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¡or métodos clá51cos de fraccionamiento de proteínas se con
si¿uió 1a purificación de la enzima, fumarasa de lev dura de
panadería Sacch omces ce evisiae. y’he'realizó el estudio de
algunas de sus propiedades. i

19) La levadura, libre de almidón fue sometida a un tratamien
to con acetona y eter, que permeabiliza la pared celular. Obte
nido el polvo acetónico la enzima se extrajo del mismo, con eo
lución de fosfato de potasio.

El extracto crudo fue clarificado por adsorción negativa en
¿el de fosfato, realizada "in situ" a pH7.2.

Posteriormente se fraccionó con sulfato de amonio {droga só
lida). La enzima precipita con una concentración de 45-62%. El
precipitado se suspendió en buffer fosfato.

Para eliminar el sulfato de amonio remanente se sometió a
una filtración en ¿el de Sephadex.

Se efectuó luego la eliminación de ácidos nucleieos usando
sulfato de protamina.

Un fraccionamiento con acetona realizado a pH 7.0 entre 44
50” de saturación del solvente, permitió aumentar la pureza de
la enzima. la cual se concentró lue¿o por liofilización.

El extracto concentrado se cromatograffó en columna de hidro
xiiapatita. La enzima fue eluída a pH6.8 variando la fuerza
iónica del buffer. Las fnacciones de la columnacon actividad
específica móx1mase juntaron y precipitaron con solución satu
raua de sulfato de amonio, hasta 75%. El precipitado obtenido
de esta fracción contenía la enzima.

Se sometió a un análisis en ultracentrffuga y se comprobó
que la maestra se resolvía en un solo componenteproteico.

La actividad específica máximaobtenida fue soc-uao unid/mg.
Los extractos crudos se purificaron entre 400-600 veces, de

pendiendo del ¿rado de pureza ori¿inal.
29) La enzima fue inactivnua por Los reactiv s de grupos sul

fhidrilos. especialmente por el p-cloromercuribenzoato. se com
probó que ensayos realizados con extractos mas purificados, re
querían mayorcantidad de reactivo para la inhibición. La Cis
teína reactivaoa la QÜZiüainuctivaua. Los sustratos y el fos
fato la protegian.

j?) se determinó ia constante de equilibrio en dióbintns con



H .O .Oe 'e ..

dioionee. Se comprobóque 1a mismaera afectada por 1a fuerza
ióniea del medio pero no por el pH (dentro del ámbito de pH
5.8 -8.3).

Se emtudió 1a curva de pH en función de actividad para 10m
doe eumtratoe y ae comprobó que el pH óptimo en 1a reacción de
deshidratación del L-malate fue 7.3 mientras que en la hidrata
ción del rumarato, la curva presentó una aeeeta con valoren comp
prendidoe entre 6.0 —6.5.

Se probó la acción de distintos anionemsobre 1a actividad
catalitioa dqla enzima. De 10manionem monovmlentee. el borato
no influyó, el nitrato fue inhibidor, 10mhalógenominhibian
en rolación creciente a aus nómeroe atómicomy el mulfocianuro
fue de 10manionem inhibidorem el mas potente.

Los anionee bi o trivalentes eneayadoe, eulfato. areeniato
y fosfato, resultaron ser activadoroe.

Se estudió 1a influencia del fosfato en la cinótica de 1a
enzima. Se experimentó con los dom mumtratoe. ¿e comprobó que
para concentracionee coaprondidam entro 5-50 mHde fosfato. ee
te activa y que a mayoreo concentmmcionee del miemo inhibe en
forma competitiva.

se deterlinó el valor de la constante de Michaelim, en buffer
Trim y me obtuvo un valor de 3.6 mn para 10m dom eumtratom.

49) Por emtudioe realizadoe de 1a variación de 1a constante
de Hichaelie con el pH, ee observó que en 1a enzima exieten gru
pomcon una conmtante de ionización que puede corresponder al
imidazol de 1a hietidina.
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INTRODUCCION

La fumarasa es la enzima que cataliza, en forma reversible,
la adición de una molécula de agua sobre la doble ligadura del
ácido numérico, para dar lpmálico.

El hecho de que tanto la reacción directa comola inversa
pueden ser estudiadas. y ademásla facilidad de tener un méto
do eSpectrofotométrico para seguir la cinética de estas reaccio
nes, hacen que la enzima sea de fácil estudio en lo que concier
na a la naturaleza fundamental de la reacción catalitica.

La fumarasa se encuentra ampliamente distribuida en la natup
raleza, pero la de corazón de cerdo, que fue la primera en ser
altamente purificada. es al presente la mejor estudiada. Origi
nalmente fue cristalizada por (Massey (120. 121). El método con!
sistia en la adsorción cuantitativa de la enzima en gel de fos
fato de calcio, y posterior elusiónbe la misma. combinadocon
precipitaciones con sulfato de amonio.

Posteriormente Frieden (5) desarrolló otro métodoque diteria
sustancialmente del obtenido por Massey. La enzima del extrac
to crudo era precipitada acidificando el medio, operación que
se realizaba a baja temperatura, y el extracto asi obtenido se
sometia a fraccionamientos con sulfato de amonio. La enzima ob

tenida por los dos métodos resultó tener igual comportamiento
cinética.

La fumarasa de tórula (55) tuo parcialmente purificada uti
lizando métodos electroforéticos en columnade celulosa. y cro
matográficos con resinas de intercambio iónico (DEAE).Se obtu
vieron dos formas moleculares que estudiadas son diferentes en!
tre si y distintas de la de cerdo.

¡ello y Ayres, estudiaron la fumrasa aislada de Progionibac
terium pentosaceum (54). El extracto crudo fue calentado a 50°C
y luego. previa eliminación de ácidos nucleicos. se sometió a
una adsorción con gel de fosfato de calcio. Posteriormente se
cromatografió en resina celulósica (DEAE).

Los estudios realizados sobre el efecto de la concentración
del sustrato, en la fumarasa de cerdo. (56) demostraron que
para concentraciones suficientemente grandes del sustrato habia
inhibición. Avalores mas bajos de la concentración, la veloci
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dad IRICLLI 880“ d d yor uni ecuac16n del tipo

Ygre V1K2/(1-Vl/V2) (8)

i + K2/(1-V2/V2HS) + K1K2/(1-V1/V2)(S)2

donde V1, V2, K1, K2, son constantes y (3) concentración del
sustrato.

Si se sigue disminuyendo el valor de le concentración del
sustrato, ¿a ecuación se BiüplIÏÍCA a la de Michaelis-Menten

V

1*..49.
(a)

tg

Por estudios de parámetros cinéticos con el pH (30. 45). se
obtuvieron datos de las constantes de iguización de los sitios
enzimáticos de la enzima libre y del COEPLOJOES. Ls constante
de ionización de gruyos de la enzima libre fue la mismapara
cualquiera de los dos sustratos,'y de acuerdo a los valores ob
tenidos darían idea de que ¡os grupos imidazoles estuvieran
implic dos en la catálisis.

La fumnrasa de cerdo es inhibida por compuestos que estan
estructuralmente relacionhdas con el sustrato (52}. Se realizsp
ron detcrsinaciones de la inhibición competitiVa de varios com
puestos en función del pH (52. 122). E1 inhibidor mas ponente
dela fuman--59.rue ci neso-tartrato. La fuman sa de .‘rroteus vul

¿ggig (127), es inhibiaa competitivamente por el DL-Iluoromala
to. tanto en la reacción de hidratación comola inversa, sien
do 1%Constante de inhibición para los dos sustratos, la misma
y ei misnovalor a cualquier concentración de inhibidor.

ror otra parte. Gel (126) demostró que.1a rumgr453de cora
zón de cerdo no era inhibiua por si fluoromaiato.

La enZiua de cerdo no es sensible s reactivos de grupos sul
fhidriios (52). mientras que Las de g¿hgentosaueum (54) y 1a
de 3. cereviseae (19). si io son. hada se sabe al respecto de
¿a ae tórula.

¿1 uso de D20 en la hidratación enzimfitica del fumnraio de
mostró que el 1pmirte formado contenía un {tomo de deuterio
de LOque se Proud que la ¿dlClÓL de dicho átomo es estersoes
pacífica y i“ nidratucidn se proauce en forma trans. (124. 125
1¿6).
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Thomson(129). estudió e) efecto del D20 en la velocidad

de hidratación del fuaórico, usando fumaraaade cerdo cristali
zada. Los resultados obtenidos probaron que en presencia de 100%
de D20la velocidad de hidratación ae hallaba disainuida en
un 45%con respecto a la obtenida en presencia de Hzp.

Por otra parte ee estudió la actividad en función del pH,
en presencia de H20y 920 y ae encontró un pequeño corrieiento
del pHóptico hacia el lado alcalina.

La constante de equilibrio determinada en presencia de 100%

de D20 disminuye en un 72k dato que está de acuerdo con el dep
do por Jacobsohn (l30). y el dado por Alberty (130).

La constante de Hichaelia fue detereinada para loa doe sus

tratos. a distintas concentraciones de D20. Tanto para el fuaap
rato, cono para el aalato, el Ka disminuyó con el aumento de

1a concentración de D20.
La titulación de la fuaaraaa de cerdo fue realizada por Sha

vit (132). El sótodo de la titulación de una enzimapermite ve
rificar laa constantes de ionización de loa grupos del (6 los)
eitios enzimáticoe, obtenidas cifiticanente.

Los datoe cinóticos demostraron que existen doe grupos por
sitio activo. Trabajando en 0.09 N ClNay 0.01 N Iris-clorhídri
co a 259. el valor del pKde dicho frupo ee 7.4 (133).

De la curva de titulación de la enziea ae estimó el nónero
de aitioe enziaóticoa por nol de fumaraaa (134). Asi se obtuvo,
suponiendo el P.H. 220000. que existen 12 C2) grupos con pK
7.4. Coaohay dos grupos por sitios activo. la aolócula tiene
6 el) eitioe cataliticoa.

ha identificación de la reacción catalizada por la fumarasa
de levadura de panaderia_figggglgggxggg_gggggigggg. el papel que
desenpela en el metabolismocelular en el ciclo de loe ácidos
tricarbozílicos y poeiblee relacionen eetabólicae inmediatae
de loa auetratos, han sido resumidas (23).

Ea de interós realizar estudios comparativos de una encina
obtenida de distintas organiaaoa. e aun del niaao pero de die
tintos tejidos. ' _

Durante varios años ee han realizados estudios para tratar
de demostrar laa analogías o diferencias entre enzimasfuncio
nalnente eieilares. Para ello ae desarrollaron variedades de
aótodoe que coaprendenanálisis del tipo quimico. fisico in
munológico y cinótico.
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na determinación de la secuencia de aminoácidos en una cade

na polipeptídica.estalvez uno de los ensayos de mayorinteres
y en especial en las moleculas enzimáticas en las cuales, varia
ciones estructurales en distintas especies podrian dar valiosa
información en 1a ubicación del sitio activo.

Este tipo de eggfginento solo ha. sido realizado, hasta el
presente, con una enzima, la ribonucleasa pancreática de
bovino, por Hirs y col. (57).

Un estudio comparativo de la composición de aminoácidos de
la ribonucleasa pancreática de ovino, fue realizado por antin
sen y col. (58). Quienes encontraron dos diferencias en la se
cuencia de las ribonucleasa de las dos especies; una es la sus
titución de treonina en la bovina, por eerina en la ovina, y
la otra, es lisina por glutámico. uan la posibilidad de una
diferencia nas, pero la posición exacta no la han podido deterb
minar.

La variación del grupo lisina por glutanico parecería estar
en una región de la proteina nativa, que no es esasial en el
sitio activo. ¿delas la actividad especifica de ambasenzilas
es practicamente la misma. neto corrabora el hecho de que la
diferencia no se halle en el sitio activo.

bl otro cambioexistente es s1 par treonina.eerina. Aqui
la diferencia es un grupo metileno y eso tampoco influye en 1a
actividad enzimática,

Tambiense han hallado diferencias en estudios de polipepti
dos y de otras proteínas, no enzimas.

bn el estudio de la vasopresina de cerdo y bovina \S9) se
desostró que solo un aminoácido está alterado. una arginina en
el polipéptidc bovino. Que es reemplazada por una lisina en el
de cerdo

bn la insulina \60), aislada de distintas especies se encon
tró que todas tenían igual actividad. pero presentaban diferen
cias estructurales, que no implicaban la parte activa. Las va
riaciones encontradas de una especieï a otra eran tres aminoáci
dos que se encontraban en la cadena a del anillo detersinade
por los puentes disulfuros.

asi en:
'ovinc al Ser Val

cerdo Treo aer ¡teu
oveja al bli Val
caballo ¡reo uli ¡Ion
ballena rreo ser lleu
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Las tecnicas inmunológicasson útiles pass ver si las enzi

mas son iguales o no.
Los primeros intentos realizados en este campofueron los

de Kubowitzy Utt (bl) quienes estudiaron enzimas de tejidos
normales y de tumores de una miemmespecie y comprobaron que
la láctico deehddrogenasa, aislada de músculode rata y de sar
comade Jensen, ers igualmente inhibida por el antisuero de la
enzima de músculo.

Herrion y Sutherlans (62) hicieron estudios con la fosfori
lasa. inyectaron fosforilasv de corazón e higado de perro. a
Gallos y los antisueros asi obtenidos inhibian en forma mas in
tensa a las enzimas homólogas, ror otra parte si se probaban en
zimas de otras especies. la inhibición obtenida era muchomenor.

“Studios realizados con fosfatnsa alcalina de intestino de
perro (63) (64) demostraron que el antisuero precipita la enzi
made intestino pero no la de otros ór¿anos de perro.

¿n los trabajos de Nisselbnum y col. {65) realizados con
fosfatasa alcalina humanaae intestino y hueso. sc probó la
diferencia inhunOLógicade las mismzs. ror otros trabajos de
lnhibiCi‘n con ácidos biliares (66) y con aminoácidos (67). se
habían obtenido datos que diferenciaban las dos enzimas.

No siempre un estudio inmunológico de identidad o diferen
ciación de proteinas puede ser aceptado categoricamente.

Iunis y Krebs (68) estudiaron la foeforilasa b de músculo
de conejo y de músculo esquelótioo humano. y demostraron que
inmun01681°am0nt0Ion ditintas contrariamente a lo presentado
anteriormente. (69).

Los ensayos primitivos que demostraron la identidad de las
enzimas fueron realizados con antieuero de gallo preparado con
una de lasdgioteinae. sin embargo cuando se produjo en co
nejo un antisuero de gallo altamente específico de fosforilasa
de músculo de conejo. se demostró la diferencia de ambas enzi
mas

Las tócnicas innunológicas son útiles para identificar o di
ferenciar las enzimas. ¿in embargo el hecho de que dos o mas
de ellas sean innunológicamenteidenticag no garantiza la i
dentidad de las mismadesde el,punte de vista estructural o
cinótioa.

Estudios electroforóticos realizados en gel de almidón por
Paul y Fottrell (70). demostraronla diferenciación electrofo
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retica de varias enzimasde distintas especies.

Realizaren ensayos con estersea, fcsfatase, catalasa y per
oxidasa de rata, palola, rana,cobayc. humanoy otroe.eonpre
bandoque las diferencias existentes, lejos de ser excepci‘n
eran la regla y que por lo tanto existen muchasproteínas dis 
tintas con igual actividad enzimática.

Electrofereticamente puedendiferenciarse enzimasde distin
tes y ¡un del aisso tejido. asi la esterasa (72.73) la tripei
na (74) la allieo deshidrogenasa (75. 76. 77) y la láctico dee
hidrogenasa (75. 76. 77. 78. 79. 80) se separaron por electro
foresis en distintos tipos moleculares.

Harkert (81) denominaa estas ¡altiples tortas de una enzi
ma, isozilas.

Por n‘todes cronatográficos con resinas de intercambio tan
bi‘n se hanpeparudoiaozinas entre ellas teneeoe: la ribonue
cleasa (82, 83, 84). la lisozina (85, 86).

Por tratamientos tórmicos Adunts (87, 88) realizó estudios
de diferenciación de fosfatasa alcalina de higado y riñon de
rata y conejo.

Despues de someter a un calentaliento de 5096 observaron que
la actividad se hallaba disminuida en mayor o menor grado. Asi
la actividad de la fosfatasa de rata desata en un 20;, nientras
que la de conejo aumentaba considerablemente indicando que es
ta última era mas termoestable que la de rata, y esto sería de
bido a probables diferencias de configuración estructurales.

El estudio del comportamientocinótico es ptro nótoao de oo.
paración de enzilas homólogas.

La enolasa. ha sido estudiada de levadura (89, 90, 91, 92.
93) de papa (94. 95) y de músculo de conejo (96) (96a).

Hold hace un estudio comparativo de las enzilae.
Determinaoiones preliminares de la comparacióndel conteni

do de amonoácidosdieron una diferenciación significativa y es
la presencia de ciste‘sa (o eistina).

En la enolasa de levadura estos se nellan ausentes, en cel
bio en la de músculo de conejo se ha encontrado eisteína. A pe
sar de la presencia de la mismalksile no es inhibida por
el p-nercuribenzoato, de lo que se deduce que los mismosno_se
hallan conprenetidoe estructuralmente en el sitio activo de la
enzila. ‘

La enolasa de papa en cambio, tiene un gran contenido de cie
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teína y es inhibida por varios reactivos de grupos sulfhidri
108.

La dependencia de la actividad enzimática con el pHmostró
distinto comportamientoentre 1a enolasa de músculo y de leva
dura. ul pHóptimo para 1a primera resultó ser menor en una u
nidad que en la levadura

La activación por metales. Zn”, 60", Ni’*, y nn?’ es simi
lar en las enolasas de músculo y levadura.

Las aldolaaas derivadas de distintas fuentes puedenser di
vididas en dos grupos principales de acuerde a que sean o no
inhibidas por a¿entee quelantes (97).

Los primeros ensayos de diferenciación fueron realizados por
Varburg y dristian (98). Quienes encontraron diferente compor
tamiento de la aldolaaa de músculo y de la levadura.

un de levadura era fuertemente inhibida por cianidina y el
flüdipiridilo, cisteína, pirofosfatc y la inhibición era supri
mida por el agregado de iones divalentee Zn, Co. Cu, . Se compro
bd en una preparación altamente purificada que la enzima conte
nía Zn (99).

Por otra parte, 1a enzima de músculo no era afectada por la
presencia de agentes quelantee (98) y no contenía cantidades
significativas de nisatn ion divalente (98. 100).

De acuerdo a estcalas aldolasa se las dividío en dos grupos
uno se caracterizaba por no poseer metal, ttipo I,aldolasa de
músculo)y el otro por poseer, (tipo ii,aldolasa de lavadura)

Ademasde las enzimas de músculo, estudiadas de rata y cone
jo, la enzima de hígado bovino, (101) y 1a de guisantethZ)
pueden considerarse en el tipo I.

Dentro del tipo il aparecen ubicadas la mayoria de la aldo
1asas estudiadas en sistemas microbiológioos. ror ejemplo la
de varias especies de ¿gpggg¿;;gg en especial de ¿l nigep. con
tiene un mol de ¿n por 50000 gr de proteína [103).

¿n cgggtgidium perfringenl la actividad de la aldolasa es
aumentada por Fc y Cc, divalentea Junto con cisteina (104).

Tambiense agrupan en el tipo II la aldolasa de glghergcbig
92.1, (105)ngtobacil;us bifidus {106)m1; suis (10'!)y
mxggbaeterius_;ggg;gn;ggis(108)

Las dos aldolaeaa mas estudiadas son 1a de músculo y 1a de
levadura. y de esas dos Richards y Butter (109) realizaron un
estudio comparativo y los resultados obtenidos evidenciarcn 1a
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diferenciación de ambas enzimas, probablemente en sus centros
activos.

bstudiaron el efecto de la temperatura sobre la actividad
y obtuvieron resultados que demostraron que la aldolesa de 1e
vadura ee considerablemente menos termoestable que la enzima
de músculo.

El pHóptimo ae las dos enzimas variaba: asi la de levadura.
en la reacción de sintesis del aldol, el pHóptomoera 7.a a
¡.5, en cambioen la de músculola síntesis aldólica era prac
ticamente independiente del pHentre valores 6.5 a 9.0.

La actividad de la aldolasa de levadura era estimulada por
la presencia de iones potasio. En cambio la de músculo no era
influenciada.

si se sometía a un tratamiento con carboxipeptidasa la acti
vidad de ruptura del aldol disminuía entre 5 a 7%cuando se en
sayóla enzima de músculo, pero no afectaba a la de levadura.

¿03 pesos moleculares dados por laaalaülasas son los siguien
tes: levadura 65-70000 (luv). A. niger 50000 \103). musculo de
conejo 159000 (119).

ua identificación de dos mólico deshidrogenasa de corazón
bovino, gue realizada por Siegel y ¿nglard (110), quienes las
denominaron S-HDHy M-muu. “a primers se encontró en la porción
de la celula no particulaua y se la extrajo de los corazones
con una solución isotónica de sacarosa. La otra forma, de o
rigen presumiblementemitoeondrial. fue purificada de extrac
tos de polvo acetónieo de corazón.

Se realizaron ensayos para determinar el contenido de ami
noácido de ambas enzimas y se probó que no era similar. Asi
la 3-MDHcontenía mas lisina. arginina, tirosisa,metionina.
aspórtico y triptofano que la M-MDHy menosfenilalanina, gli
cina, prolina y treonina.

La sensibilidad de ambas enzimas hacia el p-mercuribenzoato
era completamentedistinta. Mientras la S-HDHno era inhibida
por el reactivo, la M-HDHera inactivada.

Ademas,altas conccntraciones de oxalacetato producía la per
dida de actividad en la M-MDHy no en la S-HDH. Comolos COI
puestos con grupos carbonflicos reaccionan con grupos sulfhidri
los para dar tiohssiacetales (lll, 112), es muyprobable que
las dos diferencias esten relacionadas y la inhibición por el
ozalacetato este relacionada a su combinacióncon los sulfhi
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drilos.

Estudios realizados con la plasmina humana(116), y bovina
(117) dierofio’gsultados la identidad funcional de las misnas.

Se realizaron experimentos del tipo cinótico. estudiandose
la variación de la constante de Michaslis y la velocidad máxi
ma, con la variación del pH.

Los datos obtenidos fueron interpretados de acuerdo con Di
xon (32) y Laidler (118).

Co las dos enzimas se determinaron gráficos de Dixon para
la enzima sola y dela enzima en presencia de cloruro de calcio
y cloruro de niquel.

¿n las dos se encontró el mismonúmerode grupos participan
tes en la cinótica y con el ph del mismovalor. dentro del error
experimental.

Cuandose trabajó en presencia de calcio y niquel se notó
el mismocorrimiento, hacia el lado alcalino, de los valores
de ios pk de los grupos ionizables. en las dos enzimas.

Es tudios de dos ribonucleasas de orina y una de bazo humano.
fueron realizados por uelaney (115) quien las comparócon la
ribonucleasa pancreática bovina. Alas enzimas aisladas de ori
na, que separó en columna de intercambio. las denominó f y U,
y la ribonucleasa bovina A.

Decerminó pesos moleculares y encontró el sismo orden de mag
nitud para la ribonucleasa A yP, en cambio el peso molecular
de la de bazo. y de la ribonucleasa U, eran distintos a los de
las anteriores y tanbien diferían entre ellos.

El analisis de la composiciónde aminoácidos dió resultados
similares entre la ribonucieass Uy la P,.Los datos dados para
la ribonucleasa Uy la de bazo. fueron determinados una sola
vez. y a pesar de la similitud de los mismos, el autor no los
asegura.

La curva de actividad en función del pH es otro dato que co
rrabora la identidad de la Ay la P mientras que las diferencia
de las Otras dos.

Las medidas de V y Km,realizadas por la hidrólisis del á
cido ribonucleico, para la A y la P fueron 3..21fl.0'3 mg por m1
seg y 0.14 mg/ml. mientras que para la de bazo y la U fueron
0.37110-3 mg/ml-seg y 0.51 mg/ml.

Inmunológicanente la r es capaz de combinarse con los anti
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cuerpos del antiouoro producido para la A. La U y la do bazo,
no roaccionaban. a posar de que la cantidad do antiauoro era
160 voces mayor quo la usada con las otras dos enzimas.

Con cota serie de evidencian concluyen quo la A y la P son
similares entre 31, pero distintas a 1d de bazo y ala lo

un el presente trabajo se ha roalisado la purificación de
la fumaraaa de ggggggggglggg_gggg!;gggg. y oatudiagno algunas
propiedades aa 1a misma. comparandolos resultados con lo: da
tos obtenidos de fumaraaa de otros origenes.



CEITULO II

ngggggplou DE LA ENZLHA
La enzima fue purificada por la combinación de loa m‘todoe

de aialación de proteínas: precipitación salina. precipitación
con eolventee organicen y cromatografía en columna.
e- H J. "

g. ¿egggura de panaderia ¡Saccharogxceecerevigeae). ee utili
zó el producto comercial. prensado y libre de almidón obtenido
industrialmente por la Cia. Argentina de Levadura E...
b, Acido tumárico: La droga de rfanetiel chemical Co. recrieta
lizada de (cido clorhídrico i N de acuerdo con Blatt (l). rr. 2959
g, ¿Cido l-málico. indistintamente de rfanetiel ChemimalCo; o
de Eetman Kodak.

d, roefato digogglaico. preferiblemente ce ue6 de Hallincrodt
p.a. ya que dió mejores rendimientos en la extracción de la ensima
f, Sulggto de amonio: se usó Hallincrodt o Merck; este último no
eiempre dió resultados reproduciblee.
e. Sephadexz de rharmacia " 625 coarae"
a. Sulfato de protanggg: sigma Chemical Company.
h, flidroxilgpagita: ee preparó de acuerdo al metodo dado por TI
eeliue y col. (2). se usó para prepararla cloruro de calcio dee

hidratado de Merck p.a. y P04Ila2 anhidro Analar de B.D.H.
i, guitar dg foefato: se prepararon con toetato diácido de eo
dio Analar ¡{cpkin y Williams Ltd. p.e..

‘t l ' ntet tat a (EDTA)sal e6dica Merck.

k Tr h‘dro in t'l inc-m tanoa (Trie) de Sigma Chemical Co.
II ügïODOg

Todaelaa operacionee ae realizaron en camara fria a
temperatura entre 0-596:
al Centrifggaciones en frio: Para catas operaciones se utilizó
una centrifuga refrigerada de la International Equipeent Co.
modelo PR2 proviatm dv rotor 840 a.
bl Ultracgntrigggacionee: ee lleVaron a cabo en una ultracentrí
fuga Spinco modelo ü.
6' Liogiligagionge: ae llevaron a cabo con un liofilizador mar
ca virTin.
d, Medición de ¡“a por metodos potenciometricoa con el aparato
Beckman modelo Hz o con el Hetrahm E 166. Lea medidam de pH en
extractos enzimáticoe se realizaron con indicadores colorim‘tri
coa, comparandocon la escala de Sorenaen.
e, Medición de la concentración proteica: se empleó el método ea
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pectofotomótricoade.¿}istian y Warburg(3) con la corrección por la
presencia ae ácidos nucleicos.
f.- Medidas esgectrofqtonótricgg¿ con un Becknan DUteniendo el Com
partimiento de las celdas termostatizado y con registrador Speedonax
tipo Leeds a Northrup Co. con convertidor de densidades ópticas e ins
criptor a tinta.

Para las medidas de rutina se utilizó un BecknanDUsin ternóstato
5.- ¿edición de la actividad enzimática: las medidas de actividad se
hicieron espectrofotonetricamente.

En el proceso de purificación se midió con fumarato comosustrato.
usando el mótodo y definición de la actividad de .cuerdo con Massey (4)
' 0.017 H de funerato de sodio en 0.033 Mde buffer fosfato pH 7.3 y
enzima en un volumen total de 3 ml. se lee la disminución de la densi

dad óptica a 300 su en interValos de 15 segundos. La unidad enzinóti
ca se define comola disminución de la densidad óptica.¿a0.0l en 1
minuto“. .

La actividad específica, es la relación entre, la actividad por mi
lilitro, sobre miligramosde proteina por mililitro.

En las reacciones CihétiCcB Se usó lrmalato comosustrato y se ni
dió de acue.do col Frieden (5) " 0.05 ü de 1rmalato en 0.05 Mde bu
ffer fosfato pH 7.3 y enzima en un volumen total de 3 m1. Je lee aumen
to de densidad óptica a 250 mp.‘c1 número de unidades de actividad pa
ra una alícuota, se define comola velocidad de cambio en la densidad
óptica en lo sebundos multiplicado por 103, debido a la formación de
tunarato".

ia actividad especifica es la relación de las actividad de una alf
cuota sobre la densidad a 250 su de la misma ¿lícuota en 3 ml de bu
ffer fosfato 0.05 E pH7.3.
h.- ¿iglación de la enzima: la leVadura se somete al proceso de secado
con solventes orbánicos, tratamiento que permeabiiiza la pared celular
y permite el pasaje de le enzin ¡acid ul exterior.

Se trabaña de acuerdo con Stoppani (6). " La levadura libre de almi
dón ss suspende en a,ua destilada can una licuadora su fiizra por suc
ción hasta obtener‘una torta seca. 400 gr du esa torta se suspenden en
licuadir: conluoo ml de acetona a -269c. Se filtra con succión por
un buchner frío, repitiendo el tratami:nto dos veces mas. La torta de
la tercera filtración se laVe con “en porciones de éter etílico libre
de peróxidos (250 ml) a -¿b°C. Se escurre bien por succión extendién
dose luego sobre un papel de filtro. A continuación se seca con una
corriente de aire de ventilador, deeparramanlobien el material para
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facilitar la elininación de los restos de óter y acetona que pu
dieran quedar, Las operaciones deben hacerse lo nas rópido posiv
ble para evitar el aunento de la teaperatura. El polvo blanco ob
tenido se guarda en un desecador al vacio con hidróxido de pota
sio conodeshidratante y vaselina líquida para absorber la acsto
na remanente. El rendiniento es de 120 gr de polvo por 400 gr de
torta de levadura.

La obtención de extractos acelulares se hace siguiendo el nóto
de de favelukes (7) " 100 ¿r de polvo acetónico se suspenden en
licuadora con 400 nl de solución de fosfato dipotlsico Q092M
(preferiblemente de la marcaHallincrodt).

¿e deja una nora a temperatura ambiente y luego 4-5 dias en có
mara fria agitando periodicanente, manteniendoel pu entre 6.5-7.5
de corrige con hidrozido de amonio concentrado. Al termino de la
extracción se centrifuga a 3500 r.p.n. durante 45 minutos. El so
brenadante que se obtiene es un líquido turbio que contiene la
ennina y que puede ser conservado a -2620 durante seis meses sin
pérdida significativa de la actividad.

El rendiniento de la extracción fue variable. En los primeros
ensayos se obtuvo layer cantidad de la enzina que en los extrac
tos finales del trabajo. La actividad específica varía entre los
valores de 2.1-l.2. Entre las causan que nsJoraban el proceso de
extraceión,se observó que la elección del fosfato dipotósico,
era importante. Los nejores resultados se obtuvieron trabajando
con 1a droga Hallincsodt.

Ademaspuede haber variaciones en el pHdurante la extracción;
valores menoresde 6.0 inactivsnla enzina. Otra causa de las di
ferencias observadas podria ser atribuida a una nutación que baya
sufrido la levadura.
1.- Adsorción negativa en gg; de ¿esgato de calcio trabajando
" ¡n sign”: el extracto crudo se soneto a una adsorción negativa
en gel de fosfato de calcio preparado "in situ".

La adsorción se hizo en la relación de 0.5 nl de fosfato 6.5 E
por 230 ag de proteina. El acetato de calcio se agregó lenta-ente
y con agitación en la relación de 0.5 nl de acetato l Mpor nili
litro de fosfato. La operación se realizó a pH7.2. de dejo sin
agitar durante 20-30 minutos; se centrifugó lS ninutos a 3500 r.p.s.

El precipitado se descartó; el sobrenadante,un líquido anarillen
to transparente.contenfa la enzina.

Los rsdinientos de algunas preparaciones pueden ser vistos en
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la tabla l.

En algunos extractos la recuperación de la actividad fue total
y en otros hubo pérdida de la actividad hasta valores de 25%.Es
probable que se haya producido algo de adsorción de la enzima.
en -el gel. a posar de que la concentración de electrolitos ss
bastante alta, aproximadamente0.1 Mde fosfato.
j.-_‘raccionasien oa con sulfato de amonio: se eneayó precipita
ción salina en distintas etapas de le purificación. Segunel vo
lumende muestra'con que ee trabajó, lss precipitaciones se hi
cieron con droga sólida o solución saturada a 590.

¿l agregado del sulfato de amoniose hizo en forma lenta, agi
tunuo continuanente para evitar concentraciones locales del elec
trolito.

rara Calcular la saturación alcanzsda por el agregado de droga
'ac utilizó el nosogramade Dixon (8). Este está calculaao para
ZSQC,por lo tanto al expresar la saturación de acuerdo ul noso
5rama se comete un error, pero comodato comparativo es posible
usarlo.

Las precipitaciones se realizaron a un pHdeterminado. Por lo
tento se controló el pH, el cual se corrigió con amoniaco aproxi
madamente 4 H. t

Cuandose usó solución saturada ee empleó la siguiente fórmula

cf _ C1

v‘—V° lOO-Cf

donde V es el.volunen de solución a agregar,
-V

C

C concentración inicial del extracto.
1

La solución saturada se lleva a pH 7 con amoniaco. Unovez

a
. el volunen de extracto que ee quiere precipitar,
f concentració final que se quiero obtener.

producida la precipitación se dejó entre dos horas y una noche
y luego se centrifugó a 3500 r.p.m. durante 45 minutos. Los pre
cipitados fueron disueltos en buffer fosfato 0.01 H pH7. En
las primeraa experiencias se dializó, pero ee perdía mucaaacti
vidad ( ver tabla 3, extrhctos A,B,QD).

Se probóq88n sulfato de amonio, los extractos se podian
guardar congelados a -2596 sin pérdida de actividad, durante cua
tro meses.
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IAEhA_L

ADBORCION NEGATIVA EN GEL DE FOSFATO

Extracto Rondinionto Purificnoiin

(fl ) (veces )

A 91 1.3

B 106 1.6

C 100 1.6

D 78 1.1

B 75 1.0

F 78 1.5
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La presencia de sulfato no interfiere en las medidasde actividad
Se hicieron ensayos previos para ver en que condiciones de tra

baJo se obtenian neJores resultados. La calidad de la droga es un
factor ¡uy importante que hay que considerar. Aun trabajando con
la mismamarca, pero distinta partida se han obtenido resultados
variables.

En la tabla 2 se ven datos de tres fraccionasiennos A. B, C,
en los que no se obtuvo ninguna purificación e incluso la acti
vidad espectfica resultó ser menorque en el paso precedente.

Los otros tres extractos dan rusultados de rutina. Las condi
ciones de trabajo fueron iguales en todas las experiencias. el
sulfato de amoniousado era Meinpero de dos partidas distintas.

A extractos provenientes de la adsorción negativa en gel de
fosfato, se los sometió a un fraccionamiento con sulfato de aso
nio. Se ensayo el pHy anhito de saturación convenientes para
la enzima. '

Se observó que las mejores condiciones de trabajo se tuvieron,
cuando Bu realizó a pH7.8, entre 45-60%de saturación, ver tabla 3¡

En las primeras experiencias se hicieron dos fraccionamientos
sucesivos. El seüundo se rcalizS a pH8.0. La distribuciSn de
la enzimay la purificación pueden verse en la tabla 4.

Esto paso fue eliminado cuando su suprinió la dialisis, yn que
no era f cil controlar la cantidad de sulfato de anonio que que
dnba en el extracto, proveniente de la precipitación anterior.

' -' ' Porath (9) presenta un metodo
de separación de sales. cuando se hallan presentes en soluciones
de proteínas.

El problela de la eliuinación del sulfato de amonio, fue resuel
to cuando se comenzó a usar Sephadex.

El létodo de separación llamado filtración en gel de funda en
la propiedad que tiene el Sephadexde retener solutos de molecu
las chicas y dejar pasar pasar los de moléculas grandes.

El sephadexes una sustancia hidrofflics, insoluble, hecha por
cross-liding de la red del polisacarido dentrano. ¿1 grado de
cross-linkage determina la porosidad de la red del polisacarido.
Un alto grndo de cross-linkage da baja porosidad y por lo tanto
solutos de dimensiones moleculares relativasente grandes pasan
sin ser retenidos. En cambiolos electrolitos difunden en el
interior de la red y son retenidos. La técnica de la filtración
se realizó en columna.
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Extracto Purifimih Radiante

Ivean) f f )

A 0. 7 75

B 1.1 60

C 0.9 80

D 2. 2 100

E 2.2 84



IAEhA.1.

ON 3 NSULP 0 ‘ N ' ' DST T0 H

Extracto pH Saturación salina Handimicnto Purificación
. (fi) (fi) (voces)

"A' 7.o 45-60 36 1.2

*n 8.0 45-60 39 1.4

"c 8.o 45-65 62 1.o

l
n 8.5 45-60 54 1.2

a 7.8 45-60 98 3.5

r 5.3 50-60 74 2.4

*’noa valoro. bajos obtenidos on estos resultado. fueron debidos a
1a diálisis posterior a la precipitación



saturación salina Rendimiento Purificación
(fi) (fi) (vecee)

0-40 3.1 0.42

40-45 7.5 0.67

50-60 18-0 1.62

Fraccionamiento realizado en un extracto proveniente de une
precipitación con sulfato de amonioentre 45-uowde saturación

¿1 bajo rendimiento total obtenido, 53%, fiio debido a 1a diáli
sis posterior.



E1 tanaflo de la celu-ss Varió segun el tipo de experienÉÏQb
En los ensayos pilotos se trabajó con columnade i on de diése
tro por 10 de largo. nn la tecnica de rutina la columnatenia
5 cm de diámetro por 25-50 cn de largo.

al armadode 1a columna se realizó del siguiente nodo: el Se
phadex se suspendió con el buffer de equilibrio, fosfato 0.001M
pH6¡9; cuando sedinsntó el sobrenadante se decanta para elisi
nar las pequeñas partículas. nuevamentese agregó buffer y se
evacuó con vacio, el aire ocluido en el gel.

La columna se llenó con el buffer y se agregó la suspensión
del gel a¿itando continuamente. cuando se tornó una capa de 2-3 cn
se abrió el orificio inferior de la columnay se reguló el flu
jo. cuando se tuvo el largo de la columna deseado se puso en la
parte superior un disco de papel de filtro para proteger la su
perficie de distorciones.

se probó el arsado de la columna con una solución de citocrono
c. netas Operaciones fueron hechas a tenperatura ambiente.

Antes de introducir el extracto enzimático se llevó la colusna
a la cámara fria \5!C) y se dejó equilibrar con la temperatura.

La nuestra se introdujo con pipsta. La elueión se realizó con
buffer fosfato 0.001 Mpu 6.8.

Los extractos son anarillos y se comprobóque la enzima iba
en todas las fracciones coloreasas. una vez que dejaba de salir
color aparecía en los eluídoe el sulfato. Muchasveces sucedió
que las últimas fracciones coloreadas tenían sulfato y entonces
se las descartabe. Deallí qoe el rendisiento no fuera siempre
del 100%. Esto sucedía cuando la columnas habian sido usadas
varias veces. Ademáscuando el ¿el era nuevo se vió que retenía
nucleicos. La literatura indica que estas columnaspueden ser
usadas ciento de veces.pero la experiencia indica cue despues
de ser usada 10-12 veces la capacidan de separación se encues
tra disminuida.

La elininaeión de los electrolitos que queda retenidos en la
sei del gel se hizo con el mismobuffer que la elueión de la en
zise.

Il proceso producía la dilución de los extractos en el orden
de 2-3 veces pero esto no fue ningun inconveniente.

El tienpo empleado en una fitrasión de unos 300 ul de extrae
to fue aproximadamente5 horas. lucho nenor que el requerido ps
ra hacer una diálisis exhaustiva del niano volumen.



En la tabla 5 pueden verse resultados de algunas experiencias.
1.- Precipitación de ácidos nucleicoe con sulfato de protaainag.
ante la posibilidad de realizar fraccionamientos con solventes
orgánicos. fue necesario encarar el probleaa de eliainacidn de
ácidos nucleicoe ya que estos interfieren en la precipitación
con solventes.

En los extractos crudos el porcentaje de nucleicoe con relación
a la proteíne presente era de 10%.deterlinación hecha de acuer
do al l‘todo espectrofoton‘trico de Chiang. y Haz-bug(3;.

Esta cantidad era reducida en loa pasos siguientes a un valor
dc 3-4í. A estos extractos se los sometió a un trataliento con
sulfato de protaaina.

Cuandose trabajó con extracto dializados de fraccioaalientos
con sulfato de amoniono hubo ningun incanveniente en la preci
pitación de las acidos nucleicoa con el sulfato de prota-iia.

Se trabajaba en las condiciones que se describiran naa adelan
te y se obtenía un precipitado que se desoartaba.

Cuandose eliminó la diálisis no se podian obtener los nislo
resultados. El precipitado de los nucleicos no se for-aba. Si
se diluía el extracto en forma considerable aparecía un preci
pitado que se centrifuaaba y se descartaba. En el sobrenadante
los nucleicos habían dislinuido.

Se resolvió hacer la Operación agregando el sulfatc de protap
mina requerido de acuerdo a los cálculos y luego diluir con bu
ffer fosfato 0.01 MpH7.0 hasta que se forlaba el precipitado.
Esta técnica tenia el inconvaniente de que la nuestra debía ser
lluída 4-5 veces.

Conoconclusión se deduJo que para que los ácidos nucleicoe
precfïtaraa con sulfato de protanina, era necesario que la fuer
za iónica del ledio fuera baja.

Se trabajó de este nodo hasta que se introdujo el proceso de
filtración en gel,en el cual. al eliainar la concentraciónde
electrolitos, permitía que los nucleicos precpítaran con el sul
fato de protanina.

al modode operar fue el ai¿uiente; loa extractos ae llevaron
a pH 6.5 y se les a¿regaba con a¿itaci6n solución de sulfato de
protaaina al 3%y se centrifugaba innediataaente a 4000 r.p.l.
durante 15 ¡inutoeq

La cantidad de protanina que era necesario para agregar ee cal
qilaba de acuerdo a la cantidad de ácido nucleico presente.



Extracto Actividad eapocífica Rendimiento
(vdd/ms) (7%)

A 2.2 

2.2 85

A 2.7 '

B 2.3 90

A "
.. 3.0 85

A representa el extracto proveniente de un fraccionamiento con
sulfato de amonio

B el mismoextracto deapuea de aer tratado con ¿el de sephadez.
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se hacia un ensayo piloto previo para ver cual era la mejor re
lación. Generalmente se encontraba que entre 140-150 mgde sul
fato de protamina por cada 100 mgde nucleicos daba los mejores
resultados.

El nucleico disminuía a Valores entre 2-0.5%.
¿n la tabla 6 se ven resultados de distintos fraccionamientos.

La recuperación de la actividad es casi total y en cuanto a la
actividad específica en algunos casos disminuye por que el agre
gado de protanina se ha hecho en exceso.
m.- raccionanientos con solventes orTfinicou: para seguir adelan
te con la purificación de la enzima se probó fraccionar los ex
tractos con solventes orgánicos;

Se sabe que las proteínas se desnaturalizan con los solventes
orgánicos,pero trabajando a bajas temperaturas y en condiciones
adecuadas se consigue disminuir la desnaturalización.

Aekonas(12) hizo un estudio de las variables que intervienen
en la precipitación de proteínas por el uso de solventes orgáni
cos. En nuestro trabajo hemos seguido el mismométodo.

Entre las condiciones que se estudiaron primero se trató de
resolver el solvente a usar.

En la tabla 1 se ven los resultados obtenidos trabajando con
alcohol, pH6.8 y en presencia de acetato de calcio al uno por lil

La tabla 8 sunariza un fraccionamiento con acetona realizado
de acuerdo con Favalukes (7) a pH 7.0 con la diferencia que la
fracción enzimática se obtuvo entre 44-50%de saturación y no en
tre 38-44%como figura en (7). Esta variación puede muy bien ez
plicarse si se tiene enecuenta que en ninguna de las dos se cono
ce la fuerza iónica del extracto. Se sabe que para una mayorfuer
za iónica se requiere una mayor concentración de solvente para
precipitar la mismacantidad de proteina.

Se adoptó comosolvente a usar, la acetona. Se hicieron experien
cias trabajando a distintos pH. '

Los resultados se Ven en la tabla 9. A pH 6.8 se obtuvo mejor
resultado. El bajo rendimiento en actividad, se explicaría como
desnaturalización en parte por la presencia del solvente aumenta
do por la inactivación que ocaciona la diálisis.

La fuerza iónica ue la solución no se determinó pero siempre se
trabajó con eXtracto proveniente del fr2cciónamiento con sulfato
de protanina, lo que igualaría las condiciones.
La concentración de acetona se expresó en volumen por ciento con
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TAQLA 6

‘ PIT CI N D' CI ‘ NU ‘I S CON ULF 0 P P T IN

Extracto Sulfato de pro- Rolación Nucloica‘ Rondi- Actividad
tantas agregado ¡tonto específica

(¡3/ nucl.) g% (9‘) (a) (¡mid/nz)

A - 0.9 4.7 - 2.9

ul 6.4 1.2 2.0 100 2.9
B2 1.6 1.2 2.0 100 3.9
B3 0.8 1.0 4.7 94 3.1

A - 1.1 2.8 - 30‘
B L.b 1.3 1.2 98 3.4

A - 009 - 2.4
B 1.1 1.5 0.5 75 2.2

“. representa ol oztracto original
B. extracto ooopu60 de habor aldo procooado
i'Roopocto a 1a proteína
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TABL Z

FRACCIONAMIENTO CON ALCOHOL

30-40

oaturación alcoholica hendimionto :urificación
fi(vyv) ir) (veces)

0-10 3 9-3

10-40 7 0.7

20-30 23 2.0

0 
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Saturación acotónion Rondilicnto Purificación
fi (v/V) (7%) (vocea)

0-38 004 "
38-44 0.8 
44-50 49.0 2.7



ÉABLA_2

FB¿CCION¿!;ENTO CON ACETONAA DISTINTOSIH

Extracto pH Saturalión acotónicn Rentiniento Purificación
%(V/v) (f) (veces)

A ,88 32-40 27 1.8
40.47 24 1.o

B 6.8 44-49 48 3.6

C 7.8 44-50 38 2.6
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respecto al volumentotal de solución sin considerar la contrac
ción de volumen durante la mezcla.

Se calculó con la siguiente fórmula:

V1 x C1 - V2 x 100
Acetona % (v/v) .

_v2

conde V1 - volumen de la fracción a la que se agrega
V2

c1

a volumen de solvente agregado
n concentración de solvente en dicha fracción, expre

sada como%.(v/v).
La concentración proteica de las soluciones fue de valores

comprendidos entre 2.5-3fi.
La temperatura a la que se trabajó dependió de la concentra.

ción del solvente; generalnente antes de hacer el fraccionamien
to se hacía un ens yo piloto para ver entre que porcentaje de
saturación de solvente caía la actividad de la enzima.

A continuación se arscribe la técnica que se siguió en los
fraccionalientos de rutina.

Se trabajó en cámara de -4fiC. El extracto se llevó a pH 6.8 y
lue5o se colocó en un baño de hielo y sal. Se dejaba que llegara
a la tenperatura minimaa la cual se pedia mantener fundida
0-190 y se comsnaabael agregado en for-a lenta y con agitación
continua; la acetona habia sido previenente entriada a -2696.
Cuandose agregaba suficiente cantidad ae solvente cono para
evitar que el extracto se congelara, la temperatura se bajaba
hasta un valor de -59C que era al cual se llegaba cuando la con
centración ae acetona era de 38%(v/v). Se obtenía asi una princ
ra fracción que se centrifugaba a 3000r.p.n. durante lb linutos.
El precipitado de esta fracción. comoel de las siguientes, se
disolvia en buffe; fosfato U.01 My“ 7. El sobrenadante se enfri
aba a -790 y se agregaba'acetona hasta una concentración final de
44} (v/v). En este precipitado se tenfs la segunda fracción. El
sobrenadante se llevaba a -9OC y a una saturación de acetona de 49%

Obteniuas asi las tres fracciones se dializuban con agitación
contra buffer fosfato 0.01 MpH7, durante tres horas.
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Desyuesde la diálisis se centrifugaba 15 minutos a 3000 r.y.s.
para separar los restos de proteína desnaturalizade que pudiera
haber presente.

Los extractos asi obtenidos podian ser ¿uardádos en congela
dora a -2696 durante 15 dias sin pérdida apreciable de la acti
vidad.

En la tabla lO se ven resultados de varios fraccionamientos.
Los rendimientos en actividad no fueron nunca mayores del 50%,
debido a ls desnaturalización y a las diálisis que se debenha
cer para eliminar la acetona.

La pureza de los extractos fue ausentadu entre 2-4 veces.
n-. Concentración_..__. ....ggrfiliggiliggcigg: los extractos provenientes
de la precipitación acétónica ¡e concentraron por liofilización
con el rin de reducir el volumeny despues poder aplicar la nues
tra en columna de cromatobrafía.

La liofilización dió buenos result dos cu nuo el volumense re
dujo hasta un décimo, con respecto : l: muestr: original.

ÜuAHúOse llevó r sequedad hubo pérdida considersble dv acti
vidad.

de aperó congelanuo volumenes uu muestre no mayores de 20 ¡1
lor
durante 4-5 horas.

qur eren sometidos e un Vacio de 50-250 micrones a -bORC

En l; tublh ll se ven resultados du clflunzs rxperixncias.
0.- columnade hidroxilipatita¡ Fayelukes (7) conprobó que la
enzina era adsorbida en ¿el de fosfato de calcio y que al ser eluí
da, el extracto ganaba 1.5-2 veces en pureza. La tócnica usada
fue de adsorciones sucnsivas por agregado de porciones de gel,
y posterior alusión du los mismos. El ¿el usado era proparado se
¿un neilin y Hartree (lo).

Con el fin de aumentar la purifiCnción se ensayó adsorción en
¿el de fosfato pero usando las técnicas cromatográficas.

Tiselius (2) presentó un sótoao en el que usó hidroxilaputits,

Ca5(ro4)30H, modificación que ae obtuvo por un tratamiento alca
lino del ¿el Drusnita y que presentaba la ventaja de ser mas es
table a pHneutro.

Para pregarar la hidroxilapatits se siguió la técnica descrip
ta por Tiselius.

Las columnas empleadas fueron simples tubos de vidrio que en
la parte inferior tenian una placa ¡'il ¡rante oen su defecto se



Extrae“ Saturaoldn300W“ ¡tenim-to Purificación
15(vn) (56) (nooo)

a 44-50 49 2.7
B 44-50 48 4.3
c 43.47 30 3.6
n 44-50 20 1.7
r 45-49 35 3.3



MLB

QEBULIADQSDE DISTINILS LIOPILIZACIOIRQ

Volumeninicial Volt-on final Bondinionto
(-1) (nl) (f )

52 9.0 96

K 63 6.5 56

37 5.5 94

130 21.0 100

üc Esto extracto dió tun ano rondilionto porque no 11016a pol
vo.

Lo expresado cono volnnon final roprooontn, on ooo caso parti
culor, ol obtenido despues do suspender ol polvo en buffor y con
truugu 1. protein. dosmtnralizadn.
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ponia un tapón de lana de vidrio.
Las dineneiones de la columna fueron variables. dependiendode

la cantidad de extracto a cronatografiar. Generalmentese trató
que 1a relación diametro-largo fuera entre 1/5 a 1/20 segun la
pureza del extracto que se cromatografiaba.

El adsorbente era puesto al vacio para eliminar asi el aire que
pudiera tener y evitar la fornación de burbujas.

Se introducia en la columna con agitación y se dejaba sedimen
tar.-La superficie superior debía quedar lisa.

La velocidad del flujo variaba; en las columnas armadas con ¿el
de 4-5 meses el flujo era mas lento que cuando estaba recien pre
parado. Esto no siempre pasó ya que hubo veces que se trabajó con
hidroxilapatita de lO meses y el flujo era el mismoque cuando
el gel estaba recien preparado. Las velocidades de flujo veriaron
entre l nl por hora hasta 40 ml por hora.

Normalmentese aplicó una presión hidrostatics de aproxinadap
mente 0.1 Kg/cnz. Cuandola alusión fue nuy lenta se aumentó es
te valor.

Las columnas se dejaban durante la noche equilibrandose con
buffer de fosfato 0.005 H pH 6.8.

El sembradode la nuestra se hacía con una pipeta Pasteur suy
cuidadosamentepara evitar la ruptura de la superficie. Se deja»
ba adsorber y luego se enjuagaba con una pequeña porción del bu
ffer de equilibrio.

¿1 tiempo de adsorción fue variable, normalmente se adsorbia
en tres cuarto de hora a una hora. Huboexperiencias en la que
tardó en adsorberse hasta cuatro horas.

La alusión se hizo por pasos aumentandola fuerza iónica del
biffer. nanteniendolo a pu cdïtante. Todoslos bufferstenisn
BDTA 0.1 mH.

Se probó eluir con gradiente lineal segun (ll), 1a muestra
salió muydiluíds pero la experiencia sirvió para dar idea de
la fuerza iónica requerida para eluir la enzina.

Los volumenes recogidos dependieron del tsnañp de la columna.
Se usó colector de fracciones cuando el flujo de la columnafue
rápido.

En la fracciones se determinó proteína y actividad. Las nuesn
tras fueron debidamente dilufdas cuando la densidad óptica fue
mayor que 1.0.

Las fracciones con astiviada específica del sismo órden se
juntaban y precipitaban con soluciones saturada de sulfato de
amoniohasta 75%.La precipitación se hacía agregando la solución
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saturada.
El precipitado se dejaba durante toda la noche y luego se cen

trifugaba a 9000 r.p.n. durante 30 ninutos. ¿l precipitado se
guardaba con el sobrenadante a -49c y la actividad se nantenia
en estas condiciones durante un nes.

Cuandoel resultado de una cronatografia no era el esperado,
el precipitado que ae obtenía de llevar a 75%de saturación con
sulfato de anonio, ee diaolvía en buffer fosfato 0.005 HpH6.8
0.1 n de EDTA.y se rectonat05raíiaba.

Se hicieron experiencias pilotos'con el fin de establecer las
condiciones de trabajo a seguir.

En el ¿r6fico1se puede ver el diagrana de elusión de una cro
matografía en la cual se ha ido aunentando la nolaridad del but
fer 0.08 ae conseguíaelilinar lucha proteina inerte y que al lle
var la nolaridad a un valor de 0.15 aparecia algo de la actividad
pero can una pureza muybaja. Recien con buffer 0.20 N salia en
zina purificada unas 9-10 veces con respecto al original pero
con un rendimiento de actividad ¡uy bajo. Con buffer 0.25 Mya
no salía practicanente nas proteína.

El hecho de que la actividad apareciera repartida en dos picos
fue interpretado de acuerdo con Iiseltue (2} cono interacciones
nutuae de proteínas y que cono consecuencia de las cuales una pro
teína que ea fuertenente adsorbida ( caso de nuestra encina) nues
tra una menoradsorción en presencia de otra nenos adsorbible.
siendo arrastrada parcialnente por esta última.

¿n nuevas experiencias se canbió la nolaridad del buffer, tra
bajando con concentraciones de 0.13 H, cono buffer que elininara
gran cantidad de proteína inactiva y 0.20 para eluir enzina.

¿n estas condiciones de trabajo ae obtenía purificación del ex
tracto enzin‘tico.pero aienpre los rendimientos en actividad re
sultaban auy bajos.

Se probó agregar sulfato de amonio alSfi con el tia de aunentlr
la fuerza iónica y se vió que la actividad se eluia asi en torna
casi total.

En el grlfico 2 se puede ver un diagrala de elueión en el cual
con 0.20 H de buffer se recuperaba muypoca actividad. pero al
aumentarla fuerza iónica se eluyó practicanente toda la actividad
que se había sembrado, obteniendose una purificación del extrac
to de aprozinadanente 20 veces.
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512221521}- 3*:

Cromatqgrwfáa en columna de hidTOXil&RgtiLhw Columna dv 10 x 30n¿
Vo umende mueer? 995 m1. Actividad esgvcífica del extracto ori
¿ln'l 4.5 Actividnu v5p0cffi€f un las frwccianes h al 10, aproxio
mxuumente40 unía/ng. rurific ción H veces. Rendimiento de la
activiu u bofia Se recubieron fracciones de jmla
Linea entara representa proteínao
Linea puntaade activid d.

Molar/dad de! buffer

0.005 0.02 0.08 0.15 0.20 0.25
l...——¡-+-——_—-—In——-—>-+-——>-*-<———————)+——r-l

I I Í l I I Í 

5:)ra-r)“CIDF\DC7)

III

CZ).p
I

Densidadol'oz‘íca280m/u

I

ÁchV/a’aa’eNZ/ma'í/Ca("md/ml)

0 .

O 4 6 8 '10

flaco/bh nu'me/‘o
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Fggmn“-v... . “Mm...”

Grax tografía an ccluughwggwg¿gfogjlqggg¿nnt Columna de 10 x 32 mm
volumande muestra 1 al, activiuad especíric del axtracta origi
na} 48 unid/m¿. Actividad eagecífica de las fracciones 8-19 apra“
ximudamente110 nnid/mg. rurificzciín 5.5 veces. Hend1_iento de
la activ1dad 0.4%. Actlvidaa eSpec. ua las fr cciones 11-13 ¿prom
x1¿;dzmente 800 unid/mg. Purificrción 16 va<es. Rendimiento de
la activid d 73%,Line? entera representa prñteína, cortada activ.

Molar/dad de buffer fosfaio

H——‘0.43*—*+*—— 0.20——>+*020*4
II ITIIIIII5%SUIlfatO

É

Ach'via’aa’enzimática(uma/m!)

S:>4:

l

aa:<:><:>

8
Densidadoptica280m/a

Ty

<:>
CZ)

0 2 4 6 8 10 12

Fracm'on número
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fracciones 33 Si

Act/vidadenz/ma'í/‘ca("W/mz)
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Despuesde haber realizado la experiencia correspondiente al
gráfico 2 se comenzóa trabajar con mayor cantidad de extracto,
para obtener asi mayor cantidad de enzima.

Trabajando con mayores volumenes se observó que el extracto
enzimático que se cromatografiaba presentaba un color amarillo
dado por un componente que se mluia con buffer 0.13 M. Basi to
da 1a proteina sembrada salía en esta primera elución. Con todo
algo de color siempre quedaba Junto con la enzima. De la columna
dependió la separación de la impureza.

En la figura 3 se representa una experiencia en la cual el
componente amarillo que quedó Junto con la enzima se separó muy
bien.

En otras experiencias fue necesario recromatografiar el extracto
para obtener un resultado similar al anterior

Las figuras 4-5-6 son diagramas de elueión obtenidos con un ex
tracto que fue necesario cromatografiar tres veces para poder se
parar completamente el componente amarillo. Solo en 1a figura 6
se obtiene un pico proteico simótrico que corresponde a la enzima

La fracción enzimática obtenida de la última cromatografía fue
analizada por ultracemtrifugación para comprobarsu grado de pu
reza. nl diagrama de ultracentrifugación demostró que en el extrac
to había un solo componente.

A continuación se enumeranlos pasos que se realizaron en la pre
paración de la enzima.

19- obtención de extractos acelulares partiendo del polvo ace
tónico de levadura.

29- Adeorción negativa en gel de fosfato de calcio preparado
"in situ"

39- Precipitación de la enzima con sulfato de amonio {sal sólida)
entre 45-60%de saturación

49- Filtración en gel de óephadexpara eliminar sulfato.
59- precipitación de los nucleicos con sulfato de protamina.
69- trecipitación de la enzima con acetona entre 44-50%de
l saturación.

79- liofilización del extracto anterior.
80- Cromat05rafíadel extracto en hidroxilapatita.
99- rrecipitación de la enzima con sulfato de amonio (solución

saturada) entre 0-75n de saturación
En la tabla 12 se puede ver los resultados obtenidos en un

tratamiento de la levadura hasta obtener la enzima pure. Puede
verse que la enzima de actividad específica maximase obtuvó
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PUHIFICACIONDELAFUMARASA

Separtióde980grdepolvoacetónicodelevadura,preparadaapartirdelproductocomercial. ProcesoVolumenActividadProteinaActividadPurificaciónActividadRendimiento

especificatotal

(ml)(unid/hl)(me/bl)(unid/hs)(veces)(uni.103)(fi)

Extractocrudo282070491.4-197.4100 Adeorcióncon¿el d.fosfato602.110530401114)2475300993.o2.1142.572 Filtraciónen¿el deSephadex146080302.92.0116.859 Precipitacióndenu cleicoeconprotamina148080302.92.0118.460 Fraccionamientocon acetona45-49%esta.13037o3311.07.941.121 Liofilización21200015013.09.342.021 Cromat.enhidroxil.3570036160.0115.017.18.8 2°crema.enhidroxil.0.7850022390.0280.06.03 3°crema.enhidroxil.0.49200ll840.0600.03.72
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Cra :tngrufít en uwlunna dr htproxilïgñtibu. Columnade bellümn
volm en de muñstrr l“ al. Actividad vspncíïiuu dv} extrmcta ¿Tim
¿inPl lá unía/mg. ACLiVLQu espvcírioa de las frwccinuns ïfinjü
¿pFQXLmadaente lo? unía/ig. Purific ción 13 V9093" H Laim1ento
'« la actividad de esms fr ccionas 78%. Se recogisrnn fracviunvs
da 3 mii Liara autor, Tapresentr prdtofnn, cart de anfiVLdfid.

Fuerza ¡oh/ba o’e/buffer

{5 9.T

o

poO 4600

9)o 1200

szo OOOO

NO É;CD

Densidadapt/ca280¡77/1

Ácz‘iw'a’aa’enZImáí/ca¿md/nl)O O
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FIGURA

Cromatografía gp columna de hidroxilapatita. LPS fracciones 29 al
39 de la cromatografía del gráfico 4 fueron precipit2das a 75%
de saturación con sulfato de amonio. El precipitado se suspendió
en buffer fosfato 0.005 M0.1 mMde vereeno pH 6.8. Se obtuvieron
3 ml que se recromatografiaron en este columna de 15 x 195 mm.
Actividad específica del extracto original 160 unid/mg. Actividad
específicv de los bubJS 24-28 aproximadamente 350 ¡mid/mge Puri
ficación 2 veces. Mendimientode la actividad en esas fracciones
50%. de recogieron fracciones de 3 m1.
Linea entera representa proteina.
Linea cortada actividad.

Fuerza ¡oh/ca del buffir

F** {5 Ñá
"W

I I
[/08(U1ZOOK'LA) <2)

I I
al

Densidadapt/Ca280m/a

C.). lI

3 ‘\o / I
J> <2)

Ach‘vidadenz/m<2) <2)

L. {f
CZ)

2'2 24 26 2%

Fraccxbh número
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FIGURA 6

Cromatcgrafíu en COLMWnáde hidrqxilapatita. Luc erQCiwyea
24 al 28 de Ja oro rtocrafír del gráfica 5 fu ren crecigita
das r 75%de saturación csn saiïrto de bnñái). dl precipit"fl
do se suspendió en barrer fosrrto O.W05M0,1 mmde verscn:
pH 6.8 Se thuVieron 0.7 nl que se T6CT”JÜÉOfiÏFÏí.TÜHtu»

fije/“za ¡bh/Ca de! buffer Fosfaío

|-<—026 —>+-<——-—— 1.5 --—-"—->i
l l l I l l 1 I I

Ñ’ A — 20004:,CZ)

I

30 —- - 4500
__ , . _

zo — ¡í ‘i‘ — 4000

__ .‘ a, _.' \,1 “
l \\ I k

0 .(1’ #5:? I l I ‘D ()

¿L 8 42 16 20 24

Fraccmh nu'mero

DenS/b’aa’optica280m/u

‘Ï
2.

Act/vidadenZ/ma'z‘lca¿mid/ml)

columna de 15 x bb mm. Actividad esgecífICa uri¿aghs 5?} g -i/x; F

Actividad específiCa final aproximadamente650. Purificaciór
2.3 veces. Rendimiento de la actividpd de las fracciones 13- é
95%. Se recogieron fracciones de l ml.
Liner entera representa proteína, cortada aCtiVidEd.



-42
despues de crosatograriar el extracto tres veces.

En la tabla 13 se ven valores iniciales y finales de tres ex
tractos. Se obtuvo purificacionee entre 400-600 veces dependien
do de la pureza de la enzila en el extractfl original. La diferen
cia de valores finales del orden del 5%puede ser debida a errores
en la ledidas.

Coaparando estos valores con los de Massey (13) vesos que los
extractos originales de levadura son entre 6-10 veces sas ricos
en enzisa que los de corazón de cerdo. El valor de la activadad
especifica final es aproximada-enteel doble.

Si se coopera la actividad especifica inicial con los valores
de Prieden (5) ee ve tanbien que la pureza de la ensisa es 9 ve
ces sayor. El valor de la actividad especifica final no se puede
cosparar porque se carese del dato.

u robaron o no ser i t e
Se probó adsorción de la enxisa,en gel de fosfato de calcio.

cuando la concentracion iónica es baja. y trabajando segun Pave
lukes (7).

Se obtuvo poca purificación de la ansias y sucha perdida de ac
tividad. lo que hizo que el altodo no fuera útil.

Se probó crosatograíia con resinas de interes-bio iónico. Se
usó dietilsasino-etiloeluloea ( BAE)y carboxilsetilcelulosa (CMC)
rara que una proteina se adeorba en estas resinas es necesario que
la concentración de eleetrolitoe sea lisina. Esto implica una
diálisis previa del extracto. Al hacer las experiencias se diali
zaba durante la noche contra buffer fosfato 0.001 MpH6.8 0.1 IM
de MDTA.

La enzisa en estas condiciones no era adsorbida ni purificada.
Se hizo una segunda experiencia a pH 7.0 y se obtuvo el sisso

resultado.
Se ptobó CMCen btffer fosfato 0.001 MpH 6.8 y tanpoco se ad

sorbió.
Nose buscaron otras condiciones pues para trabajar habia que

hacer la diálisis exhaustiva previa y se perdia lucha actividad.
(Cuandose realizaron estas experiencias no se disponía de Sepha
dex).

Se probó electroforesis de zona en colunna con el fin de ausen
tar la pureza de extractos provenientes de colunna de hidroxila
patita que tenian una actividad especifica del orden de 100-140
unidades,
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T LA 1

PURIFICACIONBS OBTENIDAS

Extracto Actividad específica Actividad específica Purifica
inicial final ción

(unid/mg) (unid/mg) (voces)

A 1.4 840 600

B l o9 880 410

C 1 o6 800 500



por miligramo de proteína.
Se trabajó con la técnica descripts por Porath (14). comoso

porte se utilizó polvo de celulosa Whatmanpara cromatografls.
La columnautilizada tenía un diametro interno de l cmy la

longitud ere de aproximadamente 40 cm.
Se trabajó con volumenes de 2-3 nl de muestra. Los extractos

eran dializados durante 2 horas y con agitación contra el buffer
con que se realizaba la experiencia.

Se hicieron ensayos previos para establecer las condiciones de
trabajo: buffer,voljaje, duración de la corrida.

Se trabajó con buffer fosfato 0.05 M0.1 ¡M de versewo pH 7.7
Se aplicó un voltaje de 259 V y un angeraje de 10-12 IA. La pro
teína con activadad enzimática migr ba en cuatro.horas aproximadep
lente.

Finalizaca la electroforesis se hacía la elueión con el mismo
buffer de la experiencia. Se recogian fracciones de l ml. Cuan
do se eluía aproximadamente un tercio del volúmen d» la columna,
aparecía la activádyd enzimática.

El gráfico 7 representa el diagrama de elueión de una experien
cia en la cual el extracto despues de ser sometido a la electro
foresis tenía un valor de la actividad específica noble que el
-inicial.

El m6todo no fue adoptado porque en sae condiciones que se
probó no dio resultados fofiorables.

“TH-q _._.-_ -_.- ....___. N
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ESTUDIOS En ULTRACdNTIIPUGA

La preparación obtenida en una columnade hidroxilapatita fue
sonetida al analisis de pureza en la ultracentrifugn.

Las fracciones de igual actividad específicas correspondientes
a la experiencia del gráfico 6 fueron precipitadas a 75%de satu
ración de sulfato de amonio.

El precipitado se disolvió en buffer fosfato 0.005 M0.1 ¡M de
verseno pH 6.8.

No se dializo y se corrió en una Spinco nodelo E. La velocidad
del rotor fue 56.100r.p.n.

Las fotos fueron tomadas cada 8 ninutos a partir del nonento
en que se alcanzó la velocidad léxila.

La tenperatura del rotor fue 6-896 l
Se utilizó la celda de 0.8 ml. La concentración de la proteína

fue de 5%. El ángulo con que fueron tonadas las cinco prineras
fotos fue de 559, las siete restantes con ángulo de 409
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CángULO III

¿STUDIOS DE LA deEhDdNCIA DE GRUPOü ¿ULFHIDRILOS EN LA ACTIVIDAD

CAÏA¿ITICA DE LA PUMARASA

Los grupos -óH de las proteínas. han sido objeto en los últimos
anos de numerosos estudios.

Barron (15) presentó una tabulación de enzimas cuya actividad
catalítica depende de la ¡resencia de los grupos -3H. Mastaede
Boyer (17) presenta una nueva lista de estas enzimas.

pin esbargo. a pesar de la cantidad de estudios realizados. al
presente. es ,oco lo que se sabe acerca de comoel grupo -¿H actúa
en la catalisis. Muchosde los postulados presentados no han podi
do ser probados.(17)

nos estudios de las posibles relaciones de los grupos -5H con
la catalisis se limitan a informar sobre la inhibición por reacti
vos de grupos -JH¡ si hay inhibición. el modode protegerlos por
la presencia del sustrato y/o cofactor. y adcnas informar si hay
reactivación de la enzima inhibida, con compuestos de bajo peso
molecular que contienen -óH.

Los reactivos usados en estas experiencias se clasifican de acuer
do a su modode acción (lb)

3.- Agentes alquilates: son compuestos que tienen un átomo de
ha16¿eno lábil, y actúan con el -5H de la enzima dando alqui-de
rivados.

L- . n .n \ 1 5-.._ v
K OH{v loíl2o0092I.b —-> .i u CHZLQOC2Hb+ IH

ho son agentes muyespecíficos. ae encuentran dentro de esta
clasificación iodoacetato, iodoacetamida,cloroscetofenonay otros.

ha inactivación con estos reactivos no es reversible.
b.- Agentes oxidantes: actúan sobre el -5H oxidanlo facilmente

Existe una ¿ran variedad de estos reactivos. pero no todos se los
puede considerar específicos. ya que lao enzimas tienen otros gru
yos oxidables ademas de los -uH. Helleman y Chinard (20) han ss

tudiado ampliamente estas reacciones.
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¿l agente oxidante mas específico para el -3H de enzimases pro
bablemente el glutatión oxidado.

El iodosobenzoato tambien pertenece a este grupo. pero debe ser
usado bajo condiciones apropiaams ya que pueden facilmente ozidar
otros grupos.

c.- ¿eactivos que formanmercaptidas: son tal vez los mas espe
cIficos. Entre ellos tenemos los compuestosorgánicos de mercurio
y loa arsenicales trivalentes. El uso de los compuestosmercuria
les en el estudio de enzima demuestra que no siempre actúan por
reacción con los grupos -5H (21).

El p-cloromercuribenzoato es tal vez el mas específico de todos
los reactivos. se lo usa inclusive para la estimación de los gru
pos -5H. un altas concentraciones sin embargo, puede actuar inhi
biendo la enzima pero no por reaccionar con los -3H. sino por otras
causas.

Los compuestosarsenicales, usados en inhibiciones enzimática
han sido reseñado: por narran y col. (22,23). antro ellos encontra
mosla dicloro-arsina (Lewisita) la maspotente y el clorhidrato
de la 2-amino-4-arsenofenol conocida comoMetarsen. el 3-melaminil
fenil-arsenóxido (Melarsen).

Los arsenicales reaccionan con grupos -3H vecinos o con ditio
lee dando con estos últimos compuestosciclicos.

2R-5H+ UaAs-R' -->(R-3)2AB-H°

CH -3H CH -¿
| 2 t \\\
m2 + uaAa-R°—> ¡9' As-ñ'

H-SH «¡m-b"
R

La inhibición producida por reactivos que forman mercaptidae
es reversible por compuestos con grupos -SH de bajo peso molecular
(cisterna).

rara reactivar los derivados cíclicos formadospor los arsini
cales es necesario la presencia de una sustancia ditiol comoel
1341.,segun stocken (24).

Las sales de metales pesados en bajas concentraciones, actúan
sobre ciertas enzimas inhibiendolas. El mecanismode tal inhibición



-50—

no es conocido. Algunos autores suponen que la unLón del metal se
hace formando la mercaptida.

Los grupos -bH de la enzimas han sido designados de acuerdo
a su reactividad en "libres". "perezosos" 3 " enmascarados (15).

El aumentode la reactividad va acompañadocon la desnaturalización
de la enzima. Bonsái (25) hace titulaciones ar¿entis6tricss de los
-6H de la aldolasa. en presencia y ausencia de urea y comprueba
la existencia de nueve -5H no reactiVOSyveinte reactivos

Medidasespectrofotonltrica demostraron que los -5H de la al
dolasa presenta una reactividad gradual; algunos reaccionan rapi
damente. otros tienen un aumentocontinuo de la reactividad y otros
aumentan con el aumento de la'concentración de urea (26).

La explicación de esta distinta reactividad no es muyclara.
se ha postulado que podria existir participación de las -óH en u
niones covalentes. Otra explicación seria la participacipon de los
-3H en uniones H, esto favorecería un acondicionamiento de la pro
teína, que disninuiria la reactividad del -5H

Unaposibilidad mas general es la formación de tiazolidina.
El nanteniniento de la estructura proteica es un factor que po

urIa estar relacionado con la reactividad de los grupos.
¿l papel de los -5H en la catilisis ensinltica no tiene hasta el

presente una teoria definida. Solasente en los estudios realizados
con la_¿liceraldehido-3— fosfato deshidrogenasa, se tiene la eviden
cia del,papel catalitico del -¿H (17). gn este caso se postula Que
el -5H actúa comoun aceptador del grupo acilo.

Haytres nodos distintos en los cuales las reacciones químicas
o modificacionesde los -afl puedenafectar la actividad catalíti
ca (17): cambiosestruturales, efectos de bloqueo est‘rico o quí
mico del grupo que va unido al sustrato, y participación directa
del -8H ya sea por posible formación dc un radical libre (15) o
por la unión del sustrato y/o cofactor formalsndo un producto cove
lente de adición.o la participación de Hdel -¿H en un puente Ho
por atracción electrostática entre un -u' cargado negativamente
y.un centro positivo del sustrato.
u ‘ERIAL'S ï METODOS.

Los materiales usados..adenas di los citados
en capitulo.LI, fueron los siguientes reactivos de grupos sulfhidri
los

¿1 arsenical triialente monosustituido3-melaminilfenil- arsenózi
do (nelarsen) de may n Laser.

¿l oxidante o-iodozobenzoico (¡082) 99.5npuro.
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El aercurial p-cloroaorcuribenzoico (Clugnz).
Nitrato de plata purisias
Para la reactivaci‘n se utilizó cistoína de 3.0.“.

El Helarson se disolvió coso clorhidrato y las otras cono salas
sódicas. Aatos de ser usados se noutralizaron.

Se incubB la enzima con el inhibidor en las condiciones y ties
po de acusrdo a la experiencia y en una alícuota de la aezcla de L
incubaci‘n se deterainó actividad.

La aedida de actividad se realizo en un tubo que contonia 3'al
de lpallico 0.0) Mon buffer Tris pH7.3 a 30906

La unidad de actividad enzialtica se retirio a un ainuto.
Los ensayos de reactivaci‘n con cisteina se realizaron de dos

nodos. Unovariando la concentraciln del inhibidor y reactivande
en todos los casos con igual cantidad de cisteína. nl otro nodo
de reactivar fue ol siguientes la inhibici‘n causada por una can
tidad de inhibidor se trató de reactivar con distintas concentra
ciones de cistoína.

Tanto en uno coso en otro caso la ensiaa fue incubada durante
tres ainutos con el inhibidor. Aese tioapo so detersina la acti
vidad y luego se adiciona la cisteína. Se deJC transcurrir dos ai
nutos aan y se aidio nuevasento la actividad.

Los ensayos de proteccion por los sustratos fueren realizados
incubandola enziaa con los reactivos. en el siguiente orden: al
sustrato se le agregaba la enzimae inaediataasnto el inhibidor.
Transcurridos tros ainutos de incubaci‘n se deterainaba la acti
vidad en una altcuata de la sezcla de incubacion

La acciln protectora del fosfato y otros aniones se aidi‘ en
for-a aniloga a la de los sustratos. os decir incubandola enzi
aa con el ion y luego se agregaba el inhibidor.

xaralelaaente se realizaron ensayos en los que se incubaba la
enzisa con el fosfato y on una alícuota se doterainaba la asti
vidad.

En las experiencias no se usó ensiaa pura. Se trabajo con extrac
tos enziadticos purificades antro 30-50 veces con respecto al
extracto crudo. La onzina so hallaba suspendida en buffer Tris.

Las incubaciones se realizaron a teaperatura aabiente 27-3090.
ggsumms '

Las experiencias que se hanroalizado han sido para co
rroborar los resultados obtenidos por Favelukos (19). quien tra
bajo con extractos enzia‘ticos auy poco purificados 2-3 veces
con respecto al original. '
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Se probó la acción de algunos reactivos erseniceles, mercuriap

les, oxidantes y un metal pesado; 1a reactivamión por cisteína,
la acción protectora de los sustratos fosfates y otros aniones
que actóan comoactivadores de 1a enzima.

En la tabla i se ve ia acción de los distintos reactivos estu
diados, sobre la actividad enzimática. _

2:1Melarsen en una relación inhibidor/proteína de 1000 z 10
moles/ng, despues de 60 minutos inhibe un 27%. mientras que en
los experimentos de Favelukes kia) con 1a mitad de ese valor con
sigue 100%oe inhibición

ConIOBzse inhibe 28k de la actividad, trabajando con una
relación inhibidor/proteína de 2000x 10-9

Conose ve estos reactivos actuan muylantanente y con poca
moles/ag.

intensidad. ha relación inhibidoryproteina es muchomayorque
la obtenida en (13).

Conel Glhgbz y el hb3Agse obtiene inhibición total casi ins'
tantaneamente. un la tabla 2 se ve la inhibición producida por
cantidades crecientes de reactivos. Conopara los reactivos len
tos, la relación inhibidor/proteína es mayoren nuestro caso que
en los experimentos realizados anteriosmente (19).

na tabla 3 muestra ensayos de reactivación con cisteína. Con
el Ulügbz se consigue un 100%de reactivación cuando la relación
cisteína/inhibidor es 2.5. .ste valor es aproximadamente3 veces
mayorque el determinado anteriornrnte. (19).

La protección de ios sustratos frente a los inhibidores se
puede ver en la tabla 4. Tanto el fusarato comoel lpaalato ac
uUühprotegiendo ante la inactivación. por Clügns. El fumarato

protege de la inactivación por ncjhg. ¿n cuanto al experimente
realizado con el lrmalato y hO3Agno se ve protección. hecho que
concuerda con las observaciones de Favelukes (19). si bien en

nuestro caso la inhibición producida por ei no3ngera total.
nn los otros experimentosde inhibición no se obtuvo elininación
de la actividad en un lOOfi. sino en proporciones menores.

Nuestros resutados concuerdan en general con los de Favelu
kes (19), la única diferencia es que mientras 61 consigue protec
dción frente al 61H5Bzcon 0.1 añ de fumarato, en nuestro caso
no protege una concentración de 0.9 mm

¿n cuanto a la acción protectora del fosfato se ve en la tabla 5
que para una inhibición de 78-803 producida por el mercurial, se
consibue proteger 1a enzima de esa inhibición con el agregade
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Se incuba 0.23 n¿ de proteína disueltoe en buffer Trio 0.05 M
pH 7.0. con eolución de Melaraen.IOBz, CngBz y N03Agprovin
nente neutralizadoe. en las concentraciones y tiempos indicados.
0.005 ml de dichas soluciones se llevan a un tubo de medida. Pa
ralela-ente se hacen controles de la enzima on Trio.

Adiciones Tiempode Inhibidor/ Actividad
incubación proteína

ominutoa) (lO-gloljng)‘A3220¡103,
minuto

Ninguna 2 - 500
Melareen 0.25 mm 2 1000 480

Ninguna 8 400
nOIEPBOH 0.25 mm 8 369

Ninguna 14 400
.elaraen 0.29 ¡M 14 330
ninguna oO 400
molarsen 0.25 mm 60 290

Ninguna 8 400
pelaraen 1.0 ¡m 8 4000 360
ninguna 2 490
IOBz 0.5 mk 2 2000 380

ninguna 44 350
IOBz 0.5 mm 44 250

¡inguna 2 500
CngBz 0.5 mm 2 2000 O
ninguna 2 500

2 40 4050355 0. 009 mr.

Inhibición

(fi)

10

17

27

33

22

100

92
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CONCENTRACIONES DE REACTIVOS

Se incuben durante 5 minutos, 0.48 ng de proteína dieueltn

en buffer Trio 0.05 Mpu 7.0, en soluciones de CngBz y N03Ag
previamente neutralizadon. 0.005 nl de dichas eolucionee ee lle
van a un tubo de medida. Paralelamente se hacen controles de le
enzima incubada en Trie.

Adiciones Actividgd Inhibidor/protoína InhibiciónE x10

LÉÏfiTto- (10'9nol/ns) (m

Ningun. 100 - 
CngBz 0.01 ¡M 90 20 10
Cingnz 0.02 ¡M 7o 4o 3o
CngBz 0.03 ¡M eo 60 20
CngBz 0.05 nm 20 100 eo
CngBz 0.010 ¡H o 200 100

Ninguna 100 - 

N03Ag 0.00025 nm ao 0.5 20
no3ng 0.0005 nn ao 20
N03Ag 0.001 un 60 2 4o

NOBAg0.005 nm 60 10 4o

NOSAg 0.01 mm 4o 20 60

NOBAg0.02 IM 0 40 100



Mi
¡É'ACTIVACION QON CIETQIN;

-55

de incuban 0.09 mgde proteína disuelta en Trio. durant. treo
minutos con loa reactivos de grupos sulfhidriloo indicados en ca
da caso. Se agrega ciateína y se incuba durante dos minutos mas.
La actividad de la enzima se determina: experimento A conA05ml
de solución; experimento B 0.10 m1

¿xpto Adiciones Actividad Inhibi-Roac
ción tivación

“2 0m} (-26) (es)minuto

A Ninguna 120 - 
Cistoina 0.1 mm 130 - 
Clflng 0.1 mm O 100 
clïgflz 0.1 mm+ cisteína 0.1 mi 100 23 77
Clflgñz 0.07 mi-i o 100 
ngng 0.07 mn+ cisteína 0.1 mm 100 23 77
UngBz 0.05 mm 0 100 
Cldgbz 0.05 mm+ cisteína 0.1 mm 120 8 92
unguz 0.04 mm o 100 
CngBz 0.04 m; 4 cisteína 0.1 mm 140 -8 108

B Ninguna 200 - 
Cllíghz 0.1 mr: o 100 .
uleBz 0.1 mm+ ciatoína 0.04 mñ 120 4o 60
CngBz 0.1 mñ + cieteína 0.06 mm 160 20 80
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¡nzima uisuelth en burro: Tris y" 7.0 se ¿ncuua en L s condi
cxones indicada“.

:uXpt.

A

Adiciones Aftividug 139¿Ri- ïggáac
“¿250le xy.) (7:1)

Minato

.inguna 2,0 - 
Llughz 0.01 m4 120 35 
Clngz 0.01 m3 + fu arano 27 um 200 3 a4
Llïgbz 0.01 m + fumnrano lb un 200 9 54
ULL-1.34 —.ul mii 4- I'umarato a tzm 160 27 50

Clflgaz u.0¿ mm+ fumarato 0.9 J: 93 59 0

hinpuna l4u - 
cngBz 2.01 mi 60 57 
ClH¿.z 0.01 mu h Ipnalato 46 mi 190 0 100
Clhghz u.vl gn + IJHÏLLO 3 mi 1 3 J 100
CL ¿bz u.«1 m; b lpmal4to 9.9 DM 40 75 0

N1.¿ana 15) - 

L03Ag 0.01 ms 0 14a —

¿Gang 0.01 mmf lrmalato 6 ¡H 0 100 0
IOBz 50 mE 50 67 

iCBz 50 mb + I'm lazo 6 m1 100 34 50

ninguna 250 - 

hoság 0.01 m“ 110 59 
Aoahg 0.01 nn + fuaurato lu mm 240 11 82

xperxaeuto A, 0.;7 mgde p.0neíLa se determi
na la ant1v1dad cn 0.1 ml. yxpcrinents y 0.23 mgae groteína,
se denerm;n¿ la ¿ctiVIdaa e 0.1ub m..
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¿99105 PangCTuun DEL F06FAÏO A QISÏIHTAS coucgaTuACIUNEg

30 incuban 0.06 ng de proteína aisuelta un buffer Tri. pH1.0
durante dos minutos en las condiciones indicadas. La.actividad
ae lo. enzima se determina en 0.1. un. L‘aralelz-uuente se 'n:_cen con
uroles de ¿a enziua incumu; en trio. .

Aficiones ncnvmaq ¡nm Dic15;. Protección

¿32239: (¿a (‘26)
innato

..in¿una c 190 - 
Foufato 18;) nm 180 o 

1.21!ng 0.01.2 III-S 40 78 

I-‘osfato 18o un "4-ulngisz o.\>12 ma. 160 13 87
¿"ostia 151) mm 160 - 

Fosíuto 150 um 4- Cllgnz 0.012 m} 170 5 94
fosfato 50 Eh 200 - 
¿122532 0.012 m5. 40 80 
I-‘osI.-.t.o bo mi. + €11.01 ¿.012 un 180 49 5-2)

¡usfaco 40 m. 200 

Clflng 0.912 mH 40 Uv 
I-‘osx'ato 4o mii 4- 0111312 0.012 1110 50 38
fosfato zo mn 200 - 

oafato 20 mn f- CngBz 0.012 mi. 70 65 19
fosfato 10 mk 190 - 
¡"osruw lo m.. + {:1}.ng 0.0.Li 1'. 60 69 11
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del fosfato.
¿1 fosfato actúa comoactivador de la enzima hasta cierto vap

lor y luego comoinhibidor. En la tabla 5 ee ve que cuando el
fosfato es activador la protección no es tan grande comocuando
actúa comoinhibidor. Parecerfa que al actuar comoinhibidor.
lo haria en el mismositio que atacaría el CngBz y al bloquear
ese sitio impide la acción del CngBz.

Se ensayo la acción protectora del fosfato cuando actúa con
el fumarato o con el lpmalato. se probaron concentraciones en
que ninguno de los tres es protector. sin embargoal actuar con
Juntaaente uno de ios sustratos con el fosfato 1a protección au
mentó a un valor de 18”, tabla 6. tareceria comoque la acción
ue los dos protectores se hubiesen sumado.

La protección de aniones que actuan comoactivadores es nula
ante la inhibición del CIHng tabla 7, lo que haría suponer,
que la acción activante de los aniones ensayadoe, sulfato y ar
seniato, no es ejercida en el sismo sitio que la inhibición
por el Cnguz.

En (19) se afirma que la enzima sastisface los criterios de
harron (15) para establecer la naturaleza tiol do una enzima y
que la inactivación se produce por un ataque específico a 10a
-9H de la enzima.

nuestros datos son algo. similaree. pero es necesario una aan
yor cantidad de reactivo de -6H para producir inhibiciones anfi
logas. Ademas.la inhibición producida por el Cngbz, es reacti
Vadapor cieteína pero cuando la relación de esta con el aercurial
es mayor que uno.

hn (19) se ve poco probable que la reacción del arsenical y
el oxidante se produzca por la presencia de otro -5H cercano per
teneciente a otra mol‘cula. Connuestros ensayos se podria acep
tar este postulado ya que el extracto enzimático, mas puro con
que se trabajó. podría ser la causa de la eliminación de -SH de
otras moleculas y asi se explicaría la reactividad casi nula an
te estos reactivoe.

Hay, sin embargo un punto. por el cual se puede establecer
una función principal del -qH en la catálieis de la fumarasa,
y es la acción protectora de los sustratos;

Se puede establecer una relación entre el efecto protector
y cinótico del sustrato. Con el fumarato se tiene un 50%de pro
tección con una concentración 9 mn y con lemalato el 50%debe
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¿e ¡ncuba 0.o? mgac brote! a uisvelta en .uffere Ir1a pH7.0
durante dos ¡Lautoa gn las condiciona“ indicadas. Lu actividad
de ¿a enzima .e aetornxna en 0.1 ml ne soluclsn. ara;e¿ameutv
Be nacen acterminnciunes ue la “ctlvidad de la QHZÍMQen buffer

r1 Bo

Adicioncs Act1v1uan

A32» ,-.x1o3k4
llanto

ninguna 2
Clnth 0.012 mu
l-malato 4 añ + CIHng 0.012 nm
Fumarzto 0.9 un +‘CngBz 0.011 mn
POSIntO 0.05 mi 4 CngBz 0.012 mk
Fos 0.05mH* fun 0.9IE'+ Clugbz 0.01233
F05 0.abmm+ lrüfll 4nx'4 Clhgbz 0.012IH 8888888

-—.———-—.— -- »-—.-——-.-._—._ “.

Lnnioz- Protec
ción cLSn

Kw) (í)

-._——.— ———————

85

85
70

70 S'é'ooon
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se incuban 0.07 lg de proteína disuelta en buffer Tri: pH7.0
durante dos ninutoc en ias condiciones indicadas. La actividad
se determina en 0.1 nl de la solución. Paralelamente se hacen
controles de la enzima incubaaa en Iris.

Adiciones Actividad Inhibición Protección
1. 3, ¡10 “u ,

(¿in? _._) (ya) (7h)
¡inuto

Ninguna 200 - 
uulfato ¿ao mi 220 - 
Clhgaz 0¡012 ¡M 40 82 
bulgato 100 má + CIHQLZU.012 m! 20 91 0
nrseniato lUOn¿ 280 - 
clfig z 0.012 añ 40 56 
Arseniato 100 mn +5 Cl\gbz 0.012 mx 60 79 8



-61.
debe estar entre Valores de 9 mmy 0.9 un; los Kn para el fu
marato y el Lpnalhto a pu 7.0 y en ausencia ae fosfato son apro
ximadamente4 IM. Esto estaría de acuerdo en que el ¿SH estaría
en el área actiVa de la enzima en que el sustrato forma el con
pleJo BS.

Por otra parte si ae analizan los resultados del Cap. V en
el cual se estudiaron los grupos ionizables de la enzin: que
intervienen en la catálieis, no se revela 1a presencia de -SH.

Tal comportamiento podría ser explicado como que el pKdel
-SH se halle influenciado por 1a acción de otros grupos veci
nos que mouifiquen su ionización, o bien que el papel de 1;»
-¿H sea de mantener la estructura catalftica de la proteína.
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Los efectos de pn sobre la actividad enzinltica, son debidos
a cambios en el ¿rado de ionizaci6n de los componentesdel sis
tela,ensima, complejo enziaapsustrato o el sustrato mismo.

Michaelis y uavidsá‘n (31) establecieron que la antividad de
una enzimaes debida a la disociación de dos grupos particulares
ácido y basico, y por lo tanto las curvas de pH en función de
la actividad estaran determinadas por las constantes de disocia
ción de dichos grupos.

Los resultados experimentales no nos aseguran que un solo gru
po ácido y uno alcalina. esten relacionados, ya que cualquier
número de grupos con valores de pn próximos. darían el mismo
efecto.

bl variación de la actividad enzisatioa con el pn. para la
fuaarasa de levadura. fue realizado.anteriornente por ravelukes
(28)

un el presente trabajo se ha repetido el ensayo con enzima
maspurificada. y las deterlinaciones se realizaron con los dos
sustrato.W!

El material usado fue el citado en Cap.ii
cono así tambien lo¡.nfitodos do nedida de la actividad y pH.

La enzima usada para determinar la acciCn hidratante fue pu
rificada 10 veces con respecto al original. cuando se midió 1a
deshidratación del lpmalate se usó enzima purificada unas 80 ve
ces con respecto al original.

En la curva del fumarico se hicieron las determinaciones con
0.14 mgde proteína y la de lrmilico con0.04 le.

un ambos casos la enzima suspendida en buffer Trio 0.0%25 n
pH7.3 se dializó con agitaciln contra el mismobnffer. Los dos
extractos provenían de precipitaciones con sulfato de amonio.

Los tubos de medida pada la actividad fueron llevados a pH
antes de realizar el experimento. Al finalizar el sismo, se con
troló nuevamenteel pH. Cuandose trabajó con tunirico se obser
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v6 variaciones en el pH del orden del centisimo, en cambio en
los experimentos con 1pmálico hubo variaciones de 0.2-0.3 unida
des de pH.

Los sustratos se llevaron a pHcon solución de Tris.
Resiltados.

En el gráfico 1 se puede ver la influencia del pHen
la actividad hidratante y deshidratante de la enzima.

La curva del fumárico presenta una meseta en la zona de pH
6.0-6.5 y la caida de la actividad hacia el lado ácido es mas
pronunciada que hacia el lado alcalino. No se observa un máximo
bien definido.

Los Valores de la meseta comprendenel dato dado anteriormen
te por Favelukes [28) quien encuentra un máximoa pH 6.3.

un cuanto a la acción del pH sobre la actividad de la fumara
sa usando L-málico comosustrato se obtiene una cursa mas 31m6
trica y con un pHmáximomas definido, 7.3,dato que estaría de
acuerdo con el dado por Massey (30).

El dato de pH óptimo para el IPmálico coincide con el valor
de un grupo ionizable correspondiente a la enzima, y obtenido
por el estudio de 1a variacion de la constante de Michaelis en
función del pH , como se verá mas adelante.
11.- ACCION DE VARIOS ANIONEb SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PUHAHASA

Se midió la acción de distintos aniones sobre la actividad
de la fumarasa.

Se incubó la enzima con las soluciones de los aniones indica
dos en cada caso. En una alícuota de las mismase midió la ac
tividad deshidratante de la fumarasa.

En el tubo de medida la concentración del lrmalato era de
0.05 Men buffer Tris pH 7.3. La longitud de onda a 1a que se
realizaron los experimentos fue de 270 mp

La concentración de los aniones investigados fue de 0.066 H.
Se trabajó con 0.1 mgde preteína de un extracto purificada

aproximadamente20 veces. Previamente se lo dializó contra búf
fer Tris.

Todos los cationes son sodio con excepción de 1a sal del ni
trato que lleva potasio.

Los resultados obtenidos pueden ser vistos en 1a tabla i.
Comose puede ver los halógenos producen una inactivación cre

ciente con el aumentodel peso iolecular del anión.
El sulfocianuro es de los aniones ensayados el que produce
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mayorinhibiciñn. El nitrato raduce la actividad practicamente
a la mltad. El borato no influye. El aulfnto, fosfato y arsenia
to producen aumento.

Los resultados obtenidos son en general, mas bajos que los
dados en (28). h

La interpretación de cómolos distintos uniones actúan sobre
la proteína, podría ser explicada com’una unión entre el anión
y un grupo básico cerc no al centro activo. Esto influirth en
la mayoro menor facilidad del sitio activo para dósociarse de
1V cual resultaría un :umento o disminución ue 1a actividad.

El hecho de que los aniunes monovalentes sean en general 1n
hibidores y los di u trivalentea activantea, daria una idea de
que actúan sobre distintos grupos cercanos al sitio activo.
111.- DEiuñnthCIUN gg_¿¿_cu STANTEu; ¿QUILIMR¿¿

La constante de equilibrio de la reacción cataliz da por la
fuerasa de LeVadurade panadería, ha sido determlngu, anterior
mente por Jacousjh (27) y Favelukes (28).

n el presente trabajo se rwalizeron medidas de dicha COLBtan
te usando «¿toco espuctrufotonétrica de medida. con una enzima
¿aa pura que la usada en determin ciones anteriores, y realizan
do los estudios en función del pH y de la fuerza ifinlca del medio

La constante de equilibrio se define:

[th [#10' [É];

EE = (FL m
hay I

donde [RIt y [th son las concentracionea de Irmalato y fumvrn
to en el equillbrio y [S]° es la concentraciSninicial del lrll
latu o fumarato (29).

En una cubeta du l cm, la densidad óyticn en el equ librio es

Deq a [11‘82 + (Bajo - [PLus (2)

dondwSF y EMson .LOSCoeficienzes de extincián molar para el
fumfirico 3 el lrüéllco r Spectivameut . La contribuCLGndel
erálico a la densidzü óptica se consideró desp:eciab¿e. luego
en el equilibrlo la Rapae puede calcular

[3102€ - Deq
d Deq

Rap (3)



0.1 Ig de proteina disuelto: on buffer Iris pH7.3 no tratan con
los anionoo quo so indican. La concentración de los mismou
b6 mil. Se bacon controles do la enzima sin adiciones.

Adiciones Actividadobservada ¿nigga chungo
Actividad nin salou z 10°

(Ab o 103 )minuto (7‘)

Ninguna no 100
FNa 190 91

Clua 150 71
BrNa 110 52
mo 80 38
SCM: 50 24

NO3K 120 57

303m; 210 100
304Naz 240 114

P04ü33 280 132
'M04Iía3 300 143
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Las drogas usadas fueron las nissan indica
das en el cap.ii. Los priseros ensayos realizados fueron deter
minacionesde la constante de equilibrio en ausencia de sales.
para ellos se prepararon soluciones de fusarato de Tris de concen
tración final de fusarato 2 mflpH 7.3. Los experimentos se reap
lizaron a 2890.

A 3 ml de la solución se la agregaba 0.002 nl de eztrato
ensinótico purificada alrededor de 500 veces con respesto al
original.,La cantidad de proteína de los 0.002 nl fue de 0.009 mg
La densidad óptica se determinó a 270 sp. Se incubó durante una
hora. Se hicieron detersinaciones de la adsorción de la proteí
na en Tris.. valor que se restó de las densidades ópticas al equi
librio.

Las determinaciones de la Kap. en función del pH se determi
naron en fumarato de Íris. pero de una fuerza iónica final de
0.5 que se consiguió por el agregado de ClNa.

La variación de la Kapcon la concentración de fosfato se de
terminó a pH 7.3. Cuandose realizaron a fuerza iónica constan
te esta se alcanzó con el agregado de ClNa. En estos experimen
tos se trabajó con 0.09 nl, de un extracto purificada unas 30
veces con respecto al original. que tenian 0.14 mgde proteina.
R t s.

La Kapdeterminada en ausencia de sales dió un valor
de 3.8. igual que el obtenido por Favelukes y que está dentro
del orden de las determinaciones realizadas para otras fussrasas
x28).

Los resultados de la variación de la mapcon la raiz cuadra
da de la concentración de fosfato se ven en el gráfico 2 (a).

Si la fuerza iónica se mantiene constante la Kapes indepen
diente de la concentración de fosfato. En el mismográfico estan
las determinaciones realizadas a una fuerza iónica de 0.9 y 0.5
Los valores de la Kap son 6.5 y 4.5 (1 ’.2¡ respectivamente.

El valor de Kappara una fuerza iónics de 0.5 trabajando a
pH7.3 encontrado por neck \29) fue de 4.8, coso se ve las di
ferencias de los datos son de orden experisental.

La variación de la Kapcon el pu se interpreta en términos
de constante de ionización de los sustratos. Al definir la Kap
con la ecuación {11'se considera[h]y[2]las concentraciones
de lrmalato y insarato sin tener en cuenta sus formas iónicas.
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En el rango de pH que ae hicieron las deterninaciones no se pue
de considerar que halla habido variación de 1a Rap.

En el grófico 2 (b) se hallan loa resultados.
Los valores de la Kap a pHmenores de 6.8 tienen una desvia

ción de (e 0.2) con respecto a los valores obtenidos a pHlayo
res. Esta variación podria decirse que es de orden experisentel
y no cansada por variaciones de formas iónicas del sustrato, ya
que alos pHinvestigados los suatratos se hallan completamente
ionizados. Bock (29) da los valores de la segundas constantes
de ionización para el funórico y el lrlólieo determinadas en

0.1 mde cloruro de sodio y a 2an ¡("Pra10“"18 y ¡("1- 10"“73.
v. ‘ o r IE m; u - 'W
Al oosprobar que la funarasa ee afectada por el fosfato resul

tó de interes el eatudio de las constantes cinóticas en función
de la concentración del mismo.

Se realizaron ensayos con la reacción de hidratación del fu
_móricoy la inversa.

Se hicieron grupos de experisentos en los cuales ae detersi
nó la velocidad inicial a distintas concentraciones de fosfato
a pH7.3 y a un rango de concentraciones de sustratos (tanto pa
ra el lpmólico comopara el funárico) comprendido entre 2 y 40 un.

La enzima utilizada no fue pura, sino que provenía de distin
tos pasos de la purificación. Los valores de las actividades ee
pectficas eran de 45-100 veces mayores que la enzima en el ex
tracto crudo.

La constante de Hichaelis de determinó por gráficos de Line
vcver Burk. (513 en los cuales se representa.

.JL.__5! (8) t;1.
v U U

dondev es la velocidad inicial a una concentración 3 de sustra
to y Vla velocidad ¡óxila del sistele.

Delos gráficos de i/v en funciónde 1/3 se obtiene una rec
ta que corta el eje de las x en un punto cuyo valor es -1/KI.

El punto en que la reots corta el eje vertical da 1/V.
¿n la tabla 2 ae dan los valores de las velocidades iniciales

obtenidas cuando se trabajó con lrmólico comosustrato. En la
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* " u 3 DESHIDHAIACIUN Dg¿_

'¡=n¿¿5;g Con L5 CONCENTRACIONn“ BUFPER FUSFATO A n“ 1.:

H Velocidad inicial en concentración de fosfato
cm") &5mR) (SOmM) (7SIM) (133nfi) (200mm)

2.7 25 19 10 8
3.2 55 30 24 15

4.8 o4_ 4o 33 20 12
10.0 83 61 50 39
20.0 97 80 70 32
40.0 116 100 95 90 55

Las determinaciones fueron roalisadas con 0.1 mgdu proteina
Ha concentración du lrnalato
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figura 3 se representan esos datos en graficos de Lineveaver
Burk (51), para las distintas concentraciones de fosfato.

A medida que la concentración de fosfato aumenta el Ka se
hace mayor. En cuanto a la velocidad sdxina tiene un mismova
lor para todas las concentraciones de fosfato investigadas. Ms
to sugiere que el fosfato actúa conouïnhibidor competitivo
cuandose halla frente al lenalato.

Los resultados obtenidos con fusarato se pueden ver en las
tablas 3 y 4. nos primeros corresponden a concentraciones de fos
fato comprendidasentre 5-50 un. se realizaron con un extracto
enzimática que tenía una actividad específica de 200 unid/ng.

Las determinaciones de la velocidad inicial se realizaron con
0.09 mgde proteina y la longitud de onda a la que se midió fue
de 300 nn.

hn la table 4 están los experimentos que se realizaron con
fosfato en concentraciones comprendidas entrerloo—200 nm. La
enzina usada tenia una actividad especifica de 96 unid/ng. y
las medidas se realizaron con 0.09 mgde proteina.

Debidoa la baja actividad del extracto se trató de aumentar
la sensibilidad del método, disminuyendola longitud de onda
a la cual se medía la disminución de fumáriso, Alberty y col
(56). Los valores dados en la tabla 4 corresponden a una longi
tud de onda de 290 nn.

La representación de los valores de las tablas 3 y 4 se ha
llan en los eróticos 4 y 5 respectivamente.

Debidoa las desviaciones obtenidas a concentraciones de tu
narato del órden de 2 nm, se aplicó a los datos el tratamiento
de los cuadrados mínimospara ver si tales desviaciones eran
significativas. En las tablas 3 y 4. bajo la denominaciónde

vcnse hallan los valores recalculados. y la representación de
los nisno se encuentra en las figuras o y 7. De ellas se obtu
vo el Km.

Los valores del nn obtenidos por los dos ¡6todos pueden ser
vistos en la tabla 5.

Las diferencias de los valores no son estadísticamente sig
nificativos. ya que aplicando la fórmula de Bessel ee comprobó
que las desviaciones de los puntos estaban dentro del órden ex
perimental (51a).

Alberty y col. (56}. observaron que con la funarasa de cerdo
se obtenían desviaciones de la ecuación de Michaelis-Henten, de
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TABLA 2

DEPENDENCIA DE LA VELOCIDAD INICIAL DE HIDRATACION DEL FUHAEATO

CON CONCENTRABIONES DE FOSFATO 10 0 IM H o

F 5m! de fosfato lO mHde fosfato 50 mmde fosfato
(M19 v v. v v

exp LM exp CH vexp vcM

2.0 320 376 400 400 440 430
4.0 570 560 600 600 667 680

8.0 720 750 800 805 950 960
20.0 960 925 1060 1010 1260 1260
40.0 1040 1090 1200 1120 1480 1430

Las medidas se realizaron con 0.06 mgde proteína de activi
dad específica 200 unid/mg.
v = velocidad inicial determinada experimentalmente.

vcH = dato obtenido despues de aplicar cuadrados mínimos.



44

CON CONC' N ' l 10 200 H o

F 100 mude fosfato 150 IM de fosfato 200 nu de fosfato

(EH) vexp VCH vexp ven vexp van

2.7 44o 500 365 375

3.2 550 560 47o 456 300 320
4.8' 800 77o uso “lo 425 475

10.0 1190 117o 1000 960 ¡70 825
20.0 1590 160) 144o 1350 1250 1300
40.0 1800 1700 1800 1850

Las determinaciones ee reel1zaron con 0.09 mgde proteína.
-as lecturas estan referidas a una longuitud de onda de 230 gp.

vexp = velocidad inicial determinada experimentalmente.
vcl = dato obtenido deepuee ae aplicar cuadrados mínimos.
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DISTINTAE CONCENTRACIONES DE BUFFEH rUSFQZQ

Concentración de fosfato KM KF

M‘todo gráfico Cuadrados minimos
(Ii) (II) (IB)

5 4.3 4.4 4.1 ÏO.2
10 4.4 4.3 t0.1
50 10.0 5.5 5.8 Ï0.03
75 14.9

100 11.5 11.0 30.1
15° 22.0
150 28.0 14.0 13.7 30.1
200 50.0 30.0 30.0 30.2

tri. l 3.6 3.6
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bidc a activaciones por sustrato, entre valores de fumarato sa
yores de lln. nuestros experimentos ae hicieron a concentracio
nes mayores que ese valor, y no se sabe cual es el comportamien
to a concentraciones mas bajas de sustrato.

31 se representa la constante de michaelis de los dos sustra
tos, en función de la concentración de foltato. gráfico 8, sc
ve que la mismaaumenta en forma proporcional. tanto para el L
malato comopara el fumararo. neto indicaría que el fosfato ac
tuaría coso un inhibidor del tipo cospstitivo, cosa que tanbien
se observa de los datos del grafico 3.

cuando el fosfato actúa frente al fumarato y a bajas concen
traciones del prisero se nato un efecto activador. un el gráfi
co 4 los valores de l/v disminuyen.

an la figura 9 se han representado en gráficos de bineavoaver
uurk, 308 datos de velocidades iniciales obtenidasicn ausencia
de buffer fosfato. al buffer de cedida tus Tris-clorhidrico.

nl valor obtenido para los dos sustratos es el mismo, 3a6mn.
cl rango de concentraciones de fumarato fue entre 2-40 su. fic
ee investigó a concentioiones mas bajas.
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CAPLTULU V

EQTUQLQDE LAQ_goqr¿ggEg_C;yrr1Cgs nm LA*!BMAHAQ¿

¡a FUNCION DEL ng

La depenaencia d. ia actividad enzimática con el pi se debe
princiyalmente a 1‘ ionizucidn de ¿rupes en el sitio enzimático
ror lo tanto, el estudio de les efectos del pHen las reacciones
enzimáticae ofrece un modode dilucidar los grupos que estan li
gados a le función catalftice.

Dixon (32). estudió el efecto del pHen la afinidad de la en
zima con el sustrato. Basándoseen estudios realizados anterior
mente sobre otros equilibrios de importancia bioquímica, ácido
base. óxido-reducción, foeforilación. (33) encontró interpreta
ciones similares para el equilibrio de la formación del comple
Jo de Michaelie. vale decir, combinación de la enzima con el ene
trato.

k k3.3¿334v3+r (1)
k2

¿1 tratamiento teórico está referido a la constante Keque
representa el equilibrio entre el complejoES, con la enzima li

bre y el sustrato. Si se supone que k3 ee despreciable con ree
pecto a k2. el sistema reune las condiciones de Michaelie.

ne está expresada en términos de concentración total de los
componentes. si ee consideran las formas no ionizadae tendrenoe

[EJESMW¿una
Ke = = . (2)

last [us] 1:81pm

feto!“ f (PH)
K8= ¡(8' —7—"—')- (3)03‘?"

Ke' representa la constante de las formas no ionizedae y fm!)
eon funciones de pH de Michaelie (34).



Escribiendo ia (3) en forma logaritmnca se tiene

pKa- pKe' e log/¿.(pfl) - 105€ (pH) - 10540!” (4)

Esta fórmula nos dice cómo la Ke Verín con el pH.
Si se representa pKoen función de pH se obtienen curvas a

las cuales ae les aplica una serie de reglas que se interpretan
con la fórmula (4) donde se ve que si se desprecia el primer tór
mino que ea una constante, ios terminos p para 1a enzima libre
y el sustrato tienen un significado que eo opuesto al tlrnino
de la p correspondiente ai complejo. '

Coneste tratamiento Dixon enuncia lo siQuiente:
3.- El gráfico de pKeserá secciones de líneas rectas unidas por
pequeñas partes CMPVLB.Las partes rectas cubriran un rango de
PH en ei cual un. de los términos en f (pH) es grande con respec
to a ios otros.
b./ Las curvad del gráfico representan px de un grupo ioniznblo.
c.- Cada sección tendrá una pendiente de cero, unr o dos unida
des positivas o negativas.
d.- Cana pk produce un cambio de una unidad de pendiente.
e.- Si el pk está en ei compieJoua la curva aparece hacia arri
ba. bi ei pKcorreponde si sustrato o a la enzimalibre,la cur
Va ea hacia abajo. Los pk de lee sustratos se pueden. en general.
determinar facilmente, asi que no hay confusión con los pK de
la enzimalibre.
f.- La pendiente de cualquier porción recta del ¿rfifico es nume
ricamente igual al cambio de Carga que ocurae en la disociación
del compiejo en enzima y systrato, dentro del pH investigado.

Por ejemplo, si a un pH la enzima E. y el complejo ES, tienen
ambosuna carba negatiVe "n" y el systrato libre está presente
en la forma ionizada. la disociación será

¡san-á ¡fines (5‘)

entonces no habrá ca bio de carga y la pendiente será cero. Si
el complejo tiene 'n-l' y la enzima "n" Cargas

¿sn’l ——> a“ e s (6)

el Cambioserá -i, luego la pendiente de ia recta ten
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dría un valor de -l.
un resumen la ¿endiente de la recta eBLana determin.da por

la carga de los componentes que predomin.n n un pH determin:do.
Con este método se revel n solo grupos cuyo e,raao de ioniza

ción se altera cu nao la enzim. se combinacon el sustr.to. es
decir, grupos que form n parte del centro activo o que estan lo
suficientemente cerca comop ra ser afectados, cuando se combi
nan con el sustrato.

Asi es posible obtener de los gráficos, solo información de
los pl correspondientes a los centros activos y no de otros gru
pos ioniz bles de la proteína. Puede suceder que 1a unión del
sustrato con la enzima no se “reduzca por un grupo ionizable,
entonces no se obtendrá discontinuidad en la curva y quedará
un sitio activo sin revelar.

Los datos obtenidos no dan idea de cual de las formas del
sustrato es lo que realmente se combina con la enzim . Da el
cambio total de cargas que se produce en ¿a combinación, y el
resultado es el mismosi la enzima se combina primero con el i
on del sustrato. o si se combinacon el sustrato no carbudo y
luego de la unaón. se ioniza.

roda esta teotí es válida cuandose estudia el efecto del
pH sobre el Ke. rara ser aplicado al Kmdepende de que Kmsea
igual a Ke o diverja por efectos eimóticos.

En la ecuación (l) se ve claro que si k3 es chica con respec
to s k1 y k2 el complejo 88 estará en todo momentoen equilibrio
con B y con 3. En esta condición ns sería igual a Kmy la teoría
“uedé ser perfectamente aplicada.

En los casos en que k3 no es relativamente chica Briggs y Hal
dane (35) demostraron que

k2 e k3
¡m = (7)

l‘i

en este caso Kmno es ibual a ls y sería erróneo aplicar la tee
ría. Sin embargopodría ser que el error se cometa solo en una

pequeña zona. en las proximidades del óptimo de pH donde k3 es
grande.

El tratamiento cinético del problemase simplifica si se re
cuerda que en la ecuación (1) k1 depende del estado de ionización
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de la enziMa y es sustrhto y no del comyiejo, mientras que k2
y k3 dependen solo del estudi de ionizacián del compleJo.

¿a constante k3 es la c nstante de velocidad con .especte a
la cantidad total del complejo y varia con el pH. Esta variación
es debido al hecho que una sala forma iónicn del compleJo se
disocia y esta fracción varia con el pH.

Asi k3 tiene dos partos, la constante de velocidad ae ruptura
dr esta forma particular, que es independiente drl ¡H y que la

denominaremoak3 y la finciSn de pH que determina la concentra
cifin ae esa forma a cualquier pH

k3

{www}
k3 a (3)

Un tratamiento sinilur se hgce con k2 suponiendo que la mia
ma forma del ES intervendría en ¿a reacción de k2 luego

ké
k = ‘“"' (9}2 ¡“(pm

Para la reacción de k1 “ay que consid-rar la enzima libre y
el sustrato '

ki"m (10)
few") flipfl)

Sustituyenno en (7)

k2 + k3 ké 1»k5 .3ng) falpH)
Ka= = 8 '“""-' (11)

ki ki ¡Lstp”)

Asi el efecto del pH sobre Kmresulta igual que sobre Ka.

ecuación (3), ya que ki ké k5 no dependen del pH porque se refie
ren a una forma iónica yarticuiar.

La teoría del pHes tanbien válida para este caso. Dixon (36)

Coneste mdtunose tiene la posibilidad de determinar los px
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Grupo

Carbonlo (OC)
Carboxilo (aaparttl)
Carboxilo (glutanil)
Hidrozilo fenólico (tirosina)
Sulfhidrilo (')
Imilazol (histidina)
Anoniooí)
Amon105(cisteina)
Amonio(ílisina)
Guanidino (arginina)

pK

3.0
3.0

9.8
8.3
5.6
7.6
6.5
9.4

11.6

(25')

- 3.2
- 4.7

4.4
-1o.4
- 8.6
- 7.o
- 3.4
- 3.5
-10.4
-12.6

(') Dato tomado de Benesch (38)
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de grupos ionizables situados en el centro activo de 1a enzima
lo que da una idea de su naturaleza quísica.

Sin embargoes necesario tener en cuenta el hecho que un grupo
de una proteina puede no tener el sismo valor de pK que cuando
esta es un aminoácidp o en otra aollcula pequeña, ya que pueden
existir influencias de otros grupos vecinos de la proteina.

En la tabla 1 se dan rangos de pk de varios grupos presentes
en las proteínas, los datos gusten tomadosde Edsall (37)

,Morton(39). interpretó las variaciones del nn en función
del pH, con los diagramas de Dixon (52) para la fosfatasa alca
lina de la mucosaintestinal de ternero y de leche de vaca. '

Trabajó con fenilfosfato comosustrato r encontró para las
dos enzisa que a pH mayor de 9.4 1a curva de Dixon tenía una
pendiente de -l. Esto resultó análogo a datos obtenidos por Ro
che y carles {40). con las fosfatasas aisladas de intestino de
perro. riñon e higado.quienes trabajaron en presencia de gli
cerofosfato comosustrato

La discontinuidad que presenta 1a curva y de acuerdo a les
reglas de Dixon, corresponderia al sustrato o a 1a enzima li
bre.

al hecho de que con distintos sustratos diera la mismadis
continuidad indicaría que 1a nisma seria indenpendiente del sus
trato y corresponderia a un pKde la ensisa.

El valor de ese ph es 9.2 y de acuerdo a cohn y ndsall (37)
corresponderia a un hidrosilo tenólico. uní-aminode 1a lisi
na o a un sulfhidrilo de la cisteina. Por estudios de inhibición
Barton \41) cosprobó que la enzima no era sensible a reactivos.
de grupos sulfhidrilos. pero era inhibida por iodo y ioduro de
potasio. Morton(42;. Conesto se eli-ind la posibilidad del
sulfhidrilo y acepta la del hidrixilo fenólico pero sin deseas
tar la del grupoé-aminode la lisina.

otros resultados interesantes obtenidos del estudio de los
gráficos de uixon son los referentes a la arilsulfatasa. Dodgson
(43) trabajó en presencia de tres sustratos distintos: nitroca
tecol sulfato. p-nitrofenilsulfato y p-acetilfenilsulfato.

Las curvas presentan dos inflecciones correspondientes a la
enzima libre. una con unpKde aproxiladasente 8.2 y 1a otra 9.4
cuandotrabajó con nitrocatecol-sulfato, 1a curva le dió una nue
va inflexión a pH6.5 que correspondiió a la enzisa libre o al
sustrato. La primera posibilidad se descartó, pues trabajando con
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ios otros sustru ¡s no nt recta tal pl. Ademásl“ curvg de titu
lación del nitrocatecolsulfato did un pl dv 6.5.

La identificación de los grupos de la enzima responsables de
los px no está muyaclarrda. El pK 8.2 no se sabe a que grupo
atribuitlo y el pk 9.4 sería de un sulfhidrilo, un vio E amino
o un hidroxilo fonólico. El sulfhidrilo se descartó porque la
enzima fue inhibida 49%por p-cloromercuribenzoato pero no era
rnactivada por la cistefna ni el glutatión.

Se tuvo evidencias de que el grupo fuera un 4.o E amino. ya
que la enzima fue inhibida con anhidrido acético en el tratamien
to que segun rraenkel y Conrat (44) dicen especifico para dicho
grupo.

En el diagrama se observó tambien una inflección correspon
diente al complejo ES con un px que varía entre 7.5 y 7.8 segun
el sustrato.

Hinksony Mahler (46) estudiaron la ileilactato deshidrogena
sa de levadura y encontraron un pk para la enzima libre de 6.5
7.0

Asi comouixon des rrolló la teoria de la variación de la cons
tante de Hichaetis y la inhibición con el pl. Alberty y naseey
(45), dan una interpretación de la variación de la Velocidad
máximacon el pH. Al trabajar con velocidades máximasobtenidas
por extrapolación [46) a una concentración infinita da sustrato,
evitan les posibles efectos d: activación e inhibicion que pudie
ran existir si se trabajara con la velocidad dada por una concen
tración particular de sustrato.

Si la Velocidad máximavaría con el pH, esto indica qu; el
complejo ES su ioniza, o que su descomposición está sujeta a u
na catálisis ácida o básica. _

El tratamiento teórico se funda en la existencia de dos gru
pos en el sitio activo responsable de los efectos cinéticoa.
Dichos grupos pueden ser del tipo ácido o básico. nel mecanismo
prepuesto se llega a una expresión de la Velocidad máximay el
de la constante de Hichaelis dadas por las fórmulas

k3 uno
Vm- (12)

1 e (¡PJ/nus,HSe lea / ui’;
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k2 + k3 1 e (H’J/KaB o ¡bn/(3*)

1 - 1 e (H’)/xn¡3 o ¡bus/(H')

donde (E)o es 1a concentración molar total de los sitios activos,

la: y KbBson las constantes de ionización de dos grupos ionizse
bles de cualquier tipo. y lens y ¡bss las de los respectivos com
plejos. La (13) es equiValente a la (il) obtenida por Dixon (52).

Numerosasestudios sc han realizado con distintas enzimas.
Frieden (49), estudió 1a NADH-citocronoe reductasa de cors

zon de cerdo y encontró qugnis reacción intervenfan tres grupos
ionizables con pl 7.7. 8.5 y 7.4 respectivamente. Los dos prime
ros correspondían a la enzima libre y el bercero no se puuo es
tablecer por los m6to.os cinéticos si corresponufa a la enzima
libre o al citocromo c. ya que esta sustancia tiene grupos ioni
zables en el rango ¿e pH 7-9 dentro del cual ÏRGPOHrealizados
los experimentos.

Raval y Nolte (50) estudiaron 1a malico deshidrogenasa de co
razón de cerdo y encontraron dos pl correspOudientcs a la en
21m3, con Vaiures ue 6.7 y 9.2..

nos trabaJos reallz-dos con ¿a fumarasa de leVadura Ssccharo
51999 se a scriben a continuación.

Se usaron las siguientes abreviaturas:

KHy lr a constantes de Hichaslis para el lpmalato y fumarato
respectivamente.

pKHy pkr - pl de la enZLmalibre frente a los dos sustratos.
pKEHy pKEP- pl de 105 respectivos cOmpleJos.

Las drogas y aparatos utilizsaos fueron los citados anterior
mente en el cap. II

Se trabajó con las dos reacciones, vale decir la hidratación
del fumrato y la aeshidratación del lanalato. l

Se prepararon aoluc¿ones madres de fumarato, lomalsto y frió.
Las'solucionus mauresde 108 sustratos se dilufan hasta el

valor de laFoncentración final deseada, y se llevaban a pH
con el agregado de Iris.

Los pn se controlabnn antes y despues de efectuadas las re
acciones.
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A glgrlnrog ¡H

pH ¡tp dos KF KH -log KM
(mo’3) (ra-no”)

5.5 2.1 3.3
6.0 0.85 2.7
6.3 2.4 2.6
6.5 4.o 2.4 2.6 2.4
6.9 8.0 2.1
7.0 3.3 7.4
7.3 3.7 2.4 3.6 2.4
3.o 8.8 2.o
8.3 4.o 2.4
8.5 5.1 2.4
8.7 4.1 2.4
9.o 1.4 2.9
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ggggkgggmafigrumg y; LAmmgg menxgrmroaencarga

Ori en de pk pK px pk Buffer
fa P n ¡a kr nudo

funerasa

3‘3) 703 703 605-800 609 Tri.

c“) 6.5 7.5 6.34.0 6.9 rooratc
Trio

P ‘¡) 605.703 700.707 7.o ÏOUÏC‘C
P

cW 6.2-6.8 6.2-6.8 6.6-8.4 5.34.3 acotatc

(g, A 704-807
T B 509-507 509-507 701-806 acotatc

5 = Sacoharonlcoo
C = corazón de cerdo

Pp a rogionibaotoriunvnontooaneunw
I a Tórula
(x) Valores determinados por el oatudio de loa diagramas de

Dixon (32) ‘
(') Valoroa dotorainadoo por 1a variación de la velocidad mdp

gina con el pH Alborty (45).
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Se seslisaren controles de la enzima. Estes se hacian en son
diciones de rutina pero en ausencia de fosfato.

La ensima se hallaba suspendida en buffer Iris pH7.3 y du
rante los experimentos de aantenia en un baño a OIC.

Los ensayos no se hicieron con ensima pura. A medida que se
disponía de un extracto relativamente purificade se efectueben
los distintos ensayos. De alli que solo se pueden tener datos
de la variación de la constante de Miohaelis con el pH, ya que
es un valor independiente de la concentración de la enzisa.

Lo pasa lo sismo con la velocidad sáxina. la cual depende de
la concentseeión enziaática.

Las medidas de la velocidad inicial para cada concentración
de sustrato se realizaron por duplicado.

La determinación de las constante de Michaelis se realizaron
de acuerdo al metodo gráfico de Lineseaver y Burk (51).

nas concentraciones de los dos sustratos fueron las siguien
tes: con lnmalate, se trabajbo con valores comprendidoentre
2.7 y 40 mM,y con fumarato entre 4 y 40 un.

Loa resultados obtenidos con la funarasa de levadura_pueden
ser interpretados del gráfico 4.

En el se ven los diagramas de Dixon para loa dos sustratos.
la tabla 2 da los valores.

Del análisis de-log KFen función del pHdel gr‘fico 1 (a)
se obtienen inflexiones en la curva que revelarian la existen
cia de dos pk. uno para el complejo ensima-sustrato y el otro
para la ensimalibre, o el sustrato.

La curva presenta entre pH6.3 y 6.9 una pendiente de aproxi
madamenteuna unidad negativa. A 6.9 esta cambia a una unidad
positiva y a pH7.3, el valor de la pendiente se hace cero.

¿sto se interpretarfa comoque a pH6.9 el complejo tiene dos
grupos, ya que el valor de la pendiente pasa de una unidad nega
tiva a una positiva. A pH7.3 el pKpuede atribuirse a la enzi
ma. pues la posibilidad de que sea del sustrato queda descarta
da, ya que el funfirico no tiene ningun pK a ese valor.

¿n el caso del lrmalato se observa, gráfico i (b), que entre
ph 5.5 y 6.5 hay una pendiente negativa. ¿ntre 6.5 y 7.3 -1og KM
es independiente con la variación del pH¡ a pH 7.3 cambia nueva
mente en aproximadamente una unidad negativa y a pH 8.0 la pen
diente es positiva.
dato daria comoresultado la presencia de un pKcorrespondien
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te a la enzlna libre con un valor de 7.5.
Al complejo enzimapsustrato un px cuyo valor es 8.0 corres

pondiente a dos grupos. y un pK6.5, correspondiente a otro gru
yO del conpleJo.

El pKde la enzima libre tiene idóntico valor en las dos
curvas. Deello se deduciría que el sismo sitio activo de la en
zima intervendría en la unión con el fumarato o el nalato.

El valor del pKde 7.3 podría ser atribuido al grupo ini
daxol de la histidina (37). lo que estaría de acuerdo con lo
que ae sabe de la fumarasa de cerdo en la cual se supone que
dos restos histidina estarían presente en el sitio activo (53).

¡n la tabla 3 se ven los grupos ionizablee de la enzima libre
y de los-complejos.

Los valores obtenidos con la levadura Saccharogzces son muy
semejantes a los dados por Massey (52) quien tambien obtnvo los
pK por el metodo de Dixon. La única diferencia se que Massey
trabajó en presencia de fosfato 66 ¡H y con la fularasa de 1e
vadura, el buffer usado fue Iris.

Los datos dados por Mello Ayres y Lara {54) con la fumarasa
de tropionibacteriun pentosaneua, estan dentro del orden halla
do para las otras funarasas.

¿n el trabajo realizado con la tunarasa de 1eVadnrano apa
rece el pK6.5 de 1a enzima libre que se observa en las otras
dos fumarasss.

un las columnas 4 y D de la habla 3 ae dan los valores de
las constantes de ionización de las funaresas de cerdo y tórula
(de esta última de las dos formas activas de la enzima)(47.55).

Estos valores fueron obtenidos de acuerdo a le'teoría propues
ta por Alberty (45)

Engeneral existen diferencias en el conportaaiento ein‘tico
de las distintas fumarnsas pero en todas se obtienen evidencias
de que la hietidina estaría en o los sitios activos.

La información obtenida de estas técnicas, a pesar de no ser
muyespecífica da una idea que de otro nodo estaría inalcanzable.
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na aislación de la fumarasa de ¡ggggggoagcegcereviceae. ha
sido realizada por métodosque difieren de los utilizados para
purificar tunarasas de otros origenes. hay que tener en cuenta
la naturaleza de las distintas fuentes y sus diferencias_en
composición.

La fumarasa de levadura, tanto la de ggggggggglggg comola
de tórula. se obtuvieron por extracción del polvo acetónico,
mientras que. la de corazón de cerdo. se halló en el eobrenadan
te del honogenatodel tejido.

Esto explica que la fumaraea de levadura se halla en pre
sencia de mayorcantidad de sustancias contaminantes y de alli
que su purificación sea_maaengorrosa.

un los extractos de levadura, y microrganisnos bacterianas
en ¿enera1, se hallan gran cantidad de ácidos nuclóicoe. cuya
presencia interfiere, principalmente en la precipitación con
solventes organicos de las proteinas, ya que precipitan en for
maconjunta. nos extractos de músculo cardíaco no presentan tal
inconveniente pues la concentración de ácidos nucleicos es nu
cho menor, que 1a presente en levadura.

nassey realizó comoprimer paso en el fraccionamiento de 1a
enzima de corazon, una precipitación ácida de la uisma, (120,
121). Dicho tratamiento no resultó eficaz para 1a tuaarasa ae
Levanura (7).

na adsorción cuantitativa de 1a enziaa en gel de fosfato de
caLCio, y eiusión ae ia miamaCu“ uurrer de alta fuerza iónica.
rue reaiizauu con ¿a fuaaraea ue oeruo y con 1a ce levaaura.

Conesta últiaa se realizó un traceionaniente en columnade
hidroxilapatita. a la cual se adsorbe en torna ta1.que para.
eluirla ee necesario aumentar 1a fuerza iónica mas de 10 ve
ces con respecto a la necesaria para que ee adsorba.

La desnaturalización termica del extracto crudo fue realiza
dacuandoseprecipitóla fularasaMW (54).Di
cho tratamiento fue de resultado negativo cuando se aplicó a
1a fumarasa de fl¿_gg¡g!1¡j¡g_(7).

El comportaliente de las fuaaraeae frente a resinas de in
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tercambio iónico DRAEfue completamente distinto. la leVadura
no se fijó a la resina cuando se encontró en un medio de fosfa
to 0.001 H pH7.0. mientras que a ese pa y a 0.02 a de fosfato
la fumarasa de 2¿pggjggagl'g se adsorbe y las dos formas de tó
rula la hacen a pflmayor.

El sisi-s valer de la actividad especifica obtenida ocn la
fumaraaa de levadura, es casi el doble del dado por Masseypara
la fumsrasade cerdo recristalizada (al). considerando las mis
mas unidades de medida.

La fumarasa de levadura. lo mismoque la de ggpggtcggclls es
sensible a los reactivos de grupos sulfhidrilos. Esta reactivi
dad no se observó en la fumarasa de cerdo.

En la serie de experimentos realizados se comprobóque el
CngBz y la Ag son los reactivos que causan mayor inhibición y
los ensayos de protección por sustratos y buffer fosfato, rue
ron realizados ante la inhibición producida por dichos reactivos.

El fumarato es protector de la enzimaante la inactivación del
ClflsBz y la Ag,en cambio el lrmalato protege solamente ante el
primero de los reactivos.

Conla fumarasa de 2.2entosaceum el fumarato protege ante la
inhibición de Cngbs. mientras que el lasalato no.

El fosfato protege frente al CngBz. tanto en la enzima de
levadura se explica tal protección ya que el foefato actúa como
inhibidor competitivo. Por el mismomotivo, cuando actúan en for
ma simultánea uno de bos sustratos y el fosfato, en concentra
ciones que por si soles no dan protección, al actuar en forma
conjunta, se nota una disainución de la inhibición.

Al hacer el estudio de los grupos que intervendrían en el
sitio activo, por medio de los gráficos de Dixon, no se reveló
la presencia de suifhidrilos. ya que los pKencontrados en la
enzima libro corresponderían mejor a un grupo imidazol. Suponien
do que los sulfhidrilos no intervendrían directamente en el si
tio activo, la inhibición de la enzimapor el CngBz podría ser
interpretada comoun ataque hacia grupos sulfhidrilos que son
necesarios en el mantenimientode la estructura activa de la
enzima. COJOfue demostrado por rasella y Hammespara la hemo
quinasa (135).

Estos mecanismopodrían ser aclarados cuando se realicen ex
perimentos mas completos de los grupos silfhidriloe y con la
enzima pura.

Los datos dados en el presente trabajo fueron realizados con
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una enzima parcialmente purificada.
De la curvas de actividad en función del pn para los dos

sustratos se puedever que existe una sinilaridad con los resul
tados obtenidós para la fumarasa de cerdo, al pHóptimo para
el lpmalato es mayor que el encontrado para el fumarato. Ademas
en el lado alcalino las curvas están naa Juntas que en el lado
ácido. .sto se explicaría comoque los sustratos influirian en
la constante de ionización del grupo (a) responsable de ¿a ac
tividad enzimática. Porotra parte la determinación de los mis
mos con el mltodo de los gráficos de Dixon dió ciertas analogías
can el comportamiento de la enzima de cerdo y de 2¿pentoeaceun.

«e los experimentos realizados con distitos aniones para ver
su acción sobre la actividad de la enzima, solo se puede esta
bl cer que los que actúan en forma activante lo harían por un-ón
a un grupo básico de la proteina cercano al centro (s) activo.
modificando asi ia ionización del (o loslmismos. Igual explica
cidn se daría para el caso de ios aniones inhibidores.

Estos resultados fueron encontrados tanbien con ia fumarasa
de cerdo. Los resultados del erecto del fosfato en la cinética
ue 1a enziaa pueden ser comparados con los de 1a funarasa de
cerdo. Asi cuando se realizaron los experimentos en presencia
de lsnalato se obtuvieron survas de Lineareaver-Burk en las que
es bien marcadoel efecto de inhibidor competitivo que tiene
el fosfato con el lesalato.

Los valores de 1a constante de nichaelis para el lpnalato
de la fumarasa de cerdo deterlinados por Alberty (56). son las
bajos que los resultados hallados para 1a fumarasa de levadura
de donde se deduce que el I-Ialato (y tanbien el fusarato) se
unen nas fuertesente a 1a enzima de cerdo que a la de levadura.

Asi:

Concentración de fosfato ¡“(cerdo) ¡”(levadura)
(un) (un) (Il!)
5 0.22 4.3

50 1.5 10.0
133 6.7 22.0

En los experinsntos realizados con tunarato se observfi un
efecto activador del fosfato cuandose trabajó con concentracio
nes baJas del sismo, comose puede ver en el gráfico 5. ral son
portamiento se explicaría cono la unión del fosfato a un sitio
de la enzima que no es el catalítico pero que actúa modifican
dolo.
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Al ir aumentandola concentración del fosfato este comienza
a actuar comoinhibidor competitivo. vale decir que una vez o
cupado el sitio no catalítico comienzaa competir con el sus
trato por el sitio activo.

En las condiciones en que se realizaron los experimentos.
no se notó efecto activador del fumarato, contrariasente a lo
obtenido por Favelukes (28). quien tambi‘n trabaJó con concen
traciones de funarato iguales a las empleadasen nuestros e:
perinsntos.

La funerasa d cerdo es activada por el funerato. Las con
diciones en que se determinaron las velocidades iniciales de
hidratación se realizaron en una asplitud de concentraciones
de fumarato de l a 3000 veces. mientrs que con levadura solo
se investigó en un rango de l a 40 veces.

Conla tunarasa de t6rula, tan oco se encontró efecto acti
vador del sustrato, en las condiciones que se realizaron los
exyerimentos. Conesta enzima trabajaron con concentraciones
de sustratos entre 1/5 y 5 veces el valor de la constante de
üichaelis dado para la fumarasa de cerdo.

Sin embargo, el hecho de que los sustratos actúen formando
el conplejo SEno se descarta totalmente, pues hay evidencias
activadoras de los sustratos en las curvas de actividad enzi
mática en función del pH.

El efecto de la activación por sustratos y la corrección de
la ecuación de.Michaelis-Mentenpara interpretar tal comporta
miento, fue realizado con las esterasas de caballo y cerdo,
las que fueron estudiadas por Kistiakousky (136). Para 1a pri
mera se cumple la ecuación de Michaslis-Henten. para la segun
da, no.

De la serie de prepiedades coteJadas con las distintas fuma,
rasas. es algo difícil establecer que grado de identidad exis
te entre las mismas.

Ademascon los experimbntos realizados con la fumarasa de
levadura, no es posible establecer el mecanismode la enzima.

Al disponer de la enzima pura queda abierto un campopara
realizar un estudio integral de 1a misma.
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