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Se ha estudiado la obtención a partir de la levadura de
panaderia (Saccharomycescerevisiae) de la enzima responsable
de la fijación de anhídrido carbónico por dicho microorganismo
y cuyas propiedades permiten clasificarla, de acuerdo a la no­
menclatura adoptada por Utter, comouna carboxiquinasa fosfo­
enolpirúvica que cataliza la carboxilación reversible del fos­
foenolpiruvato de acuerdo a la ecuación:

C Mn++02 + PEPcADP ga 0A+ATP
Se ha desarrollado un método de obtención y purificación

de la enzima a partir de polvo acetónico de levadura que com­
prende las siguientes etapas:

A) Extracción de la enzima con buffer borato 0.05 M
B) Adsorción negativa con gel de fosfato preparado "in

Situ" e

C) Precipitación con sulfato de amonio entre 42 y 55%de
saturación final. Diálisis alcalina. para eliminar el
sulfato de amonioy la cocarboxilasa.

VD Eliminación de nucleatos por precipitación con sulfa­
to de protamina.

E) Fraccionamiento alcohólico en presencia de iones Ca+*,
recogiendo la fracción que cae entre 8.5 y 17%de con­
centración alcohólica (v/v).

P) Precipitación con sulfato de amonio. Diálisis.
G) Fraccionamiento alcohólico en presencia de iones Zn*+.
H) Precipitación con sulfato de amonio. Diálisis.
I) Cromatografía en columnade dietil amino etil celulosa

(DEAB)(0alternativamente en columna de hidroxilapatita)

1

J) Electroforesis de zona en columna de celulosa.
La preparación final se comporta en los experimentos de

electroforesis libre y ultracentrifugación analítica comoun sis­
tema aparentemente homogeneo.

La enzima cataliza el intercambio de 01402 eon el carboxi­
lo É>del oxalacetato a un pH óptimo cercano a 6.1 siendo la
reacción dependiente de la presencia de ATPe iones Mn“. En esas‘
condiciones se pudo aislar oxalacetato radioactivo como2-4 di- J



nitrofenilhidrazona. la cual se identificó por cromatografía en
papel y radioautografia. La acción activadora que el ADPy el
fosfoenolpiruvato ejercían sobre la reacción de intercambio su­
girió que amboscompuestos podrian estar involucrados en la
reacción de fijación, pero los primeros ensayos de oarboxilacibn
directa del fosfoenolpiruvato realizados con extractos poco pu­
rificados y en diversas condiciones experimentales fueron nega­
tivos. Ello recién fué posible llevando a cabo la reacción de
carboxilación en presencia de la transaminasa aspártico-glutá­
mica y glutamato o de la málico dehidrogenass y DPNH.En el pri­

14mer caso utilizando C 0 se pudo aislar y caracterizar por cro­
matografía en papel y raíioautografia, aspartato radicactivo y
en el segundo caso se pudo seguir espectrofotometricamente el
curso de la reacción de oxidación del DPNH.

La reacción de carboxilación del fosfoenolpiruvato requie­
re ADPe iones Mn++y tiene lugar a un pH óptimo de 5.4. El pi­
ruvato mas ATPno pueden reemplazar al fosfoenolpiruvato y ADR.
La formación de ATPdurante dicha reacción y la estequiometria
de la mismase estudiaron utilizando un fosfoenolpiruvato marca­
do con P32 en el grupo fosfato y llevando a cabo la reacción en

presencia de 01402. La determinación de las radioactividades
correspondientes al ATPy oxalacetato formadas en esas condicio­
nes permitió comprobaruna estricta relación estequiométrica en­
tre ambas.

La reacción es especifica para los polifosfatos de la ade­
noaina, siendo la enzima inactiva con derivados de la guanosina,
inosina, citidina y uridina ya sea en la fijación directa o en
la de intercambio, en cambio los deoxiderivados de la adenosina
resultaron parcialmente activos.

Si bien los extractos impurospresentan una parcial acti­
vidad en ausencia de cationes divalentes, los extractos altamen­

te purificados son sumamentedependientes de los mismos. El ion
nnf+

siguiendole en infortancia, el Zn+*, el Co“, el Mg**y el Cd**.
es el mas activo de todos los cationes divalentes ensayados,



Se estudió la influencia de la concentración de bicarbo­
nato en la reacción de carboxilación pudiéndose determinar la

Km(002) a 9.9 x 10 3M y la Km(CO3H) . 5 x 10 3M.
Los reactivos de tioles ejercen acción inhibidora sobre

la enzima. El p-cloromercuribenzoato fue el más efectivo pues
4Mtuvo una acción inhibidora de casi elen concentración 10­

100%.En esas condiciones la enzima puede ser reactivada parb
cialmente por el glutation reducido, dependiendo el grado de
reactivación de la duración del período previo de incubación de
la enzima con el inhibidor. El melarsen fué menos efectivo (20%
de inhibición con una concentración 0.66 x 10'3M). El iodoso­

4benzoato y la N-etilmaleimida en concentraciones 7 x 10- y
5 x 10-4Mrespectivamente fueron inactivos.

De los inhibidores de la asimilación de anhídrido carbó­
nico por la célula entera, que se ensayaron; 2-4 dinitrofenol,
flucruro y azida sódica, tan solo el último fue capaz de inhi­
bir en forma significativa a la enzima.

La enzima ejerce una marcada acción decarboxilante espe­
cificamente sobre el oxalacetato, siendo la reacción dependien­
te de 1a presencia de concentraciones cataliticas de ATP,reem­
plazable por ADPó AMPy sus deoxi-derivados. Los otros nucleó­
sido trifosfatos ensayados carecen de acción activadora sobre
la misma. Cuandola reacción se realiza en presencia de ATP. los
productos de la reacción son piruvato y fosfoenolpiruvato. Es­
te último compuesto se identificó utilizando ATPmarcado con

P32 en los grupos fosfatos K’y (5 y aislando un fosfoenolpiru­
vato radicactivo. En los trabajos de rutina el fosfoenolpiruvato
se determinópor el ortofosfato liberable por nitrato mercúrico.
Con ADPó ANPel fosfoenolpiruvato no se forma durante la reac­
ción de decarboxilación.

Se debe descartar 1a posibilidad de que el ATPactúe en
concentraciones catalitica en 1a reacción. debido a su regene­
ración continua a traves del sistema de la quinasa pirúvica, por­
que si bien se determinó la presencia en los extractos utilizar

PJ



dos de esta última enzima. la mismarequiere estrictamente la
presencia de Mg'N6 Hn++. en contraste con lo que ocurre con la
actividad oxalacético decarboxilante de la enzima de levadura.
que es inhibida por cationes diValentes (Mn*+;Zn"; Cd*+; Co++
y Mg”).

Tambiénlos agentes complejantes de metales tienen acción
inhibidora sobre la mencionadaactividad decarboxilante. Asi el

verseno y la o-fenantrolina en concentraciones 6.7 x 10.6 y
5 x 10-5Mejercieron una inhibición cercana al 100%.La 8-hi­
droxiquinolina y el dietilditiocarbamato de amoniopresentan
una acción inhibidora comparativamente menor. La acción in} ibieú
dora del verseno puede ser suprimida por el agregado de un
concentración adecuada de iones Mn**, pero en ese caso se ob­
serva la acción inhibitoria propia del un”.

A1igual que la reacción de fijación, la reacción de de­
carboxilación es inhibida por los reactivos de tioles, siendo
el más efectivo el p-cloromercuribenzoato, siguiéndole en im­
portancia el melarsen, N-etilmaleimida, iodosobenzoato y el io­
doacetato.

Se discute la posibilidad de que ambasactividades (fi­
Jación de anhídrido carbónico y decarboxilación del oxalaceta­
to) correSpondan a una misma enzima o bién estén relacionadas
con entidades proteicas independientes.

Ademásse describen una serie de experimentos realizados

32-fosfoenolpiruvato y 01402 que pueden interpretarse co­con P

moun indicio de la formación de un complejo intermediario en»
zima-sustrato sobre el que se llevaria a cabo la reacción de
carboxilación.

Iinalmente se discuten los posibles mecanismosenzimá­
ticos involucrados en la reacción, en relación a los resulta­
dos obtenidos con la enzima de levadura de panaderia y otras
enzimas similares.
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CAPITULO g

INTRODUCQION

LA;ASIMÏEACION_DE_LANHIDRIDOmmm
ggg SIer BIOLOGICOS

La asimilación de anhídrido carbónico es un fenómeno biológico ampliameg
te distribuido en la naturaleza y que se ha puesto de manifiesto en casi tg
das las formas de vida, animales, plantas superiores, algas, hongos y bactg
rias. Si se exceptua la asimilación fotosintética y quimosintética del an­
hídrido carbonico (la primera de las cuales ya era conocida en el siglo
XVIII por los estudios de Priestley) y algunas observaciones aisladas sobre
el requerimiento de anhídrido carbónico para el desarrollo de ciertos micro
organismos (l;2 y 3), el anhidrido carbónico era considerado hasta hace re­
lativamente poco tiempo, exclusivamente comoun producto final del metabo ­
lismo y no comoun sustrato activo en gran númerode procesos biosintéticos
que conducena la incorporacion del mismoen las estructuras celulares.

Aun cuando Lebedev en 1921 habia adelantado la hipótesis de la existencha
de la fijación de anhidrido carbónico por organiSmosheterotrofos, es recién
en 1935 que Woody Werkmanestudiando la fermentación del glicerol por las
bacterias propiónicas, demuestran por primera vez la asimilación del anhi ­
drido carbónico (4) y su utilización en la sintesis de acidos dicarboxili ­
cos (5), por microorganismos heterotrofos tipicos. Poco tiempo deSpués un
fenómenosimilar era estudiado en tejidos de animales.(higado de paloma) ca
si simultáneamente por Evans y Slotin_(6); Krebs y Eggleston (7) y Wood,
Nerkman, Hemingwayy Nier (8) y en protozoarios por Niel y col; (9). Desde
entonces se han llevado a cabo estudios intensivos con el fin de resolver
tres tipos de problemas: a) Vias de incorporación biolOgica de anhídrido
carbónico en células o tejidos; b) Naturaleza de las reacciones de fijaflón
y sistemas enzimáticos correspondientes, lo que comprendeel aislamiento y
purificación de los mismos,y c) Significado fisiológico de los mecanismos
involucrados, y en caso de coexistencia de varios mecanismos,participación
relativa de cada uno de ellos en el proceso total.

La amplitud del tema y la existencia de excelentes monOgrafias sobre el
mismo (10,11,12 y 13) exime de analizar todos los aspectos del problema ex­
tensamente, lo que por otra parte excederïa los alcances de esta introduc —
ción. No obstante lo cual es conveniente dar un panorama general sobre el
estado actual de los conocimientos de las reacciones primarias de fijación
con especial atención a las reacciones que podemosagrupar bajo el nombre
genérico de “reacción de Woody Werkman”y a cuyo grupo pertenece la reac ­
ción catalizada por la enzimaobjeto del presente estudio.
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REACCIONESgggglgggs gg FIJgCION gg ANHIDRIDO

CARBONICO

Se puede definir comoreaggión primaria de fijación a la reacción me ­
diante la cual se fonma inicialmente una unión C-C de tipo orgánico entre
el anhídrido carbónico y otro compuesto (Wood, (14)). Actualmente conven ­
dria ampliar la definición de tal manera de poder incluir tambien a;una fo;
ma activada del anhídrido carbónico comoposible agente carboxilante. Las
regeciones secundarias-son aquellas mediante las cuales un gran número de
compuestos pueden derivarse de las productos de la reacción primaria.

El numero de reacciones primarias de fijación que actualmente se conocen
es grande y aun cuando en casi todos los casos estudiados, la fiJación se
traduce en la incorporación de un grupo carboxilo sobre el sustrato respec­
tivo, existe una gran heterogeneidad en lo que a sustratos, cofactores,prg
piedades, mecanismosde reacción y sistemas biológicos en los que intervie­
nen, se refiere. A continuacion se indican las principales reacciones de
carboxilación estudiadas hasta el presente.

A) CARBOXILACION 2g ¿A RIBULOSA DIFOSFATO (RIBULOSA DIFOSFATO CARBOXILASA Q

CARBOXIDISMUngg) '

Es la enzimaprincipalmente responsable de la Iijacion de anhídrido car­
bónico en los organismos foto y quimosintéticos (comoveremos despues pue ­
den aaexistir también en los mismosotras vias de incorporación de anhídri­
do carbónico). Los trabajos de Calvin y colaboradores sobre la fotosínte ­
sis en plantas verdes condujeron a establecer el funcionamiento en las mis­
mas de un ciclo de reacciones mediante el cual el anhidrido carbónico es
transformado, en presencia de la luz y agua, en compuestos policarbonados .
El mismo puede ser dividido en dos grandes etapas, una que puede llevarse a
cabo en la oscuridad ("dark reaction") y durante la cual el annidrido carbg
nico reacciona con la RuDPpara dar un compuesto inestable de óC que se rom
pe para dar dos compuestos de BC cada uno. Por lo menos uno de ellos es
B‘PGA. El otro puede ser también 5=PGAo bien otro compuesto de 30 comoser
la triosa fosfato (gliceraldehido fosfato). En la segunda etapa o serie de
reacciones, el 3-PGAes reducido a triosa'fosfato con ATPy TPNHderivado(ie
la reacción a la luz y agua, la cual a su vez por otra serie de reacciones
regenera a la RuDP.

RuDP
energia radiante (fotosíntesis)

o ' 002 (En 1a oscuridad)
energia quimica (quimosintesis)

PGA

El resultado neto del ciclo es la conversión de b moles de anhídrido ca;
bónico en un mol de fructuosa-ó-P de acuerdo con 1a ecuación:

6 002 + 18 ATP + 12 TPNH --)- F'b'P + 18 ADP+ 12 TPN + 17 Pi (10)

La reacción catalizada por la ribulosa difosfato carboxilasa fué postula



-3­
da y demostrada por Calvin y sus colaboradores (15) casi simultaneamente cma
Horecker (16), y posteriormente purificada a partir de hojas de eSpinaca por
Jacoby y col. (17), Racker (18) y Wáisabachy col. (19). Estos últimos la
obtuvieron en un estado casi puro, electroforeticamente considerado. Su pg
so molecular calculado por medidas de sedimentación y difusion, es de
300.000. La enzimapurificada cataliza la reacción:

C30 COO­

CHOH + co.2 ——-)- 2 ¿HOH + 211+

¿HOH CH20-P03

erizo-Po; = _
Ribulosa 1-5 difosfato= 3-ïoaf0gliceratoá

La mismaes practicamente irreversible. El H para la reacción es de
-5000 cal a 25°C. Es especifica para RuDPy necesita la presencia de iones
divalentes como el Mn++y el Mg++ ; el Co*+, Ni++ y Fe++ son menos efecti­
vos. Parece ser una enzima sulfhidrilo porque es activada por el GSHy la
cisteina, e inhibida por los reactivos de sulfhidrilos. Existen varios me­
canismos prOpuestos para la reacción enzimática (consultar Utter (11)). Si
bien durante la reacción catalizada por la enzima "in vitro", o bien "in vi
vo” en la oscuridad, se forman 2 moleculas de BPGA‘porcada’molécula de RuDP
carboxilada, hay serias dudas de que ocurra lo mismodurante la carboxila a
ción "in vivo" a la luz. Bassnamy Kirk (20) demostraron que la carboxila­
ción de la RuDP“in vivo" a la luz parece ser seguida por la conversión del
producto de la misma en una molécula de PGAyuna molécula de otro compuesto
de 3Cno identificado, pero distinguible cineticamente, que los autores su­
gieren que podria ser triosafosfato o bien un "pool" pequeño de PGAsepara­
do de alguna manera del compartimiento del "pool" principal de PGA. Un ne­
cho interesante que hace nota. Racker (18) con respecto a estaqenzima es la

baja actividad y baja afinidad por el annidrido carbónico (Km= 2x10'2) que
tiene cuando se la ensaya "in vitro", que no parece ser compatible con la
velocidad de incorporación durante el proceso rotosintético "in vivo" con
tensiones bajas de anhídrido carbónico, lo cual lo lleva a suponer que el
comportamiento de la enzima en la célula intacta es diferente, o que un com
ponente muylabil que facilita la carboxilación se destruye al romperse la
célula.

B) CARBOXILACIONQE Lg; ACILCoA

Hasta el momentose nan estudiado cuatro reacciones correspondientes a
este tipo de carboxilacion a las cuales debemosagregar las de transcarbom;
lación. Dichas reacciones son catalizadas por las siguientes enzimas:

PROPIONILCühCARBOXILASA.Cataliza la reacción;



CH3 COO
l I

CH2 g CH-CH3 e = +
I + 002 + ATP + Hzo —«,<-_a»_ I +ADP +P1 + 2HCO CO

I l

SCoA SCoA

PropionilCoA metil malonilCoA

Interviene en la interconversión de prOpionato y succinato en los anima­
les por medio de un mecanismo que Iué aclarado por los trabajos de Ochoa y
colaboradores (21, 22, 25, 24 y 25) y que comprende la siguiente serie de
reacciones:

ATP + CoA + propionato -—€h> propionil CoA + AMP+ P-P (a)

ATP + 002 + propioniiCoA -—ir metiimalonilCoA + Pi + ADP (b)
Metil malonilCoA --i>* succinilCoA --i>- succinato (c)

catalizadas por las siguientes enzimas: a) PropioniiCoA quinasa, b) la
prOpioniiCoA carboxilasa, c) la metilmalonilCoA isomerasa y la succinilCoA
deacilasa. '

La reacción b) catalizada por la propionilCoA carboxilasa en un princi ­
pio se creyó que procedía en dos etapas, en la primera de ias cuales el an­
hidrido carbónico era activado por el ATPliberándose Iosrato inorgánico, y
en la segunda etapa se produciría la carboxilación de la propioniiCoA por el
"CO2activo”. La activación se creyo qugrdebida a la acción de la "fluoro­
quinasa" de Ochoa (26) pero la purificación y criStalización de la mismade
mostró que no tenia ninguna funcion en la reacción. La propionilCoA carbo­
xilasa ha sido ultimamente obtenida al estado cristalino por Ochoay sus cg
laboradores (27) a partir de corazón de cerdo, y el aiá1131s electroforéti­
co y en la ultracentrifuga la señalaron comonomogena. La misma es capaz
de catalizar la reacción total o), es decir que Sl nay previa activación dal
annidrido carbónico ambas reacciones son llevadas a cabo por la mismaenzi­
ma. Tiene un peso molecular de 700.000 y es dependiente de Mg++y grupos4flL
Contrariamente a lo senaiado en un trabaJo anterior (2h) la enzima contiene
cuatro moléculas de biotina por cada molécula de enzima; Tiene también una
ligera acción carboxilante sobre la butiril, crotonil y acetil coenzimaA .

DIMETILACRILILCoAQAEQQXILASA:En la serie de reacciones en el metabo­
lismo de la leucina que conducen a su transformación en acetoacetato y ace­
tilCoA, tiene lugar intermediariamente una reacción de carboxilación de una
acilCoA, la dimetil acrililCoA a emetiigiutaconiicoa. De acuerdo con la re
acción:

CH3 g -ooc-CH2 5 _ +
x c=cn.co..sc:o¿ + ATP + co2 + H20 ¿2- ‘C=CH-CO-SC0A+ADP+Pi'+2H

CHB’" 01-13!

dimetil acrililCoA €3metil glutaconilCoA

La enzima ha sido purificada a partir de un Mycopacterium por Lynen y col.
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(30). En hígado de pollo se estudió una enzima similar (31). La actividad
enzimática es inhibida pc: avidina y 1a enzima aislada de Mycobacterium pa­
rece tener biotina.

ACETILCOACARBOXEASA.Cataliza la cai'Bbxiladón de la AcetilCoA a malo ­
nilCoA de acuerdo con la reacción:

++
Mg .. E = +

CHS-COHSCOA + ATP + C02 + HZÜ -?—e>COO -CH2-CO-SCOA * ADP + Pi + 2 H

y juega un papel importante en la biosintesis de ácidos grasos. La enzima
fué estudiada por Wakil (32) en higado de aves y por Fórmica y Brady (33)
en corazón de cerdo e higado de paloma. Wakil y Ganguly (34) informaron de
la presencia en la enzimapor ellos estudiada, de biotina y la neceSldad de
un ion divalente (Mn++). Kasumorey col. (35) encontraron que extractos 1;
bres de células de M avium, M, gmegmatis y Ngcardia asteroides pueden car­
boxilar reversiblemente la acetilCoA para dar malonato o un derivado del mmï
mo en presencia de Mg++o Mn++, pero en este caso el ATPno solo no es nng
sario para la reacción, sino que actúa comoinhibidor de la misma.

BUTIRILCoA CARBOXILASA.La carboxilación de 1a butirilCoA a 2-etilmalg
nilCoA ha sido estudiada por Stern, Friedman y Menon(36, 37) en músculo eg
quelético de perro, músculo cardiaco de perro e higado de buey, pollo y ra­
ta. Se requiere ATPy un ión divalente Mn++o Mg++y procede de acuerdo a
la reacción:

++

butirilCoA + 002 + ATP+ ¡{20 % 2-etilma10nilCoA + (ADP+Pi)

La reacción es inhibida por la avidina. Los extractos utilizados catal;
zan también 1a carboxilación de la prOpioniICoA y la acetilCoA pero comose
trata de extractos muycrudos no es posible afirmar por el momentoque las
tres reacciones sean catalizadas por la mismaenzima.

Ademásde las mencionadas AcilCoA carboxilasas, Bachhawatt y col. (38)
comunicaronla carboxilación de la hidroxiisovalerilCoA alf?hidroxi:3meti;
glutarilCoA por extractos de higado de rata y corazón de cerdo; y Tustanoff
y Stern (39) de la carboxilación de la crotcnilCoA a.g1utacon11CoA en pre ­
sencia de ATPy Mg++ó M’n++con extractos de higado de rata, reacción rela­
cionada con el metabolismo del glutarato. En amboscasos parece estar la
biotina involucrada en la reacción.

En cuanto al mecanismo de acción, Lynen y col. (30) han prOpuesto un eso
quemageneral, con participación de un complejo intermediario enzima-bioti
na-ánhidrido carbónico, que en el caso de la carboxilación de la dimetil ­
acrililCoA sería:

ATP+ biot ina-enzima ¿:2- ADP-biotina-enzima + Pi
ADP-biotinawenzima + CO --3> CO—biotina-enzima + ADP2 IE&-- 2

C02-biotinauenzima+dimetilacril ilCoA¿biotina-enzi ma+meti1glutaconilCoA

EBANSCARBOXILASAS.Las bacterias prOpiónicas se sabia que formaban pro­
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piónico durante la fermentación del glicerol y también de la lactosa, glucg
sa, etc. y de acuerdo con las primitivas ideas de Woody Werkman(4,5) se
aceptaba que dichos sustratos se transformaban en piruvato el cual era car­
boxilado a oxalacetato y por la via del ciclo de los ácidos tricarboxilicos
convertido en succinico el cual a su vez seria transformado en succinilCoA,
que al decarboxilarse daría propionilCoA y anhídrido carbónico. Ultimamen­
te Swich y Wood(28) investigaron en el Propionibgctgrium shgrmanii si la
fermentación propiónica procedía por la inversa de la serie de reacciones
a), b) y c) señalada anteriormente para los tejidos anümales, y encontraron
que los extractos catalizaban una nueva reacción que denominaron transcarbg
xilación,

Piruvato + metil malonilCoA -ï—-4>-oxalacetato + propionilCoA

En dicha reacción un grupo carboxilo es transferido, a través de un com"
plejo Enzima-"C1", de un dador a un aceptor (en este caso metilmalonilCoA y
piruvato respectivamente). Comola reacción es reversible, puede condu ­
oir a la carboxilación de la prOpioniICoA, actuando el oxalacetato comodo­
nor del grupo carboxilo. Según dichos investigadores, la serie de reacciom
nes que conduciria a la formación de propiónico en las bacterias menciona­
fias seria la siguiente:

SuccinilCoA p3- metil malonil CoA
Metil malonilCoA+ E :2 propionilCoA+ E-"Cl"

Piruvato + E-"Cl"3:! oxalacetato + E
Oxalacetato + 4 H‘ —>»_= succinato

Succinato+propionilCoA :9 succinilCoA+ propionato

Piruvato + 4 H ——>-?propionato

La biotina seria un cofactor de la mencionadatranscarboxilación, y la
mismano requiere mg**ni ATP. Es cuestión actualmente de estudiar en los
microorganismosque decarboxilan el succinico o carboxilan el propiónico,si
los mecanismospor los cuales llevan a cabo dichas reacciones involucran
transcarboxilaciones del tipo señalado anteriormente, reacciones semejantes
a las que ocurren en los tejidos animales, o bien alguna otra nueva reaafión
no estudiada hasta el presente, (ver más adelante la hipótesis de Siu y col.
al respecto, al tratar la carboxitransfosforilasa fosfoenolpirúvica).

Es de hacer notar que recientemente nalenz y Lane (29) han comunicadoqie
las preparaciones de propionilCoA carboxilasa por ellos obtenidas a partir
de mitocondrias de higado de bovino, poseen actividad de transcarboxilasa
pudiendo catalizar la formación de metilmalonilCoAa partir de etilmalonil
CoAy propionilCoA en ausencia de mg++, ADP, ATP o Pi, posiblemente a tra w
ves de las reacciones:

EtilmalonilCoA* Embiotina ï?-“ E-biotina-002 + butirilCoA
E-biotina-CO2 + propionilCoA ¡E::gr metilmalonilCoA + E-biotina
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Asi comola propionilCoA puede ser carboxilada a metilmalonilCoA en el

P. shermanii por una reacción de transcarboxilación en la cual el oxalacetg
to actúa comodonor del grupo carboxilo, se ha demostrado que los extractos
de dicho microorganismopueden también catalizar otras reacd.ones de trans­
carboxilación semejantes (28,108)

_>. malonilCoA+ piruvato

—->E metilmalonilCoA + piruvato

AcetilCoA + oxalacetato

ButirilCoA + oxalacetato

c) REACCIONES‘QE CARBOXILLCION DEPENDIENTES QE PIRIDIN NUCLEOTIDOS
REDUCIDOS

DEHIDROGENASAFOSFOGLUCONICA.Esta enzima cataliza la carboxilación re­

ductiva reversible de la ribulosa-S-fosfato a ácido-ó-fosfoglucónico en pre
sencia de TPNreducido y cationes divalentes de acuerdo a la ecuación:

CHZOH COOH

co H-C-OH

H-(ll OH co T NH 3+ un“) HO-(ll-H + TPN+- + + P + -—-D—
IÁ 2 ‘5—’ I

H-C-OH H-C-OH

¿H20P03H2 mii-ou2°P°3“2
Ribulosa-52P ácido 6-P-glucónico

En una de las reacciones del denominadociclo de las pentosas y se ha de
mostrado en base a estudios realizados sobre la mencionadavia metabólica ,
que está ampliamente distribuida en microorganismos, plantas, y animales
(consultar 10, 42 y 43). Horecker y smyrniotis (40, 41) la han obtenido
parcialmente purificada a partir de levadura. Los mismosautores adelanta­
ron la nipótesis de que la reacción podria proceder por via de la formación
de un ceto derivado intermediario, el ácido 3-ceto-6-fosfoglucónico, pero
dicho intermediario no ha podido ser detectado, ni se ha podido separar la
actividad decarboxilante sobre dicno intermediario y la actividad dehidrogg
násica.

De Mossy col. (44) estudiaron en el Leuconostoc mesenternides una deni­
drOgenasa fosfoglucónica dependiente de DPN,y Hochster (45) en el Asggrgiu
¿gus flavusoryzae encontraron dos denidrogenasas rosrogiucónicas, una depen
diente de DPNy otra de TPN.

DEHIDROGENASAISOCITRICA ("ENZII'JIA ISOCITRICA).
por Ochoaen músculocardiaco (46) cataliza la reacción reversible:

Esta enzima descubierta
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COOH ÏOOHl

CH. H++
¡2 _ + (Mn ) ÏZ i

(¡JH2 4' C02 v"? TPNH + H g CH-COOH + TPN
co ¿nea

I

¿00H COOH

cetoglutárico ac. isocitrico

Ademásde la reacción mencionada la enzina es capaz de catalizar la de a
carboxilacion del oxalsuccinato aCX'cetoglutarato y anhídrido carbónico, y
la reducción del oxalsuccinato a isocitrato por el TPNH(47, 48), lo cual
hizo suponer en un principio que la decarboxilación oxidativa del isocitra­
to procedía en dos etapas catalizadas por enzimas diferentes (47),

d-isocitrato + TPN+ 2:3- oxalsuccinato + TPNH+ H+

oxalsuccinato ¡Ézzirl -cetoglutarato + CO2

Pero los trabajos posteriores de Moyley Dimon.(49, 50) y sobre todo los
de Siebert y col. (51, 52) demostraron que era imposible resolver el sistg
ma en dos sistemas enzimáticos independientes, pues la enzima altamente pg
rificada puede catalizar todas las reacciones mencionadas, permaneciendo
constante la relación entre dichas actividades a todo lo largo del proceso
de purificación. Ademáscomprobaron que el oxalsuccinato comotal no es un
intermediario libre de la.reacción total, porque cuandoel 01402 se incor­
pora al isocitrato, o cuandoel -isocitrato es convertido en alfacetoglg
tárico en presencia en ambos casos de oxalsuccinato, este último no se mar­
ca en grado significativo, adelantando la hipótesis de que más bien el in ­
termediario podria ser un complejo oxalsuccinato-enzima. Contrariamente a
lo establecido antes (47) el Mg++o el Mn++son necesarios para todas las
reacciones catalizadas por la enzima.

La presencia de la dehidrqgenasa isocitrica ha sido descripta en microog
ganismos, plantas y animales (53, lO). En la levadura se han encontrado dos
enzimas (54) una dependiente de TPN; semejante en sus propiedades a la de;
cripta anteriormente, y otra dependiente del DPNque requiere cantidades ca
taliticas de AMPy que decarboxila en forma irreversible al d-isocitrato y
no decarboxila al oxalsuccinato. TambiénPlaut y Sung (55) encaitraron
corazón de cobayo y buey y en músculo pectoral de paloma una isocitrico de—

en

hidrogenasa dependiente de DPNque actúa comola similar de levadura.
ENZIMA MALICA.

hidrogenasa isocitrica, está relacionada en su descubrimiento con las primg_
ras pruebas experimentales de la fijación de anhídrido carbónico por teji —

Si bien su existencia fue sugerida por los trabajos

Esta enzima muy semejante en su comportamiento a la des­

dos animales (6, 7).
de Lwoff y col. (56, 57), fué demostrada por primera vez en higado de palou
ma por Ochoay col. (58, 59) y se comprobó que cataliza la carboxilación ng
ductiva reversible del piruvato en presencia de TPNHy Mn++para dar l-malg



to y TPN+ ,

gm; Mn++ ¡>00
'__ +

(Il-0 + co2 + TPNHfi CH2 +- TPN

000' (IZHOH
coo‘

La enzima también decarboxila al oxalacetato y esta decarboxilación es
estimulada po: el TPN.
habia postulado al oxalsuccinato comoun posible intermediario de la reac­

Comoen el caso de la enzima isocItrica en que se

ción, en este caso, en un principio también se supuso que el oxalacético pg
dria ser el intermediario, pero dicha posibilidad se descartó pués la util;
zación de C 402 permitió demostrar la no rotulación del oxalacetato cuando
este se incubaba con la enzima, malato, TPN, Mn++y 01403HNa, incorporándo­
se no obstante este último en el í’carboxilo del malato. Butter y Lardy
(61) obtuvieron la enzima málica de higado de paloma con un alto grado de
pureza sin poder separar las dos actividades. Corroboraron también la espe
cificidad del TPNcon reapecto a ambasactividades y sugirieron que las mis
mas están asociadas a un mismocentro activo de la enzima.

En Lactobacillus arabinosus (L¿ plantarum) existe una enzima málica de —
pendiente de DPNque tiene caracter adaptativo (62); y en Ascaris lumbgi ­
coides (63) y en la hemolinfa de la larva del gusano de seda (64) se han des
cripto sendas enzimas malicas dependientes de DPNy TPNreapeCtivamente,que
carecen de actividad oxalacético decarboxilásica.

La enzima dependiente de TIN está muydifundida entre los seres vivos
pués se la ha encontrado en higado de aves y mamíferos, corazón, cerebro y
riñon, en Escherichia coli y otros microorganismosy en tejidos de plaitas
superiores (53, 65, 66), especialmente en hojas verdes.

Las reacciones catalizadas por la enzima málica y las dehidrogenaaa citr_i_
ca y fosfoglucónica están desplazadas, en las condiciones de baja tensión
de anhídrido carbónico que comunmenteprevalecen en los sitemas biológicos,
nacía una decarboxilación franca, no obstante lo cual se ha podido obtener
sintesis neta de d-isocitrato y l-malato por carboxilación del Á’cetogluta­
rato y piruvato respectivamente, acoplando a los sistemas mencionadosotro
sistema que provea continuamente de TPNH,como el de la glucosa fosfato
deshidrogenasa:

Glucosa-6-P + TPN+ + H o2 Fi. ó-P-gluconato" + TPNH+ 2 H+

resultando la reacción total:
TPN

glucosa-64" + piruvato («cetoglutáricw + CO —-——9.2

—-—L 6-P-gluconato + 1-malato (d-isocitrato)

En el caso de la enzima málica el agregado al sistema anterior de la fuu
marasa que transforma al malato formado en fümarato, desplaza todavia másla
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reacción en el sentido de la carboxilación. En ese sentido son muyintere­
santes las experiencias.de Vishniac y Ochoa(67, 68), los cuales, utiliza ­
ron comosistema regenerador de TPNH,al sistema fotoquimico de los cloro ­
plastos capaz de catalizar la reacción:

¿á 5o2+TPNH
fragmentos

clorOplásticos
i ¡{20 + TPN

En esa forma incubando a la luz la enzima y los sustratos respectivos en
presencia de clorOplastos aislados de hojas de eSpinaca y cantidades catali
ticas de TPNse observó una marcada formación de l-malato y d-isocitrato que
no ocurre en la oscuridad o cuando ae omite la enzima correSpondiente o el
TPN.

NWDEHQDDIM
Bajo este nombre genérico de "reacción de Woody Werkman‘podemos actua;

mente agrupar a una serie de reacciones que si bien presentan una gran het;
rogeneidad en lo que naturaleza del sustrato, cofactores y mecanismode re­
acción se refiere , tienen en comúnel hecho de sintetizar oxalacetato por
carboxilación de un compuesto de 3 C. Woody Werkmanen sus estuiios sobre
la fermentación del glicerol por las bacterias propiónicas (4, 5) demostra­
ron que se Droducia en el medio un aumento de carbono orgánico total, equi­
valente a la disminución del carbono inorgánico (anhídrido carbónico),y que
el succinico formado era practicamente el responsable de dicho aumento, lo
cual parecería indicar que habia habido una fijación de anhídrido carbónico
sobre un compuesto de 3 C para dar un ácido dicarboxilico de 4 C. Conside­
rando que el compuesto de 3.C que más probablemente podia actuar comoaceg
tor de anhídrido carbónico en dicho sistema era el piruvato postularon la
reacción:

ïH3 fOOH
c=o + C02 —-> GH2

¿00H ‘-O

COOH

ácido pirúvico ácido oxalacético

comoetapa primera en la serie de reacciones que hipotéticamente conduciria
a la formación de succinico:

CO2 + 01-1300 COOH -—) COOH CH.2 CO COOH

COOH CH2 co COOH + 2H -———;> COOH CH2 CHOH COOH

COOH CH CHOH COOH +-2H --€b- COOH CH CH2 COOH + H2 O2 2

y que experiencias posteriores (69) empleando01502 parecieron confirmar'
pués el rótulo aparecia exclusivamente en los grupos carboxilos del Succing
to.
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Resultados de experiencias posteriores de Evans y Slotin (6, 71) y Wood

y colaboradores (8) sobre 1a fijación de anhídrido carbónico por extractos
de hígado de paloma fueron también interpretados en base al funcionamiento
de la reacción de Woody Werkman, no obstante que hasta ese momento, no se
había tenido en ninguno de los casos, evidencia directa de la incorporación
de anhídrido carbónico en el oxalacetato. Es en 1945 que Krampitz, Woody
Werkman(72) trabajando con el Micrococcus lysodeikticus, un microorganismo
que por trabajos de Krampitz y Werkman(73) se Sabia que tenia una enZima
capaz de decarboxilar específicamente a1 oxalacetato al nivel del carboxilo
= para dar piruvato y anhídrido carbónico, obtuvieron incorporación de
01302 en el mencionadocarboxilo del oxalacetato durante la decarboxilación
enzimática de este último, lo cual sugería la reversibilídad de la reacción
de decarboxilación. La reacción de intercambio se llevaba a cabo incubando
una suspensión de células lavadas con acetona, con oxalacetato y bicarbaia­
to radioactivoly dejando que se decarboxilara 1a mitad del oxalacetato pre­
sente, el resto del mismoera decarboxilado químicamente con Al+++o citra­
to de anilina, que eliminan específicamente el carboxilo ¿a del oxalacetato
y el anhídrido carbónico resultante era recogido y medidasu radioactividad.
El fundamento de este método comomedio de determinar la actividad carboxi­
lante de los extractos, residía en el hecho de que aunque el equilibrio de
la reaCción estuviera completamentedesplazado hacia la.decarboxilación,de

tal manera que no se pudiera obtener una síntesis neta de oxalacetato, sieg
do la reacción reversible deberían coexistir simultáneamenteambas:reaccio­
nes lo cual permitiría que el anhídrido carbónico radioactivo se incorpora­
ra al oxalacetato y pudiera ser detectado siempre que se detuviera la reac­
ción antes que todo el oxalacetato fuera destruido. Por otra parte si el
piruvato no fuera el verdadero compuestosobre el cual se fijaba el anhídr;
do carbónico (como se comprobóposteriormente), la reacción de intercambio
permitía salvar el inconveniente que representaba la ignorancia de la natu­
raleza del verdadero sustrato para la carboxilación, pues la siguiente se ­
rie de reacciones tendrían lugar durante diana reacción

COOH-CHz-CO-COOH——>s [1g + 002

[x] + 6’02 ¿:_> C#OOH=-CH2-CO«-COOH
# #

COOH-CHZCO-COOH+ C 02 A, C OOH-QízCO-COOH4' C02

en la cual [ X) representa al verdadero sustrato.
En las mencionadas experiencias de Krampitz y col., no se agregaba nin ­

gun catión a la mezcla reaccionante, pero ellos observaban que cuando traba
Jaban con células deficientes en Mg+*,la reacción de intercambio no tenía
lugar a menos que se agregara dicho catión al medio.

Trabajos posteriores.de McManus(74, 75) con extractos libres de célu"sj
las.de M; lysodeiKticug dializados, corroboraron la necesidad de un catión
divalente, Mg++reemplazable por mn**, para que la reacción de intercambio
se llevara a cabo y que el ATPtenía muypoca influencia en la misma.
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Casi simultaneamente con Krampitz, Woody Werkman; Evans, Vennesland y

Slotin (76) encontraban en extractos libres de células obtenidos a partir
de higado de palomatratado con acetona fria, una enzima termolabil, activa
da por Mn++con actividad oxaloacéticO-decarboxilásica y a cuya reversibil;

dad atribuian la capacidad que tenian dichos extractos de fijar C1102cuan­
do se incubaban con piruvato y/o fumarato en presencia de Mn++. En esos cg
sos la radioactividad aparecia en los carboxilos del fumarato, malato, pirg
vato(.) y lactato (77). A pesar de ello no se habia podido obtener con los
mismosextractos fijación de anhídrido carbónico radioactivo en el oxalace­
tato en las condiciones antes.mencionadas para la reacción de intercambio
(77). Ello recién se obtuvo cuando Utter y Wood(78, 79) añadieron ATI’ala
mezcla reaccionante, hecho posteriormente corroborado por Vennesland y col.
(80).

La identificación del oxalacetato comoel producto en el cual se incorpg
raba el C1402 por el sistema de higado de paloma fué hecha fehacientemente
por Utter (81). Hasta ese momentoel criterio que se habia seguido para i­
dentificarlo era la decarboxilación por Al+++o citrato de aiilina del o de
los productos de la reacción. Utter separó los acidos de la mezcla de reag
ción usando cromatografía de partición en columna de silica gel con butanol
cloroformo. La fracción que contenia el oxalacetato rué analizada por de ­
carboxilación con Al+++ comprobandose que era homogeneay que la radicacti­
vidad especifica del anhídrido carbOnico deSJrendido era tan solo ligerame¿
te superior a la correspondiente a la muestra original antes de ser sometiu
da al fraccionamiento cromatográfico. Debemosmencionar el hecho de que ni
el sistema de higado de paloma ni la enzima del M¿_lysodeikticug carboxila­
ban directamente el piruvato para dar oxalacetato de acuerdo a la postulada
reacción de Woody Werkman. Los estudios de incorporación de anhídrido car
b0n1co en el oxalacetato por extractos de higado de paloma se complicaron
todavia más cuando Ochoa demostró en los mismos la existencia de la reaccion
que lleva su nombrepor la que se realiza la carboxilación reductiva del
piruvato en presencia de TPNHpara dar malato, pues en un principio se con­
sideraron ambas actividades comodependientes una de la otra. Según Ochoa
(53) la reaccion de iiJación de anhídrido carbónico en el higado era la co­
rrespondiente a la enzima malica J la incorporación de C1402en el oxalace­
tato en presencia de ATPera un fenómeno secundario debido a una serie de
reacciones en las cuales intervenian el oxalacetato y el ATPque conducian
a la formación de malato cuyo grupo ' carboxilo se intercambiaba con el
C1402por acción de la enzima málica, luego el malato asi marcado se trans­
formaoa nuevamente en oxalacetato por acción de la málico desnidrogenasa .
Utter (81, 84) para estudiar la posible relación entre ambosmecanismos de
fijación de anhídrido carbónico en extractos de higado de paloma, incubó el
extracto con oxalacetato y ATPy con malato y TPNeipresencia de CJ'4O2 y

‘ I

(_)Posteri0rmente se interpretó la fijación de 0110. en las caidiciaies uti
lizadas por dichos autores a través de la reacción e la enzima málica que
en esa epoca todavia no habia sido descubierta,
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comprobóque en el primer caso ia radioactividad especifica del OAera 3 a
4 veces mayor que la del malato (lo cual excluia al malato comoposible
precursor del oxalacetato) y en el segundo caso ocurría la inversa (lo cual
excluia al oxaiacetato comoprecursor del malato). Dichos resultados po ­
dian ser interpretados en base a las siguientes hipótesis: a) existencia
de dos mecanismosindependientes para la fijación de 002 por los extractos
de higado de paloma, uno dependiente de ATPque conduciria a la sintesis de
oxalacetato y otro dependiente de TPNpara la sintesis de malato; b) inco;
poración de anhídrido carbónico en algún compuesto intermediario comúna ag
bos sistemas, que podria evolucionar hacia la formación de oxalacetato en
presencia de ATPo hacia la formación de malato en presencia de TPN, hipotg
sis también sostenida por Ochoa (85).

El problema comenzóa aclararse definitivamente cuando Utter y Knrahashi
(86) aportaron evidencias de que era el fosfoenolpiruVato, en lugar del pi­
ruvato, el compuesto de 3 C que actuaba comoaceptor en la reacción de car­
boxilación que conducía a la Íbrmación de oxalacetato. Es interesante ha ­
cer notar con respecto a este punto, que ya en un trabajo de 1940 (70) Wood
y Werkmanseñalaban la posibilidad de que en la reacción de fijación de an­
hídrido carbónico estuviera involucrado un ester fosfórico, sugiriendo que
el mismopodria ser.un fosfopiruvato. Finalmente Utter y colaboradores en
una brillante serie de trabajos (87, 88, 89) demostraron que ki “enzima má­
lica" y la enzima reaponsable de la fijación de anhídrido carbónico 61 el
oxalacetato podian ser separadas completamentey purificadas, constituyendo
entidades.independientes, aclarando además1a naturaleza de la reacción en­
zimática de sintesis del oxalacetato (carboxiquinasa fosfoenolpirúvica).

Debemosmencionar en esta reseña las observaciones de Kalnitsky y cOl.
(82, 83) sobre la formación de oxalacetato o un compuesto muyrelacionado ,
por carboxilación directa del piruvato con extractos de E¿.gg;; y Proteus
morganii. El oxalacetato formado en esas experiencias fue identificado por
cromatografía en papel. Pero la naturaleza de la reacción involucrada no
ha sio hasta el momentodemostrada.

Ademásde la mencionada carboxiquinasa fosfoenol pirúvica actualmente se
conocen otras tres reacciones que conducena la sintesis directa de oxalacg
tato por carboxilación de un compuesto de 3 C y que conjuntamente con la
primera corresponden en lineas generales a.la primitiva reacción de Wood y
Werkman. Las enzimas responsables de las mismas son tratadas separadamente
a continuación, adoptando lu nomenclatura utilizada por Utter (11).

CARBOXIQUINASAÉQSFOEJcLilfiUVIC. Cataliza la carboxilación reversible
del fosfoenolpiruvato en presencia de nucleósido difosfato y un catión diva
lente de acuerdo a la reacción general:

CH2 fi coo“ _
l _._ __ 5' (Me ) | + XTPE
C-OPO3+ ¿LP + CO2É CH2

- l
00 COI­

coo
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En la cual XDP, XTPy Me++representan al nucleósido di y trifosfato y al
catión divalente correspondientes. No se conoce todavia la especie de aun;
drido carbónico que interviene en la reacción (CO2 , COBH'ó una forma "ac­
tivada” de los mismas). Se la aísló y estudió'por-primera vez en el higado
de pollo por Utter y Kurahashi (87) y posteriormente se la ha localizado
también en bacterias y plantas superiores. Su distribución detallada secog
siderara más adelante conjuntamente con la correspondiente a las otras enz;
mas del grupo. La especificidad hacia los nucleósidos polifoafatos, reque­
rimiento de cationes, acción de reactivos de tioles y de inhibidores.y meca
nismo de acción, son temas que se discutirán detalladamente en los capitu­
los reapectivos subsiguientes en relación a los datos experimentales obten;
dos en el estudio de la carboxiquinasa fosfoenolpirúvica de la levadura.

CARBOXILASAFOSFOENOLPIRUVICA.Esta enzima que fué descubierta por Ban­
durski y Greiner (90) en nojas de espinaca, cataliza la carboxilación del
fosfoenolpiruvato en presencia de cationes divalentes.con liberación de or­
tofosfato, y se caracteriza por su carácter irreversible y por no necesitar
nucleósidos difosfato.

CH C

I 2 = (Me++) IH = +
(|30P03+C02+H20 ——-w>-02 +P04H +H
COO' . 0

COO­

La-reacción puede seguirse, midiendo el oxalacetato formado, el ortofosfato
liberado, o bien acoplandole el sistema de la málico dehidrOgenasay midieg
do la oxidación del DPNHespectrofotometricamente.

Bandurski y Greiner utilizaban Mg.Hcomo activador, el Mn++tenia una ag
ción insignificante en la formación de oxalacetato, hecho que ellos atribu­
yeron a la acción decarboxilante del Nin++sobre el oxalacetato (91). Walker
(92) trabajando con la enzima de Kalgnchoé crenata encuentran que el Mn+*
es tan activo comoel mg+*; de los otros cationes ensayados sólo el Cd++y
el C0++son parcialmente activos, los demasno solo no tienen actividad Si?

++ ++ ++
no que algunos de ellos (Fe++, Co , Zn ,

++
hibidores cuando actuan en presencia de Mg .

y Ca++) son fuertemente in­
El fosfato incrgánico est im__u

la la carboxilación (91, 92) pero en_concentraciones superiores a 0.01 Mig
hibe a la enzima de Kalanchoe (92).

sulfhidrilo porque la estudiada por Bandurski requiere adición de BH4Na,glg
La enzima se comporta como una enzima

tation o cisteina para actuar (91) y si bien la aislada de germende trigo
por Tcheny Venneslandono necesita didias adiciones, es inactivada por el
PCMB(94). Los valores de las Kmaparentes determinados por los distintos
autores son: para el anhídrido carbónico, 2.2xlO-4M (92); para el PEP ,
1,5 a 1.9 x 10'4 m (92) y 5x10'4 (91).

La irreversibilidad de la reacción fiié demostrada por la incapacidad del
oxalacetato de intercambiar su carboxilo x con 01402 y también por no for ­
marse fosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato (91), ademásel P -ortofos
fato no se intercambia con el grupo fosfato del fosfoenolpiruvato (91).
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Cálculos hechos por Tchen y col. (95) de los valores de 1344 Fo y de la

constante de equilibrio para la reacciCn PEPÉ + COZH-—=>OA: + Pi: , en bg
se a los datos de Burton y Krebs (96), arrojaron los siguientes valores:
A}F° = ¿7.21 Cal y K = 6.o x 10 los cuales están de acuerdo con la aparen­
te irreversibilidad de la reacción.

Bandurski y Greiner (90) postulaban comoproducto primario de la carbox;
lación a 1a forma enólicq¡de1 oxalacetato pero Tchen y col. (95) demostra ­
ron experimentalmente, llevando a cabo la reacción en un medio de D20, que
es.1a forma cetónica del oxalacetato y no la forma enólica la que resulta
de la fijación del anhídrido carbónico.

CARBOXITRANSFOSFORILASAFOSFOENOLPIRUVICA. Esta enzima, recientemente
descubierta y estudiada por Siu, Woody Stjernnolm (97) fué aislada de ex.­
tractos sonicos de Propionibacterium shermanii y cataliza la reacción:

I“gw­
Fosfoenolpiruvato+ CO2+ Pi ? oxalacetato + P-P

Su actividad se mide espectrofotometricamente acoplándole el sistema de la
malico dehidrogenasa. El Mg++puede ser reemplazado por Mn+. La forma —
ción de pirofosfato fué demostrada utilizando P32-ortofosfato y aislando
cromatograficamente el P -pirofosfato formado, también se lo caracterizó
acoplándole el sistema de la UDPGfosroriiasa y utilizando P32—ortofosfato.
Los productos de la reacción se aislaron cromatograficamente, observándose
tres manchas radioactivas correspondientes a UTP,P-P y Pi. La reacción es
reversible, fonmandosefosfoenolpiruvato a partir de oxalacetato y pirofos­
fato, constituyendo 1a primera demostración de que el pirofosfato puede ac­
tuar comodador de grupos rosfatos ricos en energia. La avidina, en una e;
periencia realizada, no demostró ser inhibidora de la carboxilación. En og
se a esta reacción Siu y col. interpretaron la fijación de anhidrido carbó­
nico y formación de succinico durante la fermentación del glicerol por las
bacterias propionicas, hecho estudiado primitivamente, comose na hecho men
ción, por Woody Werkman(5), procediendo de acuerdo a 1a siguiente serie
de reacciones:

ATP -2H -2H
Glicerol--%Pg1icerol-P --!>triosa-P --%>-fosfoenolpiruvato

Fosfoenolpiruvato + CO2+ ri —ï—4>-oxalacetato + P-P
+411Oxalacetato --ü>-succinato

PIRUVATOCARBOXILASA,La reacción catalizada por esta enzima es la que
mas se asemeja a la primitiva reacción de Woody Werkman, porque correspon­
de a la carboxiiación del piruvato para dar oxalacetato de acuerdo con el

1 ° t =S guien e esquema

ÏH3 _¿++ ÏHZ
lo +ATP+<D2 ——-—->n5co +ADP+Pi
COOH COOH
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Fué aislada de mitocondrias de higado de aves por Utter y heech (98) y se

lla encontró también en higado de rana, buey y conejo y en cerebro y riñon
de conejo (ll). Requiere especiricamente ATPy Mg++para actuar pudiendo

leste último ser parcialmente reemplazado por Mn++y Cof+. El hecho más cu­
\rioso es la estricta necesidad de cantidades cataliticas de acetilCoA (reem
‘plazable por propionilCoAy crotonilCoA), cuya concentración no varia apre­
ciablemente durante la reacción. Empleandoacetil-l-Gl4-C0A no se pudo de­
tectar la aparición de radioactividad en el oxaloacetato formado. La posi­
bilidad de que la acetilCoA actuara fijando anhídrido carbónico para dar mg
tilmalonilCoA y esta última reaccionara con el piruvato de acuerdo con la
reacción de transcarboxilación de Swick y Wood(28) de acuerdo con el si ­
guiente esquema:

AcetilCoA + ATP + co2 ._._>- malonilCoA + ADP + Pi + 2H+

MalonilCoA+ piruvato ¿v oxalacetato + acetilCoA

se debió descartar debido al hecho de que los extractos son incapaces de
carboxilar a la acetilCoA, y la malonilCoAno puede reemplazar a la acetil
CoAy ATP en la carboxilación. La enzima es inactivada por el PCMBy tam­
bién por la avidina pero este último electo puede ser anulado por el agrega
do de biotina. Debemoshacer notar el hecho de que en la preparación cruda
mitocondrial se encuentra también la carboxiquinasa rosfoenolpiruvato aun —
que la posterior purificación del extracto la elimina.

Seubert y Remberger(9a) aislan y purifican una piruvato carboxilasa de
gg¿ citrongllolig que se caracteriza por no necesitar agregado de ninguna
acilCoA, hecho que la diIerencia Iundamentalmente de la enzima semejante de
origen animal. Comoella requiere Mg++y ATPy la biotina actúa como grupo
prostetico de la enzima. La reversibilidad de la reacción la demuestran
ac0plandole los sistemas de la nexoquinasa y la glucosa ó-P-deshidrogenasa
y observando la reducd.ón del TPNeSpectrofotometricamente.

Mg++
Oxalacetato t ADP+ Pi —?-—a—piruvato + 002 + ATP

Glucosa * ATP -—’—9L-glucosa—6-P + ADP

G1ucosa-6-P + TPN+ ———+ ó-P—gluconato + mm + H“
++

Mg ADP
Jxatlaceta'to+Pi+glucosa+TPN+ --¿-ü> piruvato+002+6-P—g1uconato+TPNH+H+

En base a experiencias de intercambio realizadas con sustratos radioact;
Jos Seubert y Remberger (99) prOpusieron comomecaiismo de la carboxilación
in esquema semejante al propuesto por Lynen y col. (100) para las acilCoA
:arboxilasas: '

. . . _ . _ . . _ . + ­
ATP + C02+biot1na en21ma -EÏ-€D- CO2 biotina enzima AuP + Bi

COZ-biotina-enzima + piruvato -g-¡> oxalacetato + biontina-enzima
biotina-enzi ma ­

ATP + C02+ piruvato -————-——————1i>—oxalacetato+ AUP + Pi
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Ya se ha hecho mencion de los trabajos de Kalnitsky y col. (82, Ï83) 8Q;

bre 1a formación de oxalacetato por cabosilación directa del piruvato por
extractos de E¿ coli y 23 morganii; teniendo en cuenta estos últimos traba
Jos, es cuestión de investigar mas detenidamente didïas observaciones, pués
una reacción comola de la piruvato carboxilasa podria ser la responsable
de dicha carboxilación. Otro tanto podria ocurri'en el Aspergillus n' er ,
si tenemos en cuenta el trabajo de Woronick y Johnson (101) en el cual de —
muestran la presencia en dicho microorganismo de dos sistemas carboxilantes:
uno de ellos correspondiente a unacadnxmqünasafosfoenolpirúvica, y el otro
que utiliza piruvato y ATPy según los autores, probablemente forma oxalacg
tato comoproducto inicial. Un sistema semejante se encontró en el Chroma­
tigg (102)

mom ICO DECARBOXILASAS

Conviene hacer mención en este momentode las oxalacetico decarboxilasas,
debido al necho de que han estado íntimamente relacionadas al estudio de la
sintesis de oxalacetato, ya que en un principio se tomó la presencia de di­
cha actividad decarboxiiante en sistemas biológicos, comoindicio de la ext;
tencia en los mismos, del sistema enzimático responsable de la reacción de
Woody Werkman. Debemoshacer notar que si bien existe una abundante lite­
ratura al respecto, salvo unos pocos casos, hay en general una gran incert;
dumbreen lo que respecta a la naturaleza de las actividades oxalacetico de
carboxiiantes en ella citadas, pues en muchascasos, los datos experimenta­
ies aportados no permiten decidir si se tratan de verdaderas oxalacetico de
carboxilasa, o bien de las reacciones inversas.correSpondientes a las carbg_
xilaciones reversibles antes mencionadas, sin olvidar a la enzima málica<mie
comose ha mencionado anteriormente tiene una marcada acd.ón decarboxilante
sobre el oxalacetato.

Si bien Woody Werkmannabian postulado la sintesis de oxalacetato por
carboxilación del piruvato en 1935, ninguna enzima que catalizara la de —
carboxiiación del oxalacetato se uabia descripto hasta 1941, año en que
Krampitz y Werkman(73) demostraron en el M¿ lygodeiktjcus.la presencia de
una enzima termolabil que cataliza dicha reacción en presencia de Mg+*:

++

COO'CHZCO COO' + H+ —————q;>CO2 + CHBCO COO­

Posteriormente la enzimarué purificada y obtenida al estado cristalino por
Herbert (l3i) aún cua.do el analisis en ia uitracentrífuga demostróla pre­
sencia de tres componentesen dicha preparación. Requiere comocofactor un
catión divalente, siendo el Mn++,el Cd++y el Co++los más efectivos. Es
inactiva frente al piruvato acetoacetato, cetoglutarato, cetogluxarato,
oxalsuccinato, dinidroximaleico y dinidroxitartárico (132).

La enzima cristalina no contiene biotina ni ningun otro grupo prostático
(131). La enzima es también capaz de catalizar la reacción de intercambio

de C1402 con el carboxilo Q del oxalacetato en presencia de M'n++o Mg++ ,
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pero dicho intercambio no es activado por el ATP(74, 75). Plaut y Lardy
(133) purificaron parcialmente de Azotooacter vignelandii una enzima que de
carboxila a1 oxalacetato pero que tiene una capacidad muy baja de incorpo —
rar anhídrido carbónico en el carboxilo Tambiénrequiere un
catión divalente siendo los más activos el Mn++,C y Zn++.
zima actúa con el primero, es inhibida por el ortofosfato, pirofosrato y
ATP. La preparación parece contener biotina pero no se dJserva un aumento
correlativo de la cantidad de la mismay de la actividad especifica enzimá­
tica.

del mismo.
++

o Cuando la en

La preparación más pura contiene 0.017 moles de biotina por cada
100.000 gr de proteina.

Corwin demostró la presencia de una oxalacético decarboxilasa en mitocog
drias de nigado de rata (134) independiente de nucleotidos, que requiere
Mg++para actuar, pero<que es inhibida por el Mn++.

La actividad oxalacético decarboxilasica de tejidos de plantas superio ­
res fué investigada por el grupo de Vennesland.(135; 136; 136; 158 y 139)eg
contrandola en rabano negro, gérmen de trigo, eSpinaca, semilla de guisan ­
tes, en raices de pereJil, acelga, zananoria y chirivia. Las globulinas
cristalinas de semillas de ciertas cucurbitaceas y el micelio de Aspergilgg
giggg también poseen actividad oxalacetico decarboxilasica (lóB y l4o).

Masdetalles sobre activadores, inhibidores y mecanismode acción serán
dados en los capitulos correspondientes subsiguientes.

E) OTRAS REACCIONES QQ_CARBOXILACION

SINTESIS QE_5-AMINO:4—IMIDAZOL CARBOXAMIDARIBOTIDO.

dios de Bucnanany colaboradores (103) sobre sinteSls de purinas en higado
de paloma,:3e demostró la ex1stencia de una etapa.consistente en la carbox;

Durante los estu —

lación del 5-'am1noimida20l ribotido en presencia de mg**,ATPy aspartico
nara dar el 5-amino-4-imidazol (N-succinil carboxamida) ribotido (SAICAR).
Estudios posteriores (104) permitieron comprobar que esta reacción podia
desdoblarse en otras dos. Asi cuando el 5-amino imidazol ribotido se incu­
baba con los extractos en presencia de annidrido carbónico, se pudo aislar
por cromatograria en columna de Dowexl a 300, el producto de la carboxila­
cion, un compuestoal cual por datos espectrofotométricos se le atribuyo la
estructura del 5 amino-4 imidazal carboxilribótido, el cual en una segunda
etapa reacciona con ATP, Mg++lyaSpartico para dar el SAICAR.

o

ECH-N. Ho“ ‘c—N _++
Icl lH + co ——> El Ion ATP’IHg SAICAR

HzNZ “N/ 2 'E HzN' ‘N/ É part—i_co

R-5P lll-5P

Hay indicios de que en la carboxilación interviene la biotina, pues en expe_
riencias nechas con S, cerevisiae, en las cuales se lo nace desarnallar en
un medio carente de biotina, se acumula en el medio la base 5-aminoimidazol

‘(105).
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DECARBOXILACIONREVERSIBLEDEL PIRUVATO. La decarboxilación reversible

del piruvato demostrada en ciertos microorganismos es un problema todavia
no resuelto completamentesi bien na sido y es actualmente objeto de inten­
sivos estudios. Ya en i944 se saoia que ia E¿_coli y el Clostridium.pgtxgi­
pum eran capaces de degradar al piruvato en presencia de ortofosfato para
dar acetiifosfato y formato el primero (109, llO'y lll) y acetilfosfato,ag
hidrido carbónico e hidrógeno el segundo (reacción rosroroclástica) (li2 ,
ii3). El E¿‘gg;i tiene tambien una nidrogeniiasa que transforma ei formato
en anhídrido carbOnico e nidrógeno. En el caso del Q¿ butyrjgum no se for­
maformato intermediariamente. La reversibiiidad de ias reacciones Iué coa
probada posteriormente utilizando CLB-ïormato (111) y 01302 (li4)

E.coli _
_..___>. _ _ _ "‘ ­

E CH3co oro3 + h-COOH¿002 + H
C.butyricum ­—_——> ­

H: 2
CHj-COÜCOOH + P04

En el caso del 5‘ coli la reacción de intercambio del formato con el ca;
boxiio del piruvato requiere comocofactores CoA,difosfotiamina (TPP), ore
torosfato y mg++(115; lio) y es estimulada por ATPy tetrahidroïolato(lln.
En el caso del Q¿ butxricum los caiactores para la degradación son CoA,
TPP, ortorosrato y Fe++ (188); y para la reaCcíón de intercambio del 01402
con el caroox1io del piruvato se requieren CoA,TPP, ortOIosIato o arsenia«
to kli9) y un derivado de ia vitamina 812, el denominadofactor B (obtenido
por eliminación del nuaieOtido de ia vitamina B¿¿) (120). Sintesis neta de

4-acetiifosiato Iué obtenida por Mortlockpiruvato por carboxiiación de l Cl
y WOiIe(i21) en presenaia de un potente reductor, el nidrosulrito de sodioe
El piruvato sintetizado se caracterizó por su 2-4 dinitrofenii nidrazona em
pleando metodos cromatograiícoc. Ei rendimiento de la carooxiiación Iue su
mamenteoaJo pues apenas el 0.4 por ciento del acetil fosfato presente iué
carooxiiado.

En el Easillus maceryus,se comprobointercambio del carboxilo del piruvg
i "" 1 . . . . .

to tanto con C 4u2 como con C 4-iormiato y nay 1nd1Cios experimentales de
que ambas reacc10nes puedan ser nasta cierto punt) independientes (i22).Una
situación parecida se daservó en el Micrococggg¿agtigytiggg (iZó, ¿25).Por
su parte Snuster y Lynan (l°b) estudiando el intercambio de CL402con el
piruvato en el Clostridium Kigyveri Observaron que el mismoes dependiente
de TPP; ATPy Mg++pero no de CoAy ortorosrato. Además demostró ia innioi
ción del intercambio por ia avidina io cual sugiere la intervención de ia
biotina comocofactor.

La incorporación de Cl
tivos de Clostridium acidiirici y Clostridium cyiindrosporum puede ser in ­
terpretada de acuerdo a las experiencias de Sagers y BecK(l2¡) comodecida

4O2en el carboxilo de ia glicina observada en cul

a una incorporación primero en el piruvato seguida por ia tranáïormaeibn del
piruvato en glicina
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Otras reacciones de carooxilación menosdirundidas en la naturaleza o

por lo menos que no se nan puesto de manifiesto muyrrecuentemente o no han
sido estudiadas intensivamente son;

CARBOXILASA ACBTOLACTICA.Durante la tranSIormación del piruvato en
acetilmetilcarbinol en cutivos de Stapgylococcus aureus, Watt y Krampitz

402 se incorporaba en el carooxilo del piruvato,lo(128) obseraron que el cl
cual los condujo a postular el siguiente mecanismoreversible:

CHa-CH-IO+ CHó-CO-COOHZ_>-UH3-CO-(IJOH-(I-I3 ÉCI-Lj-CO-CHOH-CH5 + 002
COOH

acetaldehido pirúvico ¡(-acetoláctico acetil metilcarbinol

Obtuvieron además una enzima del mismo microorganismo que es capaz de decar
boxilar al acido ‘4-acetoláctico en presencia de Mn++. En el Aerooacter
aero enes, el Bacil;us subtilis J Sggzgtia marcesggs.se estudió una enzima
similar (129).

CARBOXILAUION DISMUTATLVA 2g; PIRUVATO.
a cabo la reacción:

El g; aureus es capaz de llevar

-CHOH—COOHí
2 CHj-CO-COOH+ H20 ¡3. CH3C)OH+ 002+ CH5

en la que una molécula de piruvato se decarooxila oxidativamente y ia otra
se reduce a lactato, WiKeny col. (lBu) demostraron que durante la dismuta­

ción del pinivato por extractos libres de células del 5¿ aureus, el 01302
agregado al medio se intercaubiaba con el carooxilo del piruvato y que oi ­
cho intercambio era estimulado por el agregado de ATP pero que en abmos ca—
sos la incorporación era pequeña.

CARBOXILACIONDIRECTAQE LA ACETONA. Siegel nabia demostrado que el ace
toacetato era un intermediario del metabolismo de la acetona por la bacte —
ria fotosíntetica Rnodooseudomonasgelatinogg- Comoresultado de sus expe­
riencias con C 02, traoaJando a la luz y en condiciones de anaerooiosis,
postuló la existencia de una carooxilación directa de la acetona para dar
acetoacetato, el cual era luego degradado a dos moieculas de acetato (106)

CH..-CO-CH + co H“
j 5 3 F} C}15—CO-CH¿-(DO+ 1120

CH —co—CH2—coo'+ H20 (wz) 2 cap-coo“ + H“3

Posteriormente el mismoSiegel (107) llegó a la conclusión de que el metaog
lismo aerobio y en la oscuridad de la acetona por la'3¿ geiatinosa coinci w
dia con el anterior; y de ello deduJo que las mismas enzimas eran utiliza­
das en amboscasos en las reacciones iniciales.

La reacción de carboxilación se realiza con un considerable aumento de
la energía libre del sistema ( xí‘s + 10 kilocalorias) dicha energia seria
provista por la luz en el primer caso y por el oxígeno en el segundo caso ,
previa transformacion en una forma de energia comúnen ambos casos.
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pISIRIsggggg Ej ¿4 NATURALEZAg agas; METABO­
;._I_ggpg ¿iSIMILACIQfi 9;; AMIIDRQQ CARBONICO

¿og CARBD‘XILACION D_E_L_¿BIBULOSA DIFOSFATO g

m SINTESIS pg ¿emos DICARBOXILIOOS,

Las intensas investigaciones Que en los últimos años se han realizado en
el campode laasimilación de anhídrido carbónico por los distintos siste ­
mas biológicos, han permitido comprobar la coexistencia en un mismoórgano
de dos o más vias de incorporación del mismoen los distintos constituyen —
tes celulares. El estudio de la participación relativa y contribución de
cada sistema en dicha incorporación, sin lugar a dudas aportará nuevos da w
tos, no solo para el conocimiento de los procesos metabólicos generales, si
no también sobre el rol fisiológico de cada uno de los sistemas fijadores
involucrados. Tal el motivo del estudio conjunto de la distribución de las
enzimas que catalizan las reacciones mencionadas, ya.que es interesante es:
tablecer las interrelacionesentre los sistemas de asimilación de anhídrido
carbónico en los cuales ellas intervienen.

MICROORGANISMQQLAUTOTROFOSQUIMOSINIETICOS, Los organismos autotrofos
utilizan el anhídrido carbónico comoúnica fuente de carbonoí la energia
para esta asimilación puede ser derivada de la luz (energia radiante) por
los organismosautótrofos fotosínteticos o de la oxidación de sustancias ig
orgánicas simples (energia quimica) por los organismos autotrofos cpimosin­
téticos. Casi simultaneamente con el descubrimiento de Calvin y colaboradg
res del mecanismocíclico de asimilación de anhídrido carbonico por los te­
jidos fotosintéticos (ciclo de la RuDP)se comenzóa estudiar el mismoprom
blema en los organismos autótrofo quimOSintéticos. Según Milhaud, Aubert y
Miliet (141, 142) para poder asegurar que la asimilación del C O2se real;
za por intermedio del ciclo de la RuDPse deben cumplir los siguientes re ­
quisitos; a) el análisis cinético de la incorporación de C 4O2debe indi ­
car al PGAcomoprimer producto marcado. b) el rotulado de los otros inter
mediarios del ciclo debe ser el esperado teoricamente del funcionamiento<iel
ciclo. c) las concentraciones de RuDP(acepto: de anhídrido carbónico) y de
PGA(producto primario de la carboxilación) deben variar al eliminar el an­
nidrido caroónico o la luz, de la mismamanera que varían en las mismas ci;
cunstancias en experiencias con organismosfotosintéticos. Otro criterio
importante a tener en cuenta es la demostración de la existencia de todas
las enzimas del ciclo.

En algunos casos, comoen el del Tniobacillus genitrificans, los datos
experimentales aportados llenaron todas las condiciones necesarias para po­
der asegurar sin lugar a dudas el funcionamiento de un ciclo similar al de
las plantas verdes. En otros casos si bien su existencia no ha sido absolg
tamente demostrada, hay fuertes evidencias experimentales de Que ello ocu —

402 en el carbo­
Suzuki y Werk ­
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xilo del PGApor extractos de Thiobacillus thggargs (145).

tiooxidang sintesis

. . . . . lSanter y Vishniac comunicaron la incorporaCión del C

man (144) obtuvieron con extractos de Thiobacillug
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PGAcon el carboxilo marcado, a partir de R-5-P , ATPy C1402 en presencia
de Mg++y aportaron evidencias de la existencia de las otras enzimas del c;
clo. En el 2‘ genitgigigggg\la existencia del ciclo de la RuDPfué demos
trado por Trudinger (145) yfAubert y col. (141, 142, 146); el primero de
los nombradosdemostró la existencia en los extractos del microorgaiismo de
la RuDPcarboxilasa y todas ias enzimas necesarias para transformar el BPGA
en hexosa monofosfato. Los segundos en experiencias de incoporación de

61402 de corta duración (10 seg) e "in vivo" identificaron al PGAcomopr;
mer producto estable de la incorporación de anhídrido carbónico y estudia —
ron la distribución de la radioactividad en los distintos átomos de carbono
del 3PGA,fructuosa 6-P, sedoheptulosa-P y RuDP. Resultados similares se
obtuvieron con otro grupo de bacterias quimosintéticas, las bacterias del
hidrógeno, que cuando desarrollan en condiciones autótrofas (son autótrofos
facultativos) obtienen la energia, de la oxidación del nidrógeno molecilar.
El ciclo se demostró en las Hydrogenomogas.fgcilig (147, 148), fi¿ guhlandii
(149) e fi¿ gpp¿ (150). Unnecho interesante es el caracter adaptativo que
la RuDPcarboxilasa tiene en 1a g¿ g22¿, pués cuando la bacteria desarrolla
en condiciones heterotrofas la enzimadesaparece y reaparece rápidanente
cuando se restituyen las condiciones autótrofas (154).

También se ha demostrado el fiuncionamiento del ciclo de la RuDPen el
Micrococcusgenitrificans,(151) y en el Nitrobagte: agilis (152) por medio
de experiencias semejantes a las ya descriptas.

En algunos casos un análisis completo de la repartición de la radioacti­
vidad derivada de la incorporación de 01402 en otros compuestos además de
los intermediarios del ciclo, permitieron postular la existencia en los men
cionados microorganismos de otra posible via de incorporación. Comoen el
2¿ dimitrifican, en cuyo caso la repartición de la radioactividad en los d;
ferentes átomosde carbono del aspártico y glutámico formados, le permitie­
ron a Aubert y col. (153) postular una segunda via de incorporación que es­
taria de acuerdo con la existencia de una carboxilación del Iosfoenolpiruvg
to y del fUncionamiento clásico del ciclo de Kreos. Según dichos autores
el metabólismo carbonado de las bacterias quimoautotrofas comprende en pri­
mer lugar una carboxilación de la RuDPque conduce a la formación de B-PGA.
La RuDPes resintetizada a partir del 3PGApor el ciclo de Calvin de la Ru
DP. Parte del 5PGAes transformado por via glicolitica en fosfoenolpiruva­
to el cual sufre una nueva carboxilación que conduce a la formación de oxaL_
acetato que es posteriormente metabolizado por medio de la via clásica del
ciclo de Krebs._ De los datos experimentales por ellos obtenidos concluyen
que el 90%del 01402 fijado por el 2¿ genitrificans lo nace via ciclo de la
RuDPy el 10%por carboxilación del fosfoenolpiruvatog
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DJs Aubert y col. (153) comprobaronen el 2¿ denitrificans laczarboxilación
-delvfosfoenolpiruvato, incubando el mismocon extractos bacterianos en pre­
Ïsencia de 0140
¿presencia de CÏ

“manifiesto en los mismosextractos:la presencia de la enzima malica.

Hpara dar a la mismaun carácter‘ más general, se requiere un mayor trabajo'A

*t0s microorganismos constituirian una variante de los microorganismos aurow

¿Se obtendría de la oxidación del compuesto de un átomo de carbono
Ldrido carbónico, el cual seria utilizado en la sintesis de los constituyena
ltes celulares.
rPseudomonagoxilaticug, un microorganismo que es capaz.de desarrollar en un
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Bergmany col. (147) también postulan en base a sus datos experimentales
la carboxilación del Íbsfoenolpiruvato o del piruvato para dar un acido di;

En:

sólo o de 01402 y piruvato no se observó fijación alguna

y obteniendo fijación casi exclusiva en el aspartato.

carboxilico de cuatro C, durante la asimilación de anhídrido carbónico por
fla g; facilis, pero sin llegar a demostrar la presencia de ningun sistema
carboxilante en eSPGCialm

Por su parte Suzuki;ylhrkman (155) pusieron en evidencia en extractos
acelulares de 2¿ thiooxidang la presencia de una carboxilasa fosfoenolpirú­
vida irreversible que actúa con mg++o Mn++; y una carboxiquinasa fosfoi -c>
enolpirúvica reversible dependiente de IDP. La carboxilasa requiere bajas

xtensiones de anhídrido carbónico (Km= 1.2 x 10’“ M). No se pudo poner de

Estos resultados parecen reforzar la teoria de Aubert y col., aún cuando

experimental con otras bacterias quimosintéticas.
Un caso interesante es el de los microorganismos que pueden utilizar com

;puestos de un átomo de carbono comounica fuente de carbono y de energía.Eg

tróficos quimosintéticos, pues se na sugerido que en esos casos la energia
a anhi +_

Quayle y Keech han estudiado el problema en el caso de la

medio que contenga formiato u oxalato comoúnica fuente de carbono y ener
gia. Cuando se utiliza C —formiato o C OBHNacomo sustratos los primeros
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compuestos marcados que aparecen son el B-PGÁy en menor preporción el mala
to, y de la fracción proteica el aspartato es el primer aminoacido marca ­
do, lo cual sugiere que “a principal vía de incorporación de dichos compueg
tos es el de la carboxllac_ón de la RuDPconjuntamente con una incorpora ­
ción menor en malato u oxalacetato por carboxilación del piruvato o fosfo ­
enolpiruvato, derivado del B-PGA,o por ambos a la vez (188, 189). En cam­
bio el desarrollo en un medio con oxalato sigue un camino completamente di­
ferente (191, 192) si bién se sostiene también la existencia en ese caso de
una carboxilación seccidaria del fosfoenolpiruvato en presencia de IDP o
del piruvato en presencia del TPNHcomoorigen de los acidos dicarboxílicos
de cuatro átomos de carbono que se forman durante dicho desarrollo, mas
bién que por acción de la malato sintetaza.

MICROORGANISMOSFOTOSINTETIOOS, Laasimilación de anhídrido carbónico
por las bacterias fotosíntéticas es un tema que no ha sido estudiado muye;
tensamente, pero en los pocos casos en que se lo ha hecho, los resulzados
parecen indicar que la principal vía de incorporación del anhídrido carbón;
co durante la fotosíntesis bacteriana es la del ciclo de la RuDP,pero que
comoen el caso de las bacterias quimosintéticas, coexisten otros mecanis ­
mos de incorporación cuantitativamente menos importantes. La primera bactg
ria fotosíntética en la cual se demostró la rápida incorporación del 0140
en el 3PGAprimero y luego en otros ésteres fosfóricos, fué el Rhodospiri ­
'¿lgm nubrum(156). Posteriormente Stoppani y col. (157) estudiaron laasim;
lación de anhídrido carbónico por la Rhodogseudomonasca sulatus, una bactg
ria purpúrica que asimila fotosinteticamente al anhídrido carbónico en pre­
sencia de dadores organicos de hidrógeno (acidos grasos, aminoacidos, etc)
ó hidrógeno molecular, y que también puede desarrollar en la oscuridad en
presencia de oxígeno con los mismos sustratos organicos comofuente de car­
bono. Los resultados indicaron que a la luz el anhídrido carbónico es pryg
cipalmente asimilado a traves del ciclo de la RuDPy en menor grado por una
reaccion de fijación que conduce a la sintesis de malato. Los datos aporta
dos no permiten determinar si en este último caso se trata de una fijación
debida a la enzima málica, o a una carboxilación que conduce a la sintesis
de oxalacetato acoplada a la reacción de la málico dehidrogenasa. En la og
curidad la asimilación parece operar principalmente a través de la fijación
que conduce a la síntesis de malato y a través del ciclo de Krebs, no obs ­
tante que una pequeña, pero signiiicativa formacion de 3-PGAindica que el
"camino fotoreductivo“ funciona tambien en la oscuridad.

El Chromatiumes una bacteria purpurica del azufre, fotosíntética, que a
la luz.y en anaerobiosis puede desarrolhar ya sea en un medio inorgánico
utilizando anhídrido carbónico comoúnica fuente de carbono y de compuestos
inorgánicos reducidos del azufre o bien con compuestos carbonados reducidos
(como el malato) en cuyo caso los derivados azufrados no se necesitan. Su
metabolismo ha sido ultimamente estudiado en detalle y en líneas generales
los resultados indicaron que esta bacteria fija anhídrido carbónico a la
luz por dos caminos, uno via RuDPy otro por carboxilación del fosfoenolpiu
ruvato (158, 159). El estudio cinético de la incorporación del C1402 en
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los distintos compuestosmarcadosque aparecen durante el desarrollo fotoau
totrófico de 1a bacteria condujo a Fuller y col. (160) a postular la doble
incorporación de anhídrido carbónico comouna forma rápida de incorporación

‘del mismoen los acidos orgánicos y aminoácidos para la formación del mate­
rial celular nuevo, de acuerdo a la siguiente secuencia de reacciones:

002 C02 transaminaciónRuDP—>3PGA -—>-PEP -— OA—---—---=—"Laspartato

Otra via posible de sintesis de oxalacetato en el Chromatiumes por carbox;
lación del piruvato por acción de una piruvato carboxilasa:

acetiiCoA
piruvato + 002 '———————-—e>-oxalacetato

ATP

Tanto las actividades de piruvato carboxilasa y de carboxiquinasa Iosioeno;
piruvica dependiente de IDP han sido demostradas en este microorganismo, cg
mo asi también la correspondiente a la "enzima málica" (160). Tambien en
el Chromatiumse ha demostrado la presencia de todas las enzimas del ciclo
del glioxalato (ciclo que tiene en este microorganismocaracter induciole)
con excepcion de la málico dehidrogenasa (160), pero esta actividad podria
estar reemplazada por la acción conjunta de ia piruvato carboxilasa y ia eg
zima málica, de cuya presencia en esta bacteria ya se hizo mención, de acugr
do al siguiente mecanismo:

l-malato + TPN+ —-—>_ piruvato + 002 + TPNH+ H+

AcetilCoA
piruvato + 002 ——-=‘I.>- oxalscetato

ATP

l-malato + TPN+ -——12-oxaiacetato + TPNH+ H+

¿nggwg PLANTAS_;UPERIORE;.En cuanto a las algas y hojas verdes de
plantas ¿superiores está bien demostrado el funcionamiento en las mismas
del ciclo de la RuDPcomovia principal de asimilación fotosíntética del
anhídrido carbónico, pero también en estos casos se na puesto de maiiriesto
la existencia de otras vias secundarias de incorporación del mismo, que con
cucen a la sintesis de ac1dos dicarboxiiicos. Smith, Basshamy Kirk (161)
estudiando la sintesis de aminoacidos en ia Chlorella pzrenoidosa durante
la fotosíntesis (steady state) en presencia de C 02, observaron una rápida

vincorporación de la radicac,ividad en el aspartato y en el malato lo cual
consideraron una evidencia de la carboxilación delitosioenolpiruvato forma­
do a partir del DPGA,para dar oxalacetato el cual por reducción en presen­
cia de TPNHdaria el malato y por transaminacidn conduciria a la sintesis
de aspartato. Ya anteriormente los mismosautores (20) en una serie de ex­
periencias con la mismaalga y con un control muypreciso de las condicio ­
nes ambientales durante la exposición de la alga a la sustancia marcadora
(C1402), determinaron que pr0porción del C total incorporado, entre en el
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metabolismo por carbox1ia: ón G9 la RuDP,y cual es la que lo hace por car­
boxilación dei fosioenolpiruvato} sus resultados indicaron que los compues_
tos derivados de la carbugilacion de la RuDPdan cuenta del 70 al 85 % de

dicha incorporación, mientras que un 3 % correSponde a la segunda via de ig
rcorporación. Pero en ningún caso se aportó evidencia directa de la existen
,cia de algunos de los sistemas especificos de carooxilación del Iosroenolpi
‘ruvato.

En cuanto a las hojas verdes, ya antes de conocerse en detalle el ciclo
fotosíntetico de la RuDP,se habia demostrado la presencia en hojas de esp;
naca, de otro sistema fijador de anhídrido carbónico, precisamente el de la
oarboxilasa IosroenolpirúVica irreverSible de BandursKiy Greiner k90), que
posteriormente fue localizado en los cloroplastos, por Rosenberg y col (162%
Mazelis y Venneslando (165) la haninvestigado tambien en hojas de col y de
mostaza. También la carboxiquinasa ha sido encontrada en h0jas verdes, de
mostaza, rábano, col, etc. (109). Otra enzima rijadora de anhídrido carbó­
nico que está ampliamente distribuida en las h0jas verdes pero cuyo rol me­
tabolico en las mismas todavia permanece oscuro es la "enzima maiiza". Arnau
la estudió en las hojas de eSpinaca (163) y Clendenning y col.(164) la en ­
contro en cantidades relativamente grandes en nOJaS de perejil y remOla ­
cha azucarera.

Un caso interesante y que ha sido motivo de amplios estudios es el de
las Crassulaceas. Las partes verdes de estas plantas presentan fluctuacio­
nes diarias en el contenido deacidos orgánicos; durante la noche se acumu­
lan y durante el dia tienden a desaparecer; a este ritmo diario.se lo como
ce con ei nombrede metabolismo acido de las Crassulaceas (los). El acid:
que se acumula es casi exclusivamente el malico. Cuando el fenómeno se es­

tudió utilizando 01402, se observó en experiencias realizadas con hojas de
Kalam crengta, Baopgylumcglycinumy É. crenatum de duracion variable
entre algunos segundos y varias horas y en la oscuridad; que casi toda La
radioactividad aparecia en los acidos organicos, especialmente el malico
(más del 80%)y en menor proporción en el cítrico. El suocinico, oxálico e
isocitrico se marcaban muypoco (lb7, loa). Hero si bien en la oscuridad
el 01402 era principalmente fijado en los acidos orgánicos, otras sustancms
eran también marcadas; espeCiaLmente los aminoacidos aspartico y glutámico
y alanina (169, 170 y 171). En experiencias de corta duración (e seg) el
málico contenía practicamente toda la radioactividad y el otro unico pro­
dueto marcadoera el aspartico (170). Tales resuhzados parecian indicar la
existencia en dichas plantas de un potente sistema carboxiiante que podría
actuar en la oscuridad. .Walxer (lrz) y Saltman y col. (17o) indqaendientg
mente demostraron la presencia de una carboxilasa IOSIoenolpirúvica en ex ­
tractos de dichas plantas. Anteriormente Anderson y Vennesland (l7ó) y
Coles y Waygood(174) habian demostrado la presencia de la "enzima malica”
en las mismas plantas. Comotambién esta presente ka malico dehidrogenasa
(175) y admitiendo que la carboxilaciin ocurre después de la formación del.
iOSioenolpiruvato proveniente del óPGAformado durante la fotosíntesis, se
presentaban dos mecanismosposibles de sínteSis de malato represen’ dos por
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las siguientes series de reacciones:

- ' - +a) PEP + ADP jE-%>-piruvato ATP (l)
Mn++

piruvato + CO2+ TPNH malato + TPN (2)
l.++

b) PEP+ 002 A89- oxalacetato + Pi (3)
oxalacetato + DPNH -——€>- malato + DPN (4)

«E——­

Un estudio detenido de las condiciones de equilibrio de las reacciones
involucradas en ambos mecanismos conduJeron a Walker (175) a señalar al se­
gundo mecanismocomomas probable; hipotesis reforzada por el hecho de ser
el aspartato Iormado por transaminación del oxalacetato (176) el unico ami­
noacido marcado en experiencias de corta duración (170). Tanto el glutaman
to comola alanina Se.formarian respectivamente por transaminación del ¿(cg
to glutarato y piruvato Iormadosa partir del oxalacetato (176). Esta hipg
tesis es corroborada por el estudio comparativo necho por Walker (121,178),
del efecto de la concentración de annidrido carbónico sobre la "enzima mali
ca", la "carboxilasa rosroenolpirüvica" y la acidlIicación "in vivo". Los
resultados indicaron gran similitud entre el comportamientode la carboxilg
sa fosroenOlpirúvica y la acidificación "in vivo" pues en amboscasos se og
servó máximaactividad con bajas concentraciones de annidrido carbónico(3%)
y un marcado efecto inhibidor con concentraciones más altas (> 3%); en cag
bio la carboxilación reductiva del piruvato tiene lugar lentamente a conceg
traciones bajas de anhídrido carbónico y llaga al máximoa concentraciones

En otra linea de tr;
bajo, Moysey Jolchine (179, 180) estudiaron la fiJación de C1402por las
nojas de Bgyopgxllumdaigremontianum a la luz y en la oscuridad. Sus resul
tados indicaron una activa carboxilación del Iosfoenolpiruvato provenienw
te del 3-PGA(que ellos atribuyen a la carboxilasa Iosfoenolpiruvica irre w

que son innibitorias para la carboxilaciOn “in vivo".

rarte del oxalacetato asi
los

versible) tanto a la luz comoen la oscuridad.
sintetizado es transformado en aspartato y parte entra en el ciclo de
acidos tricarooxilicos. El ciclo estaria en la oscuridad, parcialmente blg
queado, mientras que a la luz el mismosería acelerado en el sentido normal
de las oxidaciones oitoplasmaticas

No solamente en las nojas verdes de las plantas superiores se na demos ­
trado la presencia de las enzimas que sintetizan oxalacetato, también en
otros organos se las encuentra. Tchen y Vennesland demostraron en germen
de trigo la presencia de una carbox1lasa IOSloenolpiruVica y de dos carboxi
quinasas iosfoenolpirúvicas revers1bles, una dependiente de IDPy la otra
de ADP(94). Hazelis y Vennesland (log) comunicaron la presencia de la ca;
boxiqpinasa 1031oenolpiruvica en germen de cereales, Irutos de la calabaza
y pepino, brote de colirlor, cotiledones de altramuz, en el nabo, semilla
de guisante, etc.; y de la carooxilasa losIoenolpirúvica en semilla de gq;

de calabaza, cotiledones de altra ­
cotiledones aislados de

sante, brote de coliflor, nabo, fruto
muz. Por su parte Bradbeer (lUl) ooservó que los
plantas de giras0l que nan desarrollado en la oscuridad durante 5 dias, in­
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corporan radioactividad cuando son sometidos a una atmósfera de C1402.
experiencias de corta duración (¿Il minuto) la mayorparte de la radiactivi
dad se encuentra en el malato, amino acidos y acidos orgánicos relacionados
lo cual indicaria que el 01402 es incorporado por carboxilación del piruva­
to o del fosfoenolpiruvato para dar malato directamente o indirectamente
via oxalacetato, respectivamente. En experiencias mas largas la mayor pare
te de la radioactividad está en la sacarosa, sugiriendo los autores que el
malato es el precursor de la misma.

'Vlan

Las raices también poseen sistemas enzimaticos capaces de fijar añhidriu
do carbónico lo cual representa un mecanismopor el cual la raiz puede uti­
lizar el anhídrido carbónico endógenoy el presente en la tierra para la sí‘
sintesis orgánica. Graf y Aronoff (182) encontraron que preparaciones de
raices incorporan C1402en el glioxalato y glicolato y ellos suponen que lo
hacen por una previa carboxilación de piruvato para dar malato, el isocitrg
to formado a partir de este último daria a su vez glioxalato marcado y suce
cinato por acción de la isocitritasa. Grahamy Young(183) encontraron en
preparaciones particuladas de raiz de cebada por lo menos dos sistemas car­
boxilantes, uno de ellos parece ser la carboxilasa fosfoenolpirúvica, y el
segundo es un sistema que fina anhídrido carbónico sobre el piruvato, pero
es distinto de la."enzima malica” porque es innibido por el TPNHy el pro —
ducto de la reacción posiblemente sea oxalacetato. Tambiénaporta indicios
indirectos de la existencia de una carboxiquinasa fosfoenolpiruvica en las
mismas preparaciones. Por su parte Jackson y Coleman (184) demostraron en
las raices de la planta de habas una carboxilasa fosfoenolpiruvica. Esta
fijación por parte de las raices está relacionada segúnHuifaker y Wallace
(185) con la acumulación de acido malónico en las hojas de dicha planta,
pues el oxalacetato asi sintetizado seria un intermediario en la formación
del malonato.

La "enzima malica" también se na encontrado en otros tejidos de plantas
superiores aparte de ias hojas verdes: en raiz de perejil, chirivia, etc.
(65; 139).

MICROORGANISMOSHETEROTROFOS g TEJIDOS ANIMALES.

do e importancia en el metabolismo general de los mecanismos enzimaticos de
fijacion de anhídrido carbónico que conducena la sintesis de oxalacetato y

En cuanto al significa

nmalato en los microorganismosque desarrollan en condiciones heterotroficas
y en los tejidos animales en los cuales se los ha encontrado, es todavia ma
teria de especulación y estudio.

En el caso de los microorganismos que desarrollan en condiciones hetero"
tróricas se ha encontrado la "enzima málica" en Lactobacilius arabinosus
(una enzima DPNdependiente) (62) y E¿ coli (186) y hay indicios de que se

La carboxiquinasa fosigencuentra en la Pseudomonasoxalaticus (188, i89).
enoipiruvica en Propionibacterium shermanii (187), en el ¿¿ niggr (enzima
ADPdependiente) (101), en la Nocardia corallina (parece ser dependiente de
IDP) (190); en 2¿ oxaiaticus parece existir una enzima dependiente de IDP
(189) pero su existencia no ha sido confirmada.

Una piruvato carboxiiasa na sido encontrada en la Pseudomonascitronello­
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¿La (99) y parece también existir en el ¿¿ ni er (101) y probablemente en
2‘ Egg; y 2¿ mgganii_(85). En el 2; ghggmggigha sidochscubierta ultimameg
te la ya mencionadacarboxitransfosforilasa fosfoenolpirúvica (97) de cuya
intervención en la fermentación del glicerol por las bacterias prOpionicas
ya se ha hecho mención anteriormente. En cuanto a la carboxilasa fosfoenol
pirúvica hasta el momentosólo se ha informado de su presencia en un sólo
género bacteriano heterotrófico: el 2¿ shermagii (187) .

En los tejidos animales la "enzima málica” se ha enContrado en músculo
esquelético, cerebro, corazón, riñon e higado (58, 195). La carboxiquinasa
fosfoenolpirúvica está casi exclusivamente locá_izada en higado y riñon (82
193, 194 y 195). La pirúvico carboxilasa en higado, cerebro y riñón (ll) ;
mientras que la carboxilasa fosfoenolpirúvica no ha podido ser localizada
en tejidos animales. En cuanto a su distribución intracelular estudios de
fraccionamiento en 1a ultracentrifuga de homogenizadosde higado de pollo
hechos por Utter (193) parecen indicar<que la enzima málica está localizada
en la fracción sobrenadante, mientras que la camboxiquinasafosfoenolpiruvi
ca se encuentra principalmente en la fracción mitocondrial, adGIás la ulti­
ma enzima ha sido aislada también a partir de mitocondrias (194, y 195). En
cuanto a 1a piruvico carboxilasa, Utter estableció que está localizada en
las mitocondrias.(ll).

En los microorganismosheterotróficos y en los tejidos animales el papel
metabólico de las enzimas que intervienen en la sintesis y degradación de
los ácidos oxalacético y málico es todavia materia de especulación, especial
mente en lo que al aspecto cuantitativo de su participación se refiere. De
dos maneras Pueden dichas reacciones influir en el metabolismo general: a)
regulando directa o indirectamente la concentración de acidos dicarboxili —
cos que intervienen en las reacciones del ciclo de Krebs, controlando de tal
modo el proceso de respiración celular por un lado y por otro proveyendo un
medio para reemplazar a los intermediarios del mismoutilizadds en reaccio­
nes laterales. b) intervinienda en el proceso glucogenético, al proveer un
mecanismoque conduce a la formación de fosfoenolpiruvato a partir de pir¿
vato.

a) El primer efecto del anhídrido carbónico ha sido analizado en detalle
por Krebs (196), el cual considera a la sintesis directa o indirecta (via
malato) del oxalacetato, comouno de los principales mecanismosde control
que operan en 1a regulación de la respiración, el cual constituiria ademas
un factor clave en el control de la cetogénesis, pues de la diSponioili —
dad de oxalacetato dependeria quen acetnCoL proveniente del piruvato o de
la degradación de los acidos grasos, se oxide completamente en el higado
anhídrido carbónico y agua a-través del ciclo de los acidos tricarboxilicos
previa condensación con el oxaiacetato (anticetogénesis), permitiendo por
otra parte su utilización con rines energéticos, o bien se transforme en

Si bien esta teoria no na podido ser confirma­

a

acetoacetato (cetogénesis).
da por experiencias realizadas "in vivo", se na demostrado<zonmitocondrias
de higado aisladas, que en las miamas lOs acidos grasos producen cuenaos cg



tónicos en ausencia de oxalacetato, pero en presencia del mismoson oxidau
dos en el ciclo de Krebs (197). Tambien Montgomeryy Webbestudiando la
oxidación del piruvato por mitonondrias de corazón de rata, observaron que Ï
el piruvato no es oxidado en ausencia de algún intermediario del ciclo de .a”
Krebs capaz de proveer oxalacetato, aún cuando se forma acetilCoA, la cual
se acumula, Sin embargola oxidación del piruvato procede en ausencia de‘r
dicho intermediario siempre que la fase gaseosa se enriquezca con l % de an‘,
hidrido carbónico (198mlo cual indicaria que una reacción de carboxilación
proveeria al intermediarioorequerido.

Desde otro punto de vista el alto grado de incorporación del C1402en
los aminoácidos de la fracción proteica.de varios microorganismosheterotrg
ficos y tejidos animales (199, 200, 201, 202, 203) especialmente en el asa'
partato y glutamato, estaria de acuerdo con la postulada necesidad de un mg' É
canismo extraciclico de formación de aquellos intermediarios del mismo
(oxalacetato yrn cetoglutarato) que dan origen a los mencionadosaminoácide
dos, con el fin de reemplazarlos a medida que son utilizados en la sinte ­
sis proteica, y evitar de ese modoel bloqueo del funcionamiento del ciclo ,É
por disminución de la concentración de sus intermediarios. Pero en este tg Vd
rreno la interpretación de los datos experimentales que parecerian confir ­
mar esta hipotesis, debe hacerse con mucha cautela debido al hecho de que ,¿
comolas reaCCiones de carboxilacion posiblemente invoiucradas son reversi­
bleg; se podria producir una incorporación del C1 02 en los aminoacidos se- e
ñalados, por reacciones de intercambio, sin existir una sintesis neta de d

yz

(j,712,9.

los mismos perla via mencionada (13).
Es indudable por todo lo dicho que de la disponibilidad de oxalacetato

tien la célula dependenuna serie de reacciones de gran importancia en la re_
- gulación del metabolismo. Dicha disponibilidad de oxalacetato es consecueg ;¡

cia de la interacción de varios sistemas de comportamiento bien conoc1dos l “í
Cuandose los estudia independientemente, pero cuya forma de interaccionar ,1
"in vivo" y en distintas condiciones ambientales, es por el momentodificil 7g
de determinar. “,2

Las posibles interacciones de los sistemas que intervienen en el manten; tf
miento del nivel estable de oxalacetato están esquemáticamenterepresenta -ï ¿É
das en la figura siguiente:

citrato i> aconitato
pimvato , - . y

acidos grasos}"_:’>AcetilC°A ' Aaspartato 18°C t_at° 4 j
C02+ piruvato+ ATP‘ ific:ij glutamato |- ' ‘ l 0‘ etog utaratob 7, 7;“:
C02 t EP + XDP OA + ADP+Pi A ' ‘a

¿ ‘ iruvato+CO í ¿a
002 + piruvato + TPNH -1ï*——-—-;>1nal to + TEN 2 í ‘ f

. |

fumarato —:“-"—-—--—‘)> succinato

b) Si bien la transformación del piruvato y lactato en carbohidratos gn'¿¿
tejidos animales y microorganismos es un nacho periectamente demostrado, L
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existen serias dudas de que el mecanismoinvolucrado, sea exactamente la ig
versa del mecanismode degradación de dichos carbohidratos, porque si bien
todas las reacciones del mismoson reversibles, consideraciones de orden
termodinámica señalan a algunas reacd.ones comoverdaderas barreras del prg
ceso de sintesis señalado.

Unade las barreras energéticas mencionadasésta constituida por la traga
formación del piruvato en fosfoenolpiruvato por la inversa de la reacción
catalizada por la quinasa fosfoenolpirúvica:

5 5 + K+yM8++ _ g
PEP +ADP+H É piruvato +ATP

Cálculos de la constante de equilibrio hedhos por McQuate y Utter (204)
y por Krimsky (205) indican que la reacción está muydesplazada nacía la dg

recha; y si bien no excluïe)la posibilidad que 1a formación de fosfoenolp;‘ruvato ocurra por esa Via , la hace muyimprobable. Para salvar este
\ .

inconveniente se ha propuesto un mecanismoalternativo que involucra la sin
tesis de acidos dicarboxilicos de cuatro átomos de carbono comointenmedia­
rios (89, 206). Dicho mecanismocomprenderia la siguiente serie de reaccig
nes:

Piruvato + CO2

+TPN+11+‘I‘PNH (enzima málica)

+ Manto
o H +QPNH’ +DPN+ (malico dehidrogenasa)

DPNf.t2/'H'Oxalacetato
+GDP +GTP (carboxíguinasa fosfo­enolpi viga)

Fosfoenolpiruvato + CO2

La reacción neta es en definitiva 1a conversión del piruvato y GTPai fosfg
enolpiruvato y GDPa expensas de la oxidación del TPNH.

Piruvato + <er + TPNH+ ¿r o ——>- fosfoenolpiruvato + GDP+ TPN+ + 11202

El equilibrio de tal reacción favorece la sintesis de fosfoenolpiruvato es­
pecialmente en presencia de un sistema enzimático aCOpladoque disminuya la
concentración de TPN+y aumente la de TPNH,que en higado y otros tejidos
podria ser la glucosa-6-P-dehidrogenasa o 1a fosfogluconato dehidrogenasa
(206). Existen una serie de pruebas experimentales que afianzan la hipóte­
SiS de la existencia de una reacción de fijación de anhídrido carbónico por
por el piruvato antes de su conversión a hexoaa; y qae nan sido recapitulg
das y discutidas por Krebs (206) y Utter (193). AdemasBartley demuestra
que en la formación de fosfoenolpiruvato durante 1a oxidación del oxalacetg

(¡J . . . .' Krimsky (205) ha obtenido sinte81s neta de rructuosa l-ó-difosfato a pa;
tir de piruvato con un sistema reconstituido que comprendelas enzimas co ­
rrespondientes del ciclo glicolitico.
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to y malato por la cicloforasa de higado de paloma, está involucrado un nu_
cleótido que no es ni el ATPni el ITP (probablemente sea el GTP) (207). El
éxitop de las experiencias de Penningtongr Utter (1933) sobre formación de
fosfoenolpíruvato a partir de piruyato "in vitro" y con un sistema reconsti
tuido formado por las enzimas y sustratos que se ha sugerido intervienen en
dicho mecanismo, demuestran la posibilidad del mismo. Los mismos investiga
dores demostraron la existencia conjunta de dichas enzimas en aquellos teji
dos capaces de sintetizar glucógeno a partir de piruvato o lactato (higado
y riñon), mientras que en los mismoslas cantidades de quinasa fosfoenolpi­
rúvica son las más bajas encontradas en todos los tejidos ensayados (193).

En estos momentosla discusión de la existencia de un mecanismoalterna­
tivo de formación de fosfoenolpiruvato a partir de piruvato, cobra.nuevo ig
terés, en vista del descubrimiento de Utter de la mencionadapirúvico car­
boxilasa. Su estrecna asociación con la carboxiquinasa fosfoenolpirúvica
en las mitocondrias y su aparente gran afinidad por el anhidrida carbónico
hacen suponer a Utter y Keech (98) que la formación de fosfoenolpiruvato pg
dria realizarse de acuerdo con el siguiente esquema:

Acet i 1C0A

Piruvato + CO2 + ATP Mg++ . OA + ADP + Pi
++

0A+GTPMPEP+GDP+002

el cual constituye un sistema más sencillo que el anteriormente postulado ,
si bien queda por demostrar su eficiencia en la formación del rosfoenolpirg
vato y su real participación en los tejidos y microorganismosheterotrofos.

En este trabajo se describe el aislamiento, purificación y estudio de
las propiedades de un sistema enzimático de la levadura de panadería capaz
de sintetizar oxalacetato por carboxilación directa del ÍbsfoenolpirUVato
en presencia de ADPy Mn++. Sus propiedades permiten incluirlo dentro
del grupo de las carboxiquinasas fosfoenolpirúvicas.
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CAPITULO II

MATMLES Y MEIODCB

ALDO.QXAACNETICOI “NÚ'CIE0T.¿125. Se utilizaron los productos comerciar
les de Sigma Chemical Products. El UDPfué cedido gentilmente por el Dr.
L. Leloir.

SJLFATQ¿EnPR)T¿MINA.Se utilizaron indistintatmente los productos de
Sigma Chemical Products y B.D.H. Ltd.

M. Es el productopara usomédicode la polivinilpirrolidona ,
cedido gentilmente por Anilinas Argentinas SJ.

DIEI‘IL¿MINDEl]; (DEM). Se utilizó el productoServa-En­
twicklungslazbor, Heidelberg, Alemania, con una capacidad de 0.6 meo/g.

HIDROXILLPATITL.Se preparó de acuerdo al método desarrollado por Ti­
selius y col. (6).

LEVADURA_D_]i‘¿BANADERIA(¿culonas CEREVIM . Se utilizó el produg
to conercial, prensado y libre de fécula obtenido de la Cia. Argentina de
Levaduras E.N.. En una?preparación se empleó.una levadura "madre" utili:
zada- comoinóculo en la obtención en grm escala: del producto comercial _.

MALIQODEHIDROGENASA.Fué obtenida a partir de corazón de cerdo según
Ochoa (1) v

AS’PQTIGOGGLUTAMIOOTBQÉMINQQ. Se obtuvo a partir de corazón de cgr
do por el método de Cohn (2). El extracto asi obtenido se sometió a un
fraccionamiento con sulfato de amonioen las condiciones indicadas por el
método de Green, Leloir y Nocito (3) para separa la alanin-glutámico tran
saminasa. Para ello se agregaron 50 gr de sulfato de anmio por cada 100
m];de extracto, el precipitacb se descartó y al sobrenadante se le agregg
ron 40 gr de sulfato de amonio por cada 100 ml. Se centriiugó el frio.,el
precipitado se disolvió en borato de sodio 0.05 MpH 'I y se dializó con ­
tra el mismobuffer durante una noche a 090.

MCTICO DEHIDBOGENAQA.S‘e empleó el producto 'Ripo II, libre de cpina­
sa pirúvica preparado por Sigma Chemical Companyy obtenido al estado
cristalino comosuspalsión en solución de sulfato de amonio.

MEDICIONl_)_EIA CONCENTgéCIONEMEIQQ. En Las primeras etapas del trg
bajo se utilizó con algunas modificaciones, el método turbidimétrico de
Stadtman, Novelli y Lipmann (4), cm acido tricloroazcético, empleando la
siguiente técnica: a 1.5 m1de la solución conteniendo entre 0.1 mgy
2' mgde proteina se agregan 3.5 m1de acido tricloroacético al 3 í, a los
tres minutos se mide la densidad óptica respecto de un blanco con agua cm
el colorimetro Cromoiónempleandofiltro verde. La curva de calibración
se realizó con proteinas de suero humanocuya concentración total se dete;
mind, según Pamas. Posteriormente se midió 1a concentración de proteinas
y acidos nucleicos de los extractos por el métodoespectrofotométrico de

t JPor gentileza del Dr. Bronzini de C.Á.L.S.A.
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Christian y warburg (5). En ese caso 1a dilución de la solución proteica
se hace con solución de borato 0,025 MpH 7.5.

MEDICION2g EE. Se hicieron por método potenciométrico utilizando in;
distintamente los aparatos de Beckmanmodelo H2 y Metrohmmodelo E 166 .
Las mediciones de pHde extractos enzimáticos se hicieron colorimetriqa
mente por comparación con las soluciones buffer de SBrensei, utilizando
los indicadores rojo de metilo (pH 4.5 - 6.3) y rojo de fenol(pH 6.)-8.0).

MEDIDASESPECTROFOTOMEL‘RICAS.Se utilizó un espectrorotametro Beckman
modelo D.U. provisto de cámara termostatizada de lectura.

CENI‘RIFUGACIONES'fl m. Se utilizó una centrífuga) refrigerada de la
International EquipmentCa, modelo PRaz, provista del rotor 840 a.

EXPERIENCIAS2g ELECTROFORESISLIBRE. Se llevaron a cabo en un aparar
to de<áectroforesis libre del tipo ideado por Tiselius, fabricado por
Perkin-Elmer Corp., modelo 38A, utilizándose en todos los experimentos la
celda de 2 ml de sistema abierto. Aproximadamente3 ml del extracto a
analizar eran previamente dializados durante una noche a 0°C contra 600 m1
de buffer a utilizar en ei experimento. Unavez alineadas las tres sec­
ciones de la celda y formado consecuentemente el límite móvil inicial, se
procedía al deeplazamiento del mismounos 4 a 5 mmdentro de la sección
central, de tal manera de interponerlo en el caminoóptico del aparato .
Para ello se extraia lentamente buffer del limbo ascendente-mediante una
Jeringa Operada a manoy provista de una agufia larga de borde recto, in ­
troducida apenas lo necesario en dicho limbo, con el maximode precaucio­
nes para no alterar el limite móvil inicial. E1 registro de las imágenes
obtenidas por el sistema "schlieren' se efectuó utilizando la camarafotg,
grafica colocada en el extremodel aparato y provista de film 'polaroid’.
Las medidas de conductividad se realizaron empleandouna célula de condúg
tividad de 2 ml de capacidad y un puente de conductividad fabricado por
Leeds y Northrup, modelo No4960 .

EXEERIENCIAS'QQ UBIRACENTRIEUGACION.

centrífuga Spinco modelo E.
MEDICION D_E¿A ACTIVIDAD EN; naaa:ch p; L_A_GARBOXIQUINAÉA FQgFOENOLPIRU=

mas.
a) Dgcarboxilación ggl‘gxalaggtatg. Se lleva a cabo en el aparato de

Warburg. La mezcla de incubación, que se coloca en el compartimiento

principal del vaso de Warburg, contiene 40/fiLmoles de QA; 0.6 moles de
ATPy buffer borato-succinato 0.1 M.pH5.4. La enzima se coloca en el
bulbo lateral. El volumenfinal es de 3 ml. Después de equilibrar el tg
do durante 5 minutos a 30°C y con agitación (70 oscilaciones por minuto)
se inicia la reacción mezclandola enzima con el contenido del comparti'­
miento principal y se incuba durante 15 minutos, realizando lecturas cada
5 minutos del anhídrido carbónico desprendido. Trabajando a pH 5.4 no es
necesario acidificar el mediopara liberar el anhídrido carbónico produc;
do, caso contrario se emplean vasos de Warburg de doble bulbo en uno de

los cuales se colocan 0.1 ml de SO4H236 N; terminado el periodo de inqg

Se llevaron a cabo en una ultra­
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nación (IS minutos) se detiene la reacción por el agregado del ácido, y
deepués de 5 minutos,(tiempo suficiente para que todo el anhídrido retg
nido sea liberado) se efectúan las lecturas corregaondientes. La solu­
ción de oxalacetato debe ser preparada inmediatmanto antes de ser usada
y su.pH'debe ajustarse al pH de la reacción con aflueión concentrada de
HQNa,empleando Verde de bromo*9resol comoindicador. Las lecturas.efgc
tuadas en presencia de enzima deben ser oorregidas en tedos los casos de
la decarboxilacion no enzimática, para lo cual deben realizarse simultg
neamente determinaciones de decarboxilación en las mismas caidiciones
del ensayo, pero omitiendo la enzima. Blancos realizados con enzima n;
activada por el-cslor no resultaron convenientes, porque en algunos ex­
perimentos relizados en esas condiciones se observó una actividad deca;
boxilante mayor en el blanco (debida a probablemente a 1a proteina dede
naturalizada) que en la muestra con la preparación enzimática sin inacp
tivar.

Se convino en adoptar comomedida de la actividad decarboxilante, al
númerode ¡urlitros de anhídrido carbónico desprendido en los primeros
15 minutos de la reaccion, en las condiciones másaruuba indicadas t 1

unidad de decarboxilación = ¡palitro de anhídrido carbónico deeprendi ­
do). '

b) Fijgc;6n g; ggrbónico,
'bl) Mggodoradicgiimigg. Se lleva a cabo incubando los extractos

enzimáticos con los sustratos en presencia de C 03HNa(diluido con |
COSHNainerte para dar una adecuada actividad especiiïca) en las condi=
ciones establecidas en cada caso° La temperatura fue siempre de 30°C o
Cumplidoel periodo de incubación se detiene la reacción mediante el
agregado de SD4H236 N; se centrífuga y alicuotas de‘0.2 m1 de la mus;
tra se colocan por duplicado sobre sendos discos de papel de filtro
(Sbhleicher y Schull 489) contenidos en planchetas de aluminio, y se eg
can al vacio sobre acido sulfúrico, durante una noche, después de lo
cual se cuenta directamente la radioactividad fijada, ya que por este
procedimiento el C 402 remanente es eliminado. Las medidas se corrigen
por autoabsorciñn, considerando que esta última, correspondiente al pa­
pel de filtro, es del mismoorden que la de precipitados de carbonato
de bario (8). El peso de los discos de papel de filtro de 4.4 cm2de

Ysuperficie, determinado despues de medirse la radicactividad correspon=
diente, oscilo en casi todos los casos entre los valores de 54 y 60 mg,
lo cual representa espesores de i2.5 a 13.5 mg/cm?y, de acuerdo a Ia
curva de corrección para el carbonato de bario, los mismoscorre9ponden

-w-a medidas del 27 al 25 %de la radiosctividad a espmnmcero respectiva­
mente.

cuando el producto de la reacción es directamente el oxalacetato, el
secado debe hacerse a ü = 5°C, y la radioactividad de los discos debe
ñctcrminmrse inmediatamente después de ser sacados del desecador, pués
a temperatura ambiente las muestras comienzan a disminuir paulatinamen­



1194

te su radioactividad debido aala decsrboxilación espontanea del oxalacg
tato. Las incubaciones se realizaron a1 algunos casos en el aparato de
Warburg y en otros, en tubos de ensayo de 10 mmx 90 mmcerrados con tg
pón de goma.

Para las medidas de actividad especifica de i‘ij ación por este método
de las distintas fracciones datenddas,durante .Losestudios de purifica­
ción, y por ias razones que se indicarán en el Capitulo V, se acapló al
anterior el sist emaenzimático de la aspartico-glutaamico transaminasa.
En esos casos .Lamezcla de incubación contiene 2 moles de PEP; 1.1

moles de ÁDP; 1.25/0. moles de C12Mn; 3.2/4moles de 01403HNa; 10
¡“rurales de glutauato; 0.1 m1de tramaminasa; enzima; 0.5 ml buffer
boratoasuccinato 0,1 H pH 5.4 . Volumenfinal l m1. La reacción se
inicia por el agregado de 1a enzima. Después de incubar durante 25 mi­

nutos a 30°C, se detiene 1a reacción con 0.025 m1 de 50411236 N y se
procede en la forma antes indicada-:0 Los¡o moles de anhidrido carbóni­
co fijado se calculan en base a la radioactividad especifica del 2.
CI4O3HNautilizado. Se comino en tomar como medida de la actividad en­
zimática por este método, al númerode moles x 10‘3 deanhidrido ca;
bónico fijado en 25 minutos en las conátiones indicadas (l unidad de
fijación = 0,001,4¿11101de anhídrido carbónico fijado).

En otros casos y especialmente en las esperiencias de intercan'flñio,se
prefirió utilizar comomedidade actividad directamente la radioactivi­
dad fijada (c.p,-.,m.),ya que en este ultimo caso, durante la decarboxilg
ción se desprende anhídrido carbónico herte que hace variar 1a radicac­
tividad especifica inicial del (11403HNa.

bz) Mgtggo¿Mpfgtggétrigm En este caso la mezcla de inme
ción contiene: 203/4‘ moles de PEP; 1.1 ¡(«mol de ADP; lO/drmoles
de Glam; 25 ’¿Lmoles de CO3HNa; l flmol de DPNH; 0.1 ml de málico
dehidrogenasa; enzima; 1.5 ml de buffer borato-¿succinato 0.1 MpH 5.4.
Volumenfinal 3 m1. Temperatura 30°C. La reacción se inicia por el
agregado del PEP. A los 15 segundos de iniciada la reacción se ajusta

la densidad óptica a 340 m/g en un valor arbitrario de 0.3 y se comieg
za a medir cada 15 segundos la disminución de la misma. Se convino en
expresar la actividad enzimática por este métodopor la variación que '
la densidad óptica a 340 m/A, (AD0340) sufre en un minuto (l unidad de
fijación =-AD0340de 1.0).

En cualquiera de los ttres métodos, 1a actividad especifica se obtien­
ne dividiendo la actividad enzimática (expresada en las unidades rdapeg
tivas): por el número de mgs de proteina presente. .. l

DETmygNACIONDEmarga; MMCETATQENm; gm M fi=
gg susmncgs gIMQLTAM: Se utilizó el métodode las 2-4 dinitg
trofenil hidrazcnas (DNF-shidrazona)de Catallini y col. (9) y cromatq ­
grafía según Seligson (10). La técnica adOptadafut la siguiente: una
vez desproteinizada la nuestra a investigar, se agrega a una alícuota
de 1a misma, generalmente de l ml; 2 ml d'e’una solución de 2-4-dinitrg,
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fienilhidrazina al G.2 fi en ClH 2 N. Se mantiene la mezcla a 36°C duran
te 12 minutos y luego a 0°C hasta que los cristales de la DNF-hidrazona
del oxalacetato se formen (aproximadamente 4 horas). Las hidrazonas se
extraen con acetato deetilo, realizándose cuatro extracciones con por ­
ciones de 2; 2; l y l ml respectivamente, las cuales se unen y la mez —

c1a_se extrae luego con C03Na2al lO % (3 extracciones de 2 ml cada una).
La solución acuosa alcalina resultante se lava una vez con l m1de ace­
tato de etilo, se enfría en baño de hielo y se acidifica con ClH(c) has
ta reacción ácida franca. Se vuelve a extraer tres vecesgcon porcimma
de 2; l y 0.5 ml de acetato de stilo; las cuales se unen y se llevan a
un volumen final de 4 m1 con el mismosolvente. Para la separación crg
matográfica de la DNF-hidrazonasse aplica una alícuota de la solución
en acetato de etido, conteniendo de 0.2 a 1 mol de cada hidrazona, a
1a parte superior del papel (WhatmanN°l, previamente impregnado en una

solución<ie C03BNaN y secado a temperatura ambiente). El solvente se
prepara saturando un volumen de butanol por agitación con dos volumenes

de solución N de COÉHNaen un embudo de decantación durante dos minutos.
La faseaacuosa ae coloca en el fondo del recipiento cromatográfico. Se
coloca el papel en el mismo, se tapa y deja equilibrar por lo manos me­
dia hora y finalmente se coloca el butanol en la navecilla y se deja cg
rrer hasta obtener una buena separación de los distintos componentes,lo
cual puede apreciarse a simple vista. Se saca el papel y se seca al a;
re. Se recortar las manchas(') y se eluyen con CO3HNa.N.El volumen
del eluido se completa a 5 ml, se agregan 2 ml de HONa3.5 N y se lee a
los 20'minutos en el colorimetro con filtro azul, comparandocant esti­
gos preparados exactamente en la mismaforma a partir de mezclas de can
tidades variables y conocidas de piruvato y oxalacetato.

DETERMINACION COLORINETRICA QE; PIRUVATO FORMADOgy Lg BEQOCION QE

LAQUINASAPIRUVICA. Se empleó el método de las 2-4-dinitrofanilhidra­
zonas según la técnica simplificada de Kachman.yBoyer (7). Finalizado
el periodo de incubación se detiene la reacción mediante el agregado a
una alícuota de la mezcla conteniendo entre 0.1 y IW/¿,mol de piruvato,

' de l ml de reactivo (solución de 2-4 DNPHal 0.025 % en ClH 2N ). Se
lleva a 3 ml con agua destilada y se deja a 37°C durante lO minutos. E;

i nalmente se agregan 2 ml de agua destilada y 5 ml de HONa0.6 M, se cen
trifuga para eliminar cualquier precipitado que se haya formadoy se lee
después de por lo menos10 minutos con filtrO'verde. Las lecturas se
comparancon las obtenidas con controles que contienen cantidades cono­
cidas de piruvato.

DECáRBOXJlJACIONDELOXAMCETATOé NIVEL2;}; MELO e X 2m:
gg! gg ¿ILS ¿LANCHBTAQpg CARBOMTOIE BARIO; La decarboxilación se 113
v6 a cabo en el aparato de Warburg empleando citrato de anilina comocg

(’)Por este método se obtienen dos manchas de cada compuesto, correspog
dientes a los dos isómeros cia-trans de las hidrazonas.
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talizador (11). La técnica empleadafué la siguiante. Unaalícuota de
la muestra a investigar convenientementeacidificada se coloca en 1a cg
mara principal de un vaso de Warburg, en el bulbo lateral se colocan
0.2 ml de citrato de anilina preparado mezclandopartes iguales de ani­
lina recientemente destilada y acido cítrico al 50‘%,y.en la copita cg;
tral 0;2 ml de una solución de HONa6 N, libre de carbonatos. Se equi­
libra a 30°C durante 5 minutos en el aparato de Warburg, después,de lo
cual se mezcla el contenido del bulbo lateral con el de la cámara prin­
cipal, y se deja agitando durante el tiempo necesario para que todo el
anhídrido carbónico desprendido en la reacción sea absorbido por la so­
lución de HONa. Finalmente se recupera el contenido de la copita cen ­
tral, que se lava con agua destilada libre de carbonato, reuniendo los

liquidos de lavadoa En caso necesario se agrega l m1 de CO3HNa0.08 M
comoportador y se precipita como00 Be mediante el agregado de l ml de

ClNH42 My 1 ml de CI2Ba M. Se centrífuga y el sobrenadante se desea;
ta; el precipitado se suspendeen agua destilada libre de anhídrido
carbónico, se filtra al vacio por Büchnerde 'copa desmontable, utili ­
zando para ello discos de papel de filtro Schleicher y Schull 589, pre­
viamente tarados. El precipitado se lava primero con agua libre de an­
hidrido carbónico y luego con acetona y se seca con corriente de aire
caliente.

QOMBUSTION‘QECOMPUESEQQ_ORGANICOS:Se realizó con la mezcla oxidag
te sólida de Van Slyke y col. (12), en un anarato basado en el modelo
de Lindenbaumy col. (13). Para la descripción del mismo comoasi tam=
bién para detalles de la técnica empleadaconsultar el trabajo de Sto ­
ppani y Pigretti ('14).

FOSFOENOLPIRUVATO:Se preparó por el método de Baer y Fisher (15) a
partir del ácido 9 -cloroláctico y oxicloruro de fósforo. El cloro­
láctico se preparó a partir de la epiclorhidrina y esta a su vez de la
glicerina empleandolos métodos respectivos, descriptos por los mismos
autOres. El ácido fosfoenolpirüvico se aisló comosal de plata y bario,
la cual se conservó al abrigo de la luz en congeladora. Para liberar
el ácido de su sal se disuelve una cantidad pesada de la misma en N0 H
0.2 N en la proporción de aproximadamente 100 mg en 3 ml. Luego se' _

agrega gota a gota soluciones de SO4H20.5 My QlH 0.5 H en cantidades
suficientes para precipitar completamentela plata y el bario, se cen­
trífuga y se asegura la precipitación total mediante el agregado de un
ligero exceso de didias soluciones, finalmente se lleva a pH6.5 - 7.0
con solución de HONalibre de carbonatos. Todas las operaciones Se reg
lizan en frio. El fosfoenolpiruvato se valoró por tratamiento con ni ­
trato mercúrico, y determinación del ortofosfato liberado, por el méto­
do de Ernster° La solución de fosfoenolpirvato se caiservó congelada a
-15°c.

El Pfiz-fosfoenolpiruvato se preparó en la mismaforma utilizando un
PBz-oxicloruro de fósforo que contenía inicialmente una radioactividad
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de 9 m0 en 0.3985 8, el mismose diluyó con oxicloruro de fósforo ineru
te hüsta completar un peso de 1.350 g y se siguió con la técnica habi­
tual. i
-Mmmm miPAPEL9:2,¿Las DEmila;sin g: z mom Se

utilizó el solvente de Paladini-rLeloir (16) constituido por alcohol 95%.
acetato de amonio 1 MpH 705; (7.5 z 3) (v/v). Las hojas de papel
Ihatman N01 empleadas, se lavaron previamente con ácido fórmico N ,lue­
go con verseno 0.5 % pÏVBQSy finalmente con alcohol 95 % (17). Las ho­
jas con la mezcla a separan depositada en la parte superior de la hoJa
se equilibran durante una noche con el solvente y se desarrolla con el
mismo durante 24 a 36 horas a temperatura ambiente (aproximadamente_
20°C). El revelado se hace con el reactivo de Wadey Morgan (21).

CRONIATOGRAEIApp ¿.DENCGINPOLJI‘OSFATQ' ¿LNCQUMNASpg gsm; ¿m

“neuronas pg IoNEs. Se utilizó el metodode Cohn .(Íarter (18)‘em ­
pleando Dowexl, x 10 Z "cross linked”, 200=4OOmesh _. Para su util;

' zación, la resina se lavó con agua destilada, dejándola decantar duran­
te 20 minutos; lo QJGno sedimento en ese lapso se eliminó con el so ­
brenadante° La operación se repitió 4 veces. k continuación 1a resina
se lsvó con ClH 2 N, para lo cual se preparó con 1a misma una columna de
dimensiones adecuadas y se hizo pasar la solución ácida hasta que la ag
sorción a 260 m del efluyente fué constante y menor de 0.050. Fina;
mente se lavó con agua destilada hasta eliminación completa del ion 012
ruro, Con la misma se prepararon columnas de dimensiones que variaron
entre l y 2 cm de longitud y 1 cmde diámetro.

El nucleótido a analizar se disolvió en 1 ml de agua destilada y se
llevó a pH aproximadamente 7. La elución de la columna se realizó sucg
sivamente con; GlNH40.01 M; ClH 0.003 M; ClH 0.01 M - ClNa 0.02 M.y
01H 0.01 Mw ClNa 0,2 M recogiéndose fracciones de lO ml, midiéndose

su densidad óptica a 260 n>¿¿,.
DETERMINAciONpg ORTOQSFATO.' Se empleó el método de Ernster y col.

(19) de acuerdo a la siguiente tecnica: 1a muestra convenientemente
desproteinizada (preferentemente con ácido tricloroacético) conteniendo
entre 3 y 14-/fi°gramos de P se colocan en una probeta graduada de 10 ml
con tapa. Se completa el volumen a 3 ml con agua destilada y se agre a

gan 5 ml de una mezcla isobutanolobenceno (1:1), 0.5 ml de SO4H210 N
y 0.5 m1 de una solución de molibdato de amonio al 10 %, se tapa y
agita vigorosamente durante 15 segundos. Después de separadas ambas tg
ses se miden 2 m1 de la faseeauperior con una pipeta de simple enrase y

se vuelcan en 4 ml de una solución alcohol-sulfúrica (32 m1 de SO4H236
N en 968 ml de alcohol absoluto) lavando la pipeta cuantitativamente
con el reactivo. Finalmente se agregan 0.5 ml delI'eactivo reductor
(10 gr de CIZSn. 2H20 en 25 m1 de ClH concentrado) diluido 200 Veces con

' - oÍ j Gentilmente cedidas por el Dr° L.F. Leloir
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BO4H2Ny se lee a la nedia hora en el fotocolórimetro con filtro rojo.
Paralelamente se hacen controles con solución de P04H2Kde concentra =
ción conocida y se comparanlas lecturas con las anteriores.

¿LagARAcmgpg ¿12 gomaulsmg gif. Se anpleó la síntesis quimica
de Khorana según la técnica desarrollada por Lowenstein (20). En un tg
'bo del tamafig de un tubo de Kahn provisto de tapa esmerilada se coloca­
fon 0.3 ml de una solución de sz-ortofosfato libre de portador cofitau=
niendo una radioactividad de 0.35 mc en el momentoinicial. La solu —
ción se evapora al vaoÏÉ y se agregaron lO mg de la sal sódica de ADP,
0.5 ml de una mezcla piridina=agua (1031) y 0.2 g de N,N'=diciclohexil=
carbodiimida (Light), se agregó una perla de vidrio para facilitar'la
agitación, se tapó y agitó durante un lapso de 6 horas en un.agitador J
de Kahn° Finalizado dicho período se agregó 1 ml de agua destilada ag;
tando vigorosamente durante l minuto, se centrifugó y separo la capa
acuosa de la cual se eliminó la piridina mediante cuatro extracciones
con eter de 2 m1 cada una. La solución acuosa se concentró al vacio y
se cromatografió sobre papel por el método más arriba indicado. Se
utilizáron con ese fin dos papeles de 46 x 56 cmsobre los que se depo­
sitó la solución a cromatografiar en forma de banda a todo lo ancho del
borde superioro Se preparó un radioautograma y se elqyó la banda co­
rrespondiente al ATPradioactivo, la cual se concentró al‘vacio. Para
ser utilizada, la solución de ATPradioactívo fué adicionada de 25;" mg
les de ATPinerte, Por el método indicado el P32 entra en los grupos
fosfato % y X del ATP,pero la distribución entre esas dos posicio­
nes no pudo ser determinada en la preparación descripta.
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ENSAYOS PRELDMINARES Y CONSIDEBQCIONE; GENERA S SOBRE

EL_POSIBLE SISTEMA ENZIMATICO RESPONSABLE QE_LA FIJ ­p.

CION QE ANHIDRIDO CARBONICO EN LA LEVADURA DE PANADE w
\

BLA (SACCHAROMICESCEREVISIAE).

Stoppani y col.(l) estudiando la asimilación de anhídrido carbónico
por la levadura de panaderia demostraron, utilizando C 02, que durante
la oxidación del acetato, acetaldehido, piruvato y glucosa y también du»
rante la fermentación de esta ultima, la radioactividad aparecia.en los
intermediarios del ciclo de Krebs y en algunos aminoácidos y compuestos
relacionados con la glucolisis. Los principales compuestosmarcados fue
ron el aspartato, glutamato, malato y los ácidos tricarboxilicos. El ang
lisis cinético de la incorporación del C , en los diversos compuestosy
la distribución intramolecular del rótulo, señalaban al oxalacetato como
el producto primario de la fijación. Si bien se desconocía la naturaleza
del sistema enzimático involucrado en la misma, se pensó que bien podria
ser un sistema que catalizara una reacción del tipo de la de Woody Werkr
man. Hasta ese momentolos estudios sobre dicha reacción se habian real;
zado con extractos enzimáticos libres de células obtenidos de microorga ­
nismos (M¿lxsodeikticus) y tejidos animales (higado de aves), que se ca­
racterizaban por poseer una marcadaactividad decarboxilante sobre el
oxalacetato a nivel del earoxilo €5 y a cuya reversibilidad se atribuia
la capacidad que tenian de incorporar C1402en el mismo. Por lo tanto
los primeros ensayos se enCaminaron, en nuestro caso, en el sentido de la
obtención de extractos de levadura de panadería, libres de células,que tg
vieron la capacidad de decarboxilar especificamente al oxalacetato, puri­
ficarlos parcialmente para luego investigar la posible incorporación de
C11402en el carboxilo Q del oxalacetato, catalizada por dichos extrac­
tos. i I

Para la obtención del extracto enzimático se partió de polvo acetónico
de levadura preparado en la forma que se indica en el capitulo siguiente.
La extracción de la enzima se realizo de la siguiente manera: 50 gr de
pcivo acetónico de levadura se dispersaron en 200 ml de buffer boretoebó­
rico 0.05 MpH 8.0 en licuadora eléctrica durante aproximadamente un ming
to. Se dejó extrayendo con eventual agitación durante cuatro dias en cá­
mara Íria, controlando periódicamente el pH con rojo de fenol. Durante
las primeras 48 horas se observó una pronunciada caida del pH que se co ­
rrigió con el añadido de amoniaco 5 M . Durante toda la extracción se
mantuvo el pH entre 7 y 7.5 . Al término del periodo indicado, la suspen
sión se centrifugó durante 45 minutos a 3500 r.p¿m. en frio, se descartó
el precipitado de material celular y se utilizo el sobrenadante ligerameg
te turbio, obtenido.
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Para eliminar durante las medidas de actividad oxalacético decarboxilg

sica la interferencia representada por la posible presencia en el extrac­
to de la pirúvico decarboxilasa que podria provocar la decarboxilación del
oxalacetato al nivel del carboxilo Ok o la del piruvato formado durante
la reacción, se sometió el extracto a una diálisis alcalina con el fin de
eliminar en lo posible a la cocarboxilasa (pirofosfato de tiamina). Para
ello se dializaron 50 ml del extracto contra 500.ml de buffer borato-bór;
co 0.05 M , pH 8 durante 48 horas y en frio, cambiándose el liquido de
diálisis cuatro veces durante el lapso indicado.

Conel extracto asi obtenido se ensayo actividad decarboxilante sobre
el oxalacetato. Comocondiciones de medida se adoptaron las utilizadas
por Plant y Lardy para el estudio de la enzima correspondiente de Azotg ­
bacter vinelandii (2). La mezcla reaccionante que contenía 1.5 ml de bu­
ffer borato-succinato 0.1 MpH6.8; 40¡q moles de oxalacetato; 5¡q‘moles
de CIZMny enzima; se incubó en el Warburg a 30°C con agitación (70 oso;
laciones por minuto) utilizando vasos de doble bulbo. Al cabo de 20 ming

tos se detuvo la reacción mediante el añadido de 0.1 ml de SO4H256 N co;
tenido en uno de los bulbos y se midió el anhídrido carbónico desprendido.
Simultaneamente se realizó un blanco en la mismaforma pero utilizando e;
tracto inactivado por el calor (10 minutos a lOOOC)para hacer la correc­
ción por decarboxilación no enzimática del oxalacetato. Los resultados
obtenidos en esas condiciones de medida, incluidos en la Tabla III-l, no
fueron muysignificativos debido a que la diferencia entre los valores eg
rrespondientes a la decarboxilación enzimática y no enzimatha podia cone;
derarse comprendidadentro del error experimental. Conel objeto de con­
centrar la actividad enzimática se precipitaron las proteinas del extrac­
to crudo con sulfato de amoniosólido hasta saturación total. (La técni­
ca empleadapara los fraccionamientos con sulfato de amonio se detalla
en el Capitulo siguiente.) El precipitado asi obtenido se disolvió en bg
ffer borato-succinato O;1'MpH6.8 y se dializó contra buffer barato-bóri
co 0.05 MpH 8 con el fin de eliminar el exceso de sal y la cocarboxilasa.
Con el extracto asi obtenido se detenminó nuevamente actividad decarboxi­
lante sobre el oxalacetato y también sobre el piruvato. En este último
caso se reemplazó para la medida, el oxalacetato por 40 moles de piruvg
to de sodio, siendo las condiciones restantes las mismas (Experimento 2
de la Tabla III-l). Pudieron obtenerse en esa forma valores de la activ;
dad enzimática más significativos que el obtenido con el extracto crudo .
Ademásse observó carencia de actividad decarboxilante sobre el piruvato.

El extracto proveniente de la precipitación salina fué refraccionado
con sulfato de amonio, obteniéndose tres fracciones correspondientes a
cortes entre 0 y 25 , 25 y 50 , y entre 50 y 75 % de saturación. La medi
da de la actividad decarboxilante de dichas fracciones indicó que la act;
vidad enzimática se repartia entre las dos últimas fracciones (Experimeg
to 3 de la Tabla III-l). Los valores obteniios fueron lo suficientemen­
te significativos comopara considerar adecuadas dichas fracciones para
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efectuar un estudio preliminar tendiente a buscar condiciones de medida
más adecuadas de 1a actividad oxalacetico decarboxilasica.

En primer términozae ensayo la influencia del pH. Se emplearon buffer
borato-succinato 0,1 Mde pH comprendidos entre 5.5 y 8.4. El resto de
las condiciones utilizadas fueron las mismasde los experimentos 2 y 5 de
la Tabla III-l. Comoextracto enzimático se utilizó el obtenido por frag
cionamiento con suïfato de amoniodel extracto crudo (corte entre 30 y
48 %de saturación). Los resultados obtenidos, incluidos en la Tabla
III-2, señalaron la conveniencia de trabajar a un pHmás bajo que el pri­
mitivamente adoptado, pues se pudo comprobar que en estas ultimas condi ­
ciones tan sólo se media un 17 % de la actividad que se podia alcanzar
trabajando a un pH de aproximadamente 5.4. Además se pudo demostrar que
haciendo las medidas de actividad a ese pHdesaparecia la actividad s¿
carboxilásica remanente que presentaban algunas preparaciones enzimáticas.

Tambiénse ensayo la influencia que podia tener en las medidas 1a pre­
sencia de DPN, TPN, y ATP en el medio de incubación. Los resultados que
se incluyen en la Tabla III-5 indicaron una marcada activación de la de ­
carboxilación enzimática del oxalacetato por el ATPy en menor grado por
el DPNy el TPN. En presencia de ATPla actividad fué casi tres veces la
actividad del testigo sin ninguna adición. Para el TPNy DPNsi bién hu­
bo una activación significativa, la mismafué marcadamenteinferior a la
correspondiente al ATP: 46 %y 65 %mayor que 1a del testigo, reapectivg
mente.

Otro factor que se tuvo en cuenta antes de encarar laposibilidad de un
estudio de purificación de la enzima, fué la de ensayar la necesidad de
Mn+*en el medio de incubación, pués se conocía la marcada acción catali­
tica que los cationes divalentes y en eSpecial el M'n++tenian sobre la de
carboxilacion quimica y enzimática del oxalacetato (3,4). Se realizaron
dos experimentos preliminares con extractos obtenidos por precipitación
con sulfato de amonio. Los resultados no fueron muy concordantes, pues
mientras que en uno de los experimentos se obtuvo una activación signifi­
cativa, en el otro, trabajando con dos concentraciones distintas de Mn++,
no se observó ningún efecto sobre la decarboxilación enzimática. (Tabla
III-4).

CONCLUSIONES:Dentro de las limitaciones que en la interpretación im­
puso 1a utilización de extractos muyimpuros, los resultados obtenidos de
estos ensayos preliminares señalaron los siguientes hechos:
1°) Posibilidad de obtener a partir de polvo acetónico de levadura de pa“

naderia, extractos libres de células con actividad exalacética decar­
box11ásica, practicamente libres por otra parte de actividad pirúvico
carboxilásica en las condiciones de medida finalmente adoptadas.

2°) La actividad oxalacética decarboxilásica fué maximaa pH relativamen­
te bajos lo que explica las bajas actividades obtenidas en los prime­
ros ensayos en que se utilizó un pH comparativamente alto.

3°) El ATPen concentraciones cataliticas, ejerció una marcadaacción ac­
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TABLA111-1

¡magos PRELmINAREsg, ¿M oxangglco DECAEÉOXILASICÉgg w gRUDos1

FRACCIONESW .131;nggggncmn gonSUQATQ¿E W

La condiciones experimentales ee detallan en el texto. El tiempo de incubación fué
de 20 minutos en el Experimento 1 y 15 minutos en los restantes.

Experimento Extracto Proteina Suatrato C02 (') Actividad especifica
utilizado Presente decprendido 1 de 002 5'!)(mg) “1, (mgde prote e

1 Extracto crudo 17 0A 16 0.95

a 0A 28 0.9
2 Fraccion 100í sat. 30 “mmm o ___

Fracción 0-25Zeat. 16 0A 0 -­

3 Fracción 25-5055“. 12 oa 20‘ 1.7

Fracción 50u75%eat. 16 OA 35 2.2

(") Deecontadoel valor correspondiente a la decarboxilación no enzimática

(") Expreaada como#1 de CO2desprendidos en el tiempo de incubación indicado en i
5esíe caso, por mgde proteina presente.
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(Eli-ahíbarra 1 "aíhá'fe'a)

Condiciones experimentales en el texto. Cantidad de proteina presente: 5 mgro

pH CO2desprendido Actividad relativa

Vid) ( S )

3.5 0 0

4.5 0 0

5.4. lUI 100

6.1 74 69

69*. 18 17

8.4 7 6
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¿EELQENcgl QQL DPN, TP! g ATP SOBRE L5 AQTIVIDAQ OXALOACETIQADECABEOXELLQICA

La mezcla de incubación contiene: buffer 'borato-succinato 0.1 MpH5.4; Wo­

lea de GlgMn; ¿Ofimoleá de oxalacetato; 40 mgde proteina“) y las adiciones indiq­

cadaa) volumen final 3 ml. Temp., 30°C; '15 minutos de incubación.

Adiciones 002 desprendido

(A1)

aaa 65

0.36/lmolea de TPN 95

0.43/1 moles de DPN 106

0.60flmoles de ATP 187

(l) Se utilizó una preparación obtenida por precipitación con sulfato de amonioentre

30 y 70 Z de saturación del extracto crudo.
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¿‘EECTOQE: Mn SQBRE¿g ACTIVIDADW DECQEQQXLEQICA

La mezcla de incubación contiene buffer borato-auccinato 0.1 MpH 5.4 . AO/Lmoles
dc oxalmrrtato, enzima“). Volumenfinal 3 ml. Temperatura 30°C. 15 minutes de in­

. )cunanion,

Experimento Mn' presenta 002 desprendido

(ft moles) (Fl)

o 5?‘l
5 89

'0 49

2 5 50

lO 44

.r ._..­

(') Experimento 1 a 1702 mgde proteina de un extracto obtenido por precipitación

con sulfato de amonioa saturación total

¿mg-aumento2 z 33 mgde proteina de un extracto obtenido por precipitación con

sulfato de amonioentre 48 y 80 fi de saturación.
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tivadora sobre la reacción. El mismo efecto pero en menor grado lo
ejercieron el DPNy TPN.
Con el Mn++los ensayos preliminares fueron contradictorios pues en
dos experiencias independientes, realizadas con extractos distintos ,
se observo en un caso, activación de la reacción enzimática, mientras
que en el otro el efecto del Mn++fue prácticamente nulo en las con ­
centraciones utilizadas. Ensayos posteriores con extractos de mayor

4,70 v

grado de pureza con respecto a la actividad oxalacético decarboxilasi
ca indicaron que el añadido de Mh++al medio de incubación no era ne­
cesario, y más aún, en concentraciones del mismoorden que las utili­
zadas en los primitivos ensayos, el Mn++ejercía una significativa ag
ción inhibitoria.

El conocimiento de estas prepiedades de la enzima responsable de la de
carboxilación del oxalacetato permitió ajustar las condiciones de medida
de la actividad correspondiente en forma de contar con un método suficieg
temente sensible y especifico para utilizar en los estudios iniciales de
purificación. Las condiciones de medida que finalmente se adoptaron, y
cuya conveniencia fué posteriormente corroborada por experimentos que se
describirán en el Capitulo VII realizados con preparaciones más puras,fug
ron las que se describen en el Capitulo II de Materiales y Métodos. En
cuanto al añadido de M'n++al medio de incubación, y en vista de los resul
tados contradictorios obtenidos, se pensó que los mismospodian deberse
al hecho de que la actividad decarboxilante fuera efectivamente dependieg
te de 1a presencia de un catión divalente, y estando este yaunido a la
proteina enzimática, aparentemente no seria necesario su agregado; pero
la posibilidad de que se separara el catión durante el procesa de purif;
cación de la enzima haria necesario su añadido al medio. Teniendo en
cuenta este factor de incertidumbre en la medida, se optó en los primeros
ensayos de purificación por incluir al Mn++en la mezcla reaccionante, si
bien posteriormente y ya en posesión de otros datos experimentales se lo
excluyó de la misma.

En definitiVa, se tomó comocriterio de purificación, de la enzima, a
la actividad decarboxilante sobre el oxalacetato, catalizada por el ATP.
Las experiencias, descriptas en el Capitulo correSpondiente, demostraron
la validez de dicho criterio también en lo que se refiere a la purifica ­
ción de la actividad responsable de la fijación de anhídrido carbónico,a1
menos en las primeras etapas de la misma.

BIBLIOGRAFLA

l) Stoppani, A40.M. Conches, L. Favelukes, S.L.S. de y Sacerdote,F.L.,
Blochem. 3., 3g, 438 (i958).

2) Plaut, G.W.E. y Lardy H.A., J.Biol. Chem., lag, 13 (1949) ­
5) 0choa,S. The Enzymes Üol 2, part.2 pag.929 (Academic.Press N.Y. 1952)
4) Herbert, D. Symposia Soc. Exptl. Éiol. Vol.5, pag. 52 (1951). ­



CAPITULO _I_v_

OBTENcgq D_EEHRACTOS ENZIMATICOSgg muURA y; PANA­

QERIA (5L CEREVISIAE) y ESTUDIOS ¡g PURIFICACION gg:

L_o_smenos

En los estudios de purificación subsiguientes se han empleado sfimultaneg
mente los distintos métodosde medida de la actividad enzimática descriptos
en el Capitulo II. En cada caso se indica el metodo empleado.

a) PREPARACION _I_)E__L_POLVO ¿(erróneo _D_ELEVQURA.

libres de células puedenser obtenidos a partir de la levadura, previo tra­
tamiento de la mismacon acetona y eter con el fin de alterar las estructu­

Extractos enzimáticos

ras celulares y al modificar de ese modola permeabilidad de la pared celu­
lar permitir la extracción de sustancias intracelulares que de otra manera
seria imposible obtener. Dicho método fué utilizado por primera vez por
Alber, Buchner;y Rapp (l) en la obtención de la "zimasa" a partir de la 1e­
vadura. Una modificación del método primitivo fué hecha por St0ppani y
Milstein para obtener las DPNy TPNaldehido deshidrogaiasas de levadura
(2).

Se lava 1a levadura suspendiéndola en agua destilada (500 gr en l litroL
Si la levadura comer­

A continuación se describe una preparación tipo.

homogeneizandola suspensión en licuadora eléctrica.
cial contiene fécula, se_centrifuga, se separa la capa de almidón y se vue;
ve a suspender en agua y se filtra por succión hasta que no escurre más li­
quido. En caso de trabajar con una levadura libre de fécula se procede al
filtrado de la suspensión directamente. 250 gr de la torta obtenida y en ­
friada a 4°C se suspende con la ayuda de la licuadora eléctrica en 600-700
ml de acetona enfriada a aproximadamente —20°C. El tratamiento dura entre
medio minuto y un minuto, e inmediatamente se filtra por succión en un bach
ner previamente enfriado. El tratamiento se repite otras dos veces y debe
hacerse lo más rápidamente posible con el fin de evitar que 1a temperatura
de la pasta suba por encima de los 500. Después del tercer tratamiento ace
tónico, la torta se laVa dos veces en el mismobüdnner con porciones de lbü
ml de éter etilico recientemente destilado y libre de peróxidos, enfriado a
-20°C. Se escurre el eter por succión, se disgrega la torta y se extiende
sobre una hoja de papel de filtro en corriente de aire; se ayuda a disgre­
gar finamente con una varilla de vidrio grueso, hasta convertirla en un pol
vo fino, seco, libre de olor a eter o acetona. Por este método se obtienen
aproximadamente entre 220 y 240 gr de polvo por cada Kg de levadura prensa­
da. E1 polvo asi preparado se conserva en un desecador al vacio contenien­
do vaselina 1iquida para absorber la acetona remanente, e hidróxido de so ­

Si bien el
polvo dura muchomás tiempo, no conviene utilizarlo después de seis meses<de
dio o pasio comodeshidratante, preferentemente en cámara fria.
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preparado, para la obtención de la carboxiquinasa fosfoenolpirúvica, pues
en caso contrario la preparación de la enzima se hace dificultosa.

b) EXTRACCIONQE.L¿ ENZIMA. La extracción.de la enzima se hace con bu­
ffier borato-bórico 0.05 MpH 8 en frío. Para ello se suspenden lOOgr de
polvo acetbnico de levadura en 300 a 400 ml de buffer con licuadora eléctri
ca durante aproximadamente un minuto. Se deja extrayendo con eventual agi­
tación aurante tres días en cámarafría. Durante toda la extracción se mag
tiene-el pH entre 7 y 7.5 mediante el agregado de amoniaco concentrado di­
luido al tercio, impidiendo de ese modoque el mismobaje demasiado por ac­
ción del metabolismo endógenode las células. Al cabo de los tres dias se
centrífuga en frio a 3.500 r¡p.m. durante aproximadamente45 minutos. El sc
brenadante se decanta y se guarda, y el residuo se lava y termina de extraeg
para lo cual se suspende nuevamente en buffer borato-bóricO 0.05 MPH7-5
hasta completar el volumeninicial de la suspensión y se deja otros dos dias
en cámara fria con eventual agitación. Se centrífuga en la mismaforma qne
antes y el sobrenadante se une al anterior. En esta forma se obtiene un eg
tracto turbio que contiene la enzimay que puede conservarse congelado a
-20°C durante uno o dos meses sin pérdida apreciable de actividad. Estos
extractos contienen nucleatos en proporción variable entre 6 y lO % con res
pecto a las proteinas, determinados ambos por el método espectrofotométrdco
de Christian y Warburgl(3), hecho que debe ser tenido muy en cuenta en las
etapas posteriores de purificación. Las medidasde actividad oxalacética
decarboxilante de estos extractos crudos deben hacerse sobre muestras que
hayan sido previamente sometidas a una diálisis alcalina con el fin de eli­
minar a la cocarboxilasa, realizándose la mismaen la forma que se indicó
en el Capitulo III.

En la Tabla IV-l se incluyen los resultados obtenidos con algunas de las
preparaciones hechas a partir de distintas partidas de levadura, durante tg
do el tiempo que duró el presente trabajo. Se puede apreciar en ella que
el rendimiento de la Operación, expresado comoactividad enzimática obteni«
da por gramo de polvo acetónico de levadura, varié marcadamente de prepara­
ción en preparación, si bién se mantuvopor lo general dentro de los valo.m
res comprendidos entre 700 y 1400 unidades (de decarboxilación) por gramo
de polvo acetónico. La actividad eSpecïfica de las distintas preparaciones
varió entre los limites comprendidos entre 17 y 28, y en la mayoria de las
preparaciones (comprendiendo también las no incluidas en 1a Tabla IV-l) fué
de aproximadamente24. Estas variaciones,en los valores del rendimiento cg
moen los correspondientes a la, actividad eSpecIfica inicial, puedenser
debidas a varios factores de dificil control: variaciones en la calidad.de1
polvo acetónico preparado, debido principalmente al factor temperatura; vas
riaciones en el pHdurante el proceso de extracción, y posiblemente el de
mayorimportancia, representado por 1a partida de levadura utilizada,ya que
el trabajar con un producto de origai industrial impide un control constanw
te y adecuado de las condiciones de obtención de la misma. En ese sentido
son muyinteresantes los resultados obtenidos con una levadura "madre"
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que es utilizada comoinóculo en la obtención comercial de la misma. En 1a
Tabla IV-l dichos resultados corresponden a la preparación W. En ella se
puede apreciar el alto rendimiento alcanzado, si bién no es posible discer­
nir las reales causas del mismo(mayor contenido celular relativo de la en­
zima, mayor eficiencia en la permeabilización de la pared celular por el
tratamiento acetonico, etc.).

Tambiénla actividad especifica enzimática inicial, es casi el doble de
la comunmenteobtenida en esta etapa, lo que indicaria una mayor proporción
relativa de enzima en la Celula o una mayor selectividad en el proceso de
extracción.

En la mismatabla se incluyen (entre paréntesis) los valores obtenidos
en algunas de las preparacidnes por medidas de fijación de anhídrido carbó­
nico (métodos radioquimico y espectrofotométrico).

c) ADSORCIONCON9gp pg FOSFATO. Los extractos provenientes de la extrac
ción del polvo acetónico de levadura, son turbios debido a la presencia de
restos celulares en suspensión que son de dificil sedimentación. Ademasal
ser sometidos a otros métodosde fraccionamiento con el iin de puriricarlos
se presentaron en muchoscasos dificultades durante las centrifugaciones cg
rrespondientes, pues las fracciones obtenidas fueron de dificil sedinenta ­
ción. Conel fin de clarificar los extractos y iibrarlos por completo de
los restos celulares y a1 mismotiempo obviar los inconvenientes menciona ­
dos, se ensayó una adsorción negativa con gel de fosfato preparado "in siuf'
de acuerdo a la siguiente técnica: se ajusta el pHdel extracto provenían"
te de la extracción del polvo acetónico a 7.2 y se agrega buffer fosfato
0.5 MpH 7.2 en la proporción de l ml por cada lOO mg de proteina presen ­
te ' , luego se procede a precipitar el fosfato mediante el agregado de una
solución de acetato de calcio l M, en la proporción de 0.5 m1 por cada ml
de buffer fosfato previamente agregado. La adición de la solucion de aceta
to de calcio se hace lentamente (aproximadamente 10 a 20 ml por minuto) y
con agitación continua. Esta se mantiene durante una nora después del agrg
gado del acetato de calcio al cabo de la cual se ccntriiuga en IrIo durante
15 minutos a 3.500 r.p.m. Todas las operaciones descriptas deben llevarse
a cabo en la cámarafria. El sobrenadante de la centrifugación, que contie
ne la enzima, tiene un aspecto completamente limpido debido a la elimina m
ción del material celular en suspensión. Los resultados que se obtuvieron
en una serie de preparaciones se incluyen en la Tabla IVM2. En la misma se
puede apreciar que el rendimiento de la operación es muybueno, practicamen
te del 100 %. Los resultados obteniios en aquellos casos en que el mismo ,
aparentemente es mayor del 100%, pueden ser interpretados comodebidos a
errores del método de medñia en extractos muy impuros, o bien a la elimina­
ción por adsorción con el gel de fosfato, de sustancias que pudieran inter­
ferir en las medidas de actividad del extracto inicial. En cuanto a la pu­

Determinadas por el método espectrofotométrico. Si bien debido a la tu;
bidez del extracto dicha medida no puede considerarse comomuy exacta, tie­
ne en esta etapa valor comparativo.



TABLAIV-l

RENDIMIENTOgg gg EXTRACCIONgg gg EHZIMA g PARTIR gg POLVOggETONIcc gg

LEVADURAgg SUCESIvgg zgggARAcxongg

Actividad Enzimática
Preparación Polvo acetónico (y) Por gramo ' ­

utilizado Total de polvo ESpecifica

<gr> Wade" "¡(104)5133330) (m—--—-gZïigïíïïm >
r 100 72 720 17

G 150 135 900 27

I eco 144 720 23

L 360 404 19120 23

(242x103un1dades) (672) ( 13.8)

Q 600 855 1.425 28.5

w("') 69o 2.780 4.000 44

(5.320 unidades) (7.a) (0.084)

(') Se midió la actividad decarboxilante sobre el axalacetato en presencia de ¿TP con
le técnica descripfia en el Capítulo II. En las mezclas de incubación corresgou a
dientes a las medidas de las preparaciones F,G e I se incluyeron 5 amoles de bbx
Se utilizaron extractos sometidos a una diálisis alcalina. Los va ores inCIUKdOS
han sido corregidos por la dilución que sufrieron los extractcs durante la dvïïíe
sis. Las valores entre paréntesis que figuran junto a los de las prepurmcione: L
y U eorresponfien a medidas de fijación de anhídrido carbónico por el método valio;
quimico (para la preparacion L') y esgectrofotométrico Opera la preparación W) e

(") Definidar en el Capítulo II.

=”'ï Se vtiLizá una partida de levadura madre (ver texto)\ .1
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TmBLA IV-2

-m—_——-———_—_—— _

Las pr raciones y las condicïcnes de medida de la actividad Gli nática s las mis­mas qu. as de la Tabla IV-l‘ .

Prepararhh ‘Actividad totaá Rendimiento Actividad especÍI'ic(unidades x 10' ) Z (unidades/ng proteina)
Extracto Sobrenadante de Extracto Sobrenadante de
original la ggsorqión origina; la adsorcion

F 75.5 84.3 112 ' 17 31

143 130 , 91 23 22

399 400 100 23 34.5

(239 x103 (205x103 (¿6) (13.8) (17.7)
unidades) unidades)

o 855 93o 111 28.5 41

W 2.780 2.800 101 44 52
O

(5.320 (7.350) (138) (0.084) (0-136)
unidades) '

k') Los valores entre paréntesis que figuran junto a los de las preparaciones L y H ,
corresponden a medidas de fijación de anhídrido carbónico por el método radioqui
mico (para la preparación L) y espectrofotométrico(para 1a preparación w)



IV-4
rificación que se obtiene en esta etapa, es dificil de apreciar debidoalas
dificultades.de medidade la concentración proteica de la solución originaL
lo Que hace que el cálculo de la actividad especifica de la misma, sea tan
solo aproximado y ésta no pueda ser tomada comotérmino de comparación ade­
cuado. Los resultados obtenidos midiendo la actividad enzimática de fija ­
ción de anhídrido carbónico por los metodos radioquimico y espectrofotomé ­
trico concuerdanen lineas generales con los correspondientes a los de acti
vidad decarboxilante. Las variaciones que se observan al compararlas pue ­
den ser debidas a los inconvenientes en las medidas de actividad con extrag
tos muy impuros a que se hizo mención al describir los métodos en el Capitg
lo II. En esta etapa el porcentaje de nucleatos de las distintas prepara ­
ciones varía entre 3%y 5%con respecto a la proteina presente. Por último
debemosseñalar que la proporción indicada de fosIato a precipitar en relaw
ción con el contenido proteico, es la más adecuada, pues cantidades de fosa
fato mayores que las indicadas, conducen a una disminución del rendimiento
de la operación sin con ello ganar en la purificación obtenida.

d) FRACCIONAMIENTOSSALINOS 995 SULFATODEsAMONIO. Las experiencias dee
criptas en el Capitulo III demostraron que la actividad enzimática buscada
era precipitable por sulfato de amonio. Los primeros ensayos se llevaron a
cabo precipitando dicha actividad a saturación total, pero posteriormente
se afinaron las.condiciones de trabajo, lo que permitió incorporar el métou
do en varias etapas de la purificación de la enzfina.

Condiciones experimental_s. Unode los factores más importantes a tener
en cuenta es la calidad del sulfato de amonio empleado, pues debe utilizara
se una droga pro-análisis, de lo contrario los rendimientos son bajos debí»
do a trazas de metales pesados presentes en la droga. Los fraccionamientos
se llevaron a cabo, ya sea mediante el agregado de drOga sólida o de solu a
ción saturada a la temperatura de precipitación (entre Oy 5°C). La conce;
tración de sulfato de amonio se expresó, como es comúnen estos casos, como
porcentaje de saturación total. En caso de emplear sal sólida, el cálculo
de la cantidad de sal necesaria para alcanzar un dado porcentaje de satura ­
ción total, se realizó con ayuda del nomogramade Dixon (4). Comodicho ng
mogramaestá construido para trabajar a temperatura ambiente, y las precip;
taciones se llevaron a cabo a tenoeraturas cercanas a OOC,los porcentajes
de saturación asi calcuiados no fueron los realmente obtenidos, no obstante
lo cual, tienen valor ocuparativo y son reproduc1bles. Cuando se empleó s9
lución saturada, se utilizó para el cálculo la siguiente fórmula:

s — s.
va = vo ——f 1

" 100- sf

en la que Va es el volumen de solución saturada de suiiato de amonio que es
necesario agregar a un volumen VS de solución con un porcentaje de satura ­
ción total Si , para Que ei mismo se eleve a S . En dicha fórmula se con­
sidera despreciable los erectos de 1a contracción de volumen. Cualquiera
sea el método empleado, el añadido del sulfato de amonio se hacia lentamenw



te con agitación continua y manteniendo el pH en apraaimadamente 7, por el
agregado de amoniaco. Luego se dejaba en reposo entre una hora y una noche
según el caso, y se centrífugaba a 3.500 r.p.mo Los precipitadosvobtenidos
se disolvian en borato 0.025 MpH 7 y se los dializaban contra el mismobu­
ffer durante 48 horas para eliminar el sulfato de amonio. En aquellos ca —
sos en que los extractos utilizados en los fraccionamientos no habian sido
previamente sometidos a una diálisis alcalina para eliminar la cocarboxila­
sa, las diálisis para eliminar el sulfato de amoniose hicieron a pH8 .

Todas las operaciones se realizaban en cámara fria entre Oy 50€.
Resultados. Los ensayos preliminares realizados con los extracros cru v

dos no clarificados por adsorción con gel de fosfato dieron resultados poco
netos, debido a las dificultades ya señaladas, que se presentaban durante
la centrifugación y que impedía obtener cortes muynetos y reproducibles .
No obstante se pudo comprobar que la actividad precipitaba entre 30 y 70 %
de saturación total. Ya en posesión de extractos clarificados, se pudieron
determinar más exactamente los limites de precipitación más adecuados para
obtener la máximapurificación posible con un rendimiento adecuado. Comoa
esta altura de 1a purificación los volúmenes de extractos con los que se
trabaja son grandes, conviene realizar el fraccionamiento con sulfato de
amonio sólido. En la Tabla IV-3 se incluyen los resultados obtenidos con
varias preparaciones, todas ellas prOVenientes de la etapa correSpondiente
a la purificación con gel de fosfato.

Se puede apreciar en la mismaque el grueso de la actividad, tanto 1a cg
rrespondiente a la decarboxilación del oxalacetato comoa la fijación de ag
hidrido carbónico, cae en la fracción comprendida entre 42 y 55 % de satura
ción, con una purificación, término medio, de dos y media a tres veces. En
cuanto al rendimiento de la operación se debe nacer notar que el mismova ­
ria según se lo calcule en base a la medida de actividad decarooxilante o a
la de fijación de anhídrido carbónico. Los rendmnientos calculados en base
a la primera son en promedio mas bajos que los calculados en base a la act¿
vidad fijadora y están comprendidos entre bo y JU % , salvo excepciones co­
mo las correspondientes a las preparaciones C y Wen cuyos casos los rendi­
mientos son significativamente menor y mayor eSpeetivamente de lo que comun
mente se obtiene. En cambio el rendimiento calculado en base a la activi ­
dad fijadora es más reproducible y por lo general alcanza a valoressuperio­
res al 80 % .

Estos rendimientos son absolutos, es decir han sido calculados en rela ­
ción a la actividad total del extracto a fraccionar y no de 1a actividad tq_
tal recuperada en las distintas fracciones. hn este ultimo caso la reparti
ción porcentual de actiVioad recuperada (no inulúldu en la Tabla) indica que
entre el 80 y 90 % de la misma cae en la fracción mencionada y es dentro del
error de los métodos de medida, la misma para ambas actividades. El resto
de la actividad recuperada, cae casi exclusivamente en la fracción compren­
dida entre O y 42 % de saturación. El rendimiento relativamente bajo que
en algunos casos se obtiene en el fraccionamiento, cuando se io valora en



FRACCIONAMIENTOCONSULFATODEAMONIO

TABLA17"?

EXTRACTOSPROVENIENTESggggETAPAgg_PURIFICACIou995ggg_ggFOSFATO

C‘1.;

—

Preperg

cion

Fracción

ídestturación(respectoasul fatodeamonioï
0(original) 0-40

40-55 55-80 0(original)
O"

4205’ 55-70 0(original)¿2-5"
0(original)2.800

2.650

42-57

FijacióndeCO

'r6odouspectrofotométrico

ActividadRendi-Actividad

totalmientoeSpecifica

)únnidadee)(í)(unidades)

m-deroto

Decarboxilacióndeloxalacetato

Métodoradioquínico

ActividadRendi-Actividad

totalmientoeSpecífica

(unidades(í) (unidades
x10-3)mgdeprot.

ActividadRendi­

totalmiento

(unidades(S)(
x10‘3)

Actividad especifica unidades)
mgdeBroto

23 9.5
57

6

2.6 0.13 1.15. 0.18

34.5203 1748.876188
50

41
119

100

32
245

3
948 634

5
44

7

395100

8
6293

1

d.136 0.35

100
82

7340 6030

52
154

._-..



TABLAIV-á

FRACCIONAMIENTOggySULFAÏO_QEAMONIO_EEXTRACTOSEOMETLQQSPREVIAMENTE¿,H!FRACCIONAMIENTOALCOHOLICO

Prepara

I

cion

FracciSñDecarboxilacióndeloxalacetatoFijaciónde602

MétodoradioquimicoMétodoeSpectrofotométrico

ActividadRendi-ActividadAcaividadRendi—Actividad

totalmientoespecíficatatalmientoespecífica

(unidades(1}(unidadeswmidadas)(fl)(unidades)
x10-3)mgdeprot.)m8dvBrot­

zdesaturación(respectoslsu; fatodeamonio)

ActividadRendi­

totalmiento

(unidades(%)
x10'3)

Actividad eSpecifica unidades

\mgdeprot.)

0(original)0-4214
42-55lll81 55-6000

138100323

95
317

152
18

159

0

357 125 455

O__

0(original)0—¿2
42-55 0(original)0-45

45­

526100
458

39876

199
54

71

Iv-u

100
76

859 654

0(original)
45-56

1415
805

1.27 1.58

100
57

323 296

5.570 4.310

100
76
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base a medidas de carboxilación del oxalacetato, pueden ser debido a inhib;
d.ón de dicha actividad por acción del sulfato de amonio remanente en los
extractos a causa de deficiencias en el proceso de diálisis, especialmente
en los casos en que los volúmenes a dializar son grandes. Experimentos de
inhibición, no incluidos en el presente trabajo, demostraron que el sulfato
de amonio en concentración lO mMejerce una acción inhibidora sobre la reag
ción de decarboxilación enzimática dependiente de ATP, del 52 % .

También se ensayó el fraccionamiento con sulfato de amonio de extractos
más purificados, especificamente de los provenientes de un fraccionamiento
alcohólico. En este caso y como los volúmenes son considerablemente meno ­
res, se prefirió reemplazr el empleode sal sólida por solución saturada de
sulfato de amonio, que permite una precipitación mas cuidadosa y controlada.
Los resultados que se incluyen en la Tabla IV-4 señalan un comportamiento
de los extractos más puros, semejantes al de los extractos impuros primiti­
vos en lo que al ámbito de precipitación y rendimiento de la operación se
refiere. Las mismas observaciones hechas con respect) a 1a variación del
rendimiento según el método de medida de la actividad enzimática empleado ,
son tambien válidas en este caso. En cuanto a la purificación de la enzima
la misma, en esta etapa es muy pequeña. Salvo casos aislados (como el de;le
preparación Q de la tabla IV-4) no llega a duplicarse. No obstante lo
cual este fraccionamiento con sulfato de amonio después de un fraccionamieg
to alcohólico, es útil pués elimina proteinas desnaturalizadas durante el
tratamiento alcohólico que enturbian al extracto y son dificiles de elimi ­
nar por simple centrifugación.

e) ïRECIPITACION.QQ ACIDOS NUCLEICOSggy gg¿g¿29 DE PROTAMINA. Durante
los primeros intentos de Iracd.onamiento con solventes orgánicos se presen­
taron dificultades al centrífugar las distintas fracciones obtenidas, pués
estas eran de dificil sedimentación, por efecto de lo cual los cortes entre
las mismas no eran de ningún mododefinidos y reproducibles. Una de las pg
sibles causas se atribuyó a la p‘esencia de ácidos nucleicos en los extrag
tos. La cantidadckaácidos nucleicos en los extractos provenientes de la
primera precipitación con sulfato de amonio, medida por el método espectro­
fotométrico de Christian y Warburg(3), correspondió según las distintas
preparaciones, y salvo algunas excepciones, al equivalente del tres y cua ­
tro por ciento de la cantidad de proteina total presente. Una disminución
considerable de dicho porcentaje se obtuvo por tratamiento de los extractos
con sulfato de protamina. Para ello el extracto, que en caso de ser necesg
rio ha sido previamente diluido con borato 0.025 Mpara ajustar su concen ­
tración proteica a un valor de aproximadamente 15 mg/ml, es llevado a
PH 5.9 -6.1 con ácido acético M, e inmediatamente se agrega lentamente y
con agitación solución de sulfato de protamina de 20 mg/ml cuyo pH también
ha sido ajustado a 6 . Se centrífuga a 4.000 r.p.m. y el precipitado se des_
carta. En caso de no ser sometido enseguida a un fraccionamiento alcohóli­
co el sobrenadante que contiene la actividad se lleva a pH 7 - 7.5 con amo»
niaco diluido. Todas las operaciones se deben realizar en frío. La cant;
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PRECIPITACIONDEACIDOSNUCLEICOSgguSULFATODEPROTAMINA
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dad de sulfato de protamina a agregar se determinó previamente de tal mane­
ra de obtener la maximaeliminación de nucleatos con el mejor rendimiento
posible. Conlos extractos ensayados la cantidad óptima resultó de aproxi­
madamente lO mg de sulfato de protamina por cadaZKDmg de proteina presen ­
te, aunque seria aconsejable determinar previamente y en cada caso sobre
una alicuota del extracto, 1a cantidad óptima de sulfato de protanuna a agrg
gar. En la Tabla IV-5 se incluyen resultados obtenidos con distintas prepa
raciones, todas ellas provenientes de la primera precipitación con sulfato
de amonio. Se puede apreciar que el porcentaje de nucleatos en los extrae
tos asi tratados disminuye por lo general por debajo del valor del 1 %, de:
apareciendo simultaneamente los inconvenientes mencionados antefi.crmente en
relación al fraccionamiento con solventes orgánicas. Los rendimientos fueh
ron en todos los casos superiores al 80 %, cuando se mide la actividad de­
carboxilante sobre el oxalacetato, si bien la actividad especifica no sufre
variaciones apreciables. Pero si el rendimiento y la actividad esoecifica
se calculan en base a la actividad de fijación de anhídrido carbónico, se
puede apreciar en la mismatabla que el rendimiento es significativamente
superior al lOO% . Estos resultados, aparentemente anómalos, podrian in
tersretarse admitiendo que durante la precipitación de los nucleatos con
sulfato de protamina se elimina tanbien alguna sustancia que interfiere en
la medida de actividad de fijación de anhídrido carbónico, consecuentemente
la actividad especifica, calculada también en las mismascondiciones, puede
llegar a duplicarse. q

f) FRACCIONAMIENTO995 SOLVENTESORGANICOS. Los ensayos de fracciona u
miento con solventes orgánicos de extractos que no habian sido sometidos
previamente al tratamiento con sulfato de protamina dieron resultados poco
satisfactorios por las razones ya señaladas anteriormente. Obviadosdichos
inconvenientes, se estuvo en condiciones adecuadas para ensayar este tino
de fraccionamiento. Los primeros ensayos se realizaron con acetona, pero
los resultados obtenidos fueron muypobres, poca purificación y bajo rendi­
miento, por lo que se deshechó su uso. El empleo del alcohol resultó mucho
mas conveniente tanto desde el punto de vista de 1a purificación comodel
rendimiento obtenido. El añadido de Ca++al extracto a fraccionar contribg
yó a hacer máspráctico el método, al facilitar la sedimentación de las dis_
tintas fracciones durante el proceso de centrifugación, haciendo los cortes
más netos y reproducibles.

La técnica empleadafue la que a continuación se detalla. Si el extrac­
to proviene del tratamiento con sulfato de protamina, está en las condicio­
nes adecuadas para el fracciaiamiento alcohólico: pH 6 , concentración pr;
teica de aproximacamente 15 mg/ml y un medio de borato 0.025 M . En caso
contrario se lleva a estas condiciones y luego se agrega solución de aceta­
to de calcio Men cantidad suficiente para que la caicentración final del
Ca++ sea 1.1 x 10's M . Se enfría en baño de aproximadamente -lO°C (hielo
y sal) y cuando la temperatura del extracto llega a O°C, se comienza el añg
dido de alcohol previamente enfriado a »20°C, lentamente y con agitación
continua, cuidando de que la temperatura sea la minima posible compatible
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\con el no congelamiento de la mezcla. Dicha tenperatura depende en cada cg
so de la concentración alcohólica alcanzada. Cuandoesta última llega a1
valor deseado, se detiene el agregado de alcohol y se centrífuga a 4.000

ir.p;m. a la mismatemperatura. Al sobrenadante se le añade nuevamente alcg
lhol siguiendo la mismatécnica para obtener las otras fracciones. Los pre­
cipitados se disuelven en buffer borato-bórico 0.05 MpH8 y se someten a
una diálisis rápida contra borato 0.025 MpH7 durante 3 a 4 horas en frio
y con agitación continuada, para eliminar la mayor parte del alconol rema ­
nente. Las concentraciones alcohólicas se expresan en volumen de alcohol
por ciento del volumen total y se calculan considerando a los volúmenes ad;
tivamente, es decir, despreciando la contracción que sufren al hacer.la me;
cla. No es necesario corregir el pHdurante el fraccionamiento, porque se
comprobó que el mismo durante todo el procedimiento no sufre modificaciones.
No conviene conservar muchotiempo las fracciones dializadas obtenidas,pues
pueden perder algo de su actividad debido a posible desnaturalización por
efecto del solvente remanente. Es recomendable en esos casos someterlas 13
mediatamente a un fraccionamiento con sulfato de amonio en las condiciones
indicadas en el parágrafo correspondiente. A1 mismotiempo este fraccicna»
miento elimina la proteina que se haya desnaturalizado durante el tratamieg
to alcohólico y que en algunos casos queda en suspensión al disolver el pre
cipitado en el buffer, siendo dificil su separación por siemple centrífuga­
ción.

Los resultados obtenidos con varias preparaciones que habian sido purit¿
cadas previamente por adsorción con gel de fosfato, precipitación con sulf;
to de anonio y tratamiento con sulfato de protamina se incluyen en la Tabla
IV-6. Se puede apreciar que el grueso de la actividad enzimática, ya sea
medida por decarboxilación del oxalacetato o por fijación de anhídrido care
bónico, cae sistemáticamente en la fracción obtenida entre 9 y l8 %de con"
centración alcohólica (v/v), con una recuperación promedio de 30 %y con
una purificación de dos a tres veces. En la Tabla IV-6, Junto a los valo ­
res de las actividades especificas de las distintas fracciones, figuran en»
tre paréntesis los valores de las actividades eSpecificas correspondientes
a las mismasfracciones después de ser purificadas por precipitación con
sulfato de amonio. Los mismos ejemplifican el hecho ya mencionado de la
eliminación por este tratamiento de proteinas desnaturalizadas durante el
tratamiento alcohólico que en algunos casos impurificaban a las fracciones,
dando consecuentementevalores más bajos para sus actividades especificas
de lo que normalmente se podia ebtener.

Con el fin de aumentar el grado de pureza se ensayo un segundo fracciona
miento con alcohol, pensando que estando la enzima más pura se podrian tal
vez estrechar los limites de precipitación. Pero los resultados obtenidos
indicaron que en el estado de pureza alcanzado por la enzima, el fracciona—
miento con alcohol realizado en las mismascondiciones anteriores, se hacia
estrechamente dependiente de la temperatura, a tal punto que pequenas varia
ciones de la misma, del orden de 2 a 3°C, eran suficientes para que no solo
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FRACCIONAMIENTOQ9!ALCOHOLENPRESENCIAQEIONESCALCIO
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mgdeprot.‘mgdeprot.)
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toconsulfatodeamonio.'
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fundamentalmente la composición del precipitado obtenido a una determinada
concentración alcohólica, sino también para que el mismose redisolviera
parcial o totalmente debido a dichas variaciones, especialmente durante el
proceso de centrifugación en frio, en que es muydificil llevar un control
muyfino de la temperatura. Además, las concentraciones alcohólicas necesa
rias para precipitar la actividad resultaron muyaltas, aumenuEMOlas posi­
bilidades de desnaturalización enzimática con la consiguiente disminución
del rendimiento. Parte de estos inconvenientes se obviaron por el agregado
al extracto a fraccionar de sulfato de zinc l en concentración final de
lO"a M , con lo cual se evitó el fenómenode redisolución de los precipita­
dos, y se pudo al mismotiempo disminuir la concentración alcohólica necesa
ria para precipitar la enzima. Salvo el reemplazo del Ca++por el Zn++ en
la concentración indicada, el resto de las condiciones y los detalles de
técnica fueron los mismos que se emplearon en el primer fraccionamiento al­
cohólico. Los resultados que se obtuvieron en distintos fraccionamientos
se incluyen en la Tabla IV-7. Todos ellos se realizaron sobre extractos
que habian sido sometidos previamente al fraccionamiento con alcohol en pre
sencia de Ca++ , precipitados con sulfato de amonio y'iinalmente dializa ­
das cuidadosamente contra borato 0.025 MpH 7'. Del análisis de los mismos
se desprende que no existe reproducibilidad en lo que se refiere a los in ­
tervalos de precipitación de actividad enzimática, pues mientras que en
unos casos se obtuvo la precipitación de la mayorparte de 1a actividad con
concentraciones alcohólicas menores del 9 % (preparación L), en otros se
obtuvo con concentraciones mayores del 17 % (preparación Q). Por lo tanto
es conveniente en esta etapa recoger varias fracciones, y previa medida de
la actividad enzimática, utilizar aquella en la cual haya caido el grueso
de la misma. En caso de que la misma se haya repartido en dos fracciones
con actividades especificas del mismoorden conviene unir ambas. Tanbién
en este caso pueden quedar en suspensión proteinas desnaturalizadas que se
eliminan con un nuevo tratamiento con sulfato de amonio.

La purificación que se obtuvo en los casos.seña1ados fue por lo general
de dos a tres veces, especialmente después de la mencionadaprecipitación
salina, con un rendimiento promedio mayor del 60 % .

Ademásde los mencionados, se ensayaron otros metodos tradicionales de
purificación enzimática. Entre ellos la desnaturalización térmica de pro ­
teinateina inerte en los extractos crudos; precipitación ácida en presen ­
cia de sulfato de amonio, utilizando ácido cítrico, y la adsorción de la eg
zima en un medio de baja Iuerza iónica, con gel de fosfato preparado según
Keilin y Hartree (5) y la posterior elución selectiva de la mismacon bwfier
de fuerzas iónicas crecientes. En todos estos cascs los resultados obteni­
dos aconsejaron descartar su empleo, ya sea por lo bajo de los rendimientos
obtenidos o por el escaso grado de purificación alcanzada.

' |

( )Por sugestión del Dr. S. Ochoa.
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En cuanto a los métodos descriptos en la prmmeraparte del capitulo, del
análisis de los distintos factores que en cada caso influyen y determinan
la efectividad de los mismos, surge la conveniencia de su empleo de acuerdo
a; siguiente orden:

A) Obtención de los extractos acelulares a partir de polvo acetónico de
levadura

B) Adsorción negativa con gel de fosfato preparado "in situ".
C) Precipitación de la enzima con sulfato de amonio (utilizando sal sóli

da) entre 42,5 y 55 %de saturación total y diálisis alcalina a pH8
para eliminar 1a cocarboxilasa y el sulfato de amonio.

D) Precipitación de nucleatos con sulfato de protamina.
E) Fraccionamiento alcohólico en presencia de Ca++(Fracción entre 8.5 y

17 %de concentración alcohólica (v/v) ). Diálisis.
F) Precipitación con sulfato de amonio(utilizando solución saturada) eg

tre 42 y 55 %de saturación total. Diálisis.
G) Fraccionamiento alcohólico en presencia de Zn++ . Diálisis.
H) Precipitación con sulfato de anmnio(utilizando solución saturada) de

la o las fracciones activas provenientes de ia etapa anterior. Dial;
sis.

La preparación enzimática que se obtiene a esta altura de 1a purificacidz
presenta una coloración caracteristica amarillo parduzca y conserVadaa
—20°Cmantiene la actividad durante algunos meses con relativamente poca
pérdida de la misma. Las actividades especificas alcanzadas variaron de
preparación en preparación. Los valores extremos de las mismas en los ex ­
tractos iniciales y finales obtenidos en distintas preparaciones son los si
guientes: .

Extractos .­
Actividad decarboxilante iniciales: 11.2 44 gïïágggfi?)sobre el oxalacetato Extractos ' p '

finales : 453 2550 "

Extractos
Fijación de anhídrido iniciales: 0.043 0.084 "
carbónico (Método es- Ext t
pectrofotométrico) fingïgsos. 1 24 3 9 n

Extractos
Fijación de anhídrido iniciales: 14 22 "
carbónico. (Métodora Extractos
di°qum1°°) - finales : 1200 364o "

Si consideramos la actividad de fijación de annIdridb carbónico medida
por el método radioquimico, la actividad especifica máximaalcanzada fué de
5.640 (unidades /'mg de proteina) y la minima de 1200; teniendo en cuenta

que 1a actividad especifica del extracto crudo inicial medida por.fi mismo
método osciló entre los valores 14 y 22, los valores antes señalad>s repre­
sentan en promedio, una purificación de aproximadamente lOOveces sobre la
inicial. En cambiosi se consideran las actividades de decarboxilación del
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oxalacetato y la de fijación de anhídrido carbónico, medida por el método
espectrofotométrico, el grado de purificación alcanzado es menor, posible ­
mente debido al necho de que las medidas espectrofotométricas realizadas
con los extractos muyimpuros den valores más altos que los reales debido a
la presenCia en los mismos de otros sistemas enzimáticos capaces de provo ­
car la oxidación del DPNHdirecta o indirectamente, lo que al disminuir la
especiiicidad del métododaría consecuentemente un valor anormalmentealto
para la actividad eSpecífica del extracto inicial y por lo tanto un grado
de purificación final menor. En cuanto a las medidas de decarboxilación del,
oxalacetato, debemosmencional el necho, que sera tratado detenidamente en
los capítulos siguientes de que, en algunas preparaciones se observó una
signiricativa disminuciónde dicha actividad en las últimas etapas de puri­
iiwacióu, con la consiguiente caida de la actividad eSpecifica de los co ­
rrespondientes extractos.

En las Tablas IV-B y IV-9 se incluyen los resultados obtenidos con dos
preparaciones que difieren en el tipo de levadura utilizada. La correspon;
diente a la preparación resumida en la Tabla IV-8, es una levadura de pana­
daria prensada sin fecula tal cual se expende en el comercio, mientras que
la correspondiente a la preparación de la Tabla IV-9 esla levadura de pana­
deria "madre" que se utiliza comoinóculo en la obtención en gran escala de
La primera. Comparandoambas preparaciones, se puede observar que el rendi
Miento final en la obtención de la enzima, relacionado a la cantidad de pol
vo acetónico de la cual se partíó es significativamente mayor en el caso de
la "levadura madre", debido principalmente a que, comose anotó en el pará­
grato correspondiente se extrae inicialmente mayorcantidad de enzima por
gramo de polvo° El rendimiento final en la preparación de la Tabla IV«8,
valarado en base a las medidas de actividad de fijación de anhídrido carbó­
nico por el método radioquímico, medidas que podemos considerar comolas de
mayor grado de especificidad en todas las etapas, fué del 29 % , con una pg
rificación de aproximadamente 90 veces. Debemoshacer notar que el rendi —
miento superior al 100 % de la fracd.ón D se debió probablemente como ya
se ha hecho notar antes, a la eliminación de alguna sustancia que interfe ­
ría con las medidas de actividad o inhibía a la reacción, fenómeno que tam­
bl¿n se observó, si no en todas, con algunas otras preparaciones. En cuan­
to a la preparación de la Tabla IV-9 , los resultados obtenidos en base a
medidas espectroiotométricas de la acti‘idad de fijación de anhídrido carbg
nico dieron valores de rendimiento anormalmentealtos; que no se repitieron
con ninguna otra preparacióne En ambas se pué; apreciar la sensible dismi­
¡"tión ne la aCthJdad deCerboxilante sobre el oxalacetato especialmente en
lan ilitran etayas ¿e la purificación, que aparentemente señala una diver ­
garcia ¿e comportamientocon la actividad de fijación de anhídrido carbóni­
“no ¿ste fenómenosera analizado más detenidamente en otro capitulo.



TABLA IVuB

PURIFICACION QE LA CARBOXIQEINASA FOSFOENOLPIRUVICA

Se partió de 360 gr de polvo acetónico de levadura, preparado a parti? del producto
comercial Over texto) ..

.n"‘ñ

Etapa Descripcidh Decarboxilacioñ del oxalacg Fijación de 002
tato Metodo radioquïmico

Actividad Actividad -Rendi- Atividad Actividad Rendi­
total especifica miento total específica miento

(unidades unidades (Z) (unidades) unidades (Z)
x 10‘3) ) (mg.de prot.) (mg de prot.)

A Extracto 405 23 100 242 13.8 100
crudo '

B adsorción 405. 35 100 207 17.7 86
con gel de
fosfato

C SO¿ONH ) 251 76 62 193 58.5 8042o á
de satura­
_ción

D Precipita- 225 69 56 404 13° 167
ción de
nucleatoe
con protami
no

E Fraccionamieg 189 323 47 209 357 87
to con alco ­
hol y Ca
8.Sal7%(v/v)

F SO¿(NH4) 152 318 38 218 455 9o
4? 5-55 í

G Fraccionamieg'389 530 22 147 870 El

to con aico ­hol y Zn
(Fracción ac­
tiva)

H SOJNI-Iá); 33 600 8 7o 1260 29¿LoS-5 r



TABLA IV=2

PURIFICACIQH QE ¿A CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA

Se partió de 690 gr de polvo acetónico de levadura preparado a partir de "levadura
madre” ¿tilizada comoinóculo (ver texto).I
Etapa DeScripcion Decarboxilación del oxalacetg Fijacion de 602

to (método espectrofotométrico )
Actividad Actividad Rendi- Actividad Actividad Rendiu

total e8pecífica miento total específica miento
(unidades ( unidadea‘ (fl) (unidades,( unidades ) (Z)x 10' ) mg de prot.) mg de proto

A Extracto crudo 2780 44 100 5320 0.084 100

B Adsorción con 2800 52 100 7350 0.136 138
gel de fosfato

c S_O¿(NH)2 2660 154 96 604o 0.35 113
"1: ¿2.55.4313 de se

turación

D Precipitación 2410 184 87 7560 0.58 142
da nucleatoa
con protamina

E Fraccionamiento 1480 323 53 5840 1.27 llO
con alcohol y
cg.”,s,5.17 z
(v/v)

F SO (NH ). 845 296 30 4540 1.58 85
“A. «4 É4245 - 5 S

G Fraccionamiento 794 595 29 3890 2.86 73
con alcohol y
zdt+ (Fracción
activa)

462 433 17 4150 3o9 78H so (NH )
¿31:5¿Si S
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CROMATOGRAFIA EE COLUMNAQE HIDROXILAPATITA

Con el fin de aumentar el grado de purificación alcanzado hasta ese mo­
mento, se ensayo cromatografiar en columnade fosfato de calcio los extrac­
tos provenientes de la etapa H del metodomás arriba detallado. A tal efeg
to se utilizó la técnica desarrollada por Tiselius y col. (6), que emplea
comosoporte una hidroxilapatita obtenida por los mismos autOres por calenw
tamiento en medioalcalino de un precipitado de brushita, que tiene la ven­
taja sobre los otros fosfatos de calcio, de poseer un tamaño de partícula
adecuado para un buen compactado y ofrecer una velocidad de filtración ade—.
cuada sin ayuda de (o con poca) presión; es ademas estable y ofrece una
buena aiinidad para la adsorción de proteinas.

La técnica empleadano difirió mayormentede la descripta por Tiselius .
La hidroxilapatita se preparó de acuerdo a las indicaciones de los mismos
autores, suspendiéndola finalmente en buffer fosfato 0.601 MpH 6.8 y con e
servandola asi en la neladera. El tipo de columnacromatográfica utilizada
se esquematiza en la figura adjunta.

Las dimensiones de las columnasutilizadas variaron según las cantidades
de extracto a cromatografiar. Para la preparación de la columnase tapó el
extremo inierior de la mismacon un tapón de algodñn o lana de vidrio, se
llenó con la suspensión de hidroxilapatita y se dejó sedimentar con flujo
regulado de liquido. Finalmente se terminó de compactar la columna formada
aplicando una presión nidrostatica de aproximadamente 0.1 Kgr/cm mediante
la aplicación en la parte superior de la columna de un tubo de Vidrio de un
metro de longitud lleno de buffer. Antes de ser utilizadas las columnas
fueron en todos los casos equilibradas con buffer fosfato 0.0l MpH 6.8 .
El extracto a cromatografiar, que estaba en un medio de borato 0.025 MpH 7,
generalmente se aplicó tal cual a 1a parte superior de la columna, ainque
en algunas experiencias se dializó previamente contra buffer fosfato 0.01 n
on 608 para eliminar los restos de sulfato de amonio que pudiera contener .
al proceso de elución se hizo por etapas, utilizando buffer de rosïato de
Luerzas iónicas crecientes y pHconstante, el cual fue de 6.8 en todas las
experiencias. Las velo iiades de elución variaron entre 5 ml en 15 Ó 20 mi
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nutos en as columnas mas pequeñas y 5 m1 en lO minutos en las más grandes.
En los casos en que fué necesario aumentar la velocidad de filtración duran
te el proceso de elución, se aplicó una presión hidrostática del mismoor —
den que la utilizada durante el compactado de la columna (nunca mayor), me­
diante un dispositivo sinfilaru Todas las operaciones se llevaron a cabo en
cámara fria. En las distintas fracciones thenidas, cuyos volumenesoscila
ron, segun las experiencias, entre 3 y 5 ml, se determinó la concentración
de proteina por el método espectrofotométrico, midiendo 1a absorción a 260
y_28Omft , previa dilución en los casos en que la deHSldad óptica era ma w
yor de l . Las actividades enzimáticas de les distintas fracciones se de­
tenninaron inmediatamente después de ser eluidas de la columna, pues las
mismaspierden paulatinamente actividad. Al efecto, se pudo constatar que
las fracciones obtenidas, conservadas a -20°C, perdían aproximadamente el
50 % de su actividad en 24 horas. Las fracciones de cada experiencia que
presentaban máximaactividad especifica se unian y fraccionaban con sulfato
de amonio, para lo cual se agregaba solución saturada de sulfato de amonio
hasta 50 % de saturación, se centrifugába inmediatamente y el sobrenadante
se llevaba a 60 % de saturación total y se dejaba a OOCdurante una noche o
El precivitado obtenido contenía el grueso de la actividad. En aQuellos cg
sos en que las fracciones estaban muydiluidas, se prefirió hacer el freddy
namiento, dializando durante una noche las fracciones de volumen CGlOCidO,
contra un volumen medido de sulfato de amonio de un dado porcentaje de sata
ración total, de tal manera que, admitiendo que durante el lapso indicado
se llegara al equilibrio de diálisis, el porcentaje final de saturación Iug
ra el deseado.

Resultados: Una serie de experiencias piloto realizadas con el fin de
determinar aproximadamentelas condiciones de elución de la actividad emai­
mática, indicaron que la misma sólo era eluida con concentraciones de unter
fosfato pH 6.8 superiores a 0.1 M. En la Figira Ifwl se resumen dos expo u
riencias en las que se puede apreciar que con una'ooncentración de fosfato
3.13 Mse eliminaba una gran cantidad de proteina inerte; y recien con una
concentración 0.15 H comenzabaa eluirse la actividad enzimática, si bien
3610 con un differ 0.20 Mfué posible eluirla en su totalidad (experimento
al). En dicho experimento se pudo apreciar que la actividad enzimática spa
recia asociada aparentemente a dos componentesprotéicos distintos, elui ­
bles con fosfato 0.15 y u.2G M.respectivamenme. Este fenómeno de zonas mui
tiples falsas es interpretado por Tiselius (60) comodebido a interacciones
mutuas entre proteinas durante la elución, comoconsecuencia de las cuales
una proteina que por sI sola es fuertemente adsorbida, muestra una menor ag
sorción en presencia de otra menosadsarbible, siend) arrastrada parcialmen
te pOr esta última hasta que finalmente se separa completamentey termina
de eluirse con la concentración de buffer que normalmente le corresponde .
Para eliminar ese fenómenose prefirió en el experimentop de la figuralïl,
modificar algo el sistema de buffers empleados. Se comenzóa eluir con bu­
¿for 0.13 Mpara eliminar la mayor cantidad posible de proteina inerte, y
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¡FIGURA Iv—1.- CRÓI‘JATOGRAFIA gomMNA pg; HIDROXILAPATITA D_k..;L_A_CARBOXIQUINASA FOSFO­
ENOLPIRUVICA;Se recogieroñ4Tracciones de 3 m1. Las medidas de actividad enzimática
.se hicieron por el métodoradioouimico. Los valores entre paréntesis corresponden a
las actividades especificas de cada fracción.

Experimento g: columna de 70 x 10 mm; Se sembró 1 m1 de un extracto conteniendo
2.7 mgde proteina y 3.360 unidades (actividad especifica 1260). Se recuperó en todas.
las fracciones el 80 %de la actividad inicial; el 54 % de 1a misma correSponde a las

- fracciones con actividad especifica mayor de 4.400.
Experimento g: columna de 70 x lO mm. Se sembró 0.5 m1 de un extracto conteniendo

2.85 mgde proteina y 6080 unidades (actividad especifica 2130). Se recuperó en toda?
las fracciones el 100 % de la actividad inicial; el 90 %de 1a mismacorresponde a
las fracciones con actividad específica superior a 6.000 . I
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FIGURA IV-2.- GRONATOGMFIAELNQOÍUMNAQ_E_HIDROXILAPATITA .D_E CAREXIQINASA ¿9510;­

ENLPIRUVÏQQ.IlLas medidas de actividades enzimáticas se hcieron por él método espec­
trofotométrico. I y

Experimento4g: columna de 80 x'12 mm. Se sembró 0.66 m1 de un extracto contenien­
ab 20 mgde proteina y 24.8 unidades (actividad especifica 1.24). Se recogieron frac­
ciones de 3-m1. La actividad recuperada fué de 78 %en total. Las fracciones 13, 14,
15 y 16 de actividades especificas superiores a 2.8 y conteniendo el 75 %de la activ;
dad inicial se unieron y fraccionaron caisulfato de amonio. La fracciúi obtenida en —
tre 50 y 60 %de saturación total, contenía 10.2 unidades (41 %de la actividad sembrg
da) con una actividad especifica de 5.6.

Experimento g: columna de 90 x 19 mm. Se sembraron 3 m1 del mismo extracto del e;

perimento g, conteniendo 91 mgde proteina y 113 unidades. Se recogieron fracciones
det5 ml. En lastracciones 9 y 13 no se midió actividad. La actividad totálrecupera­
da fué de'aproximadamente 92 %. Se unieron las fracciones 10, 11, 12, 13 y 14 de act;
vidades especificas mayores de 2.9 y se fraccionaron con sulfato de amonio. La frac ­
ción obtenida entre 50 y 60 %de saturación total contenia 53 unidades (48 % de la ac_
tividad sembrada) con una actividad especifica de 3.5.

Experimento g: Columna de 65 x 19 mm. Se sembró 2.8 m1 de un extracto proveniente
del refraccionamiento con sulfato de amonio de una mezcla de extractos que habian sido
cromatografiados en columna de hidroxilapatita y cuyas fracciones de máximaactividad
especifica habian sido precipitadas con sulfato de amonio. Se sembraron 29 mgde pro­
teina conteniendo 81 unidades (actividad especifica 2.8). Se recogieron fracciones
de_3 m1. La actividad total recuperada fué de 97 unidades (120 %.de la actividad sem­
brada). Las fracciones 15, 16, 17, 18 y 19 de máximaactividad especifica se unieron
y fraccionaron con sulfato de amonio. La fracción obtenida entre 50 y 60 %de satura­
ción total contenía 58 unidades (72 %de 1a actividad sembrada) y su actividad especi­
fica fué de 6.9 . E1<bsplazamiento que en los gráficos se observa de 1a ubicación rde
los picos con respecto al punto de cambio del buffer de elución, se debe a1 volumen de
retención de 1a columna.
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luego se eluyó con buffer 0.18 Mcon lo cual se obtuvo el grueso de la acti_
vidad enzimática en el pico de proteina correa>ondiente, aun cuando no se
pudo evitar que algo de la actividad ihera_arrastrada por el buffer 0.15 M.
Este arrastre de la actividad por la proteina que se eluye con el buffer
0.13 Mpuede ser disminuida al minimoutilizando una hidroxilapatita prepa­
rada recientemente. Esto se demuestra en los experimentos a y Q de la figg
ra IV-2. En las mismas se utilizó el mismo extracto enzimático y el mismo
sistema de buffers, pero el experimento a se llevó a cabo con la hidroxil ­
apatita recién preparada y el experimentoQ con la mismahidroxilapatita

Se puede
en

despues de haber sido conservada en cámara fria durante 20 dias.
apreciar comparativamente la variación que sufrió el modelo de elución
esas condiciones, pues mientras que en el primer experimento la actividad
enzimática sólo se eluyó con buffer 0.18 M., en el segundo experimento se
observó el mencionado fenómenode zonas múltiples falsas debido posiblemenu
te a pérdida parcial de la capacidad de adsorción de la hidroxilapatita. La
ya mencionadainfluencia de las interacciones existentes entre las protei ­
nas durante el proceso de elución queda demostrado en los experimentos Q y
g_ de la figura IV-2. En los mismos se utilizaron respectivamente, un ex —
tracto que no fué sometido a una purificación previa con hidroxilapatita y
otro proveniente de fracciones activas obtenidas por cromatografía previa
en columna de hidroxilapatita. Mientras que en el experimento Q_se observó
el fenómenode arrastre de la actividad enzimática por la proteina eluida
por el buffer 0.13 M, en el experimento g , realizado con un extracto del
cual practicamente se habia eliminado dicho componenteproteico, fué necesg
rio utilizar una concentración de fosfato 0.2 Nípara poder eluir la activi­
dad enzimática.

La actividad recuperada en todas las fracciones obtenidas en cada exper;
mento fué muy cercana al 100 % , y la mayor parte de las fracciones.activas
presentaban una actividad especifica variable entre 5 y 8 veces mayor que
la del extracto sembrado. Unavez fraccionadas con sulfato de amonio se re
cuperaba aproximadamente un 50 % de dicha actividad con una purificación ig
nal que osciló en las distintas experiencias entre 5 y 5 veces.

El análisis de los datos aportados por estas experiencias señalan que el
método cromatográfico en columna de hidoxilapatita permite la obtención de
fracciones enzimáticas activas considerablementepurificadas en relación al
extracto sembrado, que en algunas fracciones llegó a 8 ó 9 veces, si bien
en esos casos dichas fracciones cmteiia'n tan sólo entre el 20 y el 25 96 de
la actividad inicial. En la mayoria de los casos se obtuvieron purifica ­
eiones de 3 a 5 veces con rendrnientos que oscilaban alrededor del 50 k. Un
factor que atenta en parte contra la efectividad del metodo, es la gran in­
fluencia que el paulatino envejecimiento de la hidroxilapatita y la composi
ción del extracto a cromatografiar ejercen sobre 1a reproducibilidad del
mismo.

sistema de buffer empleado en los experimentos g y Q de la figura IVw2(fos
fato 0.10; 0.13 y 0.18 M.pH6.8 sucesivamente) pueden disminuirse al mínimo

Pero con una hidroxilapatita preparada recientemente y utilizandoel
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dichos inconvenientes, y emplearse el metodoventajosamente en la purifica­
ción de la enzima.

CROMATOGRAFIAgg COLUMNAy DIETILAmmo ETIICELULOQA (DEAE)

Peterson y Sober consiguieron preparar una serie de intercambiadores
iónicos a partir de polvo de celulosa (7) Quetienen la ventaja sobre los
otros intercambiadores conocidos, de permitir su utilización en cromatogra­
fia de proteinas con actividad enzimática, sin pérdida apreciable de esta
última. En el presente trabajo se ha ensayado con excelentes resultados la
utilización de un intercambiador iónico celulósico de tipo aniónico, la di­
etilaminoetilcelulosa (DEAE), en la purificación de la carboxiquinasa fos­
foenolpirúvica. En todas.las experiencias se utilizó una DEAE- celulosa
preparada por Serva que tenia una capacidad de 0.6 meq/g y que podía ser
utilizada directamente sin previo lavado. Para la preparación de las colum
nas se procedió de la siguiente manera: primeramente se suspendió la celu“
losa en buffer fosfato 0.01 MpH 6.8 , verseno lO" M , en la proporción de

El material que no sedi w
La

celulosa se resuspendió en el mismobuffer y se liminó el aire ocluido, co­
locando el recipiente conteniendo la suspensión, en un desecador en el cual

1 gramo en 50 ml de buffer, y se dejó en reposo.
mentó en 45 minutos, se eliminó decantando la suspensión sobrenadante.

se hacia el vacio. Para el llenado de las columnas, cuyas dimensiones va —
riaron según la cantidad de extracto a cromatografiar, settturahnel extremo
inferior de esta con un pequeño tapón de algodón o lana de vidrio, se ajus«
taba a la parte superior de la columnamediante una unión de gama, un reses.
vario cónico y se llenaba todo rápidamente con la suspensión de celulosa,en
cantidad suficiente comopara que una vez compactada la columna tuviera la
altura deseada (lo cual se determina por ensayos previos), permitiendo si ­
multáneamente que el liquido fluyera por la parte inferior. En caso de que
el Ilujo fuera demasiado rápido podia ser regulado con un tubode gomaajus­
tado al extremo inferior de la columna y una pinza de Mohr. El compactado
de la columna se completaba mediante la aplicación de una presión hidrosta»
tica equivalente a 0.05 atmósferas en la forma ya descripta para la prepara
ción de las columnas de hidroxilapatitas. Con el tamaño de partícula del
adsorbente utilizado no fué necesario aplicar presiones mayoresa la indica
da para un compactadoque permitiera posteriormente una adecuada velocidad
de elución. Esta última varió entre los valores de 5 y 7 ml en lO minutos
según el tamaño de columna empleada (75 x 13 mmla más pequeña y 110 x 26
mmla más grande). Antes de ser utilizada la columna era lavada con buffer
fosfato 0.01 MpH 6.8 -verseno 10"4 Mhasta que el pH del efluyente fuera
6.8.
la cámara fria.
cación antes descripto, que en algunos casos era dializado previamente du ­
rante una noche contra el buffer indicado, se aplicaba a la parte superior

Todas las operaciones.que a continuación se detallan se realizaron en
El extracto proveniente de 1a etapa H del metodo de purif;

de la columna y se dejaba penetrar libremente en la misma, quedando en es ­
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tas condiciones todas las proteinas del extracto fuertemente adsorbidas m
la columna, inmediatamente de lo cual se comenzabala elución. La misma
se realizó en todos los casos por etapas, empleandobuffer fosfato de con
centracionesczrecientes y pH constante 6.8, conteniendo verseno lO M .
El analisis de las fracciones en lo que a concentración proteica y activi
dad enzimática se refiere y la precipitación con sulfato de amoniode las
fracciones de maximaactividad especifica se llevó a cabo en la mismafor
ma indicada para las experiencias cromatograficas en columnas de hidroxi;
apatita. Lss resultados obtenidos en varias experiencias indicaron que
con buffer 0.08 Mera posible eliminar una gran parte de proteina ¿nactie
va, quedandoen esas condiciones toda la actividad enzimática retenida en
la columna; La mismarecién comenzabaa eluirse con buffer de concentra­
ción superior a G.1 M, resultando conveniente la utilización con ese fin
de un buffer 0.13 H, que posteriormente fué sustituido por uno 0.12 M. En
esas condiciones se eluia practicamente toda la actividad enzimática que
habia sido retenida en la columna, obteniéndose fracciones con una acti­
vidad especifica hasta 7 veces sufperior a la del‘extracto sembrado.Larg
cuperecïón de actividad en las fracciones de masalta activ1dad especifi­
ca oscilo en las distintas experiencias entre el 60 y el 100 %de la acti
vidad sembrada, si bien después de ser fraccionada con sulfato de amonio
dichos rendimientos disminuyeronalgo. Las actividades especificas delas
preparaciones resultantes oscilaron alrededor de lO unidades/mg Qmedidas
por el método eSpectrofotométrico). En la figura IV-3 se resumen dos ex­
perimentos tipicos realizados con dos extractos enzimáticos de distintas
actividades especificas, pero provenientes de 1a mismaetapa de purifica­
ción, que son bien demostrativas de las caracteristicas antes anotadas ag
bre el comportamiento cromatográfico en columna de DEAE-celulosa de 1a ag;
boxiquinasa fosfoenolpirúvdca. En preparaciones de rutina, la técnica de
elución adOptada fué la siguiente: una vez sembrada la enzima en la cohng
na, la mismase lava can buffer fosfato 0.91 MpH 6.8 - verseno 10-4My
luego se comienza a eluir con el buffer 0.08 M. Entre los componentesde
las proteinas eluddas por dicho buffer figura una proteina coloreada,lo
cual facilita el control visual del proceso de elución. Unavez que la bag
da coloreada ha sido completamente eluida de la columna,se cambia el buf­
fer por otro'dá concentración 0.12 My se comienzana recoger fracciones.
Las fracciones de máximaactividad especifica aparecen en la primera por­
ción de la banda de proteinas eluida con dicho buffer; con esas fraccio­
nes se procede comose ha indicadomas arriba para la cromatografia en co­
lumna de hidroxilapatita. La celulosa es regenerada<iespués de cada expe­
riencia,lavándola en la misma columna primeramente con hidróxido de sodio
normal hasta que todos los productos coloreados que quedaron adsrobidos en
la mismase eliminen; luego se lava con agua hasta eliminar el hidróxido
de sodio, a continuación con buffer fosfato 0.2 MpH 6.8 - verseno 10"4 M
hasta que el pH del liquido eluido sea 6.8 y finalmente con el buffer 0.01]!
de equilibrio. Con la celulosa asi regenerada se procede a preparar una
nueva columna. En lo que a la relación entre cantidad de proteina comatg
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FIGURAN-SrWLNMEWELAWW­
PIRUVICA.Las determinaciones de actividad enzinática se hicieron midiendo la fija ­
ción de anhídrido carbónico por el método espectrofotométrico. Los valores entre pa ­
réntesis correspondena la actividad especifica de cada fracción.

Experimento g: Columna de 75 x 12 mm; se sembró 1 m1 de un extracto conteniendo
30.4 mgde proteina y 29.8 unidades (actividad especifica 0.98). Se recogieron frac­
ciones de 3 m1. E1 100 %de 1a actividad sembrada se recuperó en las fracciones 9 ,
10 y 11 con una actividad especifica superior a S . Dichas fracciones se unieron y se

‘yrecipitaron con sulfato de amonio. La fracción obtenida entre 50 y 60 %de satura —
ción total contiene el 74 %de la actividad sembraday una actividad especifica de
lOÏB .

Experimento Q: Columna de 77 x 20 mm; se sembró 5 m1 de un extracto conteniendo
68 mgde proteina y 167 unidades (actividad especifica 2.45). Se recogieron fraccio ­
nes de.5 m1. En las fracciones lO, 11 y 12 se recuperó practicamente el 100 %de la
actividad sembrada con una actividad especifica de aproximadamente 9 .
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