) comolos amino (acetilación, uso de formaldgar diversos grupos
hide, formación dc derivados guanidinicos), y también se han intenta
do métodos semejantes para grupos fenóliCOS, carboxilos, oxhidrilos

alcohólicos, ctc., pero la realización de estas reacciones exige a
veces condiciones muydrásticas, Quedesnaturalizan o alteran total
mente la molécula proteica, pcrdiéndose su actividad por esta causa;
ademásla posibilidad de bloquear paralelamente otros grupos de la
proteína quita especificidad y significado a los resultados.

Los únicos grupos funcionales que ha sido posible atacar con
reactivos de alta especificidad son los puentes disulfuro de los res
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tos de cistina y los grupos sulfhidrilo de la cistcina, especialmente
los últimos.

Esta condición ha permitido realizar numerososestudios so
bre la existencia y prOpiedades biológicas de estos grupos en proteí
nas de diferentes funciones: hormonas, antígenos, proteinas séricas,
y cnzimas<55’56).

Los primeros estudios sobre sulfhidrilos enzimáticos esencia
les establecieron que varias enzimashidroliticas eran enzimastioles

(entre ellas la ureasa y la papaina)(57). En 1938 se incorporaron a. 8
esta categoria dos ;nzimas de los procesos redox, la succ1no- 5 ) y
la triosafosfato deshidrogenasa(59); la lista ha ido en aumentoy en
la actualidad se conocen numerosas enzimas que actúan en procesos hi
droliticos, redox, isomerizaciones, fosforilaciones, etc., y que re
quieren sulfhidrilos libres

Este requerimiento dió origen a la primitiva idea sobre la
regulación de los procesos enzimáticos "in vivo", mediante los equili
brios «SH€--+--SS— a que están sometidos los sulfhidrilos del me
dio biológico (el glutation entre ellos) y que Cnlas enzimas tioles
fijarian la proporción de las formas activa e inactiva respectivamen
to(57)_

(61)Los descubrimientos de Hopkins y col. sobre la protección
de los tioles de la suecinodeshidrogenasa por el sustrato, el produg

(59)to y el inhibidor competitivo malonato, y de Rapkine sobre una
protección análoga de la triosafosfato deshidrogenasa por la coenzi
ma resDectiva, el DPN, iniciaron un nuevo rumbo en estos estudios

que posteriormente llevó a otra concepción sobre el papel esencial y
dinámico de los sulfhidrilos en el mecanismointimo de ciertas reac

(63),
7

ciones enzimáticas en éstas los grupos tioles actuarian uniendo
. . 6la enzima a un componente fundamental de la reacc1ón: el sustrato< 4)

65)
o la coenzima( (ciertas deshidrogenasas), o el grupo prostético me

. . . ,. 60tálico (Ciertas nidrolasas) ).
Conrespecto e la naturaleza de enzima tiol de la fumarasa,

las evidencias obtenidas con diferentes preparaciones han sido con
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(47,66a,b)traoi t» las. Jaeobsohn y col. han obtenido inactivaciones
m05fl¿tfl8 de la cnzim; de nigade de conejo y de cerdo, utilizando Ag*

r:
. ,,. r. . 0/ . . ,: .(reactivo no cc);ci;1co), y Lak1( ) 1nact1vaba 50 w su prepara01ón.q

dc corazón G3vacuno con ácido iodoacético (reactivo para tioles, dc
regular.csprcifieidad). un cambiola fumarasa cristalizada de cora
zón de cerdo no ïuó inactivada por una serie de potentes reactivos
espccificos para sulfhidrilos (Masscy(46)).

Para cst;aicccr los reguerimientos de tioles de la fumarasa
de levadira, nenes empleadatres reactivos de sulfhidrilos, de alta
especificidad: el arsenica; trivalcntc monosustituido 3-melaminilfe

68)nilarscnóxido, el mercurial pmcloronercuribcnzoato de sodio y el
oxidantc omiydnscbcnzoato de sodio(69). Los tres son capaces de reag
cionar con los ticlcs liïres, a pH7, dando respectivamente las di

s (As 7 Hg), y con bajas concentraciones del oxidany monomurcaptiüa‘

tu, cl di ulfurn correepnniicnte. Jon estos reactivos hemosestudiado
1¿ ilhiblqióu de la angina y su reactivación por 1a cisteina, y la
protección por los sustratws y el fosfato.

atarial v nítñdcf ex crimcntalesz ‘ . .
“ ‘ ” J 9 ° be han empleado-los Siguientes re

activos para ticles: nitrato de plata puris., 3-mclaminilfenilarsen
óxido dc En; á Baker (en lo sucesivo designado comoMclarsen), ácido

(7oñuiodosobenzoico, 99.9 p puro ) (en adelante IOBz), y ácido p-clo

(71) (que desigremoreuribcnzoico preparado según Nhitnore y Woodward
haremos ConoCngBz). El Felarscn se disolvió comoclorhidrato, y los

dos ácifipfl ICBz y CngSz como sales sódicas. Jomoreactivador se uti
lixó cietsina (clorhidrato) de British Drug Houses. El agua empleada
fa: siempre destilada sobre vidrio.

Jn todos los experimentos, realizados a pH 7.0 y 3090, el in
hibidor, neutralizado antes de su uso, se mezclaba con la enzima en
un medio dc reacción de la composición indicada, y agregando los rc
activos en el orden que se especifica; se dejaba reaccionar un ciern
to tiempo, y se agregaba fumarato de Tris de pH 7.0 hasta una concen
tración de Ü.G25 u en 4 ml. Se incubaba durante 5 minutos (salvo in
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dicación cn ;ontrario), so inturrumpia la reacción con ácido triclor
acético y se procedía a la determinación de la actividad remanente en
la Tonna habitual. Para cada composición del liquido de dosajc sc re
alizaban dosajes de actividad en que se excluia el inhibidor. En ge
neral las experiencias sc hacian por duplicado. La inhibición I % ob
servada en cada caso se calcula para pares de esperimentos con y sin
inhibidor, en igual medio de desaje:

I ,1, z 100 Aciiiidafi. .17.O.IL'_a._n_e.I__1.t.e...<.-=_n..prasansia 11.6.1.¿_i.ï?_{}ïf?.i.¿—9.ïlACClVldadobservada en ausenc1a del inhibidor

El proceso de reactivación por cisteina se estudió con la en
zima inhibida por cantidades crecientes dc GngBz. A los 5 minutos de
mezclar el inhibidor con la enzima sc agregaba una misma cantidad de
solución de cisteina (ncutralizada y diluida inmediatamenteantes),
se incubaba otros 5 minutos y sc dosaba la actividad remanente en la
fonna habitual. Paralelamente se hizo una serie de experimentos de
control con inhibidor sin cistcina, y controles de actividad sin in
hibidor. Se define la reactivación

Inhibición (con reactivación) fi_)Inhibición (sin reactivación) 73 °R p = 100 (1 —

Los experimentos de protección por los sustratos y otros io
nes se dispusieron de varias maneras: la protección por el fumarato
frcntn al Mclarsen y el IOBz (reactivos lentos) pudo ser observada
utilizando pequeñas cantidades de enzima, a las que se agregaba cl
inhibidor, cn ausencia o en presencia del sustrato (en este último
caso el fumarato se agregaba inmediatamente antes). Para tener una

inhibición razonable el tiempo de reacción con el inhibidor debió e;
tandcrse ll minutos: en esta forma debió también prolongarse mucho
(60 flinutos) el tiempo de incubación con el sustrato, para que en la
experiencia con protección cl periodo inicial de ll minutos en el
gue se desarrollaban paralelamente la actividad de la enzima y su re
acción con el inhibidor, fuese relativamente pequeño respecto de to
da la incubación con el sustrato. Por esta razón las cifras de acti
vidades remanentes (calculadas con la curva para 5 minutos de incuba
ción) sólo son cualitativamente válidas, pero dan una clara indica
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ción del grado de protección que otorga la presencia del sustrato.
Frente a1 p-cloromercurib nzoato no fué necesario prolongar las incu
baciones debido a la alta velocidad de la reacción de inhibición: el

dosajc de la actividad residual se realizó en 5 minutos. Coneste re
activo se estudió también la influencia de la concentración del sus
trato en la protección obtenida.

Los ensayos de protección por el L-malato se hicieron agre
3¿ando a la enzima este sustrato en concentración l x 10- M, inmedia

tamente antes de la emzcla con el inhibidor, por lo que se puede con
siderar que en el comienzo del experimento actuaba el L-malato en su

nayor proporción como tal y no comofumarato, producto de la deshidra
tación de aquél. Para estimar el efecto de la presencia del L-malato
sobre el posterior dosaje de actividad, hemos considerado que en el
momentode iniciar éste, se habia alcanzado el equilibrio de deshidra

tación: partiendo de22finwles de L-malato se llegaba a aproximadamen
tc 1.6¡1nufles de L-malato y 0.4 P moles de fumarato. En estas condi
ciones se agregaba para el dosaje lOO‘Pmoles de fumarato; a los 5
minutos se titulaba el fumarato residual. Comose puede ver, la suma
de L-malato y fumarato (para la protección), es el 2 % del sustrato
utilizado en la medida de la actividad; el efecto puede ser considera
do despreciable.

El buffer fosfato 0.1 MpH 7.0 y el 01K 0.44 M (de fuerza ig
nica doble del anterior) fuero; ¿nsaJados comoprotectores; para ca
da uno de ellos se media la actividad residual en presencia del mis
mo, comparandolos resultados sin inhibidor, con inhibidor y poste
rior agregado del protector, y con inhibidor previo agregado del pro
tector. Se estudió esta influencia protectora frente a tres reacti
VOSdc sulfhidrilos; cn cada caso se dejó el tiempo de inhibición que
la experiencia previa indicaba comosatisfactorio.

En les exporiicnccs con protectores se definió la protección

_ inhibición (con protector) % )133.3:100 l -- _ _ ,( Inhib1c1ón (sin protector)%
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Resultadoe: n . ,. . .° La inmarasa de levadura es innibida por los reactivos pa
ra sulfhidrilos: el agantc oxidante IOBz (0.5 mM)y los formadores

de mercaptidas CleBz (0.5 mM)y melarsen63.25 mM)deprimen la acti
vidad en 100, 100, y 66 fi respectivamente, y el nitrato de plata (ig

nes Ag‘, reactiva no especifico) 0.01 mmha inhibido también la cnzi
ma en 100 % (Tabla VII).

a) La capacidad inhibitoria de los distintos reactivos:
En experimentos llevados a cabo para estudiar las mejores

condiciones de inhibición con un minimo de rcactivoCPabla VIII), se

obtuvieron resultados que indican una muydiferente capacidad inhibi
toria según 31 reactivo empleado. Si bien esa capacidad depende de la
preparación enzimática estudiada, y también del tiempo de reacción
con el inhibidor, se puede separar netamente a los agentes empleados
en dos tipos de acuerdo a su acción sobre la enzima: los reactivos
lentos y de baja potencia, y los rápidos y muypotentes.

El Nclarsen y cl IOBz forman la primera categoria: dada una
cierta proporción inhibidor/proteina, se requiere un tiempo conside
rable, 30 a 60 minutos, para que a 3090 se desarrolle completamente
la inhibición. Jn periodos de 30 minutos se han obtenido inhibiciones

9 moles/mg de proteina (Tablastotales con proporciones dc 500 x 10
VII, y VIII, Series I y II) aún cuando en otros experimentos (Tabla
XV)ha resultado insuficiente esa cantidad de inhibidor.

Jl otro tipo de reactivos está dado por el CngBz y el ión
Ag*. Jon el primero se reeuieren (según la preparación de enzima) 40,
20 y aún 15 x 10"9 moles/mg de proteina (Tablas VIII, XIV, y XI) para
obt ner inhibiciones totales, el segundo es aún más potente: resulta

5 M, y con 8,5 x 10-9 mominhibidor total en concentraciones l x 10
les/mg de proteina (Tabla VII). El tiempo de reacción para el CngBz
pad; se: acotado (Tabla X-B, serie II) merced a la propiedad de los
sustratos de proteger a la enzimacontra los reactivos de sulfhidri
los (como se verá luego): la mezcla de enzima y CngBz, en proporción
de 20 .‘í 10-9

fi, se ineubaba a 309G, y al cabo de tiempos decrecientes se agregaba
moles/mg proteina, que daba una inhibición limite de 87
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incubaeien_de la enzima (12.5 unidades, 4.1 mg de proteina) en fosfg
te 7 x 10 0 MpH 7.o (3.5 1211totales), con varios inhibidores 3 du
rante los tiempos indicados; dosaje de la actividad remanente con fn
marato de Tris L.<23 L pH 7.6 (4 ml totales) en 5 minutos; tenperatg
tm. 309-3 .

Inhibidor Congentración Tiempode Actividad Inhibición
10‘0I4(3.5 ml) inhibición remanente

minutos unidades

¿enbrei 31H __ 6.2 __lúnlbiuor
¿ela? en 250 60 2.1 66

133: 500 45 O 100

3ng135; SOC 45 O 100

¡NO 10 45 O 100

° Se ha cns¿yado te biïn :1 iedoauetato du sodio 0.01 M; el resultan
de de este exnerimento ne pud obtenerse por interferir el reactivo
' 1
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Inoubauión do la onzina en 3.5 m1 totales con los inhibidores en las
santidados indicadas, durante 3o minutos (Series I y II) o 10 minutos
(Series III, IV y V); dosajc de la actividad remanente con fumarato
d; Tris Ü.025 K (en 4 m1 totales), en 5 minutos; pH 7.0; temperatura
3096. “xporimcntos por duplicado.
Series I y II, enzima (18.2 unidades, 4 mgproteina) en fosfato
7 T 13’5 L. Series III, IV y V, enzima (respectivamente), 1 .2, 15
y 3 unidades, y prot ina, 4 mg en las tres; fosfato 7 x 10- My
il vr1¿ 0.01 M (en 3.5 ml).

¿11.19.1292Serio inhibidor Concentración Actividad Inhibición
-5 , proteina d

(4 m1) lo N110_9mOl/h remanente pg unidades

i 1! jñntrol sin inhibidor -—— 9 ——

I Molarscn 100 100 2.5 72
250 250 0.4 95
500 500 O 100

II IOBz 50 50 5.3 41
200 200 1.7 81

IiI Jontrol sin inhibidor ——— 9 ——
CngBz 50 50 O 100

200 200 O lOU

TV Üontrol sin inhibidor -—— 7.5 —"—
ÜngBz 0.01 0.01 7 7

0.1 0.1 8 -7
1.0 1.0 7.8 —5

10 lO 5.5 27

7 Jontrol sin inhibidor ——- 6.5 ——
viang 5 5 6.1 6

1C 10 5.8 ll
20 20 0.9 86
30 30 0.1 98.5
40 40 0 ' 100
50 50 O 100
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:1 fumaratc para u] dosaje dc actividad; esto interrumpia la reacción
d; inhibición. Con p,ríodos de 3 y l minutos se obtuvo 87 fi dc inhibi
ción, y la disminución de ésta sólo se observó para periodos de 30
secand05, a n I = 84 fi (la diferencia de efecto es insignificante),
lo que de nostra que la reacción se completaba como máximo cn ese
ticmpo.

Se ha podido estudiar la estequiometria de 1a inhibición por
JngBz con tros preparaciones enzimáticas distintas tratadas con can
Cidades crecientes del mercurial (Tablas VIII-Serie V; IX-A, y XIV“
«Serie III). Aúncuando las cantidades de CngBz necesarias para obtg
nor la inactivaeión total de l mgde preparación fueron diferentes
para cada una de éstas, las formas de las curvas de inhibición re
sultaron análogas (véase por ejemplo el Gráfico IV, Curva A, para la
experiencia de la Tabla IX-A). Se observa una primera zona en que cl
inhibidor no resulta muy eficaz, un segmento de la curva muchomás
empinadoen el cue tiene lugar la inhibición de la mayor parte de la
actividad presente, y una tercera zona con pendiente que tiende a 0,
en cue sc completa la inhibición: las curvas tienen un trazado en S.
Si para cada preparación referimos las cantidades dc inhibidor usa
das a la cantidad necesaria para obtener inactivación total, resulta

)ara obtener I = lo í se requiere 20-30 fi del inhibidor total, y
para I L 90 p se debe agregar 60-80 fi del total del inhibidor. Esto
n02 da 4uu60 fi del inhibidor para el 80 % de inhibición obtenida en
la fiWn‘intermedia.

Jl significado de estos resultados es obvio si recordamos que
junto a la enzima existen en la preparación gran cantidad de otras
proteinas que presumiblemente ticncn grupos sulfhidrilos capaces de
reaccionar eon el CngBz¿ al¿unos de estos grupos tendrán una afini
dad por el inhibidor mayor que la de la fumarasa, y por lo tanto
fijarán en mayorproporción las primeras porciones del mcrcurial; la
enzima y otros compuestos de afinidad semejante fijarán con mayor in
trn,idad las porciones subsiguientes (que dan en la curVa la zona li
Wealempinada) y cuando 1a cantidad de grupos libros de este tipo es



tí cerca de agot ree, comenzarán otros compuestos a competir por el
inhibidor, dando la tercera zona de 1a curva. Las diferencias obsern
vedos en la inhibición de lan tres preparaciones provienen de la e
xistencia de distintas cantidades y reactividades de los grupos sulï
hidrilos de las mismas: a pesar de ser porciones de una solución enzi
mática de un solo origen, han sufrido procesos de desnaturalización
(revelados por su distinto contenido en enzima) que liberan grupos
sulfhidrilos en fonna no controlada y variable según las condiciones
de esos procesos.

b) La reactivación con eisteina:

prcrimentos preliminares indicaron que la enzimaparcialmen
te inhibida por Él CngBz era reactivada en su totalidad por agregado

9de cisteína: auí la'inhibición de 78 fi obtenida con 15 x 10‘ moles
d

-0 .
12.5 x lo “ moles de cieteina (relación cisteina : CngBz = 0.83). fin

O mercurial/mg de proteina, se anulaba totalmente por agregado de

experiencias posteriores el efecto reactivante de la cisteina se ob
servó con relaciones muchomenores (Tabla IX): la enzima inactivada
Con cantidades crecientes de CngBz (desde 5 hasta 37.5 x 10-9 mo
les/mg de proteina, alcanzandose I = 100 fi a l7 x 10-9 moles/mg) era
reactivada significativamente por una cantidad constante de 3 x lO—'
moles de cisteina/mg de proteina, observándose recuperaciones de 70
- 90 p de la actividad inhibida previamente en 68.5 —100 fi, y aún

9en pre eneia de 37.5 x 10- moles de inhibidor (que dobla la cantidal
necesaria para I = 100 fi, y que da una relación cisteina 2 CngBz =
C.l3) s; tenia una recuperación de 47 fi.

Las curvas de inhibioión que nos dan estos experimentos (GrÉ
Tico IV, CurvaA, inhibidor sin cisteina; B, reactivación por cistci
na 10.pi¿)son muydivergentes: ambaspresentan largas porciones li
neales con pendiente muchomenor para la curva de reactivación. La
falta de paralelismo dc ambas curvas demuestra que la reacción del
CngBz con los tioles de la preparación no cs igualmente reversible
para todos ellos, por egresado de cistcina; y parecería que la dcs«
CUHPOSiCiÓndc la mercaptida de la enzima por la cisteina es más rá
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nba,iñ¿ C; la unzima (13.5 unidades, 4 mg proteina) en 2 m1 de Cll _

Erin O.l55 MpH G.8, con cantidades crecientes de UngBz, durunte 5
minusos (A inhibición); inmediatamente se incuba cwnciutcina (dilui
da antca dc usar) durante otros 5 minutos (B-rcactivación). Dosaje
de la autividad rumanento de B, de otros experimentos con inhioición
u únicamente, y dc controles dc actividad, con fumaratu de Tris 0.025

7 fosfato ¿.25 y pH 7.p, cn 4 ml, durantc 5 minutos. Tcmpcrauura,
1309J. Loc exgcrimzntns a; reactivación B se comparan con los dc inhi

oiniñn n úni:amuntc, por pares con igual cantidad de inhibidor. La
relación inhibidor/proteina cn 10'9 moles/mg, es en cada caso 0.5
VCCUSla concentran ón (104i R) de inhibidor (en 2 m1).

¡zperimsnto üngBz Cisteina Actividad Inhibición Reactivación
(2 pl) (2 m1) remanente fi fi
10*o Y lo' M unidades

dontrol de actividad —» 13,6 -m __

A-inhibición 5 »— 13.6 0 ——

lo __ 11.4 16 --—

15 m- 8.8 35 —

2o —— 4 . 3 68 . 5 ' -—

25 u— 0.2 98.5

30 —— 1.0 92.5 -

35 -- 0 100 __

50 —— Q 100 __ .

Buruactiv ción lo lo 12.0 12 25

15 lO 13.0 .4 89

20 10 12.8 6 91

3o 10 11.0 19 79

35 lO 9.7 29 71

50 10 8 . 3 39 61

60 lO 7.9 42 58

75 lO 6.4 53 47
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Resultados ÏOMCÓOSde la Tabla IX. Curva A, inhibición de l¿ enzima
durante 5 minutos. Gurva B, comola anterior,en 2 ml, con Jlflng,

con cistcina LJfflL durante 5 minutos.004 incubación posterior
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pida (comparada con lOs otros compuestos tiólicos presentes) que su
formación durante la inhibición, por lo que una pequeña cantidad de
eisteína la reactiva notablemente, en forma selectiva.

e) Protección de la enzimapor los sustratos frente a los reactivos
para sulfhidrilos:

El fumarato y el L-malato protegen a la fumarasa contra los
eactivos de sulfhidrilos (Tablas X y XI): tanto con IOBz comocon

Mclarsen y CngBz, cuando se los incuba con la enzima en presencia
de los sustratos, se observa una disminución muymarcada de su poder
inhibidor, que llega a anularse totalmente para el primero. Para po
der obtener este efecto protector, especialmente con CngBz, se debe
trabajar con cantidades de inhibidor no mayores de las necesarias pg
ra obtener I = 100 fi. Sobrepasado mucho ese limite, el sustrato no
alcanza a proteger la enzima (Tabla X-B, Serie I con CngBz). Una vez
elegida la correcta preporeión de CngBz, se ha podido ver la gran
Velocidad con que el fumarato actúa comoprotector (Tabla X-B, Serie
Il). Mezclandola enzima con la solución de sustrato e inhibidor se

obtiene una protección instantánea de 90 fi, semejante a la que se al
canza agregando primero el fumarato y luego separadamente el reacti
vo de sulfhidrilos.

Ambossustratos parecen ser muybuenos protectores frente al
IOBz y al CngBz, y menos frente al Melarsen. El L-malato ensayado

frente al ión Ag+ (que en proporción de 1.5 x 10-9 moles/mg proteina
daba I = 24 fi) no proporcionó ninguna protección.

Los resultados descritOS se obtuvieron con concentraciones de

fumarato 25 mk, o L-malato 1.0 mN. Se consideró de interés observar
el limite de concentración en el que desaparece el efecto protector:
para ello en presencia de fumarato —L-malato de concentraciones de

crecientes (y presumiblemente cn equilibrio, por el tiempo de incuba
ción previa), se incubó la enzima con una cantidad de CngBz capaz
de dar I = 71 fi, sin protector (Tabla XII). Hasta 1.0 mMse observó
protección P = 87 fi, a 0.1 mM,P = 50 %; y con concentraciones de

0.01, 0.001, y 0.0001 mMla protección observada era sólo de aproxi«
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A u Protección frente al Lelarsen y al o-iodosobenzoato.
Inúwbaeión de la enzima, ¿n un medio de Cl Tris, con el inhibidor,
laca auscn ii del sustrato (inhibición durante 11 minutos en 3.5 m1
totales, e incubación inmediata con el sustrato durante 60 minutos,
en 4 nl totales), e 2-en presencia del mismo (protección, agregado
del fuynrato de Tris inmediatamente antes del inhibidor; incubación
durante SGminutes, en 4 m1 totales). Se determina los "consumos" C
¿e ambosoxlerimcntos y de controles sin inhibidor; se obtiene la ag
t viied enanente en el Gráfico I, Cap. II. Enzima, 4.5 unidades, %:¿ proteina, concentraciones en 4 ml totales: inhibidor, 500 x 10’ M;
“umardto de Tris, O.U25 M; Cl Tris, 0.01 M; pH 7.0; temperatura, 309
y. dxperimentos por duplicado.

Inhibidor ¿Xperim.nto “Consumo” Actividad Inhibición Protección
9,}1moles remanente 73° fi

unidades 0

Jontrol sin inhibidor 48 18.5 —— —

Helarnen l-inhibición 4C 14 24 -—

2-protccción 46.5 17.5 5 79

IOBz l-inhibición 31.5 9.7 48 -
2*protceción 49 19.2 0 100

o Los renultaden de actividades, y las magnitudes derivadas (inhibi
uión y protueción) sólo tienen valor comparativo y semicuantitati
vo. pues se ha aplicado a los "consumos" C en 60 minutos, el Gráfi
eo I, Cap. II,construido para "consumos" en 5 minutos.

(continúa la Tabla X)



,Tabla Á (continuación).-._.-——_-.—-0

B —Protección frente al p-cloromercuribenzoato.
Serie I: incubación de la enzima con el inhibidor, l-en ausencia (in

hibi ión en 3.5 ml totales, 2 minutos de reacción, e inme
diata incubación con el sustrato en 4 ml totales durante 20 minutos),
0 2_en presencia dc iumarato de Tris agregado inmediatamente antes
(protección, 4 ml totales, 20 minutos de incubación). Enzima, 9 uni
dades, 2 mgproteína; CngBz, 200 x 10-6 M (4 ml), inhibidor/protei
na, 400 x 10"9 moles/mg; fumarato de Tris 0.025 M (4m1); pH 7.0; tem
peratura, 309d. Las actividades se determinan comoen A —; rige para
ellas la mismaobservación 9 sobre su valor comparativo.

Jïperim_nto Actividad reaanente Inhibición Protección
unidades % %

Control sin inhibidor 18.2 -— ——
1-inhibición 0 100 —

2—protección O 100 0

Serie II: incubación de la enzima en Cl Tris, con el inhibidor y el
sustrato en el orden y tiempo indicados; incubación total

dc] Cunarato de Tris, 5 minutos.
{XD "J -4

fiimcqtos: l control de actividad sin inhibidor.
2 al 4-incubación de la enzima con üngBz (3.5 ml totales) y a

grs add del sustrato al tiempo indicado (4 ml).
5-i4cubaeión de la enzima, durante 5 minutos, con el inhibidor y

el sustrato previaMente mezclados (4 ml).
6mmczeladel sustrato y enzima e inmediata incubación con el in

hibidor durante 5 minutos (4 ml).
Enzima, 3 unidades, 4 mg proteina; concentraciones en 4 m1: Cl Tris
9.01 M, JngBz 20 x 10"6 M, CngBz/protcina, 20 x lO"9 moles/mg; fu
marato de Eris 0.025 M; pH 7.0; temperatura, 309G. Experimentos por
dupl i ead o .

¿Xperimnto Tiempo de Actividad Inhibición Protección
inhibición remanente % %

minutos unidades
l-control —_« 6.4 -— -

2-inhibición 3 0.8 87 ——

3--inhibi(;ión 1 0.8 87 -—

4--inhibiaión 1/2 1.o 84 ——

Swinhibidor y
sustrato

6nprotección ——— 6.0 6 93

O 5.8 9 90



Ií‘iilá..lïl

321.13.19.162}. ¿9.9.11.Kgaacfisavga ¿1.9 .s.‘=¿1_f_h_i_d_r.i_l.9_s.:_

L."rotïgipnml: 21.393.13.13.Jamaha

Tncubación de la enzima (12.5 unidades, 4 mg proteina) en Cl Tris
0.005 E, con el inhibidor solo(inhibición) o en presencia de L-malato
dc iris 0.001 i agregado inmediatamente antes (protección), en un vom
lumen total de 2 ml y durante el tiempo indicado. Dosaje de la activi
dad remanente con fumarato de Tris 0.025 M (4 ml), en 5 minutos. Inhi
bidorcs, 10-61": (en 2 ml): CngBz, 3o; AgNO, 3.o; IOBz, 500; IvIelar
sen, 500. pH 7.0; temperatura, 3090. dxperigentos por duplicado.

inhibidor Tiempode Experimento Actividad Inhibición Protección
inhibición remanente fi fi

minutos unidades
___ ___ Control de 6 2 __ __actividad '

JngBZ 5 Inhibición 0 100 —

5 Protección 3.2 48 52

¿5N03 5 Inhibición 4.7 24 ‘
5 Protección 4.7 24 0

IOBZ 3C Inhibición 2.4 61 -—

30 Protección 4.7 24 61

relarsen 60 Inhibición 1.8 71 ——

60 Protección 3.8 39 45
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madamente 10 fi. La concentración en que se observó protección de 50 %
es del orden de magnitud de la constante de Piehaelis del fumarato
para bajas concentraciones de éste y de fosfato (a 209, en fosfato
0.01 M pH 7.0, KN = 0.4 mM,y en ausencia de buffer será aún menor),

J.

la que no difiere grandemente de la constante del L-malato, al menos
(23)3en la fumarasa dc cerdo esa coincidencia de efectos protector y

cinétieo no debe ser fortuita puesto que la KMnos da la concentra
ción de sustrato ¿ue corresponde a la existencia de la mitad de la
enzima presente cemo complejo ES, y justamente con este orden de con
eentraeión de los sustratos se observa que el efecto inhibidor del
Clnng disminuye al medio. Todo esto hace suponer que el efecto pro

teetor del sustrato sc tiene cuando éste forma el complejo ES corres
pendiente a las bajas concentraciones de sustrato.

d) Protección de la enzima por cl fosfato:
al fosfato ha resultado también un protector de la fumarasa

(Tablas XIII y XIV) muy eficaz frente al IOBz y al Melarsen (P = 95

y 87 fi respectivamente, para inhibiciones dc 81 y 95 %) pero mucho
menos activo frente al CngBz. Cuandose eligió relaciones CngBz 2
z proteina que inhibian parcialmente la enzima (Tabla XIV) se pudo
observar protecciones bajas (17 y 23 % para inhibiciones de 96 y 48%
respectivamente) con concentraciones de fosfato 0.1 N.

Para establecer hasta qué punto el efecto protector no es u
na consecuencia dc la alta fuerza iónica del medio, se comparó la

protección por fosfato 0.21 k; f1=:0.465, y por cloruro de potasio
0.93 M, P_= 0.93, ambos a pH 7.0 en presencia de cloruro de Tris 0.02
F como buffer (Tabla XV). Tanto frente al IOBz como al Melarsen, el

efecto protector del fosfato (de 100 y 85 fi respectivamente) fué va
rias veces mayor que el del cloruro de potasio de fuerza ióniea doble.
¡htc demuestra un efecto especifico por parte del fosfato, que no es
de extrañar dadasu influencia sobre la velocidad de la reacción enzim

mática; pero ello no implica que el efecto del cloruro de potasio sea
debido a la fuerza ióniea muyalta: también puede haber en este caso
un efecto especifico, de la mismamanera que lo hay al actuar el clo



Tabla XIII

¿nnipicipgllgngggptivos de sulfhidrilqsi
protección por el fosfato

Incubación de la enzima (18.2 unidades, 4 mgproteina) con el inhibi
dor, en un volumen de 3.5 ml, durante 30 minutos, en ausencia (inhi
hición) o en presencia (protección) de fosfato 0.115 M. Dosaje de la
actividad remanente con fumarato de Tris 0.025 M (en 4 ml) durante 5
ninutos, en ausencia (experimentos l) o en presencia (experimentos 2)
de fosfato 0.10 h, sc c0uparan las actividades de experimentos con i
gual contenido de fogfato. Inhibidores Melarsen, IOBz y CngBz, enconcentraciones (10' M en 4 ml) 250, 200 y 200 respectivamente; pH
7.0, temperatura, 309G. Experimentos por duplicado.

Inhibidor Experimento Actividad Inhibición Protección
remanente,u fi fi

——— l — Control 9 —— -
sin fosfato

--— 2 - Control 18.2 —— —
con fosfato

Eclarsen 1-Inhibición 0.4 95 -
sin fosfato
2-Protección 16 12 87
con ÏOSfatO

ICBZ l-Inhibición 1.7 81 -
sin fosfato
2-Protección 17.5 4 95
con fosfato

(,ng132 Q l--Inhibición o 100 -—
sin fosfato
2-Protección o 100 o a
con fosfato

¿n la Tabla XIVse estudia 1a protección por fosfato para concen
traciones menores de UngBz.



Tabla XIV

¿inhibir-.269. .129}:P_:21_°.T_‘1I&9139.1¿1Íikqïlágaflíü¿tw-.9. LI'P.ÉQ.°_ÉQ.IL..‘ÉL0_1_¿asiatq

Inzuhación de la enzima con el inhibidor en 2 ml dc C1 Tris 0.0625 K
y en ausencia (l-inhibición) o cn presencia (2-protección) de fosfato
0.10 N. Dosaje de actividad remanente con fumarato de Tris 0.025 M en
fosfato 0.1 * pH 7.0 (volumentotal 4 ml), Series I, II y III (res
pcctivamrnte): encina, 13, 14 y 12 unidades totales; proteina (las
tres) 4 mgtotales.

qeria Axperimento CngBz Inhibidor Actividad Inhibi Proteg
(2 ml) proteina remanente ción % ción %
10"6 I'Ln.lofinol/mg unidades

l “3311853? -- 13 -- -
l-Inhibición 60 30 O lOO -
2-Protección 60 30 O 100 O

II centroi sin __ __ 14 __ __inhibidor
l-Inhibición 40 20 O lOO -u
2nProtección 40 20 O lOC O

l-InhibiCión 30 15 0.6 96 -
2-Protccción 30 15 1.6 89 7

III Centrci sin __ “_ 12 __ __innioidor
lmlnhibición 30 15 0.5 96 ——

2-Protección 30 15 2.4 80 17
ln nhióición 20 lO 6.2 48 -—

2-Protección 20 10 7.6 37 23
l-Inhibisión lO 5 10 17 -
2-Prote ción lO 5 11.3 6 65



Tabla XV

Protyggión¿nglgg fosfato frente a; Melarsen y_al o-iodosoopnzoatg¿
efgetos especificos y de la fuerza iónica

ncubaeïïóu de la enzima (15.5 unidades, 4 mg proteina) en C1 Tris
02 e, con el ingibidor 1.05 x lO'3 M (en proporción inhibidor/pro
in? = 500 x lO‘J moles/bg), en ausencia (1-inhibición) o en preseg
a (2wprotección) de fosfato 0.21 M, pp: 0.465, o de ClK 0.93 M,

n = 0.93 (volumen y tiempo de reacción, 1.9 ml y 30 minutos, respeg
üiv Lente). Dosaje de actividad en 4 ml y 5 minutos, con fumarato de
Tris 0.025 Men ausencia o en presencia de fosfato 0.10 M o 01K 0.44
' se on paran actividades de experimentos con iguales componentes,
excepto el inhibidor. ¿H 7.0; temperatura, 3090. Experimentos por dB
nlicado.

Inhibidor Experimento Sal presente Actividad Inhibición Proteg
y protector en el dOSaje remanente % ción %

unidades
«u— ' control -- 8 -— -—

. --- control PO4 15.5 —- -—
° —»— control ClK 5.8 -- -—

Telarsen 1-inhibición —- 3.5 56 ——

l-inhibición PO4 7.2 53 __
luinhibición ClK 3.2 45 -
2-proteoción

por P04 P04 14.3 8 85
2-protección .

por ClK Clk 3.7. 36 2o

IOBz l-inhibición -- 0.6 92.5 -

lwinhibición P04‘ 1.0 93.5 -—
1-inhibición 01K 0.8 86 -

2-protección
por P04 PO4 15.8 O lOO

2‘Pr°te°°lón ClK 2.8 52 4o
por ClK
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ruro come inhibidor de la enzima.

e) Inhibición de la enzima por los iones Ag+z
Jn dos experiencias h‘mos obtenido inhibieioncs por los io

nes Ag+, cn niveles de concentración muy bajos: con 8.5 x 10“9 moles/
mgproteina (l x 10-5 M) teniamos inactiVaeión total (Tabla VII) y

o 5 x lO.-9 moles/mg (3 x lO"6 M) la inhibición era de 24 fi (Ta

bla XI). Estc_gran poder inhibidor (2 a 3 veces mayor que para el
) tiene caracteristicas diferentes a las de los otros reactivos,

pues no sc observa frente a la Ag+protección por el L-malato. Esto
parece descartar la unión con el sulfhidrilo y sugiere que la inacti
vación de la enzima sc produce por unión de los iones Ag+ con algún
grupo complljante en la enzima, que al igual que el sulfhidrilo sea
esencial para 1a actividad catalitioa.

91m.rxaqipngs.¿okm,¿a _.i.n.ac.t..ila_9..i.ó_.r.l..t.é.1."_ffli.°_á

de ¿3.__Í'.u¿r1.1_arasa

Los resultados de protección de sulfhidrilos de la enzimapor
lo; G‘Ltrutcs y el fosfato nos han sugerido una posible acción proteg
tora de los mismosfrente a la inactivación térmica. Este efecto prg
tector de los sustratos se ha observado con numerosas enzimas, y se
ha aprovechadoen la purificación de varias de ellas (láctico deshi
1 72erogenasa de levadura( )
tes<73),

L-aminoácido oxidasa de veneno de serpien
(74)fosfoenolpirúvico carboxilasa de higado de pollo etc.).

Jacobsohn y Pereira<75), en estudios sobre la desnaturalización tér
mica de la fumarasa de higado de mamífero, obtuvieron muy marcada pro
tección en presencia de DL-malato. Nosotros hemos realizado algunos

ensayos de inactivación térmica en medios con fumarato, fosfato o clg
ruro, y también hemos intentado proteger la enzima bloqueando sus
sulfhidrilos con CngBz, y reactivándola con cisteina luego del calen
tamiento en presencia de cloruro.

larte ex erimental resultados: . . . . .p y a) influen01a del medio lÓnlCO: la

protección por el fumarato. La preparación de enzima (análoga a la
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empleadaen el precedente estudio sobre sulfhidrilos) se calentaba a
pH 7.0 durante 5 minutos, ya sea en un medio de cloruro de Tris 0.1 N
(unión inhibidor) o bien en fosfato 0.1 M (activador) o fumarato de
Tris 0.01 L en cloruro de Tris 0.1 M (protector); en cl sobrenadantc
claro se media luego la actividad remanente.

sn esta forma se observó (Tabla XVÏ) que tanto a 389d como a

409“ ya tiene lugar una inactivación de 5 - 9 fi en el medio con cloru

y que en presencia de fumarato, o en un medio con fosfato solamcn7‘,‘‘.\7

te, no hay pérdida de actividad,significativa. Se han obtenido resul
tados bien diferenciadOS a 47.59J: en tanto que con cloruro de Tris
se observa una inactivación de 61 fi, el experimento con fosfato ha da
do 14 p de pérdida, y en pres‘ncia de fumarato —cloruro sólo se pier
de 6 w de actividad. ¿stes experimentos demuestran eoncluyentemente
que el funerato protege a la enzima contra la desnaturalización tér
mica, muypronunciada en presencia de cloruros.

b) el bloqueo de les sulfhidrilos y la inactivación térmica: La pre
paración enziuátiea, en un medio de cloruro de Tris 0.1 N pH 7.0, fué
tratada con CngBz (gue la inhibia 47 %) y posterionnente calcntada
u 45.59; durante lo minutos, cnfriada y adicionada de cisteína; se
hicieron controlas de inhibición y reactivación en frio (I = 47 y 20
fi respectivamente) y calentamiento sin y con cisteina.

Tanto la inactivación térmica en ausencia de cisteina, como
con agregado dc ésta antes o después del calentamiento, daban la mis
ma pérdida de actividad: 75 - 76 % (Tabla XVII). El bloqueo por el
Jlflng de los sulfhidriloe de la mitad de la enzimapresente, no la
protegió, pues una vez agregada la cisteina (después del calentamien
to) para :u reactivación, la inactivación observada (87%) fué aún mg
yor que la obtenida por un simple calentamiento.

«a’nlficea.%e.2cnyibilieeé se la ÏHM32%ñ@.Q9l922%ZQH.QQPerd9_eeista:
lizaQaL_ínaïwa¿Qar:slgxgasïguaihsezgefi2

La existencia comprobadade sulfhidrilos esenciales en la fu
Jarama de leVadura nos movió a repetir los experimentos con reactivos



Tabla XVI.

Inactivación térmica de la enzima¿_iníiuencia
del sustrato y el medio iónico

La enzima (56 unidades, 16 mg proteína) se calienta a pH 7.0 durante
minutos en 1.0 m1 del medio de composición y temperatura indicados;

se enfría, centrífuga y dosa en el sobrenadante la actividad y protg
{na remanentes. Nedios de reacción: A —Cl Tris 0.1 M; B —fosfato
de sodio y potasio 0.1 N; G —fumarato de sodio y Tris 0.01 M en C1
ürfis 0.1 M.

Temperatura Medio de Actividad Actividad Proteina Q- i fumaratode reacc1ón remanente recuperada remanente
inactivación unidades % mg

Ü. ambiente . ‘ , .

389G A-leris 51 91 15.2 4500

B- P04 55 98 15.8 4700
C-fumarato

y ClTriS 55r5 99 16.5 4500
4CQC A-ClTris 53.5 95 15.3 4700

B- PO4 55 98 14.7 5050
C-fumarato 1

y ClTriS 57 102 16.9 4509
47.59C A-ClTris 22 39 13.4 2200

B- PO4 48 86 15.7 4100
C-fumarato
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efecto de 1a cisteína y del prclorqgggggripgngoato

La enzima (24.7 unidades, 8 mg proteína) es calentada a 45.590 duran
to 10 Minutos, en un medio de 2.0 ml de CI Tris 0.10 M pH 7.0, que
contiene los reactivos indicados; se enfría, se agrega o no cisteina,
y se dosa la actividad remanente con fumarato de Tris 0.025 M en fog
fate 0.05 MpH 7.0 (4 ml), en 5 minutos, a 3090. Se hacen experimen
tos de control en los mismosmedios, a temperatura ambiente.
Reactivos: p-cloromercuribenzoato de sodio (CngBz), 50 x 10- M (en
2 ¿1), CngBz/broteina = 12.5 x 10-9 mol/mg; cisteina, 50 x 10' M
(en 2 m1), cisteína/CngBz = l mol/Mol. Experiencias por duplicado.

¿Xterimento Reactivo Calenta Agregado Actividad Inactivación
inicial miento posterior remanente %

unidades
Control —- no —— 24,7 __

gïïïïïig cist;ína no __ 23.7 8

¿“gigggíón“ CngBz no —— 13.0 47

‘eíïgiÏÏïión‘ CngBz no cisteina' 19.8 20

jaÏÍÏÉÏÏÉÉÉtO Cistcina si —— 6.0 76

dalentamiento __ Si cisteina 6.o 76rcact. eist.
3'41ent ami onto
con Ülngzu CngBz si cisteina 3.2 87react. Cist.
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(46)

zada. Hemospreparado para ello cristales de fumarasa de cerdo según
el método de Frieden, Bock y Alberty(76), siguiendo la marcha de la

para tiolcs realizadOS por Massey con la enzima de cerdo eristali

purificación por el dosaje espectrofotométrieo de la actividad y de
(lU)_la proteina, según Iassey j con una sola cristalización se logró

una pureza de 610, en unidades espectrofotométrieas (Tabla XVIII).
¿sta preparación, disuelta en fosfato 0.01 h pH 7.3, fué uti

lizada ¿a experimentos de inhibición con GngBz. La enzima (4.9 uni
dada? Fasse , 0.25 mg

c.? micromolcs dc Slngz (1 x 10’4 M) en 2 ml de 01 Tris 0.01 M pH
_3

7.3 (fosfato residual, 2.5 x lO *

de proteina) se incubó durante 5 minutos con

H), a temperatura ambiente; se do—

U)SJ la actividad egún el método de Laáey, agregando l ml de fumarato
fde sodio 0.05 r en osfato 0.1 MpH 7.3. Los experimentos, por dupli

cado, di ran estos resultados.
Actividad observada Inhibición

control sin inhibidor 97 -—
inhibiCLÓn 80 20 W

La inhibición no es muysignificativa. La relación CngBz z
prote_na, de ¿UCx 10-9 moleafing, es 40 veces mayor que la necesa

ria para inhibir totalmente las preparaciones de levadura, unas cien
veces más inpuras, la baja cuneentración de fosfato presente no per
;itc pensar en un efecto protector de éste. ¿stas consideraciones ha
rian descartar la presencia de un sulfhidrilo esencial en la enzima
de Cardo, atribuycndo la inhibición observada a algún efecto inespe
cifico del tipo de los observados en la eatalasa con nitrato de fenil
mercurio (Sohler y col.(77)). Sin embargo, estos experimentos, incom
pletOS, no descartan la posibilidad de una reacción lenta del mercu
rial ron el niposático sulfhidrilo de la enzima, que en 5 minutos ha
bria alcanzado a producirse solamente con 1/5 de las moléculas de fu
marasa presentes. Un efecto parecido ha sido encontrado en otra enzi
maCristaïizada de corazón, la láctivo deshidrogcnasa, que por largo
elïipfi se tuvo por no tiol debido a la escasa reactividad de sus

(73)sultnidrilos esenciales , y que recientemente se demostró que se
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Jtapa

....-X"JTHC C l 3‘.--'SC DÏ' 51'12}.í...¿1111:G

Pruaipitación a pH 5. u
sobrenadanto

Er;cipitación a pH 5.2m
prvcipitado7 ,-_-

“31". tf“. 1‘“).,rlla;.;4.\,.lbO-
0. —C.r5 sat. SO 'H

35 u, 4m 4)2
Jer. fraccionamiznto—0.50

sat. SÜ4(NH4)2—cristalcs

ü La actividad y actividad a
dos espectrofotomótricas d

Activigad
u/mlíí

7.65

6.50

nspccíïica (pureza)
efinidas por Masse

Recuperación
(¡o

100

48

39

10.4

Pureza?

109

6.0

14.2

50

610

Ïïoïidun en las unida
y O
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(7” de CngBz con inhibición total, compleunc con cuatro moleculas
tándose la reaccien en unos 60 minutos. La dilucidación de los regue

rimientcs du tioles esenciales por la fumarasa de cerdo exigirá nue
vos estudios, con tiempos de inhibición más prolongados, y quizás el

. . . . (80uso dc otros mercuriales dc diferente react1v1dad )

DISCUSION

Cotejando las propiedades de la enzima de levadura con las de
las otras fumarasas ya estudiadas, se puede comprobar una serie grande
de puntos coincidentes en cuanto a sus caracteristicas cataliticas, y
una discrepancia sobresaliente en su requerimiento de sulfhidrilos e
senciales, respecto de la enzima de cerdo.
a) Comenzarcmospor señalar que la constante de equilibrio que es da
ble encontrar para una mismareacción reversible catalizada por enzi
mas de diversos origenes, debo ser, por razones termodinámicas, igual
en todos los casos, a igualdad de condiciones experimentales. Sólo
se pueden esperar discrepancias cuando la relación de concentraciones
de los sustratos y la enzima se hace pequeña, con lo que crece la re
lativa importancia de la proporción de complejos ES presentes, que a
grcgan una nueva especie al equilibrio, y lo pueden desplazar difieren
temente según la naturaleza de la enzima que forma ES. No ha sido es
te nuestro caso (solución medianamenteconcentrada de sustratos, y
muydiluida en enzima) por lo que las pequeñas diferencias con otras
determinaciones de la constante de equilibrio deben provenir de erre
res experimentales.

b) Los estu ios sobre la acción de la enzima han mostrado las siguien
tes propiedades cataliticas, semejantes a las de las fumarasas de e.
col (¿4) y de corazón de cerdo(25,32) z una curva de actividad (en au
sencia de sales) vs. pH, con un máximo a pH 6.3, y dos ramas, ácida
y alcalina, de las que esta última, mejor conocida, se extiende en un

amJlio intervalo de pH; 1a inhibición n) muymarcada por aniones none
valentes, en general del tipo de los halogenuros; la acción activado
“a a pH 7 de varios aniwnes, todos ellos de oxiácidos, que, salvo el
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borato, son polivalentos, cn cl caso del fosfato, una activación más
potente a pH 7.0 quc a pH 6.0, activación que sc reduce al pasar de
medios 0.05 Ma 0.1 fi. yor último, los estudios cinéticos demuestran

en bajas concentraciones de fosfato un efecto activador por cl fuma
rato en concentraciones superiores a 4 mk, por el que se observan ve
locidades de reacción mayores dc las calculadas con las constantes
cinéticar a altas diluciones, y que se traduce en un aumento de esas

constantes, esta misma consecuencia (especialmente para KM)se obtig
ne elevando la concentración de fosfato a 0.1 M, medio en el que no

se observa variación de R
to.

My Vmal crecer la concentración de fumara

Estos hechos admiten la interpretación desarrollada por albo;
3

ty y sus colaboradorcs(26"2’37,44) para la fumarasa de cerdo: la en
zima es activa cuando dos dc sus grupos laterales ionizablcs, respon
sables de la actividad catalitica, están el uno en su forma ácida y
el otro comobase (según la nomenclatura de Brbnsted): la actividad
relativa de la enzima está dada por la proporción de moléculas de en
zima con esa configuración especial (proporción condidonada por el
pH del medio y los pk de los grupos mencionados) y la variación del
pH nos da una curva de actividad en forma de campana, cn que sus

dos ramas representan parcialmente las curvas de titulación de_ambos
grupos. Los pK de esos grupos dependen de la naturaleza dc su entor
no: en la enzima libre tienen valores más o menoscaracterísticos

cue permitan la identificación de los grupos; pero cuando a la enzi

ma se unen moléculas o iones diversos, esas constantes pueden modifi
carse, con lo que sc corren las ramas de la curva en cl sentido de
la variación de sus respectivos pK.

La enzima tiene dos tipos de lugares vinculados a su activi
dad, a los cuales se pueden unir las moléculas o iones mencionados

anteriormente: uno es el sitio activo en el que se forma el com
plejo enzima —sustrato ES cataliticamentc activo; el otro cs un si
tio capaz de modificar las pr0piedades cataliticas del primero, y al
que se puede unir también el sustrato, dando el complejo SE (que no
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cs capaz de descomponerse en enzima y productos); a su vez otros io
nes (del buffer, como por ejemplo fosfato) se pueden unir a ambos si

tios, dando EB y BE. Los complejos SE y BE pueden formar SES y BES,

que junto con ES son los tres complejos activos (capaces de sufrir
la descomposición para dar el producto de reacción); el complejo EB
es incapaz de intervenir en el proceso catalitico, y origina una in
hibición competitiva por el fosfato.

La formación de estos complejos activos e inactivos se rige
(36)

por los mecanismos de Nichaelis y Menten o de Briggs y Haldanc
(36a), siendo descrita por las constantes de Michaelis correspondien
tes; la descomposición de cada uno tiene su propia velocidad limite

Vm, que será mayor cn los complejos con activador (SES y, con fosfato,
BES). En una reacción en condiciones no limites (concentraciones de
buffer y sustrato medianas) se tendrá comoreacción total la suma de
las correspondientes a los tres complejos actiVos, en sus preporcio
nes respectivas;y la cinética de esa reacción se puede describir sc
gún una expresión de Michaelis-Menten, con "constantes" variables que
dependerán de la composición del medio.

Este mecanismopredice cualitativamente los efectos que hemos
observado. Respecto de las constantes cinéticas: en medios con baja
concentración de fosfato (0.01 M, en que la proporción de complejos
con el buffer es pequeña —véasemás adelante) el fumarato en solución

diluida, menor de 4 mk, se une a la enzima con gran afinidad (KM=
0.4 mM)para dar ES: la velocidad de hidratación de este complejo es
relativamente baja (no hay activación). Cuandose aumenta la concen

tración de fumarato comienza a ser significativa la formación de com

plejos SE y SES, paralelamente a ES, y de los cuales el segundo, cata
liticamente activo, se deseamponcmás rápidamente que el último (efeg

to activador del fumarato). Esto aumenta la velocidad limite Vmobtq
nible con concentraciones intermedias de fumarato, y al extrapolar a
altas concentraciones de sustrato se llega a la velocidad máxima,con

toda la enzima en la forma SES. Concurrentemente ha aumentado a un va

lor límite la "constante" KM(determinada, como Vm, en un gráfico dc
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Lincwcaver-Burk) debido a que ésta es una función(32) de las K parti

cularcs de los complejos ES, SE y SES (de las que presumiblemente la

primera es menor que las otras).
No hemos considerado en este análisis la formación de los com

plejos BE y BES (susceptibles de actividad) y BEBy EB (no activos)

por cuanto carecemos de datos sobre el comportamiento einético de la
fumarasa en ausencia dc fosfatos, datos que nos habrian permitido e
valuar la importancia de esos complejos en el medio de fosfato 0.01
D, pero presumimos que su concentración es relativamente pequeña,
por lo que no los hemos tomado en cuenta.

fin cambio, en medios con alta concentración de fosfato (0.1
Y) la casi totalidad de la enzima está comocomplejo BE (y una parte

comoBEB, no activo); el agregado de fumarato tanto en concentracio
nes pcqurñas comoaltas (se ha llegado hasta 0.02 M, relativamente
baja comparada con la concentración del buffer) conduce al único com
plejo activo de concentración significativa en esas circunstancias:
el BES. La reacción se desarrolla comouna inhibición competitiva en
la que el sustrato y el fosfato compiten por el sitio activo de la É
nica especie enzimática presente, BE; por lo tanto la velocidad 11m;

te Vmserá igual a la obtenible sin efecto inhibidor, y la Pg estará
aumentada en l + I/K (I, concentración, y K constante de MichaeI _.y

lis del inhibidor, cn este caso el fosfato) reípceto de la Kh.hipoté
ticamente observable en fosfato 0.1 Msi ni hubiese inhibicion. Ya
hemoshecho referencia en los Resultados a la existencia de un efecto

inactivador del fosfato 0.1 Mrespecto de 0.05 M, cuando se mide la
actividad con fumarato 0.025 M. Esta observación corrobora lo ante
rior: se ha podido obtener este efecto debido a las condiciones ele
gidas para la reacción, una concentración de sustrato que, aunque al

ta, no es saturante para la enzima (recuérdese que KM= 0.04 M en
fosfato 0.1 M). Incidentalmcnte, esto nos muestra también que las
condiciones experimentales elegidas para el dosaje de enzima, aunque

nos dan velocidades iniciales preporcionalcs a la cantidad de fumarg
sa presente, no nos indican la velocidad máximaobtenible con la en
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zima, por la falta de saturación de ésta con el sustrato.
Nuestros resultados indican que la velocidad limite del com

plejo SSS es menor que la de DJS (Vmes 35.5 y 120 para fosfato dilu
ido y concentrado respectivamente). El mecanismodesarrollado prevé
un efecto no observado experimentalmente: por aumento de la concentra
ción de fumarato, en fosfato concentrado, podria llegarse a observar
una curvatura en los gráficos de Lineweaver-Burk que tendiese a velo
eidades limites menores, comoconsecuencia de la competencia del fos
fate y el sustrato por los sitios activadores y el gradual reemplazo
de BESpor SES. Quizás elevando la concentración de fumarato por en

cima de 0.02 Msea dable observar ese efecto; pero debe tenerse pre
sente la posibilidad de inhibiciones paralelas no especificas como
la obtenida por Jaeobsohn(43)

El efecto del pH: El esquema propuesto explica la curva de pH

que hemos obtenido: la existencia de dos ramas, ácida y alcalina, y
el máximoobservado. El desarrollo teórico de Alberty y Massey(81)
para la curva de la velocidad limite en función del pH, conduce, para
el caso de un complejo enzima —sustrato con dos grupos ionizables,
a una serie de curvas, según los pK admitidos para dichos grupos. E

sas curvas, en forma de campana, difieren de la nuestra en el interva
lo dc pH en que sc desarrollan sus ramas, bastante más estrecho que

el de la rama alcalina que hemos obtenido. Esto puede provenir de que
en nuestras condiciones eipci_nenta1es: concentración de fumarato
(0.025 M) medianamente alta, se forman con la enzima dos complejos

activos: ES y SES, cada uno de los cuales tiene pK diferentes para
sus grupos ionizables; de esta manera la curva de pH seria la suma de

dos curvas, una para cada complejo, con lo que aquélla puede extender
se y suavizarse su pendiente. Esto además sugiere que el pH óptimo
encontrado no es el correspondiente a ES, sino también es intermedio
entre éste y el de SES, y que con concentraciones menores de sustrato

obtendriamos curvas más empinadas y con su máximo desplazado. Con res
pecto a la dirección de este desplazamiento, se puede esperar que o

Curra en el sentido de los pH menores; se puede inferir esto del efeg
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to del fosfato, que se comporta comoactivador análogamente a1 fumara
to, y que traduce su acción activadora en un eorrimiento del máximo
de la curva de pH hacia el alcalino, como se verá más adelante. De
resultar cierta esta especulación, la curva limite de pHde la enzi
ma de levadura, a bajas concentraciones de fumarato, se dcsplazaria
hacia pH menores (aunque SiGmpTJquedaria en pie como dificultad ex

perimental para su realización, la sensibilidad de la enzima a los pH
bajos). Este eorriniento no significaría asemejarse a la curva de la

(25),fumarasa de cerdo obtenida por Massey con pH óptimo 5.6, por ha
ber sido observado éste con fumarato 0.017 M, que da un considerable
efecto activador.

La acción de las sales: Hemosestudiado en detalle el mecanis
me del efecto activador del fosfato. Los resultados experimentales a
pH 7 indican que varios aniones se comportan análogamcnte a éste, que
otros son inhibidores, y que los cationes alcalinos y alealinotérreos
no tienen influencia en la reacción. Por analogía con los resultados
de Nann y floolf(24) y de Massey<25) pensamos que el efecto activador

tiene lugar por el corrimiento de las ramas alcalinas de las curvas
de pH hacia pHmás altos; esta suposición está justificada en el caso
del fosfato, pues hemos encontrado una activación mucho mayor a pH 7

que a pH 6, tanto en valor absoluto comorelativo, lo que implica ha
ber corrido el óptimo hacia pH mayores cuando se pasa de un medio li

bre de sales a uno con fosfato 0.1 M. Este corrimiento opera por for
mación de los complejos anión —enzima - sustrato del tipo BJS ya re
ferido anteriormente, los cuales modifican los equilibrios de ioniza
ción de los grupos responsables de la aetividad catalitica, obtenión
dose constantes pK diferentes de las de la enzima libre y del comple
jo ds; en el caso particular de estos anioncs activadores, se obser
va tanto en 3. coli comoen cl cerdo que la constante afectada en la
enzima es la del grupo responsable de la rama alcalina, es decir, el
grupo que en su forma activa es un ácido.

Conrespecto a los efectos de los aniones inhibidores Cl”,

Br, y N03, es e)nveniente considerarlos conjuntamente con los resul
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tados dk la inactivación térmica de la enzima cn presencia dc cloru
ro, cloruro y fumarato, y fosfato. Tanto en la cinética de la hidra
tación del fumarato comoen esa desnaturalización, aquellos aniones
des>mpcñanun papel opuesto al de los sustratos, fosfatos y aniones
relacionados: unos inhiben y favorecen la desnaturalización, y los
otros activan la enzima y la protegen. Esa división de los aniones
cn dos grupos de opuestas propiedades ya se habia observado en la
desnaturalización térmica de proteinas (la serie de anioncs de Hof
mcister) y en la liberación de sulfhidrilos durante la desnaturalizg
ción dc la ovoalbúmina y otras proteinas por sales de guanidina y

(83a);por urea y también en ciertas reacciones enzimáticas en que un
grupo de ioncs es activador y otro no (como en la amilasa de la sali
va<s3b)).

Los resultados con la fumarasa de cerdo apuntan también en g
sc sentido: c1 grupo de aniones 01-, Br_, I- y SON-actúan como inhi

(25’26) deprimiendo la actividad especialmen
5); y el SCN’, el inhibidor

(82)

bidorcs no competitivos
te cn la rana ácida de la curva de pH 2

más potente de los cuatro, induce en la enzima una transformación
intramolecular rápida y reversible (inhibición no competitiva) que
es seguida por un proceso irreversible de disociación en subunidades
protoicas (inactivación semejante a la desnaturalización térmica);
este último proceso, rápido a pH 6.3, no tiene lugar en presencia de
fumarato, a diferencia del fosfato que no lo impide.

¿ntrc estos resultados y las inactivaciones térmicas de la en
zima de levadura hay una analogía evidente; cl Cl- (inhibidor amparan
tado al SCN_)seria capaz de llevar la enzima a un estado catalitica
mente inactivo y térmicamente lábil, que por encima dc 4090 sufre u
na rápida desnaturalización irreversible; el fumarato, aunque no im
pide la primera transformación reversible al estado inactivo, estabi
liza a esta nueva configuración evitando su desnaturalización térmi
ca. Respecto de la participación de los sulfhidrilos dc la enzima en
estos procesos, parece que no debo ser importante: la cisteina no al
tera el curso de la desnaturalización, y la presencia de CngBz au
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menta aún más la labilidad dc la enzima.

e) Los sulfhidrilos esenciales de la fumarasa de levadura: nuestros
resultados de inhibición de la fumarasa por los reactivos para sulf
hidrilos, y la reactivación por la eisteina frente al CngBz, satis
facen los más importantes criterios de Barrón(6o para establecer la
naturaleza tiol de una enzima. Las condiciones experimentales elegi
das —muybajas concentraciones de reactivos, especialmente el mereu
rial, y una pequeña cantidad de cisteina que reactiva la enzima fran
te a concentraciones mayores dc CngBz —hacen descartar todo mecanig
mocnmolafonnación de complejos, o desnaturalizacioncs irreversibles,
y permiten afirmar que la inactivación observada se produce por un a
taque especifico a los sulfhidrilos de la enzima.

La reactividad de estos sulfhidrilos es frente al Melarsen y
el IOBz, del mismo orden de magnitud, y mucho menor que frente al

CngBz. Aúncuando esto puede indicar que los tioles esenciales son
(68)grupos "lentos" (Hellerman y col. Barron<6o)) es decir, de reag

tividad disminuida (lo que puede ser causado por la arquitectura de
la molécula en derredor de esos grupos, que dificulta el acceso al

tiol de algunos reactivos e impide el de otros), también puede deber
se al modode acción del arsenical y del IOBz, que requieren la prox;
nidad de dos grupos sulfhidrilos para formar respectivamente el ditig

(60) y un disulfuro<69),
(68),

arsenical a diferencia del mercurial, que re
quiere un solo grupo -SH

Melarsen IOBz

Proteina-—-S——fis——S—-—Pr0teina Proteina-——S-—S—-—Proteina
R

CngBz
Proteina-——S-—Hg—-Bz

Si la fumarasa no tiene ademásdel sulfhidrilo esencial, otro grupo
—Sflcercano a éste, capaces de unirse ambos ya sea al arsenical o por

el puente disulfuro, la posibilidad de estas reacciones quedará supe
ditada al acercamiento de otro sulfhidrilo, ya sea de una zona aleja
da de la misma molécula o de otra molécula del medio. Ambasalternati
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vas son poeo probables, la primera por estar asociada a una reorien
tación o distorsión favorable de la molécula de enzima, y la segunda
por etigir una colisión orientada de dos macromoléeulas (a más del
reactivo de tioles), y ambosprocesos conducen a una reacción lenta,
como la observada.

Los experimentos de protección por los sustratos y el fosfa
to pued;n integrarse en el neeanismo de la acción de la enzima que
hemosdesarrollado antes. Jllos demuestran que el sulfhidrilo esen
.ial está en el área activa de la enzima, en que el sustrato forma
el complejo primario ES, en efedto, para un amplio rango de concen

traciones de sustrato, la proporción de complejo ES existente, calcu

lada con la constante Ïfi del fumarato a bajas concentraciones, coin
cide aproximadamente con la proporción de moléculas de enzima prote
gidas. La posibilidad que sea el complejo activador ST la forma pro—
tegida de la enzima, queda descartada por cuanto la protección casi
total se observa en concentraciones de sustrato (l mH)en que no hay
efecto alguno de activación. La protección por el fosfato frente al
CngBz, pocu considerable a pesar de su alta Concentración (0.1 M),_
estaria dada por su capacidad para formar con la enzima complejos in
activos EB (es decir, en el sitio activo) dando la inhibición compe—
titiva que ya habiamos mencionado; en esos complejos, el fosfato, que
reemplaza al sustrato, protegería al sulfhidrilo en la mismaforma
que éste. La poca eficacia de la protección se deberia a la baja afi
nidad de los fosfatos por el sitio activo (que también sc refleja cn
1a alta concentración necesaria para lograr el efecto de inhibición);
la misma hace poco probable que sea el complejo activador BE el cau
sante de la protección, porque la mayorafinidad del fosfato por este
complejo haria prever una protección muchamás eficaz que la observa
da.

Tanto la consideración.de la proteccion por los sustratos co
me por el fosfato, nos ha llevado independi,ntemente a postular que
el sulfhidrilo esencial está localizado en el área activa de la enzi
ma. Jn realidad, lo nue estrictamente surge de estos experimentos es
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que en la enzima existe un sulfhidrilo - o varios - cuya integridad
es esencial para la actividad eatalitica, y que está en un sitio de
la superficie de la enzimacapaz de unir a los sustratos y al fosfa
to, a los primeros con una constante de disociación semejante a la
de :ichaelis del fumarato, y al segundo con baja afinidad; y estima

mos que ese sitio debe ser el sitio activo, por la coincidencia —di
fieilmentc fortuita u en las caracteristicas de la formación de los

complejas con el sustrato y el fosfato, tanto para la protección eg
no para la actividad enzimática.
d) Jl requerimiento de tio es libres en una serie de enzimas que en
forma reversible fijan sobre una doble ligadura una molécula de agua

(84), crotonasa<85), (6),
6) (67)8 .aspartasa , y fumarasa de vacuno y de levadura) sugiere que

c un grupo amino (aconitasa 5-dehidr0quinasa

¡".1 os grupos —SHpueden tener un papel en ese tipo de reacciones, ya

sea en la unión del sustrato a la enzima, o en la activación del com
plejo intermedio; algunas posibilidades de su acción se darían por
las siguientes caracteristicas de su reactividad: Puedenunirse a do

(87) formandoun tioéter (estructura propuesta para el
(85))°

bles ligaduras
complejo activo Crotonasa-S-crotonil-Con pueden actuar como
grupos ácidos disociables con un pK intermedio entre 8 y lO (88) y
ademásse les reconoce capacidad para intervenir en uniones hidróge

n

no(09), que podrian fonuarse con el sustrato, o con otros grupos de
la enzima, estabilizando a las configuraciones proteicas catalitica
nrnte activas.

Señalaremos por último que la fumarasa de levadura difiere

profundamente de la de cerdo en dos aspectos: su sensibilidad a los
reactivos tioles, y su labilidad en medios ácidos. Ambostraducen di
fer neias estructurales y quizás en el mecanismointrínseco de la
reacción. Por otra-parte, se plantea el significado de las caracteris
ticas catalíticas y de la estabilidad de la enzima, aparentemente
pr;uaradu para actuar óptimamente en un medio de fosfato a pH 7, y
Cue está en una célula cuyo pH medio es de 5.8(90). Queda siempre la

posibilidad que en el interior dc las mitocondrias en que estaria eL
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cerrada la fumarasa, la composición del medio sea más favorable a su
acción.

ggyCLUSIONss

La fumarasa de levadura cataliza la reacción

fumarato + H20: L-malato
;stablece un equilibrio entre ambosreactivos, independiente del or;

gon de la preparación enzimática, que a 3093 se rige por la constan

te aparente de equilibrio Kap = 3.8.
Las caracteristicas cinéticas de la reacción de hidratación

30a semejantes a las de las enzimas de Escherichia coli y de corazón

de cerdo. La curva de actividad vs. pH, la activación por el fosfato
y otros anioncs semejantes, y los efectos del sustrato y del fosfato
sobre las constantes cinéticas, concuerdan con el mecanismopropues
to para la enzima de corazón de cerdo.

La acción de los aniones inhibidores (halogenuros y nitrato)
tanto nobre la actividad catalitica como(el cloruro) en la inactiva
ción térLiea de la enzima, sugieren un mecanismo ya observado en la
enzima de cerdo en presencia de sulfocianuro, que conduciria a trans
formaciones intramolecularos reversiblcs y a descomposiciones irre
versioles, estas últimas impedidaspor la presencia del sustrato.

La fumarasa dc levadura tiene grupos sulfhidrilos esenciales
para la actividad catalitica, protegidos por los sustratos y el fos
feto, frente a los reactivos para tioles p-cloromercuribenzoato, o
iodosobenzoato, y un arsenical trivalente, el lelarsen. Las caracte
rísticas de la acción de esos protectores, coincidentes con sus pro
piedades cinéticas, permiten interpretar la protección con el meca
nismo propuesto para la reacción enzimática, e indican que muypro
bablementelos sulfhidrilos esenciales están situados en el área ac
tiva de la enzima,

No se estableció concluyentcmcnte el carácter no tiólico dc
la enzima de cerdo: queda en pic la posibilidad de una reacción len
ta con p-eloromercuribenzoato; pero la sensibilidad de la enzima de

:vaáura para los reactivos tioles es de todas maneras muchomayor.
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